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OZET

Diabetes Mellitus, giiniimiizde en sik rastlanan hastaliklardan biridir. Istatistiksel sonuglar,
diyabet hastaligina yakalanan hastalarin sayisinin arttifim gostermektedir. Ancak tedavi
metodlari, tedavi yolu ve insiilin molekiiliiniin tipi ila¢ firmalar tarafindan gelistirilmektedir.
Giliniimiizde artik immunojen olmayan insililin ¢esidi kullanilmaktadir. Bugiin pazarda,
diyabet hastalar1 tarafindan kullanilan ¢ok ¢esitli insiilin formiilasyonlari bulunmaktadir. Bu
insiilinler rekombinant DNA teknolojisiyle iiretilmektedir.

Bu arastirmada; Tip 1 ve tip II diyabet, mevcut insiilin tedavileri, insiilinin hiicredeki etki
mekanizmasi, insiilin konjugatlarinin sentezi, PEG konjugasyonunun insiilinin 6zelliklerine
etkisi, PEG-insiilin konjugatlarinin hazirlanmasi1 ve bunlarin immiinojenik o6zellikleri,
hiimoral ve hiicresel antijenligi, alerjenligi, biyolojik etkinlikleri, farmakokinetik ve
farmakodinamik parametreleri incelenmistir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, insiilin, insiilin- PEG, konjugat, immiinojen, antijenite.



ABSTRACT

Diabetes Mellitus is one of the most common diseases nowadays. Statistics shows that the
percentage of people suffers from this disease is increasing. However, the treatment methods,
the way and also the type of insulin molecule is getting developed by the pharmaceutical
companies. Recently, the most non-immunojen insulin type is being used. There have been
several formulas used by diabetic patients in the market. These insulins are being produced by
recombinant DNA technology.

In this study; Type I and Type II diabetes, recently used insulin therapies, insulin mechanism
in a cell, synthesis of insulin conjugates, effect of PEG conjugation on insulin mechanism,
preparation of insulin- PEG conjugate and their immunologic characteristics, humoral and
cellular antigenicity, allergenicity, biological effects, pharmacocinetic and pharmacodynamic
parameteres were investigated.

Anahtar kelimeler: Diabetes, insulin, insulin- PEG, conjugate, immunogenecity,
antigenicity.

Xi
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1. DIABETES MELLITUSA GENEL BAKIS

1.1 Giris

1900’11 yillarin basinda hipofiz ekstreleri endokrin tedavide kullanilmalarina kargin aslinda
cagdas anlamda endokrin farmakoloji insiilinin bulunusu ile birlikte baglamistir. Banting ve
Best in pankreastan insiilinin elde edilmesini saglayan caligsmalari, sonucta hormonlarla
yapilan yerine koyma tedavisi kavramiin yerlesmesine yol agmistir. 1950°1i yillar ise ardi
ardina cesitli hormonlarin izolasyon ve sentezlerinin basarilmasina tanik olmustur. Hayvansal
kaynaklardan ya da insan otopsi materyalinden hormon elde edilmesinde karsilagilan
giicliikler, hormon benzeri etkinlik gosteren sentetik bilesiklerin yani hormon analoglarinin
bulunmasina yonelik arastirmalarin hizlandirilmasin saglamistir. Hormon analoglar1 yapisal
olarak dogal bilesiklerle benzerlik gostermelerine karsin bazi 6nemli 6zellikleri yoniinden
onlardan ayrilirlar. Arastiricilarin bu tiir bilesiklerin sentezine yonelmelerindeki temel amag,
dogal hormonlarla tedavide zaman zaman gézlenen sakincalarin ortadan kaldirilmasidir. Cok
yogun ve 6zen gerektiren ¢alismalar sonucu endokrin bezlerden izole edilen bazi hormonlarin
oral veriliglerinde etkisiz olmalar1 ya da ¢ok c¢abuk metabolize edilmeleri nedeniyle etki
stirelerinin kisalmasi sik rastlanan 6rneklerdir. Sentetik analoglarin kimyasal yapilar1 ise sozii

edilen olumsuzluklar1 olabildigince giderecek sekilde tasarlanmistir.

Son yillarda endokrin hastaliklardaki terapdtik potansiyelleri nedeniyle hipotalamik
hormonlar ve Ozellikle bunlarin uzun etkili analoglarinin sentezlenmesine iliskin oldukga
fazla sayida arastirma gerceklestirilmektedir. Glinlimiizde bu hormonlardan bazilar1 esas

olarak tan1 amagl kullanilmaktadirlar.

Teknolojinin gelisimine kosut olarak endokrin farmakolojiye iliskin arastirmalarda da c¢ok
duyarli yontemler kullanilmaya baslanmistir. Son yillarda, sozii edilen yoOntemlerin
kullanildig1 arastirmalardan elde edilen deneysel sonuglar ve bunlarin klinige
uyarlanmalarinda oldukc¢a carpici gelismeler saglanmistir. Artik immunoesey ile ¢ok sayida
hormonun plazma diizeylerinin kolaylikla dl¢iimlenebilmesi, hekimlere hastalarinin hormonal
durumlarin kisa siirede ve saglikli bir bicimde 6grenebilme olanagini sunmaktadir. Peptid ve
protein kimyasindaki atilimlar ise amino asit dizilimlerinin belirlenebilmesini ve peptid
sentezinin gergeklestirilebilmesini saglamis ve bunun sonucunda da azzimsanmayacak sayida
peptid klinikteki yerin almistir. Diger yandan, molekiiler biyoloji alaninda rekombinant DNA
teknolojisinin uygulanabilirligini saglayan gelismeler yasanmis ve 1980’ lerin ortalarinda ilk

kez bakteriyel sistemlerden elde edilen insan insiilini pazarlanarak tedaviye girmistir. Boylece
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hayvansal kaynakli insiilinlerle tedavi edilen diyabetik hastalarda gozlenen alerjik sorunlar en

aza indirilmistir (Bokesoy, T.A., Cakicr, 1., Melli, M. 2000).

Diabetes mellitus, ABD niifusunun %2-3’{inii etkileyen biiytlik bir halk saglig1 sorunudur. Bu
hastalik, yetiskin korliigii, amputasyon (Kol, bacak gibi bir organin veya uzanti seklinde bir
olusumun kesilip ¢ikarilmasi) (Kocatiirk, U. 2000), bobrek yetmezligi, kalp krizleri ve felglere
neden olmaktadir. Diyabet, insiilinin kismen veya tamamen eksik olmasina bagl gelisen,
aclik kan glukozunun yiiksekligiyle karakterize sendromlardan olugsmaktadir. Yetersiz insiilin
salinimi nedeniyle olusan metabolik degisiklikler, glukagonun artisiyla daha da siddetlenir
(Champe, P.C., Harvey, R.A., 1997). Diyabetin olgularim1 kapsayan iki ana tipi ve daha
seyrek goriilen baz1 6zel tipleri vardir. ki ana tipin ayirtettirici temel dzellikleri hastanin
insiiline bagimli olup olmamasidir: Insiiline bagimli diabetes mellitus (insulin-dependent
diabetes mellitus= IDDM) ve insiilinden bagimsiz diabetes mellitus (non-insulin dependent

diabetes mellitus= NIDDM) (Kayaalp, S.O., 2000).

diyabetik hastalarin yaklasik %80- 90 1 Tip II diyabetikler, geriye kalanlarin biiyiik
cogunlugunu ise Tip 1 diyabetikler olusturur; oysa bazi tropikal iilkelerde besinsel ya da
toksik faktorlerin eslik ettigi kronik pankreatit diyabetin en yaygin nedenidir Cok seyrek
olarak, diyabet insiilin genindeki mutasyon sonucu da ortaya ¢ikabilir. Bu tiir
mutasyonlardaki amino asit degisimleri, daha diisiik etkinlik gosteren insiilinlerin olusumuna
ya da proinsiilinin insiiline doniisiim prosesinde bir bozukluga yol acar (Bokesoy, T.A.,

Cakict, 1., Melli, M. 2000).

1.2 Tip 1 Diyabet (insiiline Bagimh Diabetes Mellitus, IDDM)

Tip 1 diyabet, juvenil diyabet, genglikte baslayan diyabet ve ketoza yatkin diyabet diye de
adlandirilir. Insiilin salgilayan beta-hiicreleri harap olmus ve insiilinemi azalmstir. Olgularm
cogunda adacik hiicrelerine karsi otoantikor hastaligin baslangi¢c dénemi hari¢ bulunmaz ve
hastalik genellikle bir viriis infeksiyonu sonucu olusur; geri kalanlarda otoantikor titresi
yiiksektir ve diyabetle birlikte diger bazi otoimmiin hastaliklar da bulunur. Glisemiyi kontrol
altina almak, ketozu 6nlemek ve hastanin yagamini siirdiirmek i¢in disaridan insiilin verilerek,

mutlak insiilin eksikliginin giderilmesi gerekir (Kayaalp, S.O., 2000).

1.3 Tip II Diyabet ( Insiiline Bagimhi Olmayan Diabetes Mellitus, NIDDM)
Tip II diyabet, erigskinlikle baglayan diyabet veya ketoza- rezistan diyabet diye de adlandirilir.
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Bu tip diyabet olgularinda beta-hiicrelerde insiilin yapilmast ve depolanmasi genellikle

bozulmamustir; salgilanmada genellikle azalma yoktur. insiilinemi biraz azalmis, normal veya

artmis bulunabilir. Onemli bir temel bozukluk hedef hiicrelerde insiilin reseptor sikliginin

azalmasi veya hiicre icide postreseptor diizeyde insiilin etkinliginin azalmasi ve direng

gelismesidir. Tip II diyabet kalitimla yakin bir iliski gosterir (Kayaalp, S.O., 2000).

1997).

Insiilina bagli DM (IDDM)

Insiilinden bagimsiz DM (NIDDM)

Esanlamlist

Tip 1; geng tip diyabet

Tip II; erigkin tip diyabet

Baslama yas1

Genellikle ¢ocukluk veya

eriskin donemde

Siklikla 35 yasindan sonra

Hastaligin baslangicindaki

beslenme durumu

Siklikla 1yi beslenmis

Obezite genelde bulunur

Goriilme siklig

Diyabetlilerin %10-20’sini

Diyabetlilerin %80-90’1n1 olusturur.

olusturur.
Genetik yatkinlik [liml1, vasat Cok giiglii
Kusur veya eksiklik B-hiicreleri yikilmistir, | B- hiicreleri uygun nicelikte insiilin
insiilin iretimi yoktur. liretemez; insiilin direnci vardir.
Ketozis Siktir Nadirdir
Plazma insiilini Diistik veya yoktur Normal veya yiiksek
Akut komplikasyonlari Ketoasidoz Hiperozmolar koma

Oral hipoglisemik ilaglar

Yanit vermez

Yanit verir

Insiilin tedavisi

Her zaman zorunludur

Genellikle gerekmez
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2. INSULIN

Insiilin pankreasin Langerhans adaciklarindaki B-hiicrelerinde sentezlenen ve M.A. yaklasik
5800 olan polipeptid bir hormondur. Ilk kez 1922 yilinda, Kanada da, képek pankreasindan
elde edilen bir ekstre seklinde 14 yasindaki Leonard Thomson adli Tip 1 diyabetik ¢ocuga
uygulanmis ve sonrasinda saflastirilarak, bugiine dek tip tarihinin tanidig1 en etkin terapdtik
ajanlardan biri olarak klinikteki yerini almistir (Kayaalp, S.O., 2000). Insiilin birbirine
disiilfid baglartyla bagl iki polipeptid zincirinden olusan kiigiikk bir proteindir. Bir Oncii
protein (pro-insiilin) olarak sentezlenir. Bu protein proteolitik yikima ugrayarak insiilin ve
peptid C* ye ayrilir. Her ikisi de pankreasin B-hiicrelerinden salgilanirlar (Mycek, M.J.,
Harvey, R.A., Champe, P.C., 1998).

Sekil 2.1 Insiilin hekzamerinin {i¢ boyutlu gériiniimii. Ortada Zn™* iyonu ve etrafinda 3 H,O

molekiilii ile birlikte [1].
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2.1 Kimyasal Yapis1 ve Biyosentezi

Insan insiilin molekiilii, disiilfiir kopriileri ile birbirine baglanmis iki peptid zincirinden
olugmustur. A zinciri 21, B zinciri ise 30 amino asit igerir. Cesitli hayvanlarda sentezlenen
insiilinler, yapisal olarak insan insiilininden farklilik gosterirler. S6zii edilen insiilinlerden
bazilarinin 15- 20 amino asidinin insan insiilininden farkli oldugu anlasilmistir. Yapica insan
insiilinine en fazla benzerlik gdsteren ise domuz insiilinidir. Domuz insiilininin yalnizca bir
sigir insiilininin ise {i¢ amino asidi insan insiilininden farklidir. Bu nedenle domuz insiilini,
sigir insiilinine oranla daha az alerjiktir. Insiilin, adacik dokusundaki B hiicrelerinin graniiler
endoplasmik retikulumundaki ribozomlarda sentezlenir. Langerhans adaciklarinin ortasinda
toplanan B hiicreleri adacik dokusunun % 60-80’ ini kapsar. Langerhans adaciklari, her biri
bir bagka hormon sentezleyen ve salgilayan dort farkli hiicre tipinden olusur. B hiicreleri
instilin, a hiicreleri glukagon, & hiicreleri somatostatin ve PP hiicreleride pankreatik polipeptid

salgilar (Kayaalp, S.O., 2000).

Baglayic: Peptid

Sekil 2.2 Domuz proinsiilini’nin ve insiilini’nin kimyasal yapis1 (Kayaalp, S.O., 2000).

Cizelge 2.1 Pankreas adacik hiicreleri ve salgiladiklari hormonlar (Bokesoy, T.A., Cakici, I,
Melli, M. 2000)

Hiicre tipi Salgilanan Hormon

Alfa Hiicresi (o) Glukagon
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Beta Hiicresi () Insiilin
Delta Hiicresi (8) Somatostatin
PP Hiicresi (PP) Pankretaik polipeptid (PP)

Insiilin sentezi, ilk basamaklarmin B hiicrelerinin mikrozomal fraksiyonlarinda gerceklesmesi
disinda, Oteki proteinlerin sentezinden 6nemli bir farklilik gostermez. Sentez, DNA insiilin
geninin hiicre ¢ekirdeginde mRNA’ ya transkripsiyonu ile baslar. Insiilin B hiicrelerinde dnce
tek zincirli bir prekiirsor, yani proinsiilin seklinde sentezlenir. Proinsiilin insiilinden farkl
olarak, insanda 35 amino asitten olusan ve C-peptid (Connecting peptide) adi verilen bir
segment igerir. Insiilinin biyosentezine ydnelik arastirmalar, proinsiilinin de “preproinsiilin”
denen prekiirsoriinden olustugunu gostermektedir. Ribozomlarda 110 amino asitli bir
polipeptid olarak sentezlenen preproinsiilin, endoplazmik retikulumda 24 aminoasidini
yitirerek proinsiiline doniisiir. Proinsiilin de golgi cihazinda kalsiyum bagimh
endopeptidazlarin etkisiyle insiilin ve C-peptide doniistiiriiliir ve vezikiiller icinde depolanir.
Boylece insiilin salgilanmasina yol acan tiim uyaranlara yanit olarak insiilin ile birlikte
ekimolar derisimde C-peptid de salgilanir. C-peptid biyolojik etkinlikten yoksundur; ancak bu
peptidin plazma diizeylerindeki degisiklik insiilinin salgilanma hizinin gostergesi olarak

degerlendirilir.

Vezikiillerde depolanan insiilin ¢inko iyonu ile kompleks yapmis durumdadir. Proinsiilinin
timil enzimatik ¢evirimle insiiline doniistiiriilemediginden vezikiiller i¢inde proinsiilin de
bulunur. Bu nedenle B hiicrelerinden ¢ok az miktarda proinsiilin de salgilanir (Bokesoy, T.A.,

Cakict, 1., Melli, M. 2000).

ool

g

free C peplide

Sekil 2.3 Insiilinin sentezi [2].
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Cizelge 2.2 Insiilinin yapisal 6zellikleri (Novo Nordisk).

Yapisal ozellik

Formiil

Yapisal formiil

Insiilin aspartin aminoasit sekansi

Insan insiilininden farki, kalin olarak isaretlenen
B28 aminoasididir. Cizgiler, A ile B zincirlerini
baglayan zincirler aras1 disiilfit baglarin1 ve A
zincirindeki ¢izgi i¢i distilfit bagini temsil
etmektedir.

Molekiiler formiil

Cas56H381N6507956

Bagil molekiiler kiitle

5825.6 Dalton

Cizelge 2.3 Insiilinin genel dzellikleri (Novo Nordisk).

Parametre

Ozellik

Girliniig, renk, fiziksel durum

Kat: hal formlan

Beyaz ya da hemen hemen beyaz, amorf t0z.

Ameorf, su tutan toz

Coziiniirlik

Etanol ya da metanol gibi organik ¢dziiclilerde ve pll
derecesi izoelektrik noktaya yakin olan sulu ¢ozeltilerde
hemen hig ¢bziinmez.

Sulu pH-¢ozuntrlik profili

pH derecesi 3.5 tan kiigik ya da 6.5°tan biiyiik olan
sulu goizeltilerde, ¢oziinirliik 25 mg/ml’den biiyiik ya
da bu degere egittir. 3.5 ile 6.5 arasindaki pH
derecelerinde ¢oziniirlilk kademeli olarak azalr ve
pl’da minimum degere ulasir

Sulu ¢ézeltide pH

1 mg/ml: pH 4.3, 2 mg/ml: pH 4.2,

pl deferi

pl5.2

Biyolojik aktivite

Insiilin aspartin bivolojik aktivitesi:

6 nmol 1 Gniteye egittir.

Bu tanmm, insan insiilini i¢in gegerli olan uluslararas:
tamima uygundur (6 nmol 1 U’va esittir). Bivolojik
aktiviteyle miktar tayini arasindaki korelasyon
kamitlanmistir.

Post-translatoryal modifikasyonlar

Insiilin aspart, glikozile formlan < %0.1 diizevlerde
igerir. Insiilin aspartta O-bagh mannoz glikanlarimn
(mavada fermantasyonla tretilir) varlifin iyl

bilinmektedir. Instilin aspartin glikozile formlannin
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Sekil 2.4 Sigir pro-insiilinin sentezi [LeRoith, D., Taylor, S.I., Olefsky, J.M., (2000)].

2.2. Salgilanmasinin Diizenlenmesi
Insanda, pankreasin total insiilin icerigi 8 mg’ dir. Bu miktar, yaklasik 200 U’ ye karsilik

gelmektedir. Giinliik insiilin salgilanmasi ise total pankreas iceriginin %25’ 1 kadardir.

Pankreastan insiilin salgilanmasi, aclik ve beslenme sirasinda, kandaki optimal glukoz
derisimlerinin saglanmasina yonelik olarak diizenlenir. Bu diizenleme 6nemli sinyalleme
mekanizmalariin karsilikl etkilesimleriyle gerceklestirilen esgiidiimlii bir denetim altindadir.
B hiicreleri inanilmaz sayidaki metabolik ve fizyolojik sinyali siizgegten gecirerek degisen

kosullara en uygun insiilin salgilanma hizini belirler.

Insanda insiilin salgilanmasma yol acan en etkin uyar1 glukozun kandaki derisimlerinin
yiikselmesidir. Oral glukoz, insiilin salgilanmasini uyarict etkinligi agisindan, i.v. glukoza
oranla ¢ok daha giiclii bir uyaridir. Bunun nedeni glukozun ya da besinlerden sindirim sonucu
olusan Ogelerin gastrointestinal hormonlarin salgilanmasina yol agmalar1 ve vagal etkinligi
artirmalaridir. Insiilin salgilanmasimi uyardigi gosterilen cok sayida gastrointestinal hormon
arasinda en etkin olanlar gastrointestinal inhibitor peptid ve glukagon-benzeri peptid-I dir.
Glukozun insiilin salgilanmasmi uyarici etkinligi bifazik niteliktedir. ilk faz kisa siirelidir;
salgilanma hiz1 1-2 dakika i¢inde doruk diizeye ulasir, sonrasinda da giderek azalir. ikinci faz
ise daha ge¢ baslar, ancak daha uzun siirer. Glukozun insiilin salgilanmasini uyarici
etkinliginin mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. Bir gurup arastirici, glukozun (-

hiicrelerinin membraninda bulunan glukoreseptorlerle etkileserek; bir baska gurup ise
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glukozun B-hiicrelerinin igine girerek etkinlik gosterdigini 6ne siirmektedir.

Glukoz hiicre igine kolaylastirilmis taginmayla girer ve burada glukokinaz enziminin etkisiyle
fosforilasyona ugrar. Sekerlerin fosforilasyon ve sonrasinda glikolizise ugrama kapasiteleri ile
inslilin salgilanmasini uyarabilme yetenekleri arasinda ¢ok yakin bir iliski bulundugu
gosterilmistir. Bu noktadan yola ¢ikarak, bir ya da daha fazla sayida glikolitik ara iiriin ya da

kofaktoriin insiilin salgilanmasinin gergek uyaranlari oldugu diisiiniilmektedir.

B-hiicrelerinden insiilin salgilanmasi hiicre i¢i kalsiyum derisimlerine bagimhidir. Glukoz ve
metabolitlerinin voltaja bagimli kalsiyum kanallarin1 agarak hiicre icine kalsiyum girisini
arttirdiklar1 gosterilmistir. Kalsiyum, fosfolipaz A, ve fosfolipaz C’ yi aktive ederek
arakidonik asit, inozitol polifosfatlar ve diagilgliserol (DAG) olusumuna yol agar. Inozitol
trifosfat (IPs;) endoplazmik retikulumdan kalsiyum mobilizasyonunu saglayarak sitozolik
kalsiyum derisimlerinin daha da artmasina neden olur. Ote yandan hiicre i¢i siklik adenozin
monofosfat (SAMP) diizeylerindeki artisin da serbest kalsiyum derisimlerini yiikselttigine

iliskin deneysel bulgular elde edilmistir.

Bu gozlemler, insiilin salgilanmasinin diizenlenmesinde sAMP’ nin de rol oynadigim
diisiindiirmektedir. Kalsiyum hiicre i¢inde kalmodulin ve ona bagimli bir protein kinaz
araciligiyla insiilin iceren vezikiillerin hareketlenerek hiicre membranina tasinmasini saglar.

Hiicre membranina yapisan vezikiiller daha sonra ekzositoza ugrar.

Insiilin salgilanmasini uyaran ¢ok sayida hormon ve besin 6gesi ayni zamanda insiilinin
biyosentezini de arttirir. Insiilin biyosentezi ve salgilanmasi arasinda ¢ok yakin bir iligki
bulunmasia karsin bazi faktdrler bunlardan yalnizca birini etkileyebilirler. Ornegin; hiicre
dis1  kalsiyum derisiminin azalmasi insiilin biyosentezini etkilemeksizin yalnizca
salgilanmasini inhibe eder. Diger yandan, insiilin, glukagon ve somatostatin arasindaki
pankreatik iletisimin, bu hormonlarin salgilanma hizlar1 {izerinde diizenleyici bir etkinligi

olduguna iligkin deneysel kanitlar giderek artmaktadir.

Giinde pankreastan salgilanan insiilin miktar1 yaklasik 2 mg (50 U) dir. Bu miktar, pankreasi
cikarilmig bir insanda normoglisemiyi siirdiirmek igin gerekli olan miktardir. Aglikta
pankreastan portal vene 40 pg (1 U)/saat hizinda insiilin salgilanir. Bu durumda portal
vendeki insiilin igerigi 2-4 ng (50-100 pU)/ml, periferik dolasimda ise 0.5 ng (12 pU)/ml’dir.
Yemekten sonra insiilinin portal vendeki derisimi hizli bir sekilde ylikselir. Periferik
dolagimdaki insiilin derisimin de buna bagl olarak, ancak daha az oranda bir artig gosterir.

Klinikte de insiilin tedavisi ile portal ve periferik dolasimda fizyolojik insiilin salgilanmasinin
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olusturdugu derisimlerin saglanmasi amaglanmalidir. (Bdkesoy, T.A., Cakici, 1., Melli, M.

2000).

Insulin dimer Insulin hexamer

Sekil 2.5 Insiilinin dimer ve hekzamer yapis1 [2].

HGIILE

[roum

Sekil 2.6 Sigir insiilininin yapisi [4].

2.3 Insiilinin Biyotransformasyonu

Insiilinin plazmadaki yar1 6mrii, normal bireylerde ve komplikasyonsuz diyabetiklerde
yaklagik 5-6 dakikadir. Antiinsiilin antikor olusmus diyabetiklerde ise bu siire uzayabilir.
Insiilin basta karaciger, bobrek ve kas olmak iizere 6teki hedef dokularda ve plazmada yikilir.
Portal ven yolu ile karacigere gelen insiilinin yaklasik yarist burada biyotransformasyona

ugradigi i¢in genel dolagima ulasamaz.

Insiilin bobreklerde glomeriiler filtrasyondan sonra tiibiillerden reabsorbe edilir. Insiilin

yikimi tiibiil hiicrelerinde de gergeklestirilir. Agir renal disfonksiyon, insiilinin dolasidaki
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eliminasyon hizin1 hepatik disfonksiyona oranla daha fazla etkilemektedir. Karacigerde
insiilin yikimi maksimum diizeyde gerceklestirildiginden hormonun renal eliminasyonundaki

herhangi bir azalmay1 dengeleme olasilig diistiktiir.

Insiilinin biyotransformasyonunu saglayan enzimlerin sayis1 bilyiik olasilikla birden fazladur.
Bunlar arasinda en etkini, Ozellikle hepatositlerde yogun bir yerlesim gosteren
tiyolmetaloproteinazlardir. Bu enzimin kas, bobrek ve beyinde de bulundugu gosterilmistir.
Karacigerde insiilinin biyotransformasyonunda Onemli rolii olan bir bagka enzim de
glutatyon-insiilin dehidrojenazdir. Glutatyon-insiilin dehidrojenaz enziminin katalitik etkisi
altinda insiilin molekiiliniin A ve B zincirleri arasindaki disiilfiir kopriileri yikilmakta,

sonrasinda birbirinden ayrilan zincirler proteolitik enzimler tarafindan pargalanmaktadir.

1950 lerde, diyabetin dokularda insiilin yikilmasindan sorumlu enzimlerin yiiksek afinite
gbstermesinin bir sonucu olarak gelisebilecegi One siiriilmiistiir. Ne var ki, bunu izleyen
yillarda yapilan ¢aligmalarda sozii edilen yaklasimi dogrulayacak sonuglar elde edilememistir.
Ancak diyabetik hastalarin biiylik ¢ogunlugunda bir sorun olusturmamasina karsin; bunlarin
bazilarinda s.c. injeksiyondan sonra insiilin yikilmasinin hizlandigr ve bu duruma insiilin
direncinin eslik ettigi saptanmistir. Bir proteaz inhibitorii olan apoproteinle yapilan tedavinin
ise bu hastalarda insiilin direncini kirarak insiilin duyarhi§ini arttirdigr gosterilmistir

(Bokesoy, T.A., Cakici, 1., Melli, M. 2000).

2.4 Insiilin Kaynaklan

Insiilin sigir ve domuz pankreasindan elde edilir. Ancak artik insan insiilini tedavide hayvan
kaynakli insiilinin yerini almaktadir. Ozel olarak genetik yapis1 modifiye edilmis insan
insiilini genini tasiyan bir Escherichia coli susu tarafindan iiretilir. Insan insiilinine yapisal
olarak en ¢ok benzeyen domuz insiilinidir, sadece bir amino asidi farklidir (Mycek, M.J.,

Harvey, R.A., Champe, P.C., 1998).

Tipta kullanilan insiilin miistahzarlariin bir kismi, domuz ve/veya sigir pankreaslarindan
ekstraksiyon veya saflastirma yoluyla elde edilirler. Domuz insiilini, sigir insiilinine oranla
insanlarda daha az alerjenik oldugundan sadece domuz insiilini iceren miistahzarlar sigir

insiilini igeren veya karma olan miistahzarlara tercih edilirler (Kayaalp, S.O., 2000).

2.4.1 (insiilin miistahzarlarimn kaynaklarina ve saflastirilma derecelerine gore
siiflandirilimasi

Eskiden kullanilan ve rekristalize insiilin veya konvansiyonel insiilin denilen miistahzarlarda,
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glinlimiizdeki miistahzarlardan farkli olarak, insiilin yaklasik %90 oraninda saflastirilmisti.
%10 luk kontaminasyon; insiilin polimerleri, pro-insiilin, proinsiilinden insiiline gegerken
olusan ara iiriinler ve parcalanma iiriinleri ile pankreas kaynakli diger peptidler olan VIP,

glukagon, somatostatin ve pankreatik polipeptid den ibaretti.

Glinlimiize ticari insiilin tiirlerinin ¢ogunda, Sephadex kromatografisine tabi tutulmak
suretiyle instilinden daha biiyiik molekiiller tamamen veya biiyiik dl¢lide elimine edilmis ve
instilin %99 oraninda saflagtirilmistir. Sephadex kromatografisi ile insiilin preparati {i¢
komponente (a, b ve c komponenti) ayrilir. Saflagtirma islemine iyon-degistirme
kromatografisi yontemini de eklemek suretiyle, yaklasik olarak insiilin biiyiikliigiinde
molekiile sahip olmalar1 nedeniyle Sephadex kromatografisi ile uzaklastirilamayan insiilin
tiirevlerinin de uzaklastirilmast miimkiin olmustur. Bdylece yiiksek derecede saflastirilmis
(highly purified, HP) insiilin preparatlar1 hazirlanmistir; bunlar %99 dan fazla insiilin
icerirler. HP insiilin preparatlar1 genellikle tek hayvan tiiriinden hazirlanir. HP domuz insiilini
miistahzarlar1 hayvansal kaynakli insiilin miistahzarlar1 i¢inde en lokal ve sistemik reaksiyon
yapanlardir. HP insiilin preparatlar1 Tiirkiye de son yillarda pazarlanmistir. Yiiksek derecede
saflagtirilmis insiilin preparatlar1 yeterli derecede stabil olduklarindan, buzdolabi disinda,
fazla sicaga veya soguga maruz kalmamak kosuluyla, haftalarca saklanabilirler (Kayaalp,

S.0., 2000).

2.4.1.1  linsan insiilini
Insan insiilini preparatlar1 ilke olarak 1982 de Ingiltere de ortaya ¢ikarilmustir. insan
insiilininin amino asitlerden baglayarak sentezi 1963 yilinda yapilmistir; fakat maliyeti ¢cok
pahali oldugu i¢in bu yontemin ticari degeri yoktur. iki yontemle endiistriyel dlgiide insan
insiilini yapilmaktadir; bunun maliyeti, mezbaha kaynakli pankreastan iiretilene gore pek
yiiksek sayilmaz. Birinci yontemde; domuz insiilininde, insan insiilininden farkli olan bir
amino asid rezidiisii degistirilmek (transpeptidasyon) suretiyle sentez yapilir. Bu yontemle
elde edilen insan insiilinine yari-sentetik insan insiilini veya enzim-modifiye domuz insiilini
(enzyme modified porcine yani emp insiilin) adi verilmektedir. ikinci yontemde DNA
rekombinasyonu teknolojisi (Recombinant DNA technology) sayesinde geni klonlanmis
E.coli bakterilerinin veya maya mantarlarinin kiiltiirlerinde A ve B zinciri sentez ettirilir,

sonra bu iki zincir birbirine eklenerek rekombinant (biyosentetik) insan insiilini yapilir.

Ilging olarak, ilk denemeler insan insiilininin, yiiksek derecede saflastirilmis ve daha ucuz

olan domuz insiilini miistahzarlarina gore, diyabetli hastalarda gliseminin kontrolii yoniinden
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bir iistlinliigli olmadigini gostermistir; hatta, insan insiilini domuz insiilinine gore biraz daha
az etkin bulunmustur (aclik kan sekerinin daha yiiksek kalmasi gibi). Regililer insan insiilini
cilt altina injekte edildiginde, ¢oziiniirliigliniin daha fazla olmasi sebebiyle hayvan kaynakli
insiilinlerden biraz daha cabuk absorbe edilir. Insan insiilininin en &nemli istiinliigii
immiinojnitesinin daha diisiik olmasidir. Bu nedenle diger insiilinlere allerji gdstermis olan
veya bdyle bir risk altinda bulunan hastalarda, gebelik diyabeti veya cerrahi strese maruz
kalma gibi gecici durumlarda ve ilk kez insiilin tedavisi yapilacak hastalarda insan insiilini
tercih edilir. Insan insiilininin, antikor meydana gelmesi sonucu zamanla insiiline rezistans
(direng) olusmasi sorunu da daha seyrek ortaya ¢ikar. Diger insiilinlerle tedavi edilip de anti-
insiilin antikor olusan hastalarin insan insiilini ile tedaviye transferi durumunda antikorun

kaybolma olasilig1 fazla degildir (Kayaalp, S.O., 2000).

Yar1 sentetik ve biyosentetik insan insiilinlerinin regiiler insiilin, izofan insiilin, lente ve

ultralente insiilin seklindeki miistahzarlar1 ¢ikarilmstir.

2.4.1.2 Regiiler ve modifiye edilmis insiilin miistahzarlar: ve uygulanmalari
Insiilin miistahzarlar ya yukaridaki sekillerde ve saflik derecelerinde hazirlanmis, modifiye
edilmemis, kisa etkili insiilin igerirler ya da onun yapisina baska bir madde sokmak veya
kristal biiyiikliigiinii degistirmek suretiyle hazirlanan ve etki siiresi daha uzun olan modifiye
insiilinleri icerirler (protamin ¢inko insiilini, globin ¢inko insiilin ve lente insiilinler gibi).
Modifiye edilmemis insiiline, baya@ insiilin (regiiler insiilin) adi verilir. Insiilin
maddesinin elde edilmesi sirasinda insiilin genellikle ¢inko kloriir igeren bir ortamda
coktiiriiliir; boylece kristal regiiler insiilin, diger adiyla kristal ¢inko insiilin elde edilir.
Kristaller, genellikle alt1 insiilin molekiilii igeren heksamerler seklindedir. Coktiirme ortama
c¢inko iyonu katilmadan yapilirsa amorf regiiler insiilin olusur; giiniimiizde artik amorf regiiler
insiilin kullanilmaz. Her heksamerde iki ¢inko iyonu bulunur. Bunlar insiilin molekiilii ile
serbest karboksil grubu ve iki imidazol grubundan biri aracilifiyla baglanmak suretiye
koordinasyon kompleksi yapar. Regliler insiilin soliisyonlari, modifiye, insiilin
stispansiyonlar1 gibi bulanik goriiniislii degil, berraktir. Regiiler insiiline ¢oziiniir insiilin adi

da verilir (Kayaalp, S.O., 2000).

Insiilinin izoelektrik noktas1 5.3- 5.5 tir. Sudaki soliisyonunun pH s1 bu degere yakinsa (pH
4.5 -7 arasi) insiilin ¢oker. Bu pH araligi disinda kalan asidik veya bazik ortamda insiilin
¢oziinmiis durumdadir. Bazik ortamda oldukca stabildir. Insiilin miistahzarlar1 miyadhidir

(kullanim stireleri vardir); miyadlar1 genellikle iki y1l kadardir (Kayaalp, S.O., 2000).
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Injeksiyonluk regiiler insiilin soliisyonlar1 eskiden fosfat tamponu ile pH = 3 olacak sekilde
hazirlanirdi. 1970 lerin basindan itibaren insiilin’ in kontaminasyon (kirlenme) iiriinlerinden
temizlenmesine endiistriyel Ol¢lide olanak veren yontemler gelistirilmesi sonucu, regiiler
insiilin in pH2si 7 oldugu halde ¢okmeyen luk soliisyonu yapilmistir; buna nétral insiilin
soliisyonu denilir. Notral regiiler insiilin miistahzar1 gerek yerinde agr1 ve gerekse diger
lokal reaksiyonlari asidik insiilin miistahzarlarina gore daha az yapar; ayrica etkiler biraz daha
cabuk baglayabilir. Asidik insiilin preparatlar1 artik kullanilmamaktadir; onlarin yerini nétral

insiilin preparatlar1 almistir (Kayaalp, S.O., 2000).

Modifiye insiilinler, protamin ¢inko insiilin ve lente insiilinlerdir. Bunlar uzun veya orta
siire etkili tlirlerdir. Diger bir modifiye insiilin tiirii olan globin c¢inko insiilin artik
kullanilmamaktadir. Cinko kompleksin stabilitesini arttirir ve etkisi siiresini daha da uzatir.
Insiilinin protamin veya globin ile birlestirilmesi sonucu olusan kompleksler, genis bir pH
araliginda suda ¢oziinmezler ve siispansiyon olustururlar. Bu preparatlarin pH’s1 (7.1- 7.5)
viicut sivilarinin pH’sine esit veya ona yakindir. Siispansiyon seklindeki preparatlar i.v.
verilmezler, sadece cilt altina injekte edilirler. Doku icindeki yerinde insiilin, kompleksten
yavas olarak aciga cikar ve bdylece yavas absorbe edildigi igin etki siiresi uzar. Insiilinle
kompleks olusturmak i¢in kullanilan protamin, Salmonide familyasindaki bazi baliklarin
sperminden elde edilen bazik bir polipeptiddir. Insiilin kompleksi siispansiyonlarinda pH,
regiiler instilin soliisyonlarinda oldugu gibi, fosfat tamponu kullanmak suretiyle ayarlanmistir

(Kayaalp, S.O., 2000).

Insiilin, baska bir organik madde ile birlestirilmesine gerek kalmaksizin, asetat tamponlu
ortamda asir1 miktarda ¢inko kloriir (100 U insiilin i¢in 2 mg Zn"?) karsisinda biiyiik kristaller
halinde ¢okebilir. Bu islem, gene asetat tamponu ile, fakat daha az ¢inko kloriir kullanilarak
ve yliksek pH’de yapilirsa insiilin, amorf ¢inko insiilin partikiilleri seklinde ¢oker. Boylece
elde edilen insiilinlerden hazirlanan preparatlara insiilin ¢inko siispansiyonlar1 veya lente
insiilinler ad1 verilir. Bunlarin etki siirelerinin uzunlugu, protamin veya globin gibi baska bir
yabanci protein katilarak saglanmis olmadigindan alerjik etkinlikleri azdir. Lente insiilin
miistahzarlari, kendi aralarinda veya regiiler insiilin ile ayni injektorde karistirilarak
uygulanabilirler; fakat fosfat tamponu iceren diger modifiye insiilin miistahzarlar ile

karistirilmazlar (Kayaalp, S.O., 2000).

2.4.1.3  Insiilin Analoglar

Insan insiilini molekiiliinde belirli amino asidlerin yerine bagkalarini sokmak suretiyle yapilan
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yapi- etki aragtirmalar1 sonucunda elde edilen iki insiilin, insiilin lispro ve insiilin aspart tibbi

kullanima girmistir.

Insiilin lispro, insan insiilininin B zincirinde 28 ve 29 numarali pozisyonlardaki lizin ve
prolin’in birbiriyle yer degistirmesi suretiyle elde edilir. Insiilin aspart, bir amino asidi
aspartik asidle yer degistirmek suretiyle elde edilir. Her iki insiilinin de cilt altindan
injeksiyonunun ardindan etkileri, regiiler insiilininkine gore daha erken baslar ve daha kisa
stirer. Bu nedenle bu iki analog yemekten once injekte edildiginde yemek sonrasi
(postprandiyal) hiperglisemi regiiler insiilin injeksiyonuna kiyasla daha diislik olur; ancak
aclik glisemisi ve daha sonraki yemekten onceki (preprandiyal) glisemi biraz daha yiiksek
olur (Kayaalp, S.0O., 2000). Etkinin baslama siiresi lispro i¢in 0.3- 0.5 saat; insiilin i¢in 0.5-
1.0 saat olarak belirlenmistir. Etki siiresi de daha kisadir. Yemeklerden 15 dakika once injekte
edilir. Ote yandan, etkisinin ¢ok c¢abuk baslamasi nedeniyle lispronun belirgin hipoglisemi
olusturma potansiyeli tasidig1 diisiiniilerek yaklagik 1000 hastada 6 ay siireli klinik ¢alisma
gerceklestirilmistir. Tlging olarak, lispronun yol agtig1 hipoglisemik epizodlarin regiiler insan
instlilininkinden anlamli olarak daha az oldugu bulunmustur. S6zii edilen arastirmada, lispro
ile tedavi siirecinde toplam 19.106 hipoglisemik epizod olusmasina karsin regiiler insiilin ile
tedavi edilen hastalarda toplam 21.522 hipoglisemik epizoda rastlanmistir. Bu nedenle, Tip 1
diyabetik bireylerin yogun insiilin tedavi programi cergevesinde lispronun postprandiyal
hipoglisemi sikliginda bir artisa yol a¢cmaksizin kan glukozunu daha etkin bir sekilde

denetleyebilecegi diisiiniilmektedir (Bokesoy, T.A., Cakicy, 1., Melli, M. 2000).
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Sekil 2.7 Insan insiilini ve insiilin lispronun yapis1 [2].

Son dénemde yapilan bir klinik ¢aligmada, regiiler insiiline kiyasla insiilin lispronun kas altina
uygulandiktan bir saat sonra kandaki seker diizeyini %30, 2 saat sonra ise %53 oraninda
diisiirdiigii goriilmistiir. Ek olarak, lispro tedavisiyle gece ve tiim giin boyunca hipoglisemi
goriilme riski regiiler insan insiilinine kiyasla daha az gergeklesmistir. Baska ¢alismalarda,

lispro antikor —mediated insiilin direncini diistirmiis ve tip II diyabetik hastalarda glisemik
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kontrolii arttirmistir. Burundan inhale uygulanan insiilinlerin daha {istiin farmakokinetik
ozellikleri oldugu bilinmektedir ve bunlarin faz III denemeleri yapilmaktadir [LeRoith, D.,

Taylor, S.I., Olefsky, J.M., (2000)].
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Sekil 2.8 Insan insiilini ve insiilin lispro nun uygulandiktan sonra kan sekerinin artmasina olan
etkisi [LeRoith, D., Taylor, S.I., Olefsky, J.M., (2000)].

2.4.2 Insiilin Preparatlarinin Etki Siirelerine Gore Simflandirilmasi

Insiili preparatlar: etki siirelerine gore kisa etkili, uzun etkili ve orta etkili olarak {i¢ gruba
ayrilirlar. Bu ii¢ grup arasinda sadece etkinin devam siiresi bakimindan degil fakat dogal
olarak etkinin baglama siiresi ve doruga erisme siiresi bakimindan da fark vardir. Bu stire ,
belirli bir hastada dozun biiyiikliigline, bolgesine, egzersiz derecesine ve bazen kanda dolasan
anti-insiilin antikorlarinin afinitesine gore ve tam olarak bilinmeyen diger baz1 faktorlere gore

farklilik gosterebilir (Kayaalp, S.O., 2000).

24.2.1 Kisa Etkili Insiilin Preparatlar
Etkileri cilt altindan injekte edildikten en ge¢ 30 dakika sonra baslar ve preparatin tiiriine gore
5-16 saat arasinda degisen bir siire devam eder. Bunlardan biri notral regiiler insiilin, digeri

semilente instlindir.

2.4.2.1.1 Nétral Regiiler Insiilin
Berrak soliisyon halindedir. Soliisyonun pH’si 7’dir. Cilt altindan injekte edilir. intravendz
verilebilen tek insiilin tiirtidiir. Modifiye insiilin preparatlar1 da (orta ve uzun etki siireli

insiilinler) aym1 pH de oldugu i¢in, onlarla istenilen her oranda karistirilabilir. Artik pek
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kullanilmayan, amorf ve kristal diger regiiler insiilinler asid soliisyon seklinde
hazirlandiklarindan cilt altina larini1 takiben yerinde pH’leri doku pH’sine yiikselir ve orada
cokerler; bu nedenle onlarin etki siireleri uzayabilir. Notral regiiler insiilinin boyle bir
sakincasi yoktur. Injeksiyon yerinde diger regiiler insiilinlere gore daha az tahris yapar. Notral
regiiler insiilinin etkisi cilt altina dan 15- 30 dakika sonra baglar. 1- 3 saatte doruk diizeye

erigir ve etkisinin devam siiresi 5- 7 saattir (Kayaalp, S.O., 2000).

2.4.2.1.2 Semilente Insiilin veya Cabuk Etkili Insiilin Cinko Siispansiyonu
Amorf lente insiilin preparatidir. Soliisyonu bulaniktir. Etki siiresi, kisa etki siireli diger
insiilinlerinkinden daha uzundur. Sadece diger lente insiilinlerle ve regiile insiilin ile

karistirtlabilir (Kayaalp, S.O., 2000).

2.4.2.2 Uzun Etkili Insiilin Preparatlar
Etkileri ge¢ baslar ve yaklasik 36 saat kadar devam eder (Kayaalp, S.O., 2000).

2.4.2.2.1 Protamin Cinko Insiilin

Oldukca fazla ¢inko icerir (40 U insiilin igin yaklastk 0.1 mg). Igindeki protamin miktari
insiilini nétralize etmek i¢in gerekenin iistiindedir. Bu nedenle serbest protamin igerir. Regiiler
insiilinle karisimi bekletilirse, protaminin fazlasi bu insiilinle birlesir ve kisa siireli regiiler
inslilinden beklenen c¢abuk etki gelismez. Bunun i¢in protamin ¢inko insiilinle birlikte adi
gecen kisa siireli insiilin preparatlarin1 vermek gerekirse ya ayri yerlere injekte edilirler ya da
karistirma dan hemen 6nce yapilir. Protamin ¢inko insiilininin etkisi, dan 7 saat sonra baglar.
Bu preparat, glukoziiriyi (idrara seker ¢ikmasi) 24 ssat boyunca ortadan kaldiracak dozda
verilirse, genellikle bu siirenin sonuna dogru belirgin hipoglisemi (kandaki seker miktarinin
asirt diismesi) yapar. Bu nedenle kisa etkili bir insiilin preparati ile birlikte azaltilmis dozda
verilir. Etki siiresinin 24 saatin tistiinde (36 saat) olmasi1 pratikte sakinca teskil eder. Bu tiir

insiilin preparati fazla kullanilmaz (Kayaalp, S.O., 2000).

2.4.2.2.2 Ultralente Insiilin
En uzun etkili kristal lente insiilin siispansiyonudur. Insiilinden baska bir yabanci protein
icermedigi i¢in, kombine insiilin preparatlarina gore alerjenligi daha azdir. Semilente ve kisa

etki siireli diger insiilinlerle karistirilabilir(Kayaalp, S.O., 2000).

2.4.2.3 Orta Siire Etkili insiilin Preparatlari

Etkileri Injeksiyondan iki saat sonra baslar ve 18- 24 saat kadar siirer. Sik kullanilan modifiye
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insiilinler bu gruptakilerdir (Kayaalp, S.O., 2000).

2.4.2.3.1 izofan insiilin (NPH insiilin, Notral Protamin Hagedorn Insiilin)

Insiilini nétralize etmeye ancak yetecek kadar protamin igeren ve mutad protamin ¢inko
insiiline gore ¢ok daha az c¢inko ile hazirlanan insiilin preparatidir. Gergekte bir protamin
¢inko insiilin tiirii olmasina ragmen serbest protamin igermedigi icin, daha kisa etkili ndtral
regiiler insiilinle kolayca karistirilabilir. En sik kullanilan modifiye insiilin tiirtidiir (Kayaalp,

S.0., 2000).
2.4.2.3.2 Karma Lente insiilin

Lente insiilinleri iki tliriinlin karigimindan ibarettir. %70 oraninda ultralente ve 530 oraninda

amorf semilente insiilin igerir. Yabanci protein icermez (Kayaalp, S.O., 2000).

Cizelge 2.4 Insiilin Preparatlarinin Etki Siirelerine gére Simiflandirilmasi ve
Baz1 Ozellikleri (Kayaalp, S.O., 2000).

Tiir Preparat Etkinin baglama Doruga erisme  Yaklagtk devam
stiresi (sa) siiresi (sa) Kanigabilme
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Sekil 2.9 Cesitli insiilin tiplerinin etkilerinin derece ve siireleri (diyabetik bir hastada aclik

durumunda verildiginde). NPH= Nétral Protamin Hagedorn [Champe, P.C., Harvey, R.A.,
(1997)].
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3. INSULININ HUCREDEKI HAREKETI

Insiilinin hiicredeki ilk aksiyonu onun hiicredeki yiizey reseptdriine baglanmasiyla baslar.
Insiilin reseptérii, insiilin baglayic1 kismi igeren iki ekstraseliiler a-alt iinitesi ile insiilini
regiile eden tirozin protein kinaz igeren iki transmembran [- alt iinitesinden olusur. a-alt
tinitesi, - alt iinitesine distilfid baglariyla baghdir. - alt iinitesi, adenozin trifosfat (ATP)-
baglayict bolgesi vardir ve jukstamembranda otofosforilasyon bdlgeleri, diizenleyici ve

COOH- ile sonlanan bolgeleri vardir [LeRoith, D., Taylor, S.I., Olefsky, J.M., (2000)].
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Sekil 3.1 Insiilinin hiicredeki aksiyonu [LeRoith, D., Taylor, S.1., Olefsky, J.M., (2000)].

Insiilin, ap-dimerinin &nce o-alt {initesine baglanir ve kovalan bagl - alt iinitesinin
transfosforilasyonu stimiile eder. Diizenleyici bolgedeki 3 tirozin rezidiisiiniin

otofosforilasyonu kinaz aktivitesini stimiile eder.



32

4. GLUKOZ TASIYICILARI VE PATOFiZYOLOJIiK ASAMALAR

Normal glukoz hemostazinin bir geregi olarak insiilinin etkisi, kas ve yag dokularindan hizlica

glukoz alimini arttirmak seklindedir.
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Sekil 4.1 Glukoz tasinmasini patofizyolojisi [LeRoith, D., Taylor, S.I., Olefsky, J.M., (2000)].

Yukaridaki sekilde yag ve kas hiicresindeki glukoz tasinmasinin insiilin ile stimiile edilmesi
sirasindaki olaylar dizisini gorebilirsiniz. Insiilin yoklugunda, GLUT-4 glukoz tastyici
proteini hiicre i¢cinde kaliyor. Sinaptobrevin, insiilinden sorumlu aminopeptid (IRAP), P14-
kinaz, rab4 va SCAMPS’ i de gibi diger protinler GLUT-4 vezikiilii ile bitlesirler. Insiilin
plazma membranindaki reseptoriine baglandigi zaman, transkripsiyon, translokasyon ve
glukoz tasiyicisinin aktivasyonunu da etkileyen bir sinyaller kaskadi (dizini) baslatir. Rab4

vezikiilden ayrilir, vezikiil eriyerek kaynastigi plazma membranina yerlesir ve glukoz
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transportu baglar. GLUT-4 vezikiilleri endositoza ugrar ve endozomlarda tekrar iglenip

kullanilir hale getirilirler.
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5. GUNUMUZDE iNSULIN YAPISINDA UYGULANAN DEGIiSIKLIKLER

Insiilin yapisinda amino asitlerin yer degistirilmesiyle elde edilen ¢esitli farmasétik
preparatlarin, hayvan insiilininden elde edilen preparatlara kiyasla daha az immiinojenik ve
insan yapisina uygun oldugu bilinmekte ve buna gére rekombinant DNA teknolojisiyle analog

instilinler kullanilmaya baslanmistir.

Bundan sonraki boliimlerde ise in vivo ve in vitro ¢aligmalarla yapilmis insiilin- polimer
konjugatlarin (6zellikle polietilen glikoliin) insanlara uygulandiktan sonraki immiinojenitesini

ve etki profilini arastiracagiz.

Insan insiilin analogu hazirlama konusunda rekombinant DNA teknolojisi ve protein
miihendisligi ¢ok basarili yontemlerdir. Bu insiilin analoglar1 ya monomer-monomer veya
dimer-dimer ara yiizeylerindeki polipeptid zinciri iizerinde bazi anahtar amino asit

rezidiilerinde degisiklik yapilarak olusmus kararli monomerik veya dimerik formlardir.

Insiilin analoglan diisiik pH da saklama durumunda ¢oziiniir fakat yapildiktan sonra notral
pH da ¢okecek sekilde dizayn edilmistir. Bu, insiiline iki pozitif ylik eklenerek isoelektrik
noktasinin 5.4 ten 7.3 e ¢ikarilmasini saglayarak basarilmistir. Buna ragmen, bu tiirev klinik
ortamda basarisizlig1 getirmistir. Benzer deneyim, klinik ¢aligmalarda bazal insiilin yerine
insan proinsiilini kullanildiginda da elde edilmistir. Son yillarda, domuz ve diyabetik
kopeklerde etkisi belirlenmis ¢ozilinebilir, yag asidi-acillenmis insiilin tanitilmaya baglandi.
Bu analoglar nétral pH’ da ¢oziinlir saklanabilir ve daha sonrada ¢oziiniir kalabilir. Bu
gecikme prensibi, yag asidi-insiilin konjugatinin viicut i¢ sivisindaki serum albuminine
spesifik baglanmasina dayanir. Bu da insiilin tiirevini kan akimindaki absorpsiyon zamanini
uzatir ve kandan temizlenme oranmi disiiriir. Sonug¢ olarak, kasa uygulanan yag asidi-
acillenmis insiilin, kan sekerindeki diisme zaman profilini orta stireli etkili konvansiyonel

insiilin formiilasyonlarindan (NPH) daha uzamis gdsterir.

5.1 Insiilin konjugatlarinin sentezi ve saflastirilmasi

5.1.1 Glikozillenmis insiilin tiirevlerinin sentezi ve saflastirillmasi

Yapilan bir deneyde, insiilin molekiiliiniin PheB1 ve/ veya LysB29 amino grubundan
glikozillenmesi, kendileri i¢inde birlesme egilimini 6nleyen insiilin tiirevlerine yol gostermis
ve sonug¢ olarak subkiitan absorpsiyonu hizlandirdigi disliniilmiistiir. Bu, LysB29 un
monomerin dimerizasyon yapan yilizeyinin kenarinda olmasma ve PheB1 rezidiisiiniin

hekzamer yapinin dimer-dimer etkilesiminin i¢inde bulunmasina baglidir.
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Oncelikle, p-siiksinamidofenil (SAPG) glukopiranosid (SAPG) in serbest karboksil grubu
karma anhidrid metodu ile aktive ediliyor ve aktif ara {iriin insiilin ile 3:1 molar oraninda,
%50 lik kuru dimetil formamid (DMF) iceren ortamda pH=8’ de etkilesiyor. Bu sartlar
altinda, insiilinin amino gruplarmin relatif reaktiviteleri su sira ile azalyor;
GlyA1>LysB29>>PheB1. Halbuki pH= 9,5 ve iizerinde LysB29 un reaktivitesi baskin hale
geliyor. PheBl amino grubunun diisiik reaktivitesi, GlyAl ve/veya LysB29 un t-

biitiloksikarbonil grubu tarafindan (Boc) tersinir korumastyla gerceklesmisir.
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Sekil 5.1 SAPG- insiilin tlirevinin sematik goriintimii [3].

iki farkl1 hidrofilik kisim insiilinin GlyA1, PheB1 ve/ veya LysB29 amino gruplarina kovalan
bagla baglanabilir. Bunlar monosakkaridik glikozidlerin karboksil tiirevleri (glukoz, galaktoz,

mannoz ve fruktoz) ve ¢esitli molekiil agirligindaki metoksipolietilen glikollerdir.

mPEG {in monokarboksil tiirevleri, siiksinikanhidrid ile serbest -OH gruplarinin reaksiyona
sokulmasiyla hazirlanmistir. Karboksil grubu siiksinile mPEG molekiilii ile aktif hale geliyor
ve insiilinin amino gruplartyla reaksiyona giriyor. Siiksinil-mPEG tiirevlerinde bulunan ester

bagi, bu PEG-insiilin konjugatlarini kimyasal olarak kararsiz kildigi bulunmustur. Bunun
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lizerine arastirmacilar, mPEG molekiilii etil bromoasetat ile alkilliyor ve mPEG {in karboksil
tiirevleri sentezleniyor. Reaksiyona girmemis mPEG ve arta kalan iiriinler, basik su fazindan
kloroform ve toluen igeren organik faza ekstrakte ediliyor. Bazik fazi asitlestiriliyor ve mPEG

tin karboksilik asit iiriinii (mMPEG-O-CH,-COOH) kloroforma ekstrakte ediliyor.

i-BuQK4BuOH
CH,0-PEG-OH + BrCH,-COO-CH,CH, -
- HBr

MonomethoxyFEG

1) Na(PH, -ethanol

CH,0-PEG-0-CH,-CO0-CH,CH, -
MonomethoxyFEG monoacid ethylester ¥
L
Il
iBu-0-C-C1
CH,0-PEG-0-CH,COOH -
(Et) N, -HCI
MonomethoxyPEG monoacid
Insulin
:;-c Insulin

CH,0- PEG-0-CH,CO0CO0iBu
50% DMF (pH 8.7)

or

dry DMSL)

MonomethoxyPEG moneacid active anhydride

CH,0- PEG-G&CHECD-NII-ImuIi.u + CO, + iBuOH

or
CH 0- PEG-0-CH,CO-NH-(Boc-Insulin)

Sekil 5.2 mPEG monoasidi ile PEG-insiilin konjugatlarinin sematik goriiniimii [3].

5.2 PEG konjugasyonunun insiilinin ozelliklerine etkisi

Insiilin formiilasyonlarinin parenteral uygulamasi 75 yildan fazla bir siire 6nce insiilinin
bulunusundan beri insiiline-bagimli diyabetes mellitus (IDDM)’un tedavisinde kullanilan
baslica tedavi olmaya devam etmektedir. Mevcut tedavileri yetersiz kilan unsurlardan ¢ogu
insiilin molekiiliine 6zel eksikliklerdir. Cagdas arastirmacilar, insiilinin dogal salgilanmasini
yakin sekilde taklit eden ve dolayisiyla diyabetli olanlarda euglycemic duruma ulagsma
durumu ihtimalini azamiye ¢ikaran farmasotik insiilin preparatlart {iretme arayisi boyunca
insiilinin yapi-iglev iliskilerini daha da arastirmak igin genetik ve protein miihendisligi
tekniklerini uygulamaktadir. Ozellikle insiilin protein ilaglarina &zgii olan zayif fiziksel ve

kimyasal stabilite, proteolize ugrama ihtimalinin artmasi, bagisikligin ve antijenligin artmasi
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ve nispeten kisa plazma yari1-6mrii dahil birgok sorunla karsilasir [5].

Polietilen glikol (PEG) dogrusal ya da dallanmig nétr bir polieterdir (HO-(CH,CH,0),-H).
PEG yiiksek derecede suda ve birgok organik ¢oziiciide (6rn. metilen klorid, etanol, toluen,
aseton ve kloroform) c¢oziiniirdiir ve cesitli biiyiikliiklerde (molekiiler agirliklarinda) ve
islevsellestirilmis yapilarda (6rn: amino-, karboksil-, ve siilfhidril-ekli) mevcuttur. Diisiik
molekiil agirlikli (< 1000 Da) PEG’ler, kaynama noktalar1 67°C civarinda tist sinirlt molekiiler
agirliga orantisal vizkoz ve renksiz maddelerdir. PEG’nin zehirli olmadigi bulunmustur ve
ilaglarda, gidalarda ve kozmetik iiriinlerde kullanim i¢in FDA tarafindan onaylanmustir.
Biyomedikal uygulamalarda kullanilan PEG’nin molekiiler agirliklar: genellikle birkag yiiz ile
20 000 Da arasinda degismektedir. Bu PEG polimerlerin molekiiler agirlik dagilimi genellikle
diisiiktiir, fakat PEG’nin yaygin olarak kullanilan monometil eterleri daha genis molekiiler
agirlik dagilimi sergilemektedir. Cozeltide PEG ayni zamanda her bir monomerin (etilen oksit
biriminin) {i¢ su molekiiliinii baglayabildigi yiiksek derecede sulandirilmis bir polimerdir. Lim
ve Herron adindaki bilim adamlari, tek yilizey-bagli PEG zincirlerinin sudaki davraniginin
molekiiler simiilasyonlarin1 gergeklestirdi. Bunun sonuglari, polimerin sulu ¢ozeltide biiytik
Olclide boliim esnekligi sergiledigini gostermektedir. Ek olarak, PEG’nin daha gevsek
baglanmis su molekiillerinin birka¢ molekiiler katmanin yapisini etkileme yetenegi oldugu
diistiniilmektedir. Bu bulgular birlikte ele alindiginda PEG’nin diger polimerleri (dogal ve
sentetik) sulu ortamlardaki varhigindan dislamada fark edilir bi¢imde neden daha etkin
oldugunu agiklayabilir. Diger polimerlerin dislanmasi, PEG’nin proteinleri reddetme, diger
sentetik polimerlerle iki-asamali sistemler olusturma yeteneginin arkasindaki baslica itici
giictlir ve bu polimeri hem anti-immiinojen ve anti-antijen yapar. PEG bir proteine kovalan
baglandiginda, normalde polimerin tercih edilir 6zelliklerinden birgogunu sonugta ortaya
cikan konjugata aktarir. Yukarida bahsedilen olumlu 6zelliklerin ¢ogundan o6tiirii PEG,

protein modifikasyonu i¢in idealdir [5].

Bu birlesme teknolojisi, rekombinant insan proteinlerinin tedavi etkinligini artirmak ig¢in
kullanilmistir ¢ilinkii tedavisel protein formiilleriyle ilgili bircok sorunu hafifletmektedir. Ik
olarak, birgok parenteral uygulanan proteinler retikuloendotel sistem (RES), bobrek, dalak ya
da karacigerle bedenden hizla temizlenmektedir. Ayrica, bu temizlenme molekiil
bliyiikliigiine, yiikiine ve ilgi duyulan proteinler i¢in 6zel hiicresel reseptorlerin bulunmasina
baglidir. PEG’nin bir proteine eklenmesi molekiiler biiytikliigiinti, yiikiinii ve reseptor-
baglayiciligini etkiler. Ikinci olarak, enzimler yoluyla proteinlerin metabolizmas: tedavisel

proteinlerin biyolojik etkinliginin hizli kaybina yol acar. Ugiincii olarak, yeniden
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kombinasyona giren insan proteinleri dahi tekrar kullanimdan sonra bagisiklik
cikarsamaktadir. Yine tedavisel proteinin immiinojenik/ antijenik belirleyicilerini sterik olarak
maskelemek yoluyla, PEG-eklenmesi yaygin bi¢imde antiimmiinojenik ve antiantijenik
konjugatlarla sonucglanir. PEGizasyon (polietilenglikolizasyon) yoluyla parental proteinin
Ozelliklerindeki degisikliklerin sonucu neredeyse degismez bigimde plazma yari-omriinii ve
proteolitik bozulmaya direnci artirir ve sonugtaki PEG-protein konjugatinin immiinojenligini

ve antijenligini azaltir [5].

Insiilin, iizerinde ¢alisilmis en yiiksek derecede ozellikli maddelerden biridir. 1922’deki
bulunusundan bu yana binlerce arastirma makalesi insiilin yapisinin, iglevinin ve hem krisalin
hem de ¢dzelti durumlaridaki dzelliklerinin neredeyse her yoniinii agiklamustir. Insan insiilin
molekiilii iki polipeptid zincirinden (A- ve B- zincirleri) olusur, A-zinciri 21 amino asitten
(A1-A21 olarak gosterilir) olusur ve daha uzun olan B-zinciri 30 amino asitten (B1-B30)
olusur. Genelde, insiilin monomerinde 23 kutupsal kalint1 bulunmaktadir ve hepsi molekiiliin
ylizeyinde uzanmaktadir. Kutupsal olmayan yiizey kalintilari, insiilin monomerinin her iki
yliziinde yaygin bolgeler olusturmaktadir. Bir yiliz tamamiyla B-zinciri kalintilarindan
olusmaktadir ve diger yiiz nerdeyse tamamen B-zincirinden kalintilardan olugsmaktadir. Bu iki

ylizey mekanik olarak molekiiliin daha yiiksek diizenli durumlara yapilanmasina dahildir [5].

Diger birgok globiiler protein gibi, insiilin katlanma ya da kendinden baglanma
mekanizmalar1 yoluyla ii¢-boyutlu bir uyum uyarlama egilimindedir. Ancak, insiilinin
katlanma ve kendinden baglanmadaki degisiklikleri birtakim fiziksel ve kimyasal unsurlarla
gerceklestirilebilir. Insiilin ayn1 zamanda dogrusal toplanmayla (fibrilasyon), akiskan jellerin
olusumuyla ya da 6zellikle 1sinin etkisi altinda ¢6ziilemez kalintilarin olusumuyla sonuglanan
uyum degisiklikleriyle sonuglanabilir. Insiilinin fiziksel stabilligi, diyabetli hastalar {izerinde
uygun insiilin dozu rejimleri tasarlama yetenegi iizerinde inanilmaz bir etkiye sahiptir.
Coziilemeyen insiilin lif¢iklerinin artan immiinojen tepkilerini giderdigi goriilmiistiir ve
biyolojik olarak etkin degildir. Lif¢ik olusumunun sonucu olarak, insiilin hazirlanmasinda
bircok istenmeyen Ozellikler olusabilir ve bir preparatin istenen ve yeniden iiretilebilir

farmakolojik etkiler olusturmasi igin lifgiklenmenin engellenmesi gereklidir [5].

Insiilin immiinojenliginin sonucu olarak bircok hasta anti-insiilin antikorlar1 {iretmektedir.
Yiiksek diizeylerde anti-insiilin IgE antikorlari, insiilin alerjili diyabetik hastalarda
bulunmustur ve yliksek diizeylerde anti-insiilin IgE antikorlari, 200 U’dan fazla giinliik
insiilin ihtiyaci olarak tanimlanan insiilin diren¢ sendromuyla baglantilidir. Sonug olarak,

insiilinin tedavisel etkinligi, bagisiklik kompleksleri biciminde hastanin dolasimindan hizla
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giderilmesi yoluyla karsilanabilir ve tekrarlanan uygulama alerjik ve/veya anafilaktik
semptomlara yol acabilir. Ayrica, rekombinant insan insiiliniyle tedavi edilen 500 insiilin-
bagiml diyabetik i¢inde 1’1 lokal insiilin alerjisi gecirmektedir ve nadir durumlarda (1000°de
1) sistemik alerjik reaksiyonlar meydana gelebilir. Anti-insiilinle baglantili ek sorunlar
antikor-arach inslin direncini, bdlgesinde lipoatrofiyi, endojen insiilin yalitiminin antikor-
araclhi bastirllmasim1  ve mikrovaskiiller ve makrovaskiiler hastaliklar1 icermektedir.
Dolayisiyla, yiliksek diizeylerde insiiline-6zel antikorlarin varliginin mevcut insiilin
tedavilerini kullanarak glukoz kontroliinii artirmak i¢in herhangi klinik deneme iizerinde ciddi

tahrip edici etkisi olabilir [5].

Modern insiilin yenileme tedavisinin amaci dozaj big¢iminde insiilin yalitimmin normal
fizyolojik diizenlerini taklit ederek normal kan glukozu diizeylerini normallestirmektir.
Bugiline kadar, literatiirde insiilin pegilasyonunun bu c¢ok o©nemli tedavisel proteinin
ozelliklerini nasil etkiledigine dair birkac¢ rapor 6ne ¢ikmistir. Ancak insan insiilinine PEG
birlesmesinin fizyokimyasal, immunolojik, farmakolojik 6zellikleri lizerine etkileri lizerinde
hicbir kapsamli ¢alisma bildirilmemistir. Bu gozden gecirmede agiklanan c¢alisma,
gelistirilmis fizyokimyasal, bagisiklik ve farmakolojik 06zelliklerde insiilin preparatlari
gelistirme gereksinimiyle gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarin nihai amaci insan insiilinin 6zel
pegilasyonunun kendisine atfedilen ters etkili 6zelliklerden herhangi birini birlesmenin
etkinligini  olumsuz  olarak  etkilemeksizin  tercih  edilir  bigimde  degistirip
degistiremeyecegidir. Bu gozden gecirme bdlgeye-6zel PEG birlesmenin insiilinin fiziksel
stabilligi artirmak, immiinojenligi ve antijenligi azaltmak ve dolasim yari-Omriinii uzatmak
tizere kullanimini sergilemektedir. Asagidaki konular bundan sonraki béliimde ele alinacaktir:
(1) PEG-insiilin birlesmelerinin hazirlanmas1 ve farklilagsan molekiiler agirliklarla ve yer
degistirme alanlartyla fizyokimyasal agiklanmast; (2) birlesmelerin fiziksel stabilliginin ve in
vivo biyolojik etkinliginin degerlendirilmesi; (3) birlesmelerin immiinojenik (immiinojenlik,
antijenlik ve alerjenlik) 6zelliklerinin incelenmesi; (4) se¢ilen konjugatlarin farmakodinamik

ve farmakokinetik parametrelerinin bir kopek modelinde belirlenmesi [5].

5.2.1 PEG-insiilin konjugatlarinin hazirlanmasi ve aciklanmasi

5.2.1.1 Hazirlama
Bu boliim laboratuarda yapilmis molekiiler agirlik ve/veya yer alma alaninda farklilagsan bir
takim PEGile (polietilenglikolize) edilmis insiilin konjugatlarinin sentezini, saflagtirilmasini,

fizyokimyasal agiklanmasini ve biyolojik etkinligini acgiklamaktadir. Amag, insan insiilinin
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fiziksel ozelliklerini biyolojik etkinligini ciddi bi¢imde degistirmeksizin gelistirmektir. Sekil
5.3, bu insan insiilini molekiiliiniin ve 6zel degistirme alanlarinin semasini gostermektedir.
Insiilinin ii¢ amino grubu tarihsel olarak transferin, poli-N-vinilpirolidon (PVP), dekstran ve
PEG ya da diger organik kii¢iik molekiiller gibi makromolekiillerle birlikte degistirme alanlart

olarak kullanilmistir [5].

A- zinciri

R-NH fGl .@k@@@@

B- zinciri

(R= CH,0-PEG ./ H)

Sekil 5.3 Insan insiilininin primer yapis1t MA: 5807, pI: 5.3-5.4 [3].

Insiilin metoksipolietilenglikol (mPEG) amino gruplarin biyoetkinligini olumsuz etkilemek
tizere birlesmesini beklenmiyordu, zira bu kalintilardan higbirinin biyoetkinligi i¢in temel

olmadig1 biliniyordu. B1 ve B29 pozisyonlarinda degistirilen birlesmeler hazirlanmusti.

N-metoksipolietilenglikol-insiilinlerin hazirlanmasi di-N-boc-insiilin aracin1 daha Once
aciklanan islemlere gore saflastirma yoluyla baslamistir. Kisacasi, dimetil siilfoksit trietilamin
(DMSO-TEA) karisimi i¢inde tert.-boc insiilin ile reaksiyona sokulmustur. Ham reaksiyon
karisimi diboc-insiilin yalitimindan 6nce kapsamli bir bicimde dializ ve liyofilize edilmis.
Hazirlayic1 katyon-degistirici siitunu tutturulmus hizli bir protein kromatografi (FPLC)
sistemi 7 M {ire — 1 M asetik asit mobil fazla dengelenmis ve ¢esitli boc-insiilin tiirlerini
gidermek tizere 0.1 ile 0.3 M NaCl gradyam kullanilmig. Ayni sartlarda Mono S analitik
katyon-degistirme stitunu kullanilarak Diboc-insiilinin saflig1 degerlendirilmistir. Diboc-

insiilinin yiiksek derecede saf oldugu bir kere belirlendiginde PEGizasyon i¢in hazir hale
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gelmistir [5].

750 ya da 2000 Da mPEG-SPA (Shearwater, AL, USA) ile diboc-insiilin DMSO-TEA i¢inde
reaksiyona sokularak mPEG(750)-PheBl1-insiilin (F750) ve mPEG(2000)-PheB1-insiilin
birlesmeleri hazirlanmistir. mPEG (750 ya da 2000)-PheB1-diboc-insiilin ¢ozeltileri daha
sonra kapsamli bicimde diyaliz ve liyofilize edilmistir. Liyofilize edilmis {riiniin niceliksel
korunma kaldirilmasi 0°C’de %10 anisol iceren trifluoroasetik asit (TFA) ile reaksiyona
sokularak elde edilmistir. Nihayet, birlesmeler yukarida diboc-insiilin i¢in agiklanan ayni

kromotografik stire¢ kullanilarak homojenlige saflastirilmistir [5].

N-metoksipolietilen glikol-insiilin (mPEG-LysB29-insiilin) birlesmelerinin her ikisi de
insiilinin yaglh asit asetilasyonu icin kullanilan bir yontemin degistirilmis versiyonuna gore
sentezlenmistir. Kisaca, Zn -insiilin oda sicakliginda %60 dimetilformamid i¢inde ¢oziilmiis.
Bu pH’da LysB29 amino grubu elektrofilikal etkinlestirilmis PEG ile reaksiyona en iyi
girebilen olmaliydi. NaOH eklenmesi yoluyla reaksiyonunun goriiniirdeki pH’in1 stabil
tutarak Zn-insiilin ¢ozeltisine fazlaca mPEG-SPA (750 ya da 2000 Da) eklenmis. mPEG-
inslilinin ve tiirevlerin her iki tiiriinii (PheB1 ve LysB29) yalitmak i¢in ayni yontemler
kullanilmis. Bundan sonraki tiim c¢aligmalarda konjugatlara asagidaki gibi atifta
bulunulacaktir: mPEG(750)-PheB1-insiilin i¢in F750; mPEG(2000)-PheB1-insiilin igin
F2000; mPEG(750)-LysB29-insiilin i¢in K750 ve mPEG(2000)-LysB29-insiilin i¢in K2000
kullanilacaktir [5].

5.2.1.2 Fizikokimyasal aciklama
Her bir konjugatin safligi, analitik C siitiinu tutturulmus ters-agsamali yiiksek-performans sivi
kromatografi (RP-HPLC) kullanilarak degerlendirilmis. Tek kromatografik zirvenin varlig
konjugatin safliinin her durumda >%95 oldugunu teyit etmektymis. Eklenen mPEG
zincirlerinin sayisin1 ve birlesmenin molekiiler agirligini belirlemek iizere matriks-destekli
lazer doniisiim iyonlagsmasi analizi kullanildi. Monomerik insiilinin 5807.2 Da hesaplanmis
molekiiler agirligi bulunmaktadir ve birlesme reaksiyonlarinda kullanilan mPEG(750)-SPA ve
mPEG(2000)-SPA’nin sayi-ortalama molekiiler agirliklar1 sirasiyla 827 ve 2006 Da idi.
mPEG(750)-insiilin  ve  mPEG(2000)-insiilin birlesmelerinin kitlesel spektrumu agikca
sergilemistir ki insiiline sadece bir mPEG zinciri eklenmistir. Ayrica, bireysel iyon zirveleri
siirekli olarak 44 Da (bir etilen oksit monomer biriminin molekiiler agirligi) farklilik
gostermistir. Bu sonuclar hazirlanan birlesmelerin tamaminda sadece bir mPEG zincirin

instiline eklendigini ve ¢oklu yayilmalarinin sadece PEG’ye 06zel ¢oklu yayilmadan
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kaynaklandigini teyit etmektedir [5].

PEG birlesmesinin alanini belirlemek iizere N-Terminal protein dizini analizi kullanilmustir.
Kombine edilmis MALDI-TOF kiitle spektrometresi ve Edman kademe kaybi sonuglar1 her
bir insiilin molekiiliine sadece bir mPEG zincirinin eklendigine ve uygun yer degistirme

alaninin yiiksek derecede saflikla elde edildigine dair belirleyici deliller saglamaktadir [5].

Insiilinin iki farkl1 alanda pegilizasyonunun ii¢ boyutlu yapisini nasil etkiledigine dair yari-
niceliksel anlayis elde etmek i¢in dairesel dikroizm ¢alismalar1 kullanilmistir. Bir¢ok ¢alisma
insiilinin uyumunu incelemek iizere uzak-mordtesi aralikta oOlgiilen dairesel dikroizm
spektroskopisini kullanmigtir. Sekil 5.4, gesitli konjugatlarin ve iki kontrol tiirliniin uzak-
mordtesi CD spektrumlarini gostermektedir. Genelde, insiilin spektrumunun ve pegile edilmis
tiirevlerinin 6zellikleri benzerdir. Bazi durumlarda spektrumlarin dikroik yogunlugunda hafif

farkliliklar bulunmaktadir [5].
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Sekil 5.4 insiilin ve pegile edilmis tiirevlerinin morétesi UV spektrumu, PBS te 1x10* M [5].

Insiilin preparatinin ortalama baglanti-durumunun farmakolojik durumunu koklii bigimde
etkiledigi yaygin olarak bilinmektedir. Sulu insiilin ¢ozeltileri dinamik bir dengede birlikte
bulunan monomerik, dimerik ve hekzamerik baglanti karisimlari igermektedir. Insiilin
preparatlarindaki ortalama baglanti-durum(lar)1 protein konsantrasyonlarina, sicakliga, iyonik
giice ve Zn"2, fenol, klorid ya da m-krezol gibi stabilleyici molekiillerin varligina baghdur.

Insiilin monomerlerinin ters cevrilebilir kendinden baglanma siirecine dogrudan katilan iki
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kutupsal olmayan (non-polar) yiizeyi bulunmaktadir (ValB12, TyrB16, PheB24, TyrB26 ve
ProB28). Hidrofobik taraf zincirlerinin gdmiilmesi ve PheB24’ten ProB28’e dort karsilikli
monomer hidrojen baglarin yaratilmasi monomeler arasinda paralel olmayan B-tabakasi
olusumuyla sonuglanir. Insiilin hegzamerleri, kalintilarla olusan yiizeyler arasinda hem
hidrojen baglanmas1 hem de hidrofobik karsilikli etkilesimler yoluyla olusur. Zn™ iyonlarinin
eklenmesi tek bir Zn™ iyonunun insillin hegzamerini olusturan {i¢ dimerin her birinden
imidazol grubuyla komplekslestirilmesi yoluyla insiilin hekzamerini daha da stabillestirir.
Insiilinin hekzamerik bi¢iminin biyoaktif olmadigim ve kapiller (damar) endotelyum boyunca
sistemli dolagima sadece kismen emildigini kaydetmek oOnemlidir. Ayrica, insiilin
hekzamerlerin dimerlere ve monomerlere baglarinin ¢o6ziilmesi preparatin farmakolojik

tepkisini dogrudan etkileyen deri-alti emilimine oran-sinirlayict engel olarak goriiliir [5].

Insiilin pegilasyonunun kendi kendine baglanmasina etkileri iizerine arastirmalar analitik
ultrasantrifiyj kullanilarak gerceklestirilmistir. Dort mPEG-insiilin tiirevi igeren c¢esitli insiilin
preparatlarinin baglanma durumlar1 hakkinda daha fazla bilgi edinmek icin ¢okelme dengesi
deneyleri kullanilmigtir. Konsantrasyon dagilimini agiklayan veri analizi, dogrusal olmayan
en az karesi teknikleri ve analiz programi NONLIN kullanilmasi suretiyle ¢esitli insiilin
kendinden-baglanma modellerine nihai emilime kars1 yarigap verileri konularak elde
edilmistir. Bu yazilim eszamanli dogrusal olmayan en az kareleri bir ya da daha fazla

ultrasantrifiij verilerine asagidaki formiile gore baglar:

M = dC/dr santrifiij hiicresi igerisindeki radyal konumunun islevi olarak ¢6zen konsantrasyon,
w agisal hiz, v ¢ozenin kismi 6zel hacmi, p ¢ozeltinin yogunlugu, R gaz sabitesi, T
termodinamik sicaklik, M ¢6zenin molekiiler agirhigi ve r Ol¢limiin santrifiij hiicresi
icerisindeki radyal konumudur. Kismi 6zel hacim (v) insiilin i¢in 6l¢iilen degeri temsil edecek

sekilde 0.72 ml/g’da stabillenmistir [5].

Cinko oldugunda, insiilin ¢ozeltide oncelikle hegzamerik goériinmektedir. Zn’ siz insiilinden
veriler baglanti durumunun dimerik oldugunu belirtmektedir. Cinko olmadiginda insiilin
dimer olarak mevcuttur. Lispro (Lilly, ABD) insiilinin iki amino asit kalintisinin (ProB28 ve
LysB29) artan bi¢cimde emilimle sonuglanacak sekilde karsilikli diizenlendigi doniisen
bicimidir. Beklendigi gibi, Lispro ¢ozeltide daha fazla monomerikti. Bu, Lispro’nun yiiksek
konsantrasyonlarda phenol, Zn"* ve gliserol gibi stabilleyici eklenmeksizin hakim bigimde
monomerik oldugunu belirten bircok raporla uyumludur. En sonunda, mPEG insiilin
tiirevlerinin hepsi molekiiler agirliklarina ya da yer alma alanma bakilmaksizin ¢ozeltide

dimerik goriinmektedir [5].
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Kivrim uygunluklarindan kalintilarin, secilen modelin verileri hassasiyetle agiklayacak
sekilde kiiciik ve sifir etrafinda rastgele dagitilmis oldugu gézlemlenmistir. PEG’nin varligi
pegile edilmis insiilin tiirevlerine kesin bir v degeri atamay1 zorlastirmistir. Ciinkii kontrol
numuneleri i¢in elde edilen molekiiler agirliklar Onceden yaymlanmis raporlarla
karsilastirilabilirdi ve birlesmelerin agirliklar1 makuldii, dogal insiilinin v degerinin kullanima,
ortalama baglanti durumu hesaplama ortaminda dogrulanmis goriinmektedir. Bunun ig¢in
muhtemel bir agiklama mPEG’in protein {lizerinde tesadiifi-folyo eklemesi olarak davrandig:

ve v’yi ciddi bicimde degistirmedigidir [5].

5.2.1.3 Fiziksel stabilite
Dért PEG-insiilin konjugasyonunun stabilitesini hem Zn™> hem de Zn’siz insiiline karsilik
degerlendirmek tizere hizlandirilmig bir sarsint1 testi kullanilmigtir. Bu test literatiirde yaygin
bicimde insiilin preparatinin fiziksel stabilitenin hassas bir Ol¢limiinii sagliyor olarak
aciklanmaktadir. Cozeltileri 37°C’de yatay c¢alkalamaya (100 sallama/dk.) tabi tutarak dort
insiilin birlesmesinin, Zn" ve Zn’ siz insiilinin (kontrol numuneleri) lif¢iklenme kinetigi
incelenmistir. Onerilen zaman noktalarinda, bireysel &rnekler ¢ekilmistir, (¢dziilemeyen
toplamalar1 yok etmek iizere) filtre edilmistir ve daha sonra RP-HPLC kullanilarak kalintt
insiilin ~ (birlesme) konsantrasyonu i¢in analiz edilmistir. Baslangigtaki  protein
konsantrasyonunun %350’si ¢ozeltide kalincaya kadar gecen zaman numunelerin fiziksel

stabilliginin goreceli bir dl¢limii olarak alinmustir [5].

F750 ve F2000’in artan lifciklenme direncinin iki tamamlayict etkiden kaynaklandigini
onerilmektedir. Biri B-zinciri igindeki N-terminus’un bu yiizeyin hidrofobik karsilikli
etkilesimlere katilmasinin 6nlenmesiyle sonuglanarak mPEG birlesmesi yoluyla 6zel sterik
engellenmesidir. PheB1-insiilinin artan fiziksel stabilligine katki saglayici ikinci etki 6zel ve
dogasiyla sterik degildir ve mPEG molekiiler agirligin artmasiyla ytikselir. Hem K750 hem de
K2000 lifciklenmeye artan direng sergileyerek fiziksel stabilite de artislar sergilemistir, fakat
birlesmeler PheB1’de yer degistikce ayni dlglide olmamistir. Bu LysB29’un lifciklenmede
bulunan molekiiller arasi reaksiyonlarin 6zel olmayan sterik engellemesi yoluyla herhangi

stabilleyici etki olmaksizin lif¢iklenme reaksiyonlarina katilma eksikligiyle agiklanabilir [5].

5.2.1.4  In vivo biyolojik etkinlik
Birlesmelerin in vivo biyolojik etkinligi, sican modelinde kan glukozu bastirma denemesi
kullanilarak Ol¢lilmiistiir. Male Spague-Dawley (SD) sicanlar1 hayvan tesisinde 06zel

patojensiz sartlarda tutulmustur. Boyun damarlarina 0.3 U/kg dozunda HumulinR (Lilly) ya
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da kojugatlar1 injekte edilmistir. Kan numuneleri 6nerilen zaman noktalarinda elde edilmis ve
ticari olarak mevcut glukometre kullanilarak glukoz konsantrasyonunda denenmistir.
Ortalama deneysel verilerden kan glukozu diizeyine (BGL) kars1 egriler altindaki siire alani
ve siire belirlenmistir. Farkliliklarin istatistiksel anlammin degerlendirilmesinde, Ogrenci t-

testi uygulanmistir ve anlamlilik i¢in P-degerleri 0.05’e ayarlanmustir [5].

F750 ve K750 birlesmelerinin intravendz (i.v.) uygulamadan sonra HumulinR’ye denk
biyoetkinlikleri bulunmustur. Ancak, F2000 ve K2000 konjugatlart HumulinR ninkinden
hafifce diisiik biyoetkinlikler tasimaktadir. F2000 ve K2000 konjugatlarinin hafiflestirilmis
glukoz baskilandirilmas1 daha genis polimerin artan sterik engellemesi nedeniyle en
muhtemeldir. Beklendigi gibi, farkli yer-degistirmeli konjugatlar arasinda biyoetkinlikte
hicbir farklilik gdzlemlenmemistir ¢linkii ne PheBl ne de LysB29 reseptor baglamaya
dogrudan dahil degildir [5].

5.2.2 PEG-insiilin birlesmelerinin immiinojenik ozellikleri

Insiilin diyabetlilere normal olarak injeksiyon yoluyla uygulanmir ve bu insiilin injeksiyon
alanindan sistemli dolasimda bir kere emildiginde baslica reseptor-baglanili olaylar yoluyla
hedef dokulardan temizlenir. Klinik tecriibe bir¢ok insiiline bagimli diyabet hastasinin ¢cogu
IgC ve IgE alt siniflarinda anti-insiilin antikoru {rettigini gostermistir. Yiiksek diizeylerde
anti-insiilin IgE ve IgG antikorlar insiiline alerjik ve insiilin diren¢ sendromlu diyabetli
hastalarda yaygin bicimde bulunmaktadir. Sonug olarak, farmasoétik insiilin preparatlarinin
tedavisel etkinligi hastanin dolasimindan immiin kompleksleri bi¢ciminde hizla
giderilmeleriyle kars1 etkiye girebilir ve tekrar edilen uygulama alerjik ve/veya anafilaktik

semptomlara yol agabilir [5].

mPEG-insiilin konjugatlarmin iki tiir faredeki immiinojenik ozellikleri incelenmistir: A/J
(insiiline diisiik cevap vericiler) ve C57BL/10ScSn (insiiline yiiksek cevap vericiler). Farkli
yer degistirme alanli konjugatlarin hiimoral bagisikligi, hiicresel bagisikligi, antijenligi ve
alerjenligi ve ekli mPEG’nin molekiiler agirliklar1 degistirilmemis yeniden kombine edilmis
insan insiilininkilerle karsilastirilmistir. Bu calismalar anlaminda herhangi bir karisikligi
onlemek i¢in immiinojenlik, antijenin ya da alerjenin ilgili bagisiklik tepkisini harekete
gecirme in vivo yeterliligi olarak tanimlanmistir. Benzer bigimde, bu belgenin igeriginde,
antijenlik bir antijenin dolasim i¢indeki antikorlara baglanmasi olarak tanimlanmistir. Son
olarak, alerjenlik bir alerjenin in vivo olarak homolog reajinik antikorlarla kombine olma,

dolayistyla sistematik anafilaksi ya da dogrudan cilt testlerinde lokal-cilt reaksiyonlar
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baslatma yeterliligi olarak tanimlanmaistir [5].

Burada, konjugatlarin immiinolojik 6zellikleriyle yer degistirmenin farkli alanlarini ve ¢esitli
bliytikliikleriyle ve diisiik-molekiiler agirlik mPEG’nin cesitli biiyiikliiklerini rekombinant
insan insiilinininkiyle karsilastirilmistir. Bu ¢alismada sadece bir mPEG zinciri/ insiilin
monomeriyle tlirevler kullanilmistir ¢linkii iki ya da iic mPEG zinciri/ insililin monomeri
iceren konjugatlarin biyolojik etkinliklerini ciddi bicimde azalttigi ve dolayisiyla daha
ayrintilt ¢alisma i¢in klinik olarak ilgili aday kabul edilmedigi daha 6nceden bulunmustur.
Bunun gibi, bu c¢alismada sadece iki diisilk molekiiler agirhlk mPEG-insiilin konjugati
kullanmilmistir ¢iinkii daha yiiksek-molekiiler-agirlhik mPEG (5000 Da) eklenmesinin ciddi
bicimde konjugatin biyolojik etkinligini bastirdigi bulunmustur [5].

Oznelerin insiiline ya da PEG-insiilin immiinojenitesine immiinolojik tepkisini belirlemek
lizere dort deneysel sonlanim-noktasi gozlenmistir. ilk olarak, insiilinin hiimoral
immiinojenligi lizerine alana 6zel pegilasyon etkisi bagisiklik saglanmis fare serumlarinda
antijene-6zel antikor (IgC ve IgE) miktarinin 6l¢iilmesiyle dogrulanmustir. Ikinci olarak,
insiilin pegilasyonunun insiilinin anti-insiilin IgC antikorlariyla ile karsilikli etkilesime girme
yetenegi (antijenite) ilizerindeki etkisi insiilin ya da pegile edilmis tiirevleri kullanilarak
enzimle baglantili inceleme (ELISA) dl¢iimleriyle degerlendirilmistir. Ugiincii olarak, insiilin
pegilasyonunun geciktirilmis- tip asir1 duyarlilik reaksiyonlar1 (hiicresel bagisiklik
saglayicilik) tizerindeki etkisi arastirilmistir. Son olarak, pegilasyonun lokal alerjiyi ve
sistemli anaflaksisi iceren anlik-tipte asir1 duyarlilik reaksiyonlarina etkisini belirlemek iizere
Profesor Blanka Rihova’nin goézetiminde Prag’da Cek Bilimler Akademisi’nde Mikrobiyoloji
Enstitiisii’'ndeki laboratuarlarinda pasif bir derisel anaflaksis testi kullanmilmistir. G600

haricinde bu birlesmelerin hepsi 6nceki boliimde tavsiye edildigi gibi hazirlanmistir [5].

5.2.2.1 Hiimoral immiinojenite ve antijenlik
Deneysel fare gruplar1 secilmistir ve kontrol olarak bagisiklik saglamadan 6nce 100 pl kan
alimmustir. Antikorlarin 6n bagisiklik saglama diizeyleri temel olarak alinmistir ve daha sonra
test edilen tiim serumlardan ¢ikarilmistir. 5 pg numune/fare/bagisiklik saglama dozunda ilk
bagisiklilagtirma (hayvanlarin immiinojeniteye tepkisini artirmak {izere) periton boslugu igine
alum kalintis1 olarak verilmistir. Ikinci doz 3 hafta sonra verilmistir ve 12 giin sonra fareler
kan kaybetmistir. Insiiline dzel IgC ve IgE antikorlarmin siizeyleri ELISA dolayl ¢ift katman

yontemiyle 6l¢iilmiistiir.

Konjugatlarin herhangi biriyle bagisiklilandirilmis farelerin tamaminda hem rekombinant
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insiilin (Zn"*-Ins) hem de mukabil PEG-insiilin birlesmeleri (G600, F750, K750, F2000)
ELISA testlerinde ayiric1 antijenler olarak kullanilmustir. Ancak (farelerin Zn-Insiilin ile iki
defa bagisiklilandirildigi durum haricinde) bu 6rneklerin hepsinde, dlgiilebilir diizeyde hicbir
antikor Ol¢iilmemistir. Bu nedenle, bu bolimde sunulan verilerin hepsi (antijenisite verileri
hari¢) rekombinant insiilin kullanilarak ayirt edilen insiiline-6zel IgC ve IgE antikorlarina

atifta bulunmaktadir.

Son bagisiklilagtirmadan sonra 12 giin siireyle test ettigimiz her iki tiirde farede de, sadece
rekombinant insan insiiliniyle bagisiklilastirilmig farelerde en yiiksek diizeyde instiline-6zel
IgC ve IgE antikorlari bulunmustur. Anlamli bi¢gimde, en az bir defa F2000 ile
bagisiklilastirilmis  farelerde hicbir insiiline 6zel IgG ya da IgE antikor tepkisi

gbzlemlenmemistir.

C57 farelerinde (yiiksek insiilin cevap vericileri), sadece rekombinant insiilin ile
bagisiklilastirilmis deneysel grup, incelenen baska gruplara gore 14 ile 315 defa daha fazla
insiiline 6zel IgC antikorlar tretmistir (Sekil 5.5 a-c). C57 farelerinde, insiilin ardindan
birlesme (G600, F750, K750, F2000) ile bagisiklilastirilmis gruplarda ters sirayla
bagisiklilandirilmis gruplara gore en az 10 defa daha fazla insiiline-6zel IgC antikor vardir.
Ayrica, tamamiyla farkli yer degistirme (A-zinciri N-termin, B-zinciri N-termin ve B-zinciri
C-termin) alanlarma sahip diisiik-molekiil agirlik (600 ya da 750 Da mPEG) konjugatlarin
bagisikliliginda higbir ciddi farklilik bulunmamaktadir. C57 farelerde bulunan dolasan
insiiline-6zel IgE antikorlarinin olgiilebilir diizeyleri rekombinant insiilinle miinhasiran

bagisiklilandirilmistir [5].
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Ragisiklik Skalasi
Sekil 5.5 a-c. C57BL/ 10 farelerinde 0 ve 3. haftanin immiinojenizasyonunun sonunda instilin

spesifik antikorlarin seviyeleri [5].

A/] farelerde (diisikk insiilin cevap vericiler), sadece rekombinant insiilin ile
bagisiklilastirilmis deneysel grup incelenen baska gruplara gore 8 ile 64 defa daha fazla
instiline 6zel IgC antikorlart tretmistir (Sekil 5.6 a-c). Her ne kadar farkliliklar C57
farelerinde bulunanlar kadar farkli olmasa da insiilin ve ardindan da birlesmeyle
bagisiklilastirilmis A/J fareleri her zaman ters diizende bagisiklilastirilmis farelere gore daha
yiiksek ¢ozelti konsantrasyonu tiretmistir. Her ne kadar bu farkliliklar ciddi olmasa da diisiik
molekiil agirlik mPEG-insiilin birlesmeleriyle PEG-yer degistirmenin farkli alanlar1 arasinda

farkliliklar mevcuttur [5].
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Rasgisiklik Skalasi
Sekil 5.6 a-c. A/J farelerinde 0 ve 3. haftanin immiinojenizasyonunun sonunda insiilin

spesifik antikorlarin seviyeleri [5].

Genelde, insan insiilinin pegilasyonunun yer degistirme alanina ya da eklenmis mPEG
molekiiler agirhigina bakilmaksizin dolasan insiiline 6zel IgC antikorlarinda miktarinda 10-
1000 defa azalmayla sonug¢landigi bulunmustur. Bu bulgular, diger gruplarinkiyle tam
uyumluluk igerisindedir. Ayn1 zamanda, rekombinant insan insiilinin pegilasyonu, dlciilen test
serumlarinda fark edilebilir IgE antikor tepkisinin giderilmesiyle sonuglanmigtir. Bu
sonuglarin her ikisi de insan insiilinin pegilasyonunun birlesmenin bagisiklik saglamanin 6zel
olmayan azalmasiyla sonuglandig1 olgusunu desteklemektedir. Tiim bu sonuglar pegilasyonun
protein antijenlerinin immiinojenliginin {izerine etkilerini inceleyen diger gruplarin
bulgulariyla desteklenmektedir ve artan miktarlarda konjugatlarin daha az degistirilmis ya da

degistirilmemis karsiliklarina gore daha diisiilk immiinojenlik sergiledigini bulmustur.

PEG-insiilin konjugatlarinin modifiye edilmemis insiiline goreceli antijenligini 6lgmek igin
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sadece rekombinant insiilin ile bagisiklilagtirilmig farelerde anti-insiilin IgC antikor
miktarlarini niceliksellestirmek iizere kullanilan ELISA testlerinde ayirici antijenler olarak
konjugatlarin (G600, F750, K750, F2000) hepsi ve Zn-Ins kullanilmistir. Bu deneylerin
sonuclar1 Cizelge 5.3’te verilmistir ve insiiline PEG eklenmesinin birlesmelerin anti-insiilin

IgC antikorlarina baglanma yetenegini koklii bicimde azalttigini agik¢a gostermektedir [5].

Antigen lgG titer Relative antigenicity” (%)
A/J mice

Zn-Ins 1176.3=13.93 100

G600 5.66=2.64 0.48

F750 2.14+1.41 0.18

K750 4.0%1.52 0.34

F2000) () 0.0

CS57BL/ 10 mice

Zn-Ins 238.86+4.92 100

G600 .73+ 1.87 1.56
F750 2.83%1.41 .18
K750 2 30+1.52 096

12000 () 0.0

Cizelge 5.1 A/J ve C57BL/10 farelerinde insiilin (PEG- insiilin) in antijenligi [5].

B hiicresi epitoplar1 ya da antijenik belirleyiciler, antikorlarin baglandigi antijen molekiilii
tizerindeki bolgelerdir ve genellikle protein antijenlerinin yiizeyinde bulunur. Protein
antijenleri lizerindeki B hiicresi epitoplar1 20’ye kadar amino asit iceren c¢esitli
biiyiikliiklerdedir. Protein antijenlerine karsi 6zel antikorlarin iiretimi uyumsal olarak farkli
bolgelerin taninmasi yoluyla olur. PEG-insiilin konjugatlariyla bagisiklilastirilmis farelerde
azalan sayida dolasan antikorlarin bir ya da daha fazla insiilinin B hiicresi taninmasi
epitoplarinin polimer tarafindan 6zel olmayan ‘maskelenme’sinden kaynaklaniyor olabilecegi
cikarilabilir. Dolayisiyla, molekiiler agirlikta ya da insiiline eklenmis PEG zincirlerinin
sayisindaki artisin bu ¢alismada goriildiigii gibi sterik ‘maskeleme’ etkisi ile sonuglanacagi

beklenebilir [5].

Konjugatlarin hiimoral immiinojenitesinin en yiiksekten en diislige niceliksek siralamasi
sOyledir: G600>F750=K750>>F2000. Elde edilen sonug¢lardan ekli mPEG’nin konjugatinin
molekiiler agirligi ile hiimoral immiinojenitesinin arasinda dogrudan bir korealasyon oldugu

goriilmektedir. Ekli mPEG miktar1 2000 Da’ya (F2000) yaklastiginda, konjugatin
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immiinojenitesi tamamiyla yoktur (6rn. belirlenemez). Kabaca 2000 Da’lik mPEG ekli /
inslilin monomeri esiginin bir konjugatin bagisiklik tepkilerini gidermek ya da anti-insiilin
antikorlar1 tarafindan burada test edilen hayvan modellerinde taninmak i¢in gerekli oldugunu
vurgulaniyor. Bu vurgulama PEG-protein konjugatlarinin immiinojen etkilerinin diger
analizleriyle desteklenmektedir. Bu gruplar ayni zamanda asgari miktarda PEG
gereksiniminin konjugatin immiinojen olmayan ve antijenik olmayan hale getirilmesi i¢in
proteine ikiye katlanmasinin gerektigini bulmustur. Aksine, bir konjugatin yer degistirme

alantyla immiinojenitesi/ antijenligi arasinda herhangi iliski gozlemlenmemistir [5].

5.2.2.2 Hiicresel immiinojenite
Insiilinin ve pegile edilmis tiirevlerinin hiicresel bagisiklik saglayiciligi farelerde gecikmeli
tiirde asir1 duyarlilik (DTH) reaksiyonlarinin neden oldugu arka ayak destegi sismesinin
Ol¢iilmesiyle incelenmistir. Gecikmeli-tiir terimi tip IV asir1 duyarliligiyla baglantili gecikmeli
deri reaksiyonlarimi igerir ve bagisiklik yoOniinden 06zel enflamatuar reaksiyon olarak
tanimlanir. Insiilin ile son bagisiklilastirmadan sonraki onddrdiincii giinde, DTH tepkisi arka
ayak destegi sisme testiyle degerlendirildi. Bu inceleme kemirgenlerde DTH’1 belirlemek i¢in
yaygin bigimde kullanilmakta ve DTH reaksiyonlarinin biiyiikk o6lgiide sergilenmesini

Olgmektedir.

Antijene 0zel IgC ve IgE deneylerinde gorildiigii gibi, F2000 ile bagisiklandirilmig farelerin
hicbirinde hicbir DTH reaksiyonu yoktur. En anlamli DTH tepkisi sadece Zn™-Insiilin ile
bagisiklandirilmis hayvanlarda Slgiilmiistiir, fakat mPEG-insiilin tiirevlerinden (G600, F750,
K750, F2000) biriyle bagisiklilagtirma oncesinde rekombinant insiilin ile bagisiklandirilmis
hayvanlarda diisiik tepkiler de gozlemlenmistir. Fareler konjugatlerin  biriyle
bagisiklilastirildiginda sonraki bagisiklilastirmalarda kullanilan antijen tiirtine bakilmaksizin
hicbir olciilebilir DTH reaksiyonu meydana gelmemistir. Dolayisiyla rekombinant insiilin,

deri i¢ine injekte edilmis tek antijendir.

Ciinkii DTH, T hiicre-aracl olaydir, bu deneylerin sonuglar1 rekombinant insiilin ile pegile
edilmis tiirevlerinin ya taninma, ya hiicreler arasi olarak islemden gegirilme ya da antijene
0zel T hiicrelerine sunulma bigimi arasinda farkliliklar olmas1 gerektigini dnermektedir. Her
ne kadar mPEG-insiilin konjugatlarinin DTH tepkilerini harekete ge¢irmedigi bilinmektedir
ve pegilasyonun insiilinin T hiicresi epitoplarindan bir ya da daha fazlasini
‘maskeleyebilecegi’ ve dolayisiyla hiicresel bagisiklik sistemince normal olarak taninmasini

onledigi sonucuna varabilinmektedir. Etkilerin 6zel olmadigina inanilmaktadir ¢iinki
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konjugatlarla bagisiklandirilmis farelerle higbir gozlemlenebilir farklilik bulunmamaktadir.
Ayak destegi testinin, her ne kadar kemirgenlerde DTH tepkilerini bulmada yaygin bicimde
kullanilsa da, hassasiyet ve nesnellik eksikligi nedeniyle makul bigimde elestirilebilecegi

kabul edilmektedir [5].

5.2.2.3  Alerjenlik
PCA, tip I anlik asir1 duyarliligi yoneten homositotrofik antikorlarin deri arasma injekte
edilmesi yoluyla duyarlilastirilmis bir hayvandan onceden duyarliligi alinmig bir bireye in
vivo pasif transferini iceren bir cilt testidir (6rn: bireyde IgE). Injeksiyondan sonra, bu
antikorlar Fc reseptorleri iizerinden besleme hiicrelere ¢apalanir. Bunu Evan’s Blue gibi
boyayla karistirilmis antijenin intravendz injeksiyonu izler. Hiicre-karistirllmis antikor
reseptorlerin injekte edilmis antijen yoluyla capraz baglanmasi histamin ve diger farmakolojik
aracilarin serbest birakildigi tip I asirt duyarlilik reaksiyonunu harekete gecirir. Damar
gecirgenligi unsurlar1 plazmanin ve boyanin kaliperlerle Olgililebilecek mavi bir alan

olusturarak damar dis1 alana sizmasina izin verecek sekilde damarlar tizerinde hareket eder

[5].

Insiilin ya da mPEG-modifiye insiiline 6zel reajenik (IgE) antikorlarmin varligini teyit etmek
i¢in, temsil edici numuneler ayn1 zamanda PCA testine tabi tutulmustur. insiiline 6zel IgE
ELISA’da pozitif olan serumlar ayn1 zamanda hafif¢e pozitif PCA sonuglar1 sergilemistir. IgE
ELISA testlerinde negatif ya da ¢ok diisiik pozitif tepkileri olan diger tiim serumlar da ayni
zamanda PCA testinde negatif ¢cikmistir [5].

IgE’nin hayvan modellerinin yanisira insanlarda antijene tepki olarak anlik asir1 duyarlilik
araciligi yapmada onemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Anlik tiirlin alerjik reaksiyonlari,
besleme hiicrelerine ve bazofillere stabillenmis IgE antikorlarini ¢apraz baglama yetenekleri
adina ¢ok degerli alerjenler yoluyla baslatilir. Pegile edilmis alerjenlerin (insiilin gibi) klinik
ortamda etkin bicimde kullanilmasi i¢in sadece devam eden IgE tepkisini bastirmalar1 degil
fakat ayn1 zamanda IgE antikorlarin1 ¢apraz baglama ve istenmeyen alerjik reaksiyonlarini

giderme yetenegini bastirmalari arzu edilir[5].

Insiiline IgE tepkilerinin giderilmesi burada degerlendirilen &rneklerin hepsinde elde
edilmistir. Incelenen her iki modelden PCA reaksiyonlar1 sergileyen fareler sadece
rekombinant insiilin (Zn-Ins) ile miinhasiran bagisiklilagtirilmis donor farelerden serum alan
hayvanlardi. Dolayisiyla rekombinant insan instilininin incelenen ekleme alanlarinin herhangi

birinde pegilasyonunun alerjik-olmayan ve anlik-tiirde asir1 duyarlilik reaksiyonlarini
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gidermeyen konjugatlar irettigi goriilmektedir. Bu bulgular pegile edilmis ovalbuminin
alerjenligini inceleyen baska bir grubunkiyle biiylik dlclide ayni ¢izgidedir ve her ne kadar
dogal protein giiclii PCA reaksiyonlarini tesvik ettiyse de PEG-modifiye ovalbuminin ciddi
PCA reaksiyonlarini gidermede basarisiz oldugunu bulmustur. Mevcut ¢aligmanin sonuglari
tesvik edicidir ¢linkii mPEG-insiilin konjugatlarinin insiilin alerjileri ya da yiiksek diizeyde
dolasan biiylik dozlarda IgE antikorlar1 bulunan hastalara sistemli anafilaktik reaksiyonlar

salivermeden uygulanabilecegini 6nermektedir|[5].

Mevcut c¢alisma ayni zamanda mPEG ile modifiye edilmis insan insiilininin bagisiklik
saglayiciligii (hiimoral ve hiicresel), antijenligini ve alerjenligini 6lgmeye tesebbiis etmistir.
Baglangigtaki varsayim, farkli yer degistirme alanlari olan konjugatlarin bagisiklilik
ozellikleri arasinda farkliliklarin gdzlemlenebilecegiydi. Ancak bu caligmalarin sonuglar
gostermektedir ki mPEG-birlesmesinin insiilinin bagisiklik o6zellikleri iizerindeki etkileri
dogas1 itibartyla 6zel degildir. Bu c¢ikarsamanin inceledigimiz deneysel u¢ noktalarinin
hepsinde dogru oldugu goriilmiistiir. mPEG insiilin tiirevlerinin hiimoral (dolasan IgG ve IgE
diizeyleri) ve hiicresel (DTH reaksiyonu) bagisiklik saglayiciligini aciklamak icin yapilan
deneylerde, konjugasyonlar arasinda hi¢bir anlamli farklilik gozlemlenmemistir. Bunun
yanisira, birlesmeler arasinda anti-insiilin IgC antikorlartyla karsilikli etkilesime girme
yeteneklerinde higbir ciddi farklilik gdézlemlenmemistir. Bunun gibi, mPEG-degistirmenin
insiilinin alerjenligi (PCA) iizerindeki etkileri incelendiginde tiim birlesmeler i¢in benzer
sonuglar elde edilmistir. Dolayisiyla, insan insiilininin alana-6zel pegilasyonunun
birlesmelerin farkli bagisiklik ozellikleriyle sonuglanacagina dair asil varsayimin dogru

olmadig1 goriilmiistiir[5].

Ciinkii protein antijenleri genellikle hem B hiicresine hem de T hiicresi epitoplarina sahiptir,
bu c¢alismalarin sonuglarindan goriinmektedir ki insiiline diisiik-molekiiler-agirlik mPEG’nin
(600-2000 Da) her iki tiir epitopu 0zel olmayan bicimde ‘maskelemeye’ hizmet edebilir.
Ayrica, hiimoral (B hiicresi-aragli) bagisiklik saglayiciligi ve antijenligi degerlendiren
calismalarda bir takim molekiiler agirlik-bagimliligi gézlemlenmistir fakat birlesmelerin ya
hiicresel (T hiicresi aracli) bagisiklik saglayiciligr ya da alerjenligi 6zellikli deneylerde boylesi
hicbir agirlik gézlemlenmemistir. Bu insiilinin alansal olarak ayristirilmis iki ya da daha fazla
B hiicresi epitopu igerebilecegini ve bu epitoplarin mPEG yoluyla etkin maskelenmesinin

polimerin biiyiikliik olarak 2000 Da olmasin1 gerektirdigini 6nermektedir [5].

Dolasan anti insiilinin iki klinik goriinlimii, postprandial hiperglisemi ve uzatilmis

hiperglisemi donemleridir. Ayrica insiilin preparatinin  bagisiklik saglayiciliginin  ve
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alerjenliginin bu preparatin tedavisel etkinligini artirmada énemli bir unsur oldugu aciktir. Bu
sonuclar, her ne kadar mekanik Ozellikte olsa da, rekombinant insan insiilininin
pegilasyonunun bu 6nemli tedavisel proteinin bagisiklik saglayict 6zelliklerini giivenli, zehirli
olmayan ve 6nceden ABD Gida ve Ilag idaresi (FDA) onayli bir yolla etkinlikle bastirdigimi
ima etmektedir. Son olarak, burada incelenen PEG-insiilin konjugatlar1 asirn diisiik

antijenlikleri nedeniyle diyabet hastalarinda giivenlikle kullanilabilir [5].

5.2.3 PEG-insiilin konjugatlarinin farmakolojik o6zellikleri

Hem intraven6z hem de deri alt1 yollarla erkek av kopeklerine iki PEG-insiilin birlesmesi
(F750 ve F2000) injekte edilmistir ve biyolojik etkinlikleri ve farmakokinetik parametreleri
Lilly’nin olagan insan insiilin formiilasyonu HumulinR (Hum) ile karsilastirilmistir.
Modelden-bagimsiz ~ boliimsiiz ~ yontemler insiilin  preparatlarinin  farmakokinetik
parametrelerini hesaplamak i¢in yaygin bigimde kullanilmaktadir ve bu c¢alismada aym
zamanda insllinin farmakolojik ozellikleriyle pegile edilmis tiirevlerinden ikisini
karsilastirmak icin bu yaklasim kullanmustir. Insiilinin kalinti PheB1°de 750 ya da 2000 Da
mPEG ile degistirilmesinden kaynaklanan bazi farmakokinetik (PK) ve farmakodinamik (PD)
parametrelerdeki degisiklikleri degerlendirmek i¢in kronik kopek modeli kullanilmistir.
Saglikli av kopekleri (13-18 kg) Hayvan Kaynak Merkezi’nde tutulmus ve en az 2 hafta

boyunca tedavi uygulanmstir [5].

Insiilin (konjugati) injeksiyonundan &nce insiilinin (konjugat1), kanin c-peptidinin ve
glukozun bazal diizeylerini belirlemek iizere kan numuneleri alinmistir. Insiilin preparatlarinin
biyolojik varligin1 degerlendirmek i¢in i.v. injeksiyon yoluyla Hum, F750 ve F2000
preparatlar1 (0.3 U/kg) uygulanmistir. Ug insiilin preparat1 (0.3 U/kg) da deri alti depodan
emilme 6zelliklerini incelemek iizere kdpeklerin boynuna injekte edilmistir. Insiilin, glukoz

ve c-peptid icerigi i¢cin serum numuneleri asagida aciklanan yontemlere gore analiz edilmistir.

5.2.3.1 Biyolojik etkinlik ve farmakodinamik parametreler
Tedavi edilen hastalardan elde edilen serum numuneleri glukoz konsantrasyonu igin
dondurmadan 6nce incelenmistir. Insiilin tiirevlerinin damar i¢i uygulamadan sonraki kan
glukozu bastirma yeterliligi Sekil 5.7°de gosterilmistir. Bu ¢izim kopeklere damar ici
injeksiyondan sonra dogal insiilin ile pegile edilmis tiirevleri arasinda diisiirme yetenegi
arasinda ufak farkliliklar oldugunu gostermistir. Eylemin baglangici (kan glukozunun
distiriilmesi) ve HumulinR (Hum), F750 ve F2000 icin hareket siiresi benzerdir. Bu insiilin

tiirevlerinin damar ic¢in uygulamasindan sonra kopeklerin glukoz diizeyleri yaklasik 3 saat
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igerisinde baslangi¢ diizeylerine geri donmiistiir [5].

140 7
120 4 W[
100 f =
8'\‘] J - . - ____....I‘:-;—: _ —
Q6 T ¥ ¥~ 1
~2 i/ 1 |
o 40 ) %1_{{/ . L
20 %/ I 1t
L': - P — T
30 650 90 120 150 180

Zaman (dk)

Sekil 5.7 Erkek kopeklere i.v. 0.3U/ kg HumulinR (¢) ve ya F750( A) veya F2000(eo)

injeksiyonundan sonra kandaki seker diizeyleri[5].

0.3 U/kg deri alt1 injeksiyonundan sonra Hum, F750 ve F2000’in kan glukozu diisiirme
etkileri Sekil 5.8’de gosterilmistir. Bu verilerden ¢ikarilabilecek ana sonuglar insiilinin kalinti
B1’de pegilasyonunun incelenen hayvan modelinde glukoz bastirmanin daha yavas
baslangiciyla sonuglanmasidir. Daha yiiksek molekiiler agirlik birlesmesi (F2000) kan
glukozu diizeylerini artirmak i¢in en uzun siireye gerek duyulmustur. Tam eylem ig¢in
baslangigtaki bekleme siiresinden sonra, biyolojik etkinlik (kan glukozunu diisiirebilme
yetenegi) sliresi ii¢ insiilin tiirevi arasinda karsilastirilabilirdir. Dolayisiyla, konjugatlar ve

rekombinant insiilin sistemli dolagima ulastiginda benzer bicimde davranmaktadir [5].



56

T
1Y i
A A
E:D | \ :/-'/
<0 1 ‘x\ \ A &
20 ‘: & —:\ﬂ = - =
| - z I -
0 -+
0 50 100 150 200 250
Zaman (dk)

Sekil 5.8 Erkek kopeklere s.c. 0.3U/ kg HumulinR (¢) ve ya F750( A) veya F2000(e)

injeksiyonundan sonra kandaki seker diizeyleri [5].

Trapezodial yoéntemle BGL’e karsi AUC degerleri hesaplanmustir. Istatistiksel anlamin
degerlendirilmesi igin, iki-kuyruklu Ogrenci t-testi kullanilmistir ve P<0.05 iken orta degerler

istatistiksel olarak farkli kabul edilmistir.

Damar ici ya da deri alti uygulamadan sonra {i¢ tiirev i¢in kan glukozu bastirma egrileri
(AUC) altindaki alan hesaplandiginda, F750, F2000 ve Hum’un ayni1 biyolojik etkiyi (+%10)
ortaya ¢ikardigin1 bulunmustur. Kaydedilir bicimde Hum, F750 ve F2000’in biyolojik
etkinliklerindeki farkliliklar istatistiksel olarak birbirinden ayirt edilemez; bu nedenle tim
damar i¢in ve deri alt1 uygulamalar 6l¢iim hatalariyla birlikte biyolojik olarak esit kabul edilir.
Insan insiilininin pegilasyonu deri alti uygulamadan sonra biyolojik etkinlige (glukoz

bastirma) olan siireyi degistirmistir [5].

Her iki mPEG-insiilin konjugati ile rekombinant insan insiilini arasinda bulunan esit biyolojik
etkinlikler benzer PEG-insiilin konjugatlar1 inceleyen baska bir grubun bulgulariyla
uyumludur. Bu yazarlar ayn1 zamanda konum PeB1l’e PEG ile yerlestirilen konjugatlarin
damar i¢i uygulamadan sonra esit olarak hayvanlarin kan glukozu diizeylerini diigiirmeye
yeterli olduklar1 bulunmustur. iki bagimsiz arastirma grubunun farkli hayvan modellerinde
ayni sonuglarla ortaya ¢ikmasi diisiik-molekiiler-agirlik PEG’nin insiiline kalintt PheB1’den

konjugasyonunun in vivo biyolojik etkinligini tersi bicimde etkilemedigini dnermektedir [5].

5.2.3.2 Farmakokinetik parametreler

Insiilinin serum konsantrasyonlarini ve endojen insiilin ayristirmasim dlgmek icin ticari olarak
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mevcut olan insiilin ve kanin C-peptid radyo bagisiklik inceleme takimlar1 kullanilmistir. Bu
calismalarda kullanilan insiilin takimlarinin her biri, insiilinsiz matrikste hazirlanan uygun
referans ¢ozeltileri kullanilarak rekombinant insan insiilininin, F750 ve F2000’in analizi i¢in
dikkatlice gecerli kilinmistir. Her iki tiir inceleme kontrol numunelerinin iki diizeyinin
hesaplanan degerlerinin bilinen degerlerinin 2 standart sapmasi i¢inde diistiigiinlin goriilmesi

halinde bireysel uygulama i¢in gegerli kabul edilmistir [5].

Serum insiilin (MPEG-insiilin) konsantrasyonlari, endojen insiilin ayristirmasinin gostergesi
olarak kanin c-peptid konsantrasyonlar1 kullanarak endojen insiiline goére ayarlanmistir. Bu
gereklidir ¢linkii insan ve kanin insiilini benzer birincil dizinlere sahiptir. Rekombinant insiilin
injekte edilmis hayvanlardan ya da pegile edilmis tiirevlerinden temsili serum numuneleri
kanin C-peptid konsantrasyonlar1 ile incelenmistir. i.v. ya da s.c. injekte edilen hayvanlar
arasinda gozlemlenen serum C-peptid diizeylerinde ayirt edilebilir higbir farklilik
bulunmadigindan ve insiilin ya da pegile edilmis tiirevleri ile tedavi edilen hayvanlar arasinda
hicbir farklilik goézlemlenmediginden, endojen insiilin ayristirilmas: adina serum C-peptid
konsantrasyonlarinin ortalama degerleri kullanilmistir. Sonug olarak, sekillerde gosterilen
serum insiilin diizeylerinin haricen uygulanmis insiilinin (Hum) ya da pegile edilmis

tiirevlerinin (F750 ve F2000) diizeyleri olduklar1 ger¢ekten kabul edilmektedir [5].

Goriintirdeki dagilim hacmi, goriiniirdeki toplam sistemli agiklik, son oranti sabitesi ve yari-
Omiir dahil birka¢ farmakokinetik parametre hesaplamak i¢in endojen insiilin ayristirmasinin
diizeltilmesinden sonra insiilinin (MPEG-insiilin konjugatlar1) serum konsantrasyonlari
kullanilmistir. Ayrica, zamana karst serum instilin (birlesme) egrileri altindaki alan ve insiilin
ve pegile edilmis tiirevleri i¢cin MRT’ler belirlenmistir. Bu degerlerin hesaplanmasi
WinNonlin’in  (Pharsight, ABD) béliimsel olmayan analiz 6zellikleri kullanilarak
gerceklestirilmistir. Istatistiksel anlamin degerlendirilmesi igin, iki-uglu Ogrenci t-testi

kullanild1 ve P<0.05 iken orta degerler istatistiksel olarak farkli kabul edildi [5].

Sekil 5.9 damar i¢in uygulamanin ardindan serum insiilin (PEG-insiilin) diizeylerini
gostermektedir. Her iki birlesmenin (F750 ve F2000) dolagim diizeyleri 15-dakika injeksiyon
sonrasi nerdeyse her zaman noktasinda Hum’unkine gore biraz yiiksektir, bu da konjugatlarin
Hum’a gore daha yavas temizlenebilecegini gostermektedir. Bunun iki istisnast vardir: (1)
F750’nin Hum’a gore ciddi bi¢imde daha uzun giderme yari-6mrii vardir ve (2) damar igi
injeksiyondan sonra her iki birlesmenin orta ikamet siireleri Hum’a gore ciddi bigimde daha
uzundur. Hum’a nispeten konjugatlarin artan MRT’leri PEG’nin hiicre zarlariyla karsilikli

etkilesim yetenegiyle aciklanabilir. PEG-SOD’nin PEG-zincirlerinin ve hiicre zarlarinin
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karsilikli etkilesimi yoluyla kirmizi kan hiicrelerine baglanabildigini gostermistir.
Hayvanlarin kirmizi kan hiicreleriyle etkileserek, birlesmeler sonuglarimizda goriildiigii gibi

muhtemelen dolasimda rekombinant insiiline gore daha uzun kalacaktir [5].

Zaman (dk)
Sekil 5.9 Erkek kopeklere i.v. 0.3U/ kg HumulinR (¢) ve ya F750( A) veya F2000(eo)

injeksiyonundan sonra serum seker (mPEG-B1-insiilin) diizeyleri [5].

0.3 U/kg deri alt1 uygulamasini izleyen serum-insiilin (PEG-insiilin tiirevi) diizeyleri Sekil
5.10°da gosterilmistir. Bu ¢izim kdpeklere deri alti injeksiyondan sonra (Hum bi¢imindeki)
dogal insiilinin ve pegile edilmis tiirevlerinin (F750 ve F2000) dolasim diizeylerinde koklii
farkliliklar olduguna dair agik delil saglamaktadir. Konjugatlarin her ikisi test edilen ¢ogu
noktada artan serum konsantrasyonlar1 sergilemistir. Konjugatlar Hum’a gore ciddi bi¢cimde
daha yiiksek Cpax diizeylerine ulasmistir ve birlesmeler i¢in maksimum konsantrasyonlarina
ulasmak Hum’a goére daha uzun stirmiistiir. Ancak, hesaplanan Tyax degerlerindeki farkliliklar
istatistiksel olarak anlamli degildir. F750 ve F2000 i¢in hesaplanan AUC/D degerlerinin
analizi her iki birlesmenin deri alt1 injeksiyonun ardindan Hum insiilin hegzamerlerine gore
ciddi bicimde daha yiiksek olciide emildigini &nermektedir. Insiiline eklenmis PEG’nin
molekiiler agirlig arttigindan, tiirevin goreceli mevcudiyeti de artmistir. Birgok PEG-protein
konjugasyonunun rekombinant bigimlerine gore gelistirilmis biyolojik varlik sergiledigi goz

Oniine alindiginda bu sonuglar sasirtici degildir [5].



59

= 1 | ,_3—* ! [
- AN
| .
10) /' L - 1 " T
e S, S
I T ¥ | ‘
00 g 4 i A
¢ D s S =S
hi) 120 180 240 300
Zaman (dk)

Sekil 5.10 Erkek kopeklere s.c. 0.3U/ kg HumulinR (¢) ve ya F750( A) veya F2000(eo)

injeksiyonundan sonra serum seker (mPEG-B1-insiilin) diizeyleri [5].

Her iki birlesmenin de Hum’a gore koklii bigcimde daha yavas terminal agiklik oranlari
bulunmaktaydi ve F2000 MRT’si hem F750 hem de Hum’dan ciddi bi¢imde daha uzundur.
PEG-insiilin ~ konjugatlarinin ~ ve  insiilinin  gdzlemlenen farkliliklarin ~ muhtemel
aciklamalarindan biri konjugatlarin molekiiler biiyiikliigliniin insiiline gore arttig1 dolayisiyla
bobrek sizma siiphesinin artti§i miimkiindiir. Bunun o6tesinde, insiilinin PheB1’ine PEG
eklenmesinin sigan ciger hiicrelerinden ve adipositlerinden (yag hiicrelerinden) insiilin
reseptorleri i¢in azalmis in vitro egilimlerine sahip konjugatlar iirettigi bildirilmistir. Literatiir
insiilinin Oncelikle reseptdr-aracli olaylar yoluyla temizlendigini ve bu calismada kullanilan
mPEG-insiilin konjugatlarinin reseptor-baglayici yeteneklerinin (her ne kadar o6zellikle
belirtilmemigse de) deri alti1 uygulamanin ardindan daha yavas aciklik oranlarina katki
saglayict bagka bir unsur olabilecegi agikca belirtmektedir. Ayrica, konjugatlarin
opsonizasyon yoluyla asgari antijenliklere sahip oldugu gosterildiginden mekanizmalar
engellenecektir. Bu etki oOnceden diger PEG-protein konjugatlar1 igin literatiirlerde
bildirilmistir. Konjugasyon olarak, PEG eklenmesinin bu ii¢ protein etkisi (artan molekiil
blyiikliigli, azalan reseptor-baglama yetene8i ve azalan antijenlik) rekombinant insiiline
goreceli konjugatlar i¢in gdzlemlenen istatistiksel olarak anlamli (P<0.05) daha yavas aciklik
oranlarina yol acabilir. Son olarak, PEG’nin hiicre zarlartyla karsilikli etkilesime girme
yeteneginden Otiirii deri altt uygulamanin ardindan bu konjugatlarin dolagim yari-Omiirlerini

uzatan bu karsilikli etkilesim i¢in ayni tezler 6ne stiriilebilir [5].

Insiilinin deri alti depodan emilimi, insiilin oligomerlerin ¢dziilmesi, insiilin oligomerlerin
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kapiler duvarlar, lokal kan akis1 ve lokal sicaklik yoluyla injeksiyon alanindan yayilmas1 gibi
bir¢ok unsura dayanan (insiilin monomerleri haricinde) dogrusal olmayan bir siirectir. Bu,
PEG-insiilin konjugatlar1 i¢in hesaplanan artan Tpn.x degerlerinden sorumlu muhtemel
mekanizmalarin analizini Humuline’e gore zorlastirmaktadir. Bu c¢aligmalarda kullanilan
HumulinR formiilasyonunun hegzamerik insiilin i¢erdigi ve bu ¢aligmalarda kullanilan PEG-
insiilin preparatlarinin dimerik bigimde insiilin konjugatlar1 i¢cerdigi vurgulanmaktadir. Ancak,
PEG eklenmesinin konjugatin molekiiler biiytikligiinii artirdigi ve PEG’in hiicre zarlariyla
kokli bicimde karsilikli etkilesime gectigi de bilinmektedir. Dolayisiyla deri altt emilim
oranlarinda birlesme baglanma-durumu nedeniyle herhangi bir artis konjugatin genel
blyiikliigiindeki artiglarla ve konjugatlarin PEG kismu ile kapiler hiicre zarlarimin o6zel
etkilesimleriyle karsilanabilir. Konjugatlarin artan molekiiler biiyiikliigii ve kapiler hiicre zarl
PEG, azalan baglanma-durumu emilimini artirdigindan daha biiyiik dl¢lide deri alt1 emilimini
engellemektedir. Tpax degerlerindeki farkliliklar (sayilardaki yiiksek diizeylerde farklilagma
nedeniyle) istatistiksel olarak anlamli olmadigindan, bu tez kanitlanamaz. Ancak, yeniden

belirtmek gerekirse, Tmax 1n orantisal olarak artirmasinda agik bir egilim goriinmektedir [5].

Helmut Ringsdorf aslen birlesmis c¢oziiliir polimerleri ilag¢ tasiyicilar1 olarak kullanarak bir
oneride bulunmustur ve diisiik zehirliligi ve dahili kullanimi i¢in FDA onay1 yoluyla PEG
bugiin ila¢ tagima sistemlerinde en yaygin bi¢cimde kullanilan polimerlerden biri olmustur.
Ozellikle, tedavisel proteinlere PEG birlesmesi bu aciklik mekanizmalarinin etkilerini
asgariye indirmek ve dolayisiyla biyolojik etkinliklerini ters bi¢imde etkilemeksizin
proteinlerin dolasimda kalis siirelerini artirmak i¢in yaygin bigimde kullanilan bir tekniktir.
Bu c¢alismanin amaci insan insiilinine PEG birlesmesinin, damar i¢i ya da deri alt1 yollarla
uygulanmansinin ardindan biyolojik etkinligi ve farmakokinetik iizerindeki etkilerini
belirlemektir. Bu calismalarin sonuglar1 acik¢a gostermistir ki diisiik-molekiil-agirlik PEG’nin
N-terminal amino asitte insiiline alana-6zel eklenmesi, degistirilmemis kontrol numunelerine
gore konjugatlarin biyolojik etkinliklerini ciddi bi¢imde degistirmez. Konjugatlar damar i¢i ya
da deri alti uygulanmis olsun, erkek av kdpeklerinde kan glukozu diizeylerini diisiirme
yetenegi Lilly’nin HumulinR hizli-hareket eden ¢6ziiniir insiilin preparatinin %10°u i¢indeydi.
Konjugatlarin damar i¢i (i.v.) injeksiyondan sonraki farmakokinetik 6zellikleri Humulin ile
karsilastirildiginda hafifce degismistir ve bu farkliliklar s.c. injeksiyondan sonra daha da fazla

vurgulanmstir [5].

5.2.4 Sonuclar

Yaklagik 80 sene Once bulunmasina ragmen, insiilin diyabetiklerin tedavisi i¢in en 6nemli
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tedavi olmaya devam etmektedir. Fiziksel, bagisiklik saglayici ve farmakokinetik 6zelliklerini
gelistirmek iizere insiilini degistirme c¢abalar1 yakin gecmise kadar sinirli bir basari elde etti.
Ayrica, parental olmayan bir yolla uygulanabilir etkili insiilin preparatlar1 elde etmek
neredeyse asilamaz bir zorluk olarak goriinmektedir. Insiilin tedavisinin karsilastig
sorunlardan c¢ogu insiiline dzel istikrarsizliktandir. Insiilin, diger bircok tedavisel peptid ve
proteinle birlikte, etkin tedavisel preparatlarin gelistirilmesini 6zellikle zor kilan bir¢ok tercih
edilmeyen Ozellik tasimaktadir. Bu tercih edilmeyen Ozellikler kimyasal ve fiziksel
istikrarsizlik, dogal bagisiklik saglayicilik ve antijenlik ve sistemi dolasimdan hizli uzaklagsma
icermektedir. Bu ¢alismanin altinda yatan temel varsayim PEG’nin insan insiilinine alana-6zel
PEG eklenmesinin bu 6nemli tedavisel proteine yararli fiziksel, bagisiklik saglayici ve
farmakolojik Ozellikler atayacagidir. Bu amacla, yer degistirmenin farkli alanlariyla
konjugatlar ve ekli PEG’nin molekiiler agirliklar1 hazirlanmistir. Homojenlige saflagtirmanin
ardindan, konjugatin fizyokimyasal, fiziksel, biyolojik, bagisiklik saglayicit ve farmakolojik

ozelliklerini degerlendirmek iizere genis-yelpaze yaklasimi kullanilmistir [5].

Diistik-molekiil-agirlik PEG’nin N-Terminal (PheB1) amino grubu ve sonuncu o6ncesi C-
terminal e-amino grubu yoluyla insiiline eklenmesi, bu 6nemli tedavisel proteinin fiziksel,
biyokimyasal ve biyolojik 6zelliklerini degistirdi. Ozellikle, PEG konjugatinin dogal insiilin
uyumu, ortalama baglanma durumu ve in vivo biyolojik etkinlik tizerindeki etkileri asgariydi.
Ancak, insiilin kalint1 PheB1’de pegile edildiginde sonucundaki konjugatlar biiylikligiin
fiziksel olarak daha istikrarlh iki diizeniydi [5].

Konjugatlarin hiimoral bagisiklik saglayiciligi, hiicresel bagisiklik saglayicilik, antijenlik ve
alerjenlik daha sonra iki fare modelinde incelendi. Diislik-molekiiler-agirlik PEG’nin
kalintilardan herhangi birine eklenmesi, konjugatlarin hiimoral ve hiicresel bagisiklik
saglayiciliklarinda  ciddi  bir  azalmayla  sonuglandi.  PEG-insiilin  konjugatlar
bagisiklilastirilmis farelerde herhangi Olciilebilir alerjik reaksiyonu gidermede yetersiz
kalmistir. Insan insiilinine PEG eklenmesinin bu konjugatlarin herhangi ciddi bi¢imde anti-
insiilin ile karsilikli etkilesime girmesini 6nledigi ongdriilmektedir. Bu sonuglar rekombinant
insan insiilininin bagisiklik saglayiciligini, antijenligini ve alerjenligini asgariye indirmek i¢in
giivenli bir yontem bulma itibartyla ¢ok {imit vericidir. Dolagan anti-insiilin IgC ve IgE
antikorlar1 diyabetli hastalarda istenmeyen ve tehlikeli sorunlara neden olabilir ve ciddi
sistemli anafilaktik reaksiyonlarla sonuglanabilir. Daha genel olarak, anti-insiilin
antikorlarinin varlig1 postprandial hiperglisemiye ve uzun siireli hiperglisemiye neden olarak

insiilin tedavisi rejimlerinin klinik etkinligini olumsuz olarak etkilemektedir [5].
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Son olarak, kopek modelinde damar i¢i ve deri alt1 uygulamadan sonra pegilasyonun insiilinin
biyolojik etkinligi ve farmakokinetik iizerindeki etkileri aragtirllmistir. Coziinebilir regiiler
insan insiilinine esdeger konjugatlarin kan glukozu diisiirme yetenegi konjugatlarin biyolojik
dengelerini (biyoekivalans) belirlemek tlizere kullanilmistir. Ayrica, birka¢ farmakokinetik
parametreyi hesaplamak iizere boliimsel olmayan yontemler kullanilmistir ve her bir tedavi
grubu icin hesaplanan parametrelerin degerleri arasinda istatistiksel karsilastirmalar
yapilmistir. F750 ve F2000’in kan glukozu diisiirme yeteneginin damar i¢i ya da deri alt1
uygulamadan sonra istatistiksel olarak insiilinden ayirt edilemez oldugunu bulduk. Bunun
gibi, F750 ve F2000’in u¢ temizlenme oranlar1 da damar i¢i uygulamadan sonra istatistiksel
olarak insiilinden ayirt edilemezdir, fakat pegile edilmis insiilin tlirevlerinin deri alti
uygulamanin ardindan ciddi bi¢cimde daha diisilk temizlenme oranlar1 bulunmaktadir.
F750’nin yar1 omriiniin giderilmesi hem damar i¢i hem de deri alti1 uygulamadan sonra
Humulin’e gore istatistiksel olarak ciddi bicimde daha uzundur. F2000’in MRT’si her iki yol
tizerinden injekte edildikten sonra istatistiksel olarak Humulin’den ciddi bi¢imde daha
uzundur. Bu calismalar PEG-insiilin birlesmelerinin dolasim yari-omiirlerinde 6l¢iilebilir
artiglar oldugunu sergilemektedir. Ancak, bu deneylerde toplanan veriler yiiksek derecede
konu ici ve konular arasi degiskenlik eksikligi tagimaktaydi, bu nedenle farmakokinetik
parametrelerde daha belirleyici farkliliklar gézlemlendi. Fark edilir bigimde, birlesmeler ile
insiilin arasinda bulunan biyolojik denge, erkek Wistar sicanlarinda ve erkek evcil tavsanlarda

benzer birlesmeleri inceleyen bagka bir grubun ¢alismasiyla desteklenmektedir [5].

Bir¢ok ¢oziilmemis konu, klinik olarak miimkiin insiilin yer degistirmesinin gelistirilmesi i¢in
kritik kalmaya devam etmektedir. Birka¢ konu bugiine kadar bildirilen ¢aligmalarla yeterince
coziilmemistir ve bu birlesmelerin Asama I klinik denemeler (Fazl, saglikli goniilliilerde
toksik diizey belirlenmesi) i¢in degerlendirilebilmesinden Once ¢oziilmesi gerekir. Bu
konulardan bazilar1 sunlart igermektedir: (1) konjugatlarin dallanmis PEG tiirleriyle
hazirlanmasi; (2) optimize edilmis formiilasyon sartlarinin degerlendirilmesi; (3) kimyasal
stabilligin degerlendirilmesi; ve (4) optimal birlesme formiilasyonlarinin daha kapsamli

farmakolojik agiklamasi.

Her ne kadar diisiik-molekiil-agirhk PEG tiirleri yoluyla insiiline yararli 6zellikler
atfedilmigse de, diger tiirler ticari olarak mevcut subeli PEG tlirevleri kullanilarak
hazirlanmalidir. Bu farkli PEG tiirleri, alana-6zel olarak insiiline eklendiginde, burada
incelenen birlesmelerle karsilastirildiginda gelistirilmis fiziksel, bagisiklik saglayici ve

farmakolojik 6zelliklerle anlasilir bigimde birlesmelere yol agabilir [5].



63

Dolasan insiilin dinamik bir dengenin etkisi altinda monomerlerin, dimerlerin ve
hegzamerlerin karmasik bir karisimi olarak mevcuttur. Ayrica, protein konsantrasyonu, pH,
sicaklik, iyonik gili¢ ve insiilin olusumunun tam igerigi gibi bir¢ok degisken bu dinamik
dengeyi etkilemektedir. Son iiriinde hangi 6zelliklerin istendigine bagli olarak, formiilasyon

sartlar1 ve konjugatlarin buna gore ayarlanmasi gerekecektir [5].

Herhangi aday PEG-insiilin konjugati klinik gelistirme i¢in degerlendirilmeden once, 6zellikle
ele alinmas1 gereken baska bir énemli konu kimyasal stabilliktir. insiilinin deamidasyon, B-
izomerizasyon, oksitlenme, dimerizasyon ve polimerizasyon dahil bir¢ok enzimatik olmayan
reaksiyondan gectigi bilinmektedir. Ayn1 zamanda formiilasyon sartlarinin bu reaksiyonlardan
hangisinin ve ne Olc¢lide gergeklestigini etkiledigi de bilinmektedir. Bu nedenle, optimal
formiilasyon sartlariin dikkatlice se¢ilmesi biiylik dl¢lide gergek-zaman kimyasal stabillik

caligmalarinin bulgularina bagimli olacaktir [5].

Bu arastirmanin bugiine kadarki sonuglari rekombinant insan insiilininin alana-6zel
pegilasyonunun fiziksel olarak daha stabil, bagisiklik saglayic1 olmayan ve antijen olmayan,
tamamiyla biyo etkin ve deri alti uygulamadan sonra dolasimdan yavasg¢a temizlenmis
birlesmeler iirettigini dnermektedir. Dolayisiyla, proteinler i¢in bildirilen yararl 6zelliklerin
cogu ayni zamanda PEG-insiilin konjugatlari i¢in de yaygindi. Bu kanit, bu birlesmelerin bir
giin tam klinik yararlarinin gergeklestirilebilecegi timidiyle siirekli gelistirilmesi i¢in ‘kavram

delili’ saglamaktadir [5].

Kozlowski ve Harris’in yeni bir makalesi pegile edilmis proteinlerin ya da peptidlerin klinik
baglantisinin nihayet gerceklestirildigi yoniinde giiclii deliller saglamaktadir. Halen Enzon
(NJ, ABD) tarafindan gelistirilmis proteinlerin FDA-onayli iki pegile edilmis bigimi
pazardadir: (1) ciddi kombine olmus bagisiklik eksikligi sendromunun (SCIDS) tedavisi igin
kullanilan PEG-adenosin deamidaz (Adagen®) ve (2) akut limfoblastik 16kemi tedavisi i¢in
pazarlanan PEG-asparaginase (Oncospar”). Bunun yaninda, birkag¢ pegile edilmis protein
halen ileri-diizey klinik denemelerdedir ve bu birlesmelerden bazilarinin 6niimiizdeki y1l onay
alacagi beklenmektedir. Bu birlesmelerin 6rnekleri Amgen’den ¢oziilir PEG-TNF-reseptor,
pegile edilmis antikor parcacik, gogiis kanserinin kemoterapisi i¢in katki olarak kullanilmak
tizere Amgen’den PEG-G-CSF, Scering-Plough’dan PEG-IFN ve hepatit C’nin tedavisi igin
Hoffman-La Roche, Pharmacia-Sensus’tan PEG-hGH reseptor agonist icermektedir. Protein
pegilasyonu alaninda yakin ge¢miste olan ilerlemelerin 1s181inda, bu teknik hem farmasotik
sanayiden hem de federal mevzuat kurumlarindan protein ilaclarinin tedavisel etkinligini

artirmada avantajli bir yontem olarak kabul goriiyor goriinmektedir [5].
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5.3 PLGA mikro parcaciklarinda PEGaile (polietilenglikolize) edilmis insiilin

5.3.1 Invivo ve in vitro analiz

Diyabet, hastalik nedeni ve salgin oranlarinda 6liim nedeni olmustur. Amerikan Diyabet
Dernegi ABD’de 2002’de 18.2 milyon diyabetlinin oldugunu tahmin etmektedir ve hastaligin
yayilmasinin her yil en az en az 1.3 milyon yeni hastayla artmasi1 bekleniyor. Yakin gecmiste
yayinlanmis bir ¢alisma 2000 yilinda ABD’de dogan bireyler i¢in diyabet gelistirme beklenen
yasam boyu riskinin erkekler i¢in % 32.8 ve bayanlar i¢cin % 38.5 belli etnik gruplar icin ise
daha da yiiksek oldugunu belirtmektedir.

Bu artan diyabet yayginligiyla iliskilendirilen hastaliklilik ve Oliimeiil hastaligi daha iyi
yonetme stratejilerine odaklanmigtir. Biiyiik klinik denemelerde tip 1 ve tip 2 diyabet
hastalarinda olusturulan veriler siki glisemik kontroliin diyabet komplikasyonunun meydana
gelisini ve ciddiyetini azaltabilecegini acgikga gostermistir. Insiilin formiilasyonundaki ve
verilmesindeki yakin gecmisteki ¢ok hizli hareket eden ve ortadan ‘uzun-vadeliye’ (bir giin)
bazal injeksiyonlar dahil gelismeler, insiilin ayristirmasinin normal diizenini daha ¢ok taklit
eden bazal-bolus insiilin uygulama programlarinin gelistirilmesine imkan vermistir. Mevcut
uygulama teknolojilerini birlestirerek 6zel, tek haftalik diistik-hacim injeksiyonla bazal insiilin
gereklilikleri saglayan uzun-vadeli hareket eden insiilin formiilasyonu imal etmek i¢in basit

bir yontem gelistirildi.

Biyolojik olarak ayristirilabilir polimerlere dayali birkag tedavisel protein iirlinii ABD’de ve
baska iilkelerde FDA onay1 aldi. Onemli bir neden normalde geleneksel emiilsiyon/coziicii
cikarma teknikleri kullanilarak mikro pargacik tiretimi esnasinda karsilasilan sartlara maruz
birakildiklarinda proteinlerin dogal istikrarsizligidir. Yapisal ve kimyasal istikrarsizlik siklikla
tedavisel proteinlerin ya da peptidlerin biyolojik olarak ayristirilabilir matrikslerden tamam
olmayan serbest birakilmasiyla sonuglanir. Karsilasilan diger sorunlar her ikisi de ayni temel
fenomenlerle iligkilendirilebilecek olan, ilaglarin diigiik kapsiilleme etkinlikleri ve yiiksek
baslangi¢ patlamasidir. Insiilin dahil birgok tedavisel protein igin tatmin edici saliverme
kinetigini (yani asgari patlama, kabul edilebilir siire) korurken kabul edilebilir bir doz
hacmine (yani yliksek ila¢ icerigine) ulasmak c¢ok anlamli bir formiilasyon zorlugunu temsil
eder. Biyolojik olarak ayristirilabilir polimer mikro parcaciklari iizerinde yirmi yillik insiilin
caligmalar1 bu konulara 151k tutmakta ve insiilin uygulamasini gelistirmek i¢in hareket noktasi

saglamaktadir.

Hem kapsiilleme siireci hem de ardindan gelen biyolojik olarak ayristirilabilir matrikslerin
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saliverilmesi siirecinde proteinlerin istikrarliligini artirmak i¢in basarist sinirli olsa da sayisiz
yontemlere girisilmistir. Bu gibi yoOntemlerin Ornekleri geleneksel stabillestiricilerin,
hidrofobik iyon-¢iftlestirmenin kullanilmasin1 ve kapsiilleme Oncesinde protein ¢dzeltisine

stv1 gerilmesi azaltict eklenmesini igerir.

PEGilasyonun PLGA mikrosferlerinde kapsiillenmis birka¢ tedavisel proteinin (6rn; EGF,
inslilin, a-interferon ve F,, bdliimleri) istikrarin1 etkin bigcimde artirdigin1 gosteren
yayinlanmig raporlarda gosterildigine goére PEGilasyonun genelde protein istikrarini artirdigi
bilinir. Maalesef bu tesebbiisler diisiik ilag patlamali ve ideal saliverme profilli {iriinler ortaya
cikarmamustir. Protein mikro kapsiillemesinin yeni bir yontemi burada agiklanmistir. Bu
yontemden kaynaklanan monolitik mikro pargaciklar in vitro ve in vivo istisnai olarak diisiik
patlama saliverilmesi, istenen sifira yakin diizen kinetik profil ve kapsiillenmis proteinin
koklii bigimde tam olarak saliverilmesini sergilemektedir. Onemlisi, yontem yiiksek
kapsiilleme etkinligine imkan vermektedir ve mikro pargaciklarin insiilin igerigi diisiik doz
hacmine ulasilabilecek sekildedir ve mikro pargaciklarin insiilin icerigi diisiik doz hacme
ulagilabilecegi bicimindedir. Bu yeni teknoloji, haftada bir injeksiyon programiyla bazal
insiilin diizeyleri saglayabilecek siirdiiriilebilir saliverme insiilin formiilasyonu i¢in temel

saglar [6].

5.3.2 Malzemeler ve yontemler

5.3.2.1 Malzemeler
Insan kristalin ¢inko-insiilin (Insiilin USP) Intergen/ Serologicals’dan satin alinmis ve daha da
saflastirilmadan kullanilmistir. HumulinR® Eli Lilly and Company (Indianapolis, IN)’dendir.
Metoksipolietilen glikol-suksinimidil propiyonat (mPEG-SPA) Nektar Therapeutics’ten elde
edilmistir. 45/55 mol laktik/ glikolik asit igerigi ve 0.15 dL/g (PLGA 4555-2A) dogal
akiskanligi bulunan polilaktik-ko-glikolik asit Alkermes’ten satin alinmistir. 50/50 mol
laktik/glikolik asit igerigi ve 0.17 dL/g (Resomer RG 502H) dogal akiskanligi bulunan
polilaktik-ko-glikolik asit Boeringer-Ingelheim’dendir. Accu-check kan glukozu 6l¢iim aleti
Roche Diagnostics Corp.’un iiriiniidiir. Insan insiilini ELISA takimi (Active Insulin ELISA)
Diagnostics Systems Laboratories, Webster, TX tandir. Akrodiz LC-PVDF (0.2 um) siringa
filtreleri German Sciences’dan satin almmustir. Ure, sodyum klorid, metilen klorid, 2-
propanol, asetonitril, asetik asit, sodyum fosfat monabaz ve sodyum fosfat dibazik Fisher
Chemical’in iriinleridir. Polivinilalkol (PVA; %88 hidrolize, Mw 13-23 kDa) ve
trifluoroasetik asit (TFA) Aldrich Chemical Co.’dandir. Streptozotosin (STZ) sodyum sitrat,
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sitrik asit ve Tween 20 Sigma’dan satin alinmustir. Bu ¢alismalarda kullanilan su MilliQ
kalitesinde imis ve kullanilan tiim diger tasiyicilar ve organik coziicliler kimyasal tasiyict

kalitesinde ya da daha iyisi imis [6].

5.3.2.2 Insiilinin metoksipolietilen glikol (mPEG) ile alana-ozel degistirmesi
PEGile edilmis insiilin yapilar1 hidrolitik olarak stabil amid bag1 yoluyla hazirlanmistir. Farkli
molekiiler agirliklarla ayr1 deneylerde, PEG-5000 mevcut ¢alismada istenen ozellikler igin
optimal bulunmustur. Zn®" insiilin, yaymnlanan yontemlere gére mPEG-5000 SPA ile
reaksiyona sokulmustur. Istenen PEGile edilmis birlesme iyon degistirici kromatografisi
yoluyla diger reaksiyon tiirlerinden ayrilmis ve daha sonra tuzlanmistir. Liyofilize edilmis

numuneler kullanim 6ncesinde -20°C’de saklanmigtir [6].

5.3.2.3 mPEG-insiilin konjugasyonunun aciklamasi

5.3.2.3.1 Iyon-degistirici-FPLC

mPEG’nin safligi, analitik iyon-degistirici siitunu tutturulan FPLC (AKTA) sistemi
kullanilarak analiz edilmistir. Siitun 1.0 mL/dk. akinti oraninda 0.01 M NaCl igeren 1 M
AcOH/7 M iire ile dengelenmis ve 30 dakikanin iizerinde NaCl-gradyan kullanilarak bag
proteini yikanmstirt. Ayristirma 280 nm’dedir. Bu gradyan baslica PEG-insiilin zirvesini

sonraki yikayici zirvelerden ayirir.

5.3.2.3.2 RP-HPLC

Konjugatin safligi, Waters Alliance aleti kullanilarak ters faz HPLC ile daha ileri diizeyde
280nm de degerlendirilmistir. Symmetry -300 C18 (Waters Alliance) ters faz HPLC kolonu
(4.6mmx25cm, Sum partikiil cap1), 30% asetonitril iginde 1.0 ml/dk akis hiz1 i¢indeki 0.1%
TFA c¢oziciisiiyle dengelenmistir. Numune injeksiyonunun ardindan, 2.0 %/dk. ¢oziicii B

dogrusal gradyani 20 dk. siireyle uygulanmustir.

5.3.2.3.3 MALDI-TOF Kkiitle spektrometresi

Insiiline ekli PEG zincirlerinin sayis1 PEGile edilmis ve rekombinant insiilinin molekiiler
agirliklar1 arasindaki farktan belirlenmistir. Tiim numuneler dogrusal bigcimde calistirilan
Kavrayic1 Biyosistemler modeli DERP MALDI/TOF kiitle spektrometresi {izerinde
isletilmistir ve pozitif iyonlar gozetlenmistir. Tiim numuneler i¢in matriks, o-siyano-4-
hidroksisinnamik asit imis ve son spektrum icin ortalanan en az 64 vurusla 337 m hath

nitrojen lazer kullanilmistir.
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5.3.2.3.4 N-terminal protein dizini analizi (Edman diizey diisiirme)

PEG konjugasyon alanini, Edman diizey diisiirme reaksiyonunun N-terminal amino
gruplarindan birinin (ya da her ikisinin) PEG ile tiirevlenmesi halinde ilerlemeyecegi
bilgisiyle dolayli olarak degerlendirmek i¢in bu teknik kullanilmistir. Tiim numuneler
Applied Biosystems 477A Protein Sequencer kullanilarak {i¢ Edman diizey diistirme devirleri

boyunca analiz edilmistir.

5.3.2.3.5 Uzak-UV dairesel dikroizmi

Jasco J-720 Spektropolarimetre ile CD spektrumlar1 elde edildi. PLGA mikrosferlerinden
saliverilen PEG-insiilin, insiilin ve PEG-insiilin eritme deneyinde test edilmistir. In vitro
saliverme numunesi 26 giin alman liofilize edilmis havuzda toplanmig alikotlarla elde
edilmistir. PBS tamponda eritilerek CD analizi numuneleri hazirlanmis ve analiz dncesinde
filtrelenmistir. Numune konsantrasyonlar1 UV-spektroskopisi kullanilarak belirlenmistir. D-
10-kamforsiilfonik asit ile alet kalibrasyonunun ardindan, yirmi tarama yapilmistir. 1 cm yol

uzunlugunda quartz hiicresi kullanilmistir ve numuneler 25°C’de analiz edilmistir.

5.3.2.4 Mikrosfer hazirlanmasi
o/w tek emiilsiyon ¢oziicii alintisy/buharlagsmasi islemi kullanilarak PEG-insiilin konjugati
iceren mikro pargaciklar hazirlanmistir. “Yag fazi’ normalde %8.5 (w/v) PLGA polimer ve
%1.5 w/v PEG-insiilin igermekteydi. Bu yontemle %25 w/w’ye kadar hedef ila¢ yiikleme
degerleriyle bazi preparatlar yapilmistir. Yag fazi emiilsiyondan gegirilmistir. Daha sonra %2
IPA’nin 30x fazlas1 yaklasik 10 dk. sonra eklenmistir ve ¢oziicii buharlagmasi yoluyla
mikrosfer sertlestirmesini kolaylastirmak iizere siispansiyon karistirilmistir. 3 saatten sonra,
biiyiikk hacimde ¢ift damitilmis H,O ile yikanmistir ve 6zellik verilmesi dncesinde havayla
kurutulmustur. Bu yontemle paketli yatak emiilsiyon edici malzeme kullanilarak 1.5 g’a kadar
PEG-insiilin mikrosfer lotlar1 hazirlanmistir ve diger biyolojik etkin PLGA mikrosfer {irtinleri

ayn1 emiilsiyon edici tasarim kullanilarak ¢oklu kilo 6l¢eginde hazirlanmigtir.

5.3.2.5 Mikro parcaciklara ozellik verilmesi

5.3.2.5.1 llag yiikleme

PEG-insiilin ilk olarak mikrosferler asetonitrilde ¢oziilerek ve daha sonra polimer suyun
damitilmas1 yoluyla c¢okeltilerek PLGA’dan ¢ikarilmistir. Cikartilmis konjugati igeren
stipernatant RP-HPLC ile analiz edilmistir.
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5.3.2.5.2 Parcacik biiyiikligii dagilimi
Kiiciik Hacim Modiiliiyle Coulter Parcacik Biiyiikligii Analizei Optik Modiilii LS 100Q
kullanilarak pargacik biiytikliikleri 6l¢iildii. Hacim-agirlikli analizler i¢in degerler bildirildi.

5.3.2.5.3 SEM analizi
Numuneler Anatech Hummer 6.2 kullanilarak altinla dagitilmistir. JEOL JSM-5600 tarama
elektronu mikroskobu ile goriintiiler olugturulmustur. Mikosferler L.R. Beyaz Regine igine

yatirildiktan ve numune serpistirildikten sonra dahili yapinin SEM analizi gergeklestirilmistir.

5.3.2.5.4 In vitro ¢oziiliim

%0.02 Tween 20 ve %0.05 sodyum asidi iceren ve 150 rpm’de yatay sallamayla 37°C’de
kulugkaya alinan 1.5 mL PBS’te (pH 7.3) PEG-insiilin mikrosferleri (~20 mg) askiya
almmistir. Onerilen zamanlarda numuneler 2000 rpm’de 3 dk. boyunca sentrifiij edilmis ve
siipernatant madde kaldirilmis ve taze aragla degistirilmistir. Mikro parcaciklardan saliverilen

birlesmen miktarini belirlemek i¢in yiizeye ¢ikan maddenin RP-HPLC analizi kullanilmistir.

5.3.2.6  Biyo-analitik yontemler

5.3.2.6.1 Glukoz incelemesi
Ticari glukoz dlger kullanilarak serum glukoz diizeyleri dl¢iilmiistiir. Sonuglar mg/dL (10-600

mg/dL aralig1) birim olarak sunulmustur.

5.3.2.6.2 Insiilin incelemesi

Ticari olarak mevcut insan insiilini ELISA takimi kullanilarak sigan serumunda PEG-insiilin

diizeyleri belirlenmistir. Bu takimin belirlenme alt sinir1 0.26 plU/mL idi.

5.3.2.7 In vivo ¢alismalar
Tiim ¢alismalarda hayvanlar Laboratuar Hayvanlarinin Bakimi ve Kullanimi1 Rehberi, DHEW
Yayin No. (NIH) 78-23, 1986 ile uygunluk icerisinde gergeklestirilmistir. Konut alanindaki
nispi nem ve sicaklik i¢in ¢evresel sartlar, calisma alan1t SOP’ye gore gozetlenmistir. Sicanlar
laboratuar hayvani besinleriyle beslenmis ve musluk suyu saglanmstir. Isiklandirma standart
12 saat agik / 12 saat kapali devirle gergeklestirilmistir. Bu calismalarin yiiriitiilmesi igin
protokoller, calisma alaninin Hayvan Bakimi ve Kullanimi Komitesi tarafindan calismalara

baslanmasindan dnce onaylanmustir.
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5.3.2.7.1 PEG-insiilin konjugatinin normal a¢ sicanlarda etkinligi

Erkek Sprague-Dawley si¢anlarinda farmakodinamik bir calisma gergeklestirildi. Test
maddesi uygulanmasi 6ncesinde hayvanlara gece boyunca yiyecek verilmedi. Her bir hayvana
kuyruk damarindan tek doz PEG-insiilin birlesmesiyle ya da HumulinR ile bir defa her biri
0.3 IU/kg olan IV injeksiyonu uygulandi. Uygulamadan sonra, 6 saatlik siire boyunca serum
numuneleri elde edildi. Glukoz egrisi altindaki alan her bir sigan i¢in hesaplandi ve tedavi
farkliliklarin1 degerlendirmek i¢in tek-yol degiskenlik analizi kullanildi. Ayrica yenilenen
Olciim deneyi icin ANOVA ile glukoz degerleri analiz edildi. Tedavi grubu, siiresi ve siire
karsilikli etkilesimi itibariyla grup istatistiksel modele dahil edildi. Kovaryans matriksinin
bilesim simetrik yapis1 varsayildi. Eger siire karsilikli etkilesimi itibariyla grubun anlamli
olmasi halinde (P<0.05), t-testi kullanilarak zaman noktasi igerisinde gruplar arasindaki
farkliliklar karsilagtirildi. Karsilikl etkilesimin anlamli olmamasi halinde, tedavinin ana etkisi
degerlendirildi ve eger anlamliysa gruplar arasindaki farkliliklar t-testi kullanilarak

degerlendirildi.

5.3.2.7.2 Diyabetik sican modelinde PEG-insiilin mikrosferlerinin etkinligi

5.3.2.7.2.1 Tek doz farmakokinetik

Bu ¢alisma PLGA/PEG-insiilin mikrosferlerinin tek injeksiyonunun farmakokinetik profilini
ve farmakodinamik etkisini degerlendirmek iizere yiiriitiildii. Bu deney i¢in 45:55 (lac:gly)
PLGA’dan, IV=0.15 dL/g mikrosferler hazirlandi ve 58.1 um orta c¢ala %14.1 PEG-insiilin
igerigi uretti. 1.Giinde, tim hayvanlara 40 mg/kg s.c. streptozotosin uygulandi ardindan farkl
bir s.c. yerleskesinde 5 mL normal salin injekte edildi. Tedavi dncesinde 0.Giindeki glukoz
diizeyleri 460-724 mgdL arasinda degismekteydi. Alt1 hayvana 0.Giinde bir defa PLGA/PEG-
instilini mikrosfer formiilasyonunun 75 IU/kg doz diizeyinde s.c. injeksiyonu yapildi ve altt
hayvanlik bir grup negatif kontrol olarak uygulamasiz birakildi. Bu ve diger sican ¢aligmalar1
icin tiim PEG-insiilin dozu mikrosferlerine suda %2.5 karboksimetilseliiloz igeren 1.0 mL/kg
sulandirict verildi. 0.Glinde uygulama oOncesinde ve uygulama sonrast 1, 3, 6, 12 ve 24
saatlerde ve 3, 5, 7, 9, 11 ve 13. Giinlerde kuyruk damari yoluyla insiilin ve glukoz
konsantrasyonu analizi igin kan toplandi. Injeksiyon alanlari nekropsi aninda agik tutuldu ve

injeksiyon alani reaksiyonlari i¢in degerlendirildi.

5.3.2.7.2.2 Tek doz farmakokinetik ve farmakodinamik; 3 ayr1 partinin karsilastirilmasi
Bu c¢alisma insilin farmakokinetiginin ve glukoz farmakodinamiginin yeniden

dretilebilirligini  STZ uygulanmis sicanlarda 3 farkli PLGA/PEG-insiilin mikrosferi



70

formiilasyonu uygulanmasindan sonra 16-giinliik bir donemde inceledi. Bu mikrosferler i¢in
polimer, 0.15 dL/g IV ile 45:55 (lac:gly) PLGA idi. Ug parti igin formiilasyon 6zellikleri
sOyleydi: Parti 1 — PEG-insiilin igerigi, %15.0; E, %100 ve orta mikro pargacik ¢api, 54.2 um;
Parti 2 — PEG-insiilin igerigi, %14.2; EE, %95 ve orta mikro pargacik ¢api, 44.7 um: Parti 3 —
PEG-insiilin igerigi, %12.7; EE, %85 ve orta mikro parcacik capi, 47.9 um. 1. giinde tiim
hayvanlara daha dnce agiklandig1 gibi streptozotosin uygulandi. Uygulama 6ncesi 0. gilindeki
glukoz diizeyleri 264-726 mg/dL aras1 degismekteydi. Mikrosfer partisi basina on hayvana
0.Giinde bir defa 75 IU/kg dozunda PLGA/PEG-insiilin mikrosfer formiilasyonunda s.c.
injeksiyonu uygulandi ve bes hayvanlik bir gruba negatif kontrol olarak bir sey uygulanmadi.
0.Giinde uygulama 6ncesinde ve uygulama sonrasi 1 saatlik zaman noktalarinda 1, 3, 5, 7, 9,
12, 14 ve 16.Giinlerde kuyruk damari yoluyla insiilin ve glukoz konsantrasyonu 6l¢iimii i¢in

kan toplandi [15].

5.3.2.7.2.3 Tekrar edilen doz farmakokinetigi

Bu caligsma diyabetik sicanlarda PLGA/PEG-insiilin mikrosfer formiilasyonunun tekrar eden
injeksiyonlar1 sonrasinda insiilin farmakokinetiginin tekrar edebilirligini degerlendirmek
lizere yiritiildii. Bu ¢alismadaki mikrosferler, 0.17 dL/g dogal akiskanlikla 50:50 (lac:gly)
PLGA’dan hazirlandi. PEG-insiilin igerigi %13.8 (w/w), EE=%92 idi, ve orta parcacik ¢ap1
58.1 um idi. 1.Glinde, tiim hayvanlara daha once agiklandig1 gibi streptozotosin uygulandi.
Uygulama oncesi 0. glinde glukoz diizeyleri 340-682 mg/dL arasinda degismekteydi. On
hayvana 0. glinde ve 19. giinde 74 IU/kg doz diizeyinde s.c injeksiyonu yoluyla bir defa
PLGA/PEG-insiilin mikrosfer formiilasyonu uygulandi. 0. giinde uygulama oOncesinde ve
(saatler parantez i¢inde) 1, 3, 5, 7, 9, 12, 14, 16, [19 (1)], 20, 22, 24, 26, 27, 29, 31 ve 33

zaman noktalarinda kuyruk damari yoluyla insiilin konsantrasyonu analizi i¢in kan toplanda.

5.3.2.7.2.4 Coklu doz farmakokinetigi

Bu c¢alisma, 3 doz PLGA/PEG-insiilin mikrosferleri uyguladiktan sonra tekrar edilen
injeksiyonlarin stabil durum insiilin diizelerine etkisini degerlendirdi. Bu deney igin
mikrosferler 45:55 (lac:gly) PLGA, IV=0.15 dL/g ile hazirlandi. 1. giinde tiim hayvanlara
daha once aciklandig1 gibi streptozotosin uygulandi. Tedavi oOncesi 0.Gilindeki glukoz
diizeyleri 344-702 mg/dL arasi degigsmekteydi. On hayvana 0, 7 ve 14. giinlerde PLGA/PEG-
inslilin mikrosferi formiilasyonuyla 37.5 IU/kg doz diizeyinde s.c. injeksiyonu uygulandi.
0.Giinde uygulama 6ncesinde ve (saatler parantez iginde) (1) 1, 3, 5, [7, (1)] 8, 10, 12, [14,

(D], 15, 17, 19 ve 21 zaman noktalarinda kuyruk damar1 yoluyla insiilin konsantrasyonu
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analizi i¢in kan toplanmustir.

5.3.3 Sonuclar ve tartisma
5.3.3.1 PEG-insiilin konjugasyonu

5.3.3.1.1 Laboratuar analizi

Yiiksek performans ters fazi hem de iyon degistirici kromatografisi, izole PEG-insiilin
birlesmesi icin >%95 saflik sergiledi. MALDI-TOF Kkiitlesi spektrometresi kiitle 11,439°da
ortalanmis PEG-baglantili proteinler zirve dagilimi 6zelligi gosterdi. Birlesmemis insiilin ya
da ¢oklu birlesmis protein icin hicbir sinyal gdzlemlenmedi. insiilin molekiiler agirligi 5807
Da oldugu icin sonuglar M1=5632 Da ortalamali tek bir PEG zincirinin eklenmesiyle

tutarhidir.

Edman diizey diisiirmesinin N-terminal analizi PEG eklenmesinin alanini belirlemek ig¢in
kullanild:. Insiilin, sirastyla N-terminal amino asitler Gly ve Phe ile A ve B adli 2 zincirden
olusmaktadir. Edman diizey diisiirme sonuglar1 birinci tur i¢in Gly’nin 1 dengini ve Phe’nin
tamamen olmamasini gosterdi. Bu sonu¢ B zinciri lizerindeki Phe’siz amino grubunun
birlesmesiyle tutarlidir ve PEG’nin PheB1 amino terminusta eklendigini teyit eder. Sekil 5.11
mPEG birlesmesinin ve PLGA mikro kapsiillenmesinin insiilinin uzak UV dairesel dikroizm
spektrumuna etkilerini gosterir. PLGA mikrosferlerinden tampona saliverilmenin ardindan
PEG-5000 ile PheB1’de birlesmeden sonra insiilin i¢in ikincil yap1 iizerindeki ihmal edilebilir

etkiler goriilmektedir.
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Sekil 5.11 mPEG birlesmesinin ve PLGA mikro kapsiillenmesinin insiilinin uzak UV dairesel

dikroizm spektrumuna etkileri [6].

5.3.3.1.2 PEGe-insiilinin in vivo etkinligi

0.3 IU/kg PEG-insiilin uygulamanin farmakokinetik etkisi ayn1 dozda HumulinR ile goriilenle
ayniydi (Sekil 5.12). Serum glukoz diizeyleri, degerlendirilen parametrelerde higbir ciddi
farklilik yokmus gibi PEGile edilmis ve birlesmemis insiilinleri sik1 bigimde izler. Bu sonug
insliline karst PEGile edilmis insiilin arasinda hicbir farklilik gostermeyen daha onceki

calismalarla tutarlidir.
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Sekil 5.12 Normal a¢ farelerde tek bir i.v. PEG-insiilin veya HumulinR injeksiyonundan
sonraki serum seker diizeyleri [6].
5.3.3.2 PLGA mikro parc¢aciklarinda PEG-insiilin

5.3.3.2.1. In vitro ozellikler
5.3.3.2.1.1 Tlag icerigi ve kapsiilleme etkinligi

In vivo caligmalar i¢in %15 (w/w) hedef ila¢ icerigiyle PEG-insiilin mikrosferleri
hazirlanmistir. Kullanilan gesitli partiler i¢in elde edilen fiili degerler (yukarida) “Malzemeler
ve yontemler” boliimiinde verilmistir. Kapsiilleme etkinlikleri %85 ile %100 arasinda

degismekteydi.
5.3.3.2.1.2 Mikro parc¢acik biiyiikliigii ve morfoloji

SEM analizi ve lazer 15181 serpistirilmesinden parcacik biyiikligii dagilimi Sekil 5.13°te
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%20.4 (w/w) PEG-insiilin igerigiyle birlikte 0.15 dL/g dogal akiskanligi olan 45:55 lac:gly
PLGA’dan yapilan mikrosferler icin gosterilmistir. Bu morfoloji diger polimerlerle ve ilag
icerik degerleriyle imal ettigimiz PLGA/PEG-insiilin mikro parcaciklarinin temsilcisidir.
Parcaciklar genelde sekil olarak kiireseldir, nispeten diiz yiizeyleri (SEM ¢oziiniirliigiinde
pliriizsiiz) vardir (Sekil 5.13A). L.R. Beyaz Regine i¢inde yatirdiktan ve numuneyi
serpistirdikten sonraki dahili yapimmin SEM analizi tamamiyla tek tip, yogun i¢ yap1
gostermektedir (Sekil 5.13B). Bu numune icin lazer 15181 serpistirilmesinden orta mikro
pargacik ¢ap1, 35-90 um dar araliginda 65 pum idi (Sekil 5.13C). In vitro salivermede ve in
vivo ¢aligmalarda kullanilan partiler i¢in orta ¢aplar “Malzemeler ve yontemler” boliimiinde
verilmistir ve 45 ile 58 um arasinda degismektedir. Orta ¢apin bu araligin Gtesinde ilag

saliverilmesi iizerinde higbir etkisi gériilmemistir [6].
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Sekil 5.13 PEG-insiilin mikrosferlerinin SEM ve laser 15181 (LLS)goriintiisii [6].
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5.3.3.2.1.3 In vitro eriyik

Birinci giinde <%0.5 baslangi¢ salivermesinin ardindan 37°C’de PBS’de ve ardindan 4-
giinliik siirede, mikro pargaciklar neredeyse tamamiyla (%93) iceriklerini siirekliye yakin bir
diizende 16 giin boyunca saliverdi (Sekil 5.14). Veriler 45:55 lac:gly PLGA’dan (In vivo PK/
PD ¢alismasinda aynit numuneler kullanilmistir) yapilan 3 PEG-insiilin mikrosferi numunesi
icin degerlerin ortalamasini temsil etmektedir. PLGA kapsiillenmis protein i¢in baslangig
patlamasi eksikligi, miiteakip neredeyse tamamiyla salivermede oldugu gibi fark edilirdir. Bu
da proteinin mikrosferlerdeki dogal, ¢6ziiliir yapisinin yiiksek korunurlugunu gosterir. PEGile
edilmis proteinin ¢oziiniirliik 6zelliklerinin miimkiin kildig1 faz karisimli, monolitik polimer-
ilag dahili yapiin bu sonuglar tegvik edebilecegine inanilmaktadir. PLGA mikrosferlerdeki
proteinlerde normal olarak goriilen yiiksek baslangi¢ ilag saliverilmesi siklikla harici ylizeyde
ya da yakinindaki molekiillere ve 6zellikle imalat esnasinda olusturulan dahili gozenekler ve
kanallar yoluyla ylizeye kolay dagilima atfedilir. Aksine, SEM’de gbzlemlenen ¢apraz-bagh
PEG-insiilin mikrosferleri aletin ¢6ziliniirliigii dahilinde tamamiyla homojendir, bu da gézenek

ve kanal eksikligini gdsterir [6].

ilative Release
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Sekil 5.14 PLGA mikrosferlerinden PEG-insiilinin in vitro salinimi [6].

Baslangictaki deneylerde, %85 (w/w) PLGA ve %15 (w/w) PEG-insiilinin fiziksel bir kari-
stmin diferansiyel tarama kalorimetresi, ayni igerikte PEG-insiilin mikrosferleri yoluyla
karsilastirildi. Fiziksel karisimdaki PLGA ve PEG i¢in ayr1 asama gecisleri mikrosfer

numunesi i¢in yoktur, bu da sadece tek cam gegis gosterir. Bu sonu¢ PEG-insiilinin ve
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PLGA’nin higbir ayr1 asama olmaksizin gizlice ¢oziildiigiinii gosterdigi seklinde yorumlanir.

PEG-insiilinin in vitro ¢oziiniirliik boyunca neredeyse tam saliverilmesi PEG birlesmesinin
proteinin dogal oOzelliklerinden uzaklastirilmasinin  Onlenmesine yardimci oldugunu
onermektedir. Diizey diisiirmenin ve dimer olusumunun dogal yap1 olarak proteinin ¢ogunun
ya da biiyiik boliimiiniin saliverilmesini 6nledigi PLGA mikrosferlerde birlesmemis instilin ile

olan tecriibelerin tersinedir.
5.3.3.2.2 PLGA mikrosferlerde PEG-insiilininin vivo ozellikleri
5.3.3.2.2.1 Tek doz farmakokinetik

PLGA/PEG-insiilin - mikrosfer formiilasyonuyla tedavinin farmakokinetik profili ve
farmakodinamik etkileri Sekil 5.15A ve B’de gosterilmistir. STZ uygulanmis sicanlarda tek
bir s.c. injeksiyonundan sonra, mikrosfer injeksiyonunun 1 saat ardindan c¢ok kiiclik bir
baslangic patlamasi saliverilmesi goriilmiistiir. 24 saat injeksiyon-sonrasindan baslayarak,
PEG-insiilin diizeyleri 2 giin boyunca istikrarli bicimde 3. giinde yaklasik 30 plU/mL’e
7.Giinde 85 plU/mL’ye yiikselmistir. PEG-instilin diizeyleri 3. giinden 10. giine kadar 7 giin
siireyle korundu. Farmakokinetik tepki, sadece serum glukozin serum insiilin diizeyleri
arttiktan sonra belirli oldugu kinetik profili yansitmaktaydi. 5. giin itibartyla PLGA/ PEG-
inslilin uygulanmis si¢anlar i¢in serum glukoz diizeyleri Oglisemik aralikta ve glukoz
diizeylerinde 11. giine kadar diisiik kalmaya devam etti. Bu giinde glukoz diizeyleri
uygulama-oncesi diizeylerine yiikseldi. Hicbir injeksiyon alani reaksiyonu bulunmamaktaydi
ve 13. giinde nekroskopide injeksiyon alanlarinin degerlendirilmesinde test maddesi
bulunamadi. Onemlisi, in vitro ve in vivo deneylerde baslangigtaki PEG-insiilin patlama

saliverilmesinin benzer miktarlar1 bulundu [6].
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Sekil 5.15 (A) PEG-insiilin mikrosferinin tek bir s.c. dozdan sonra diyabetik farelerdeki

serum insiilin diizeyleri.

(B) PLGA/PEG-insiilin mikrosferlerinin diyabetik farelere tek bir s.c. dozdan sonraki serum

insiilin diizeylerinin tedavi almayan koldaki serum insiilin diizeyleriyle karsilastirilmasi [6].

5.3.3.2.2.2 Tek doz farmakokinetik ve farmakodinamik; 3 ayr1 partinin karsilastirilmasi

3 parti PLGA/ PEG-insiilin mikrosfer formiilasyonunun tek s.c. injeksiyonunun
uygulanmasinin farmakokinetik profili ve farmakodinamik etkileri Sekil 5.16A ve B’de
gosterilmigtir. Farmakokinetik profil, diiz ve tek tip ilag saliverilmesinin ardindan
injeksiyondan sonra insiilinin ¢ok asgari patlamasin sergilemektedir. Glukoz diizeyleri 3.
giinden 10. giine kadar uygulama-oncesi degerleri olan ~600 mg/dL’den 200 mg/dL nin altina

indirildi, bu esnada kontrol grubu hiperglisemik kalmaya devam etti. Bu veriler, PEGile



78

edilmis insiilinin biyolojik etkinliginin mikrosfer yapimi esnasinda korundugunu ve mikrosfer
injeksiyonunun ardindan saliverme siiresi boyunca stirdiiriildiigiinii gostermektedir. Mikrosfer
formiilasyonlarinin ii¢ farkli partisi neredeyse miikkemmel uygulanabilir insiilin saliverilmesi

ve glukodinamik profiller tiretti. Bu giiclii yeniden {iretebilirlik ve imalat siireci kontroliinii

gostermektedir.
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Sekil 5.16 (A) PLGA/PEG-insiilin mikrosferinin tek bir s.c. dozdan sonra diyabetik

farelerdeki serum insiilin diizeyleri.

(B) PLGA/PEG-insiilin mikrosferlerinin diyabetik farelere tek bir s.c. dozdan sonraki serum

insiilin diizeylerinin tedavi almayan koldaki serum insiilin diizeyleriyle karsilastirilmasi [6].
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5.3.3.2.2.3 Tekrar eden doz farmakokinetigi

Diyabetik sicanlara 0. giinde ve yeniden 19. giinde uygulama yapildiktan sonra Serum PEG-
insiilin diizeylerinin farmakokinetik profili Sekil 5.17°de sunulmustur. Injeksiyondan sonra
hicbir belirlenebilir ila¢ patlamasi olmamistir ve yaklasik 2-3 giinliik araliktan sonra her iki
injeksiyon sonraki 7-10 giin boyunca kolaylikla PEGile edilmis insiilin salivermistir. Ilag
saliverme diizeni ve biiylikliigii bir injeksiyondan digerine neredeyse benzerdi. Bu veriler

farmakokinetik profilde olumlu yeniden iiretebilirlik gostermektedir.

nj ull

PEG-Insul

Zaman (Giinler)
—p— [njcction #1 i njcctio

Sekil 5.17 PLGA/PEG-insiilin mikrosferinin tek bir s.c. dozdan sonra diyabetik farelerdeki

serum insiilin diizeyleri [6].
5.3.3.2.2.4 Coklu dozda farmakokinetik

0, 7 ve 14. giinlerde doz verilen diyabetik siganlardaki serum diizeyleri Sekil 5.18’de
gosterilmistir. Birinci injeksiyondan sonra 0-7 giinler arasindaki kinetik profil, yukaridaki
calismalarda gozlemlenen ile ayniydi ve 3. giin itibariyle tedavisel diizeyler elde edildi. 2. ci
ve 3.cii injeksiyonlarin ardindan ¢ok kiigiik diizeylerde arayislar istisnasiyla, 50-75 plU/mL
araliginda stabil durum serum insiilin diizeyleri elde edildi ve siirdiiriildii. Bu veriler stabil
durum diizeylerinin ¢ok hizli (yani, sadece iki ya da ii¢ dozdan sonra) elde edilebilecegini

gostermektedir.
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Sekil 5.18 PLGA/PEG-insiilin mikrosferinin 0. ve 7. giinlerdeki s.c.injeksiyonundan sonra

diyabetik farelerdeki serum insiilin diizeyleri [6].
5.3.3.2.2.5 Insan bazal insiilin doz gereklilikleri

Bazal insiilin gereklilikleri i¢in doz diizeyleri bir hastadan digerine makul bi¢gimde farklilik
gostermektedir fakat genel bir kural olarak tip 2 diyabetlerde insiilin diizeylerini artirmak igin
baslangi¢ dozu 0.2 U/kg/giindiir. 70 kg’lik bir kisi icin, eger biyolojik mevcudiyet %100
yakinindaysa bu haftada yaklagik 100 U (yani 4 mg) insiilini temsil eder. Bu calismada
gozlemlenen kinetik profilin insanlarda tekrar edebilir oldugunu varsayarsak, %15 (w/w)
PEG-insiilin igerigiyle tek doz 52 mg PLGA/ PEG-insiilin mikrosferle 98 U insiilin/hafta

verilebilir. Bu doz diizeyi, 0.5 mL ya da daha az deri alt1 injeksiyonla kolaylikla verilebilir.

5.3.4 Sonuclar

PLGA tabanli mikro pargaciklar hipoglisemiye neden olabilecek uygulamanin hemen
ardindan normalde yiiksek diizeylerde insiilin saliverir ve siklikla tam ve kontrollii bir
bicimde yiik salivermede basarisiz olur, bu potansiyel olarak zararli bagisiklik tepkileriyle ve
glukoz gezinmeleriyle sonuglanir. Ancak, eger boyle bir formiilasyon belirlenebilir baslangi¢
patlamasi olmaksizin kontrollii bir bi¢imde insiilin agiga ¢ikaracaksa, diyabet hastalar igin
muhtemel yararlar ciddi olacaktir. Bugiine kadar iiretilen veriler burada agiklanan insiilin
PEGilasyon ve mikro kapsiilleme yontemlerinin proteini mikrosfer imalatinin normalde ters

etkili etkilerinden korudugunu 6nermektedir. Ayrica siire¢ yiiksek ilag ylikleme, kapsiilleme
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etkililigi ve etkinligi, ihmal edilebilir baglangic patlama saliverme ve nispeten siirekli (sifir
diizenine yakin) ila¢ saliverme profili 6zellikle formiilasyonla sonuglanir. iki tamamlayici
teknolojinin (yani, PEGilasyon ve mikro kapsiilleme) birlesimi, bazal insiilinin tek haftalik
dozda siirdiiriilebilir olarak salinmasi i¢in potansiyel sunmaktadir. Ayrica, devam eden
arastirmalar belirtmektedir ki bu yaklasim diger proteinlerin birka¢ tedavisel uygulamada

kontrollii verilmesi icin yararlidir.

5.4 Oralinsiilin-PEG salinim sisteminin gelistirilmesi ve in vivo degerlendirilmesi

DNA teknolojisinde yakin ge¢cmisteki ilerlemeler, birgok proteinin ve peptidin farmasotik
uygulamasina olan ilgiyi artirmistir. Protein verilmesinde ‘bulasicidan agizdan olan doniistim’
gelisimi modern farmasétik teknolojide biiyiik bir zorluk olarak kalmaya devam ediyor.
Aslinda, yiiksek yapisal incelik, hidrofillik ve molekiiler agirlik nedeniyle proteinler mukoza
ve dolagimdan hizli giderme yoluyla tatmin edici olmayan emilimden gegmektedir. Ayrica
bagirsak yolu boyunca gec¢is esnasinda karnin yiiksek asitliliginin ve besinlerin ve gizli
enzimlerin varligiyla kimyasal ve enzimatik olarak etkisizlestirilir. Yine de, oral yolla verme,
hormonlar, asilar ve diger biyolojik modiilatorler gibi bir¢cok proteinin uygulanmasi i¢in ¢ok

cekici bir tercihtir.

Oral insiilin formiilasyonlar1 gelistirmek tlizere oral yolla vermenin avantajlarindan yarar-
lanmak i¢in, birtakim c¢aligmalar gergeklestirilmistir. Aslinda, oral yolla verilen insiilin
diyabetli olmayan bireylerde insiilin ayristirmanin fizyolojik yoluna benzer bigimde ilk olarak
giris dolasimi lizerinden karacigere verilir. Ayrica, bu yolun potansiyel yararlar1 gelistirilmis
hastalik yonetimini, genisletilmis hasta uygunlugunu ve uzun-vadeli diyabet komplikasyonu

indirimini igerir [7].

Oral yolla insiilin vermeyi gelistirmek i¢in, protez inhibitorler, tamponlar, sizma gelistiriciler,
muko yapiskanlar, akilli polimerler, kolon saliverme ya da mikro- ve nano- pargaciklarin
kullanimi gibi farkli stratejiler izlenmistir. Proteinlerin biyo farmasotik 6zelliklerini degistiren
uygun bdliimlerin eklenmesiyle protein yapisinin degistirilmesi de arastirilmistir. Birlesme
teknolojisi, lipofilik ya da glisolik molekiilerle tiirevlenen insiilin dahil birka¢ proteine
uygulanmistir. Yagh asit birlesmesinin, 6rnegin biyolojik zarlar iizerinden protein emilimini
artirdigi bulunmustur, oysa polietilen glikol birlesmesi protein ¢oziliniirliigiinii artirmis ve
enzimatik diizey kaybindan korumustur. Yakin bir ge¢miste, B-zinciri Lys-29’a alkil grubuna
baglantili kisa bir PEG zincirinin eklenmesiyle gelecek vadeden bir protein degistirmesi

tiretilmistir. Biyolojik etkinlik korunmustur ve bu bilesim gastrointestinal yoldan kolaylikla
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emilmistir [7].

Mevcut literatiirler gbz Oniine alindiginda her iki stratejinin bilesiminin, protein yapisi
degisiminin uygun bir kati dozaj formiilasyonuyla birlikte oral uygulama i¢in etkin protein

verme sistemlerinin liretilmesinde basarili olabilecegi a¢ik gériinmektedir.

Bu belgede hormon biyolojik birlesmesine ve muko yapiskan tabletler yliklemeye dayali oral
yolla insiilin verilmesi i¢in formiilasyon ¢alismasi hakkinda bilgi veriyoruz. Insiilin hormonla
gelistirilmis stabillige proteazlara, pepsin ve elastaza dogru tasimak iizere bir ya da iki diisiik
molekiiler agirlik PEG’in eklenmesiyle modifiye edilmistir. Pepsin ve elastaz, diisiik
ozellikleri nedeniyle ve gastrik ve intestinal alanlarda gizlendiklerinden secilmistir. Insiilin-
PEG biyo birlesmelerinin pepsin ve elastaza yonelik biyolojik istikrari, thiolat poliakrilik
asitin diger ¢cogu gizlenmis gastrointestinal egzo- ve endo-peptide yonelik koruyucu etki
saglayan ila¢ tasiyici matriks olarak se¢ilmesiyle degerlendirilmistir. Tiirev tasiyict IPEG

molekiilii muko yapigkan tablet olarak formiile edildi ve in vivo ¢alismalar yiiritiildi [7].

5.4.1 Malzemeler ve yontemler

Sigma Chemical Co.’dan dana insiilini, monometoksipoli(etilen glikol) 750 Da, domuz
pankreasindan elastaz (4 IU/mg), domuz gastrik mukozundan pepsin (3200 IU/mg),
streptozotosin ve Trinder glukoz takimi elde edildi. Diger tiim tasiyicilar Fluka’dan temin

edilmistir.

Monometoksipolietilen glikol p-nitrofenilklorofonat olarak dnceden agiklanan prosediire gore
etkinlestirildi. Polimerin saflagtirma asamalar1 -20°C’de etil eterden ¢okeltme yoluyla

gercgeklestirildi [7].

Analitik ve hazirlayic1 C18 RP siitunlar1 Vydac tarafindan temin edildi. Numune saflastirmasi
gergeklestirildi. Analitik kromatografi H,O/ asetonitril ile C18 siitun yikamayla yiiriitiildii. Jel
sizmast kromatografisi izokratik olarak 20 mM fosfat tamponla, 0.15 M NaCl, pH 7.2 ile

yikanan Superdex 75 siitunu kullanilarak gergeklestirildi.

In vivo c¢alismalar i¢in kullanilan 23-25 g agirhiginda erkek Balb/C fareleri (Padua
Universitesi) Farmasétik Bilimler Béliimiinden temin edildi. Hayvan uygulamalari italya

hukukuna ve Kurumsal Avrupa Kurallarina gore yiiriitiildii [7].

5.4.1.1 Insiilin-PEG sentezi

Onceden agiklanan ydnteme gore Insiilin-1BOC ve insiilin-2BOC hazirlandi. Kisaca, dana



83

insiilini (100 mg) 5 ml DMSQO’da ¢oziildii ve trietilamin eklenmesiyle pH 8.5’te ayarlandi. 3:2
protein amio grubu/ di-terbutilkarbonat molar oranina ulagsmak icin ¢6zelti dimetilsulfoksitte
268 pul 0.05 M di-terbutilkarbonata eklendi. Cozelti 3 saat boyunca oda sicakliginda korundu
ve daha sonra 10 ml mineralsizlestirilmis su eklendi, sivi nitrojende jelatinlestirildi ve
liofillestirildi. Kuru {irtin, 1 ml asetonitril / su / TFA’da eritildi ve hazirlayici ters faz-C18
kromatografiyle reaksiyon iiriinleri saflastirildi. Insiilin-BOC (insiilin-1BOC, insiilin-2BOC
ve insiilin-3BOC)ye karsilik gelen zirveler toplandi, vakum altinda konsantre edildi ve Kratos
Kompact MALDI TOF kullanilarak kiitle spektrometre ve tlirevlenmis amino gruplarinin

belirlenmesi i¢in spektrofotometrik analiz ile 6zellik verildi [7].

Yirmi miligram insiilin-1BOC ya da insiilin-2BOC, 1 ml DMSO iginde ¢6ziildii ve 3:9 protein
amino grubu/PEG molar orani elde etmek iizere 23.5 mg etkinlestirilmis 750Da PEG’e
eklendi. Reaksiyon karigimi gece boyunca karistirilarak korundu ve daha sonra 500 ml etil
etere diisiiriildli. Kalint1 6ldiiriildii ve kati iiriin eritildi ve 12 saat oda sicakliginda tutuldu.
Vakum altinda TFA giderildi ve kalinti 1 ml 20mM fosfat tamponda ¢oziildii. insiilin-PEG
birlesmeleri FPLC iizerinde kullanilan ve ayn1 fosfat tamponla yikanan Superdex 75 siitunu
kullanilarak jel filtrelemeyle saflastirildi. Insiilin-1PEG’e ve insiilin-2PEG’e karsilik gelen
zirveler topland1 ve UV-Vis, dairesel dikroizm, kiitle spektrometre, C18 RP-kromatografi,
amino grup belirlemesi i¢in kolorimetrik inceleme ile ve PEG belirlemesi i¢in iodin testiyle
analiz edildi. Insiilin-1PEG ve insiilin-2PEG’in izomer icerigi tribiitilfosfin / iodoasetamid ile
insiilin-PEG uygulamasiyla ve reaksiyon iirlinlerinin RP-HPLC analiziyle incelendi. Yikanan

zirveler amino asit dizin analiziyle belirlendi [7].

5.4.1.2 Proteolitik calismalar
Dogal insiilin (400 pg) ya da esit molar miktarda insiilin-1PEG ve insiilin-2PEG, 988 pul 0.1M
Tris HCI, 5 mM EDTA, pH 8.5 i¢inde eritildi ve ayn1 tampona 12 pl 152 ng/ml elastaz ¢ozelti
eklendi. Hormon / enzim ¢dzeltileri 25°C’de siirdiiriildii. Programlanan zamanlarda (0, 5, 20,
35, 60, 90, 120, 150, 180 dk.), 50 pl numuneler alind1 ve 50 pl H,O’ya eklendi. Numuneler
liyofilize edildi ve daha sonra 50 pl H,O/asetonitrilde yeniden eritildi (50:50). Cozelti RP-
HPLC ile analiz edildi ve derecelendirilmemis proteine karsilik gelen zirve altindaki alan

standart egriye atfedildi [7].

Dogal insiilin (400 pg) ya da esit molar miktarda insiilin-1PEG 750 ve insiilin-2PEG 750
eritildi ve pepsin ¢ozeltisine eklendi. Hormon/enzim ¢ozeltileri 25°C’de korundu.

Programlanan zamanlarda (0, 5, 10, 35, 60, 90, 120 dk.) 50 pl numune ¢ekildi ve borat
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tampona eklendi. Numuneler liofile edildi ve derecelendirilmemis protein konsantrasyonunun

belirlenmesi i¢in yukarida bildirildigi gibi islemden gecirildi [7].

54.1.3 Sentez ve poliakrilik asit-sisteine 6zellik verilmesi
Poliakrilik asit-sistein birlesmesi yukarida agiklandigi gibi sentez edildi. Kisaca, Il-sistein
kovalans yoluyla 450 kDa molekiiler kiitleli poliakrilik asite eklendi. Amino asidin Onciil
amino grubu arasindaki karbodiimid ile vasita yapilarak polimerin karboksilik asit grubu

olusturuldu. Sonucundaki birlesme izole edildi.

Kovalans bi¢iminde eklenen thiol gruplarinin miktar1 Ellman’in tasiyicilart kullanilarak

belirlenmistir [7].

5.4.1.4 Saliverme sisteminin hazirlanmasi
Birinci olarak, 20 mg poli(akrilik asit)-sistein birlesmesi, 2.5 mg insiilin-1PEG, 0.5 mg sizma
aracist glutathione ve 2 mg mannitol, 2 ml mineralsizlestirilmis suda sulandirildi. Karigim
liofilize edildi ve 0.01 mbar (milibar) ve 2 mg mikro-tablet sikistirildi. Sikistirma giicli tiim
mikro-tabletlerin hazirlanmas1 esnasinda stabil tutuldu. Dozaj formu daha sonra &nceden

aciklanan bir yonteme gore Eudragit L100-55 ile enterik kaplanmistir [7].

5.4.1.5 Ila¢ saliverme calismalar
Enterik kaplamanin etkinligi onceden zaten sergilendigi i¢in, ilag saliverme calismalari
intestinal pH sartlarinda eritme davranisi {lizerinde odaklandi. PEGile insiilinin oral yolla
verme sisteminden in vitro saliverme orani, tabletlerin kiigiikliigli nedeniyle Birlesmis
Milletler Farmasopisiyle (USP) uygunluk i¢inde olmayan bir yontemle belirlendi. Dozaj
formlarmin her biri 1.5-ml viyallere yerlestirildi. Kapali tiipler daha sonra salinan su
banyosuna yerlestirildi. 100 pl alikolar 6nceden belirlenmis zaman noktalarinda ¢ekildi ve esit
hacimde taze salinma araciyla degistirildi. Kiivet sartlar1 ¢alisma boyunca korundu. Cekilen
hacimler filtre edildi ve agiga ¢ikarilan insiilin ters ¢evrili faz 6nceden agiklanan bir yonteme
gore HPLC kromatografiyle belirlendi. Acgiga ¢ikarilan insiilin konsantrasyonlari
biitiinlestirilmis zirve alanlarindan c¢ikarildi ve uygun bir standart egriden karsilikli

kutuplulukla hesaplandi. Kaldirilan numuneler i¢in kiimiilatif diizeltmeler yapilmistir [7].

5.4.1.6  PEGile insiilinin FITC etiketlenmesi
Insiilinin ve PEGile insiilinin florasan etiketlenmesi &nceden agiklanan bir ydnteme gore

gerceklestirildi. Bu dnceki ¢alismada FITC etiketli insiilinin bu tiir sizma ¢aligmalar1 boyunca
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stabil kaldig1 gosterilmistir [7].

5.4.1.7 Sizma ¢alismalar
Sizma calismalari, donorda ve akseptor-odaciginda ve 0.64cm’ sizma alaminda 1 ml hacim
sergileyen Ussing tiirli odaciklarda gercgeklestirildi. Kulugka aract 250 mM NaCl, 2.6mM
MgSO,, 10mM KCl, 40mM glukoz ve 50 mM NaHCOj; icermekteydi [7].

Gine domuzunu feda ettikten hemen sonra 15 cm kiiciik bagirsak uygulandi ve Ussing
odaci@ina yerlestirildi. 37°C’de %95 O, ve %5 CO’ ortaminda en az ii¢ defa tiim deneyler
uygulandi. Tampon ¢ozeltisiyle 15-20 dakika 6n kulugkadan sonra, donorun kulugka araci
ayni aragla degistirildi. 100pl numuneleri 2 saatlik siire boyunca her 30 dk. akseptor
boliimiinden c¢ekildi. Numuneler derhal 37°C’de dengelenen 100 pl tampon c¢ozeltisiyle
degistirildi. Sizan ilacin miktar1 fluorimetre kullanilarak belirlendi. Onceden kaldirilan

numuneler i¢in kiimiilatif diizeltmeler yapilmistir [7].

Si1zdirma caligmalarindan sonra ara¢ donor odasindan ¢ikarildi ve 1 ml deneme mavi boya
eklendi ve mukoza 30 dk. kuluckaya yatirildi. Mikroskobik arastirmalar mukuzun hala

mevcut oldugunu ve intestinal zarin canliliginin garanti edildigini gostermekteydi [7].

5.4.1.8  Biyolojik etkinlik degerlendirmesi
Balb/C farelerine 65 mg/kg streprozotosin dozu uygulanmustir. Ik uygulamadan itibaren iig
giin sonra farelere ayni dozda streptozotosin uygulanmigstir. Bir hafta sonra, 30 pl kan
numunesi alindi, santrifiij edilmis ve Trinder glukoz takimi kullanilarak serumdaki glukoz
diizeyleri tahmin edilmistir. Farelerin diyabetik durumunu belirlemek i¢in glukoz, miiteakip 3
giin siireyle giinde iki defa belirlenmistir. Her biri bes fareli ti¢ gruba deri altindan 2 pg/fare
dogal insiilin (grup A) ya da molar denginde insiilin-1PEG (grup B) ve insiilin-2PEG (grup C)
uygulandi. Programlanan zamanlarda serumdaki glukoz igerigi yukarida bildirildigi gibi

belirlenmistir [7].

Insiilin-1PEG vyiiklii tabletler 10 diyabetli fareye (grup D) oral yoldan uygulanmistir. Yutma
refleks mekanizmasini baslatmak i¢in formiilasyonlar bogazin ¢ok derinine yerlestirilmistir.
Ayrica 50 pl %0.2 (w/v) sulu askorbik asit ¢ozeltisi uygulanmistir. Kontrol olarak, farelere
(swrastyla grup E ve grup F) fosfat tamponda 200 pl insiilin-1PEG ve insiilin-2PEG ¢ozeltisi,
0.15M NaCl, pH 7.2 (1 mg insiilin dengi/ml) uygulanmstir [7].

Kontrol olarak bes diyabetik hastali bir grup kullanilmistir. Hayvanlara insiilin preparatlar

uygulanmadi ve glikemik diizeyleri 2 giin boyunca belirlenmistir [7].
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5.4.1.9  [Istatistiksel veri analizi
Ogrencinin t-testi kullanilarak, aksi belirtilmedikge asgari anlamlilik diizeyi olarak P<0.05 ile

istatistiksel veri analizi uygulanmistir [7].

5.4.2 Sonuclar

54.2.1 Insiilin-PEG preparat1 hazirlanmasi
Insiilinin saflastirilmasina géreceli di-terbiitilkarbonat ile reaksiyona sokulan kromatografik
diizen dort ana zirvenin varhigin1 gostermekteydi. Kolorimetrik analiz ve kiitle spektrometre
yoluyla serbest amino grubu belirleme dort insiilin bigiminin belirlenmesine imkan verdi:
dogal insiilin, insiilin-1BOC, insiilin-2BOC ve insiilin-3BOC. Ters asama C18 kromotografik
analiz hem saflastirilmis insiilin-IBOC hem de insiilin-2BOC’un heterojen bilesimini
kanitlad1. Ancak, izomerlerin niteliksel ayristirilmasi iiretimden ciddi bigimde kayba neden
oldu. Bu nedenle, insiilin-1BOC ve insiilin-2BOC etkinlestirilmis PEG ile reaksiyondan once

daha fazla saflastirilamamustir [7].

Yiiksek diizeyde mevcut protein amino grubu/ etkinlestirilmis PEG molar orami (3:9)
kullanim1 serbest protein amino gruplarinin kapsaml tiirevlestirmesine neden oldu. TFA’nin
korumay1 kaldirmasindan sonra, insiilin-1BOC-PEG’in insiilin-2PEG iirettigi bulundu, 6te
yandan insiilin-1PEG insiilin-2BOC-PEG’den elde edilmekteydi. Insiilin-1PEG’in jel
filtrasyonuyla saflastirilma asamasi tamam degildir, zira kii¢lik miktarda dogal insiilin (toplam
proteinin yaklasik %10’u) kaldi. Insiilin-2PEG’in jel filtrasyon profili dogal insiilin varligini
gostermemekteydi fakat insiilin-2PEG’e karsilik gelen zirve kiiciik bir omuz sergiledi.
Insiilin-1PEG’in varhig1 serbest amino gruplarmin koloritmik belirlenmesiyle teyit edildi.
Spektofotometrik veriler esasinda, nihai T{riindeki insiilin-1PEG igerigi %18 olarak

hesaplanmistir [7].

Tribiitilfosfin/iodoasetamid uygulanan insiilin-IPEG’in  ve insiilin-2PEG’in  RP-C18
kromotografik analizi, saflastirilmis biyo birlesmelerin heterojen bilesimini sergilemistir.
Aslinda, PEGile insiilinin disiilfit koprii indirimi  zirvelerin eszamanli  varligim
gostermekteydi. Insiilin B-merkaptoetanol/ iodoasetamit reaksiyonundan sonra elde edilen
zirvelerin analiziyle ve BOC-tiirevlerinin ters-faz analizine gore, insiilin-1PEG’in baglica
denk molar miktarinda insiilin — Ly — 1PEG ve insiilin-Gly-1PEG’den olustugu bulundu.
Insiilin-2PEG 6rneginde iiriin baslica insiilin-Gly, Lys ve 2PEG’den olusmaktadir [7].
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5.4.2.2 Polimer ac¢iklamasi
Poliakrilik asit-sistein birlesmesi gram polimer basina 556+98 tiyol grubu sergilemekteydi.
Polimerin sigsme davranisi ve muko yapiskan gibi Ozellikleri dnceden sentez edilen ve

aciklanan polimere gore olumlu korealasyon i¢indeydi [7].

5.4.2.3 Sizma ¢alismalar
Sizma c¢aligmalar1 PEG’nin insiilin tasimast {izerine etkisini dogrulamak iizere
gerceklestirilmistir. PEG’nin insiiline eklenmesi, bu tedavisel peptidin sizma davranisini ciddi

bigimde degistirmemistir.

Aksine, yakin ge¢misteki caligmalar diisiik molekiil agirlik PEG’lerin ilaglara birlesmesinin
emilimi artirabilecegini sergiledi. PEG’nin ila¢ sizdiriciligina etkisiyle ve polimer biiyiikligi

ve ¢ok-noktal1 birlesme durumunda birlesmenin polimer kiitlesiyle siki bigimde iliskilidir [7].

54.2.4 Ila¢ saliverme calismalar
[lag saliverme oram dogrudan tampon ¢ozeltide belirlenmistir. Sonug olarak, PEGile edilmis
insiilinin polimerik tastyici matriksten siirdiiriilebilir saliverilmesini sergilemektedir. Ik 2
saatte nispeten diisiik saliverme orani enterik kaplama malzemesinin sulandirma siireciyle
aciklanabilir. Bundan sonra, neredeyse sifir diizen saliverme kinetigi plato fazinin ardindan 3
saat boyunca gozlemlenebilir. Plato asamasina ulagmanin bir agiklamasi ilacin plastik kaba

ve/veya polimerik tasiyict matrikse kismen emici baglamasiyla verilebilir [7].

5.4.2.5  Biyolojik etkinlik
Diyabetli farelere dogal insiilin, insiilin-1PEG ve insiilin-2PEG c¢ozeltilerinin deri alt1 ve oral
yolla uygulanmasiyla ve tabletlerin oral yolla uygulanmasiyla in vivo ¢alismalar

gerceklestirilmistir [7].

Glisemik profiller tiim insiilin bi¢imlerinin benzer biyolojk ve biyofarmasétik davranig
sergiledigini belirtilmektedir. Ozellikle, insiilin-1PEG ve insiilin-2PEG ¢akisan profiller
gostermistir. Iki PEGile edilmis formla 180 dakika sonra gdzlemlenen daha yiiksek orta deger

etkinligi dogal hormonla karsilastirildiginda istatistiksek olarak anlamli ¢ikmamustir [7].

Insiilin-1PEG ve insiilin-2PEG ¢dzeltilerinin oral yolla uygulanmasi glukoz diizeylerini ciddi
bicimde etkilememistir. Aksine, diyabetli farelere oral yolla uygulanan poli(akrilik asit)-
sistein tabletlerine formiile edilmis insiilin-1PEG’in uygulamadan sonraki 3 saat igerisinde

%40 araliginda kan glukozu diizeyinde ciddi bicimde azalmay1 tahrik edebilmektedir [7].
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5.4.3 Tartisma
Oral yolla insiilin verilmesi i¢in etkin bir formiilasyon gelistirmek {izere, bir ya da iki 750Da
PEG molekiiliiniin birlesmesiyle hormon tiirevleri hazirland1 ve daha sonra mukoz tabletlerine

formiile edildi.

PEGilasyonun protein stabilligini proteazlara dogru artirdigi, bagisiklik saglayiciligi ve anti-
jenligi artirdig1 ve kandaki protein siirekliligini uzattig1 bilinmektedir. Ancak, bu 6zelliklerin
degistirilmesi hem polimer molekiil kiitlesi hem de protein yiizeyine eklenmis polimer
zincirlerinin sayistyla iliskilidir. Onceki galismalar 5 kDa PEG birlesmesinin insiilin biyolojik
etkinligini azalttigin1 ve protein emilimini geciktirdigini sergilemistir. PEG molekiiler kiitlesi
arttik¢a ve bunun yanisira protein yiizeyine baglanan polimer zincirlerinin sayist arttik¢a
protein emiliminde etkinlik azalmasi ve gecikmesi artti. Bu nedenle, PEG’nin pozitif ve

negatif etkilerini dengelemek i¢in, birlesme 750Da oligomer kullanilarak gerceklestirilmistir

[7].

Cok-asamal1 siirecle birlesmelerin hazirlanmasinin, genelde protein PEGilasyonunda kabul
edilen dogrudan polimer birlesmesine gore daha uygun oldugu goriilmiistiir. Yonlendirici
calismalar, insiilinin diisik molekiiler kiitle PEG’lerle farkli derece ve durumda
reaksiyonunun tiirevlerin bir karigiminmi sagladigini gostermistir. Birlesmelerin ayristirilmast
hazirlayict iyon degistirici kromatografisi ya da ters-faz kromotografisi yoluyla zordu. Ayni
zamanda, birlesmeler ve dogal insiilin ve dogal insiilin arasinda ufak biiyiikliik farklilig:
nedeniyle jel sizmasi kromatografisi ya da biiylikliikk dislama teknikleri, mono-, di- ve tri-
PEGile edilmis insiilin tiirevlerinin niceliksel ayrismasina imkan vermedi. Insiilin-
terbiitilkarbonat tlirevleri belirlenmis kiitle spektrometresi vasitasiyla niteliksel olarak izole
edildi. Analitik ters faz C18 kromotografisi hem insiilin-1BOC hem de insiilin-2BOC’un
izomerlerden olustugunu gosterdi. Ancak, izomer ayristirmasi son liriin diizeltmesini ciddi
bicimde diisiirdiigiinden sonraki asamada izomer karisimlart kullamlmustir. Izomer
karigimlarinin - kullanimi  insiilin-PEG  izomerleri elde etmeye yansidi. Her ne kadar
literatiirlerde bildirilen ¢aligmalar farkli biyolojik etkinlik sergileyebileceklerini gosterdiyse

de izomerler daha ileri diizeyde ayristirllmamistir [7].

Diyabetli farelere deri altindan uygulanan dogal insiilin, insiilin-1PEG ve insiilin-2PEG
benzer hipoglisemik profiller sergiledi. Bir ya da iki 750Da PEG’in ne protein yapisini
degistirdigini ne de reseptor karsilikli etkilesimine miidahale etmedigini gostererek azami
etkinlik, zirve zamani ve AUC ciddi bi¢imde farkli degildi. Aslinda dogal insiilin ve bir ya da

iki 750Da PEG zinciri ile modifiye edilmis insiilin benzer dairesel dikroizm yapisi



89

sergilemistir [7].

Her ne kadar bir ya da iki 750Da PEG birlesmesinin reseptor karsilikli etkilesimine miidahale
etmedigi bulunduysa da, protein yiizeyindeki polimerik bulut proteolitik enzimler yaklasimini
kismen oOnledi. Sasirtict bi¢imde, PEG’nin diisiik molekiiler kiitlesine ragmen, insiilin-
IPEG’in dogal proteinler karsilagtirildiginda oOlgiilebilir yiliksek stabillik sergiledigi
goriilmiistiir. Hormon stabilligindeki artis, bir 5 kDa PEG ile modifiye edilmis insiilinle elde
edilenlere ¢ok benzerdi. iki polimer zincirin eklenmesinin protein stabilligini proteazlara
dogru daha da artirdigi goriilmiistiir. Ancak bu sonug literatiirlerde bildirilen bir¢ok
calismayla uyum igerisindedir. Stabilligin aslinda protein yiizeyindeki polimer kiitlesi arttikca
ya polimer molekiilii kiitlesini artirarak ya da baglanan polimer zincirleri sayisini artirarak

artmasi beklenmektedir [7].

Insiilinin thiole edilmis poliakrilik asitte yatirildig1 ve oral yolla verildigi 6nceki ¢alismalarin
aksine bu calismada bedene verme sistemine higbir ek enzim engelleyici dahil edilmemistir.
Her ne kadar enterik kaplama, karindaki tedavisel tagiyicinin pepsinik diizey diisiirmesi i¢in
cok kat1 bicimde gerekli olmasa da gastrit gecisi esnasinda hormon stabilligini artirmak i¢in
tabletler yine de polimetakrilat ile kaplanmistir. Ayrica yonlendirici c¢aligmalarin ortaya

¢ikardigi gibi bedene aktarma sistemi intestinal mukozaya degil gastrige baglidir [7].

In vivo caligmalar insiilin-1PEG igeren muko yapiskan tabletlerin oral yolla uygulanmasinin
diyabetli farelerde glukoz diizeylerini azaltmada basarili oldugunu gdstermistir. Farmakolojik
siire yaklasik 3 saatlik gecikme siiresi gostermistir. Ancak hipoglisemik etki 26 saat boyunca
stirdiiriilmiistiir. Tedavisel tastyicinin PEGilasyonundan sonra bu uzun siireli etkinlik bedene
aktarma sisteminin kendisine atfedilemez. Tiyole edilmis polimerlerin intestinal mukoz jel
katman ile polimerik alici arasinda disiilfid baglarin olusumu nedeniyle gii¢lii muko yapiskan
ozellikler sergiledigi goriilmiistiir. Sonug olarak bedene aktarma sistemlerinin intestinal kalig
stiresi uzatilmalidir. Ayrica hidrofilik makro molekiillerin hiicresel benzeri alimi i¢in thiole
edilmis polimerler giiclii sizma gelistirici 6zellikler gdstermektedir. Onceki ¢alismalar
tiomerlerin bu sizma gelistirici etkisinin glutathion eklenmesiyle daha da gelistirilebilecegini
ortaya ¢ikarmigtir. Goézlemlenen hipoglisemik etkinligin  dogal insiilinin oral yolla
uygulanisiyla elde edilene gore karsilastirilabilir oldugu kaydetmeye deger. Ancak bu
calismada bes-misli daha diisiik insiiline denk doz uygulanmistir. Oral formiilasyonun serum
glukoz diizeylerinde indirim altindaki alanlar esasinda hesaplanan farmakolojik etkinlige
karsilik uygulama dozuyla normallestirilen injeksiyonun %7 oldugu belirlendi. Bu sonuclara

gore, PEGile edilmis insiilinin tihole edilmis polimerik tasityict matriks ile birlikte kullanimi
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insiilinin oral yolla uygulanmasi i¢in {imit verici bir stratejiyi temsil etmektedir [7].

5.4.4 Sonuclar

Eger uygun bir formiilasyon stratejisi kullanilirsa hastaliklarin terapili tedavisi i¢in peptidlerin
ve proteinlerin oral yolla verilmesi miimkiindiir. Umit veren bir tercih 6yle gériiniiyor ki fiilen
yeni kimyasal biitiinliikler olan gelistirilmis biyofarmasoétik ve fiziksel/kimyasal ozelliklerle
protein tiirevleri kullanimii ve muko yapiskana formiilasyonlarini ve enzim engelleyici kati

formiilasyonlar1 icerecektir.

Mevcut calismada bildirilen sonuglar bu stratejinin yiiksek potansiyelinin altin1 ¢izmektedir.
Aslinda bu formiilasyonlarin bunlar1 esneklestirmek ve bir¢cok proteinin ve peptidin verilmesi
icin uyarlanabilir yapmak {tizere gelistirmek icin biiylik potansiyelinin oldugunun altini
cizmek ilgingtir. Ozellikle, kat1 dozaj biciminin fiziksel/kimyasal o6zelliklerinin cesitli
degistirmeleriyle birlikte genis ¢apta tiirevler elde etme imkani1 bedene aktarma sistemlerinin

yiiksek tedavisel uygulamayla gergeklestirilmesine imkan verebilir [7].

5.5 Siirdiiriilebilir-saliverme insiilini i¢in optimum formiilasyon

Insiilin ayristirmay1 miimkiin oldugu kadar yakin olarak yeniden iiretmek ve diyabet mellitus
(DM) komplikasyonlarini asgariye indirmek i¢in gelistirilmis insiilin formiilasyonlar: i¢in
siirekli bir arayis vardir. Insiiline bagimli DM (IDDM) hastalarin genellikle bazal insiilin
tedarikini yemek zamanlarindaki dozlara ek olarak gilinde bir ya da iki defa artirmasi gerekir,
clinkii insiilin ayristirmasinin sifira yakin fizyolojik diizenine ulagsmak i¢in nispeten stabil
insiilin bazal diizeyine gereksinimleri vardir. Bu gibi tedaviler sadece genel sartlarini degil
fakat ayn1 zamanda diyabetik komplikasyon olayini azalttigi goriilmiistiir. Eger herhangi hizli
saliverme patlamasi olmaksizin daha uzun siirelerle kontrollii bir bicimde ilac1 agiga ¢ikaracak
bir insiilin formiilasyonu mevcut olsaydi hastalar c¢oklu dozlar uygulamaktan serbest

birakilacakti.

Herhangi hizli saliverme asamasi olmaksizin uzun bir siirede kontrollii bir bigimde insiilin
aciga cikaran bir preparat yapmak icin mikrokapsiillerin kullanimini arastirildi. Bu amaca
ulagmak i¢in, kopoli asit uygulandi. Bu biyolojik olarak diizey diistiriilebilir, injekte edilebilir,
ilaglarin siirdiirtilebilir agiga ¢ikarilmasi i¢in uygun bir polimerdir. Daha 6nce bildirildigi gibi,
uygun miktarda gliserin eklenmesi insiilin ve PLGA karigiminin bulanikligini ciddi bi¢cimde
artirir ve sonucundaki formiilasyon baslangigtaki hizli saliverme asamasinin garpict bigimde

azalmasii gosterir. Herhangi katki maddesi olmaksizin insiilin igeren PLGA mikro
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kapstilleri, streptozotosin-tahrikli diyabetik siganlara 250U/kg uygulandiginda plazma insiilin
diizeyini 2440.5 pU/ml (6 saat)’e yiikseltmistir fakat diizey, en iyi formiilasyonun uygulandigi
sicanlarda sadece 84.9 pU/ml idi. Daha ileri diizeyde caligmalar, mikrokapsiil formiilasyonun
hazirlanmas1 esnasinda gliserin eklendiginde az miktarda insiilinin mikro kapsiillerin
ylzeyinde lokalize edildigini ortaya c¢ikarmistir. Bu insiilin ve PLGA’nin kompleks
olusturmasi ihtimalini yiikseltmistir ve yag asamasina gliserin eklenmesi yoluyla siki
karsilikli etkilesim gostermistir. Yag asamasinin bulanikligini gelistirmek cabasiyla uygun
miktarda gliserin, etanol ya da su eklenmistir. Her bir durumda, insiilin/PLGA karigiminin
sik1 pargaciklara homojenlesmesi teyit edilmistir fakat diger bilesimlerin daha iyi insiilin
formiilasyonu olusturmasi i¢in hala imkan vardir. PLGA’nin molekiiler agirligit ve mikro

kapsiillerin biiytikliigii gibi diger unsurlarin da degerlendirilmesi gerekir [8].

Bu ¢alismada, ¢ok daha uzun bir siirede kontrollii saliverme i¢in insiilinin mikrokapsiillerde
optimum formiilasyonunu hazirlamaya calisildi. Insiilin saliverme profilini degerlendirmek

icin streptozotosin-tahrikli diyabetli siganlarda ¢esitli formiilasyonlar test edilmistir [8].

5.5.1 Malzemeler ve yontemler

5.5.1.1 Yeniden tasiyicilar
PLGA sentez edildi ve Wako Pure Chemical Industries Ltd. tarafindan tedarik edilmistir. Test

edilen PLGA’larn 6zellikleri Cizelge 5.2°te gdsterilmistir.

Formulation nsulin PLGA Zn0 Additive
Mean Mw Fold mole to insulin

4 Zn-free msulin 6600 (6k) 1.2 Glycerin

B Zn-free insulin 6600 0 Glycerin water Fig
Zn-free insulin 6600 1.2 Glycenn water Fig

D Zn-free insulin 6600 6 Glycerin water Fig
Zn-free nsulin G600 12 Glycerin water Fig
Zn-free insulin 4100 (4k) 1.2 Glycerin water Fig
Zn-free insulin 4100 12 Glycerin water Fig

H Zn-free insulin 7900 (8k) 1.2 Glycerin water Fig

I Zn-free insulin 7900 12 Glycerin water Fi

] Human insulin 6600 12 Glycerin water Fig. 3

K Lyophilized human insulin 6600 12 Glycerin water Fig. 3

L Zn-free insulin 5800 (5k) 12 Glycerin water Fig. 5

Cizelge 5.2 Calismada kullanilmis instilin igeren PLGA mikrokapsiil formiilasyonlar1 [8].

Rekombinant insan insiilini, streptozotosin ve diger kimyasallar Wako’dan satin alinmistir.
Hiicre Kkiiltiirii i¢in Dulbecco’nun degistirilmis Eagle’s aracina dana cenini serumu ve

antibiyotikler takviye edilmistir [8].
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5.5.1.2  [Insiilin iceren PLGA mikro kapsiiller
Daha o6nceden bildirildigi gibi Zn’siz insiilin kullanilmistir. Zn’siz insiilin diyalizden sonra

liofillestirme ile elde edilmistir. Insan insiilini ve liofile edilmis insiilin de test edilmistir.

Insiilin (%3) igeren PLGA mikro kapsiilleri, daha dnce belirtildigi gibi ¢oziicii buharlasma
yontemi ile hazirlanmistir. Ornegin, insiilin ¢inko oksit ve PLGA, CH,Cl, i¢inde ¢oziilmiis,
kanistirllmis ve S/O siispansiyonu olusturmak iizere calkalanmistir. Daha sonra test katki
maddelerinden birinin uygun miktar1 siispansiyonun bulanikligini artirmak tizere eklenmistir.
Bu c¢ozelti karistirilarak polivinil alkol ¢dzeltisine eklenmigtir. Sonucundaki emiilsiyon
organik ¢oziicliyli buharlagtirmak ve mikro kapsiiller elde etmek iizere 3 saat siireyle 1200
rpm’de karistirilmistir. Mikro kapsiiller santrifiijlemeyle damitilmis suyla ii¢ defa yikanmistir
ve daha sonra biliyiik pargaciklar1 ¢ikarmak i¢in 125 pm ekran ile elenmistir. Sonra, mikro
kapsiillerin toplanmasin1 6nlemek i¢in mannitol eklenmistir, bunlar da daha sonra liofile
edilmistir. Pargacik analizcisi kullanilarak pargacik biiyiikliigii belirlendiginde, orta ¢ap 23.45
+ 13.61 pm idi. Hazirlanan formiilasyonlarin tamami kullanilincaya kadar 4°C’de

saklanmustir.

Her bir mikro kapsiil formiilasyonunun insiilin igerigi Lowry ve digerlerinin insiilini standart
olarak kullanan bir yontemine gore CH,Cl, ve 0.0IN HCL ile cikarildiktan sonra
belirlenmistir. Insiilinin yiiksek bir yenileme oraniyla (>%98) mikrokapsiillerden

cikarilabilecegi teyit edilmistir. Kapsiillemenin etkinligi her bir formiilasyon i¢in >%90 idi

18],

5.5.1.3  Elektron mikroskopisi

Insiilin-igeren mikro kapsiiller ve normal insiilin SEM 4300 tarama elektron mikroskobu

altinda incelenmistir [8].

5.5.1.4  Hayvanlar
SLC Deneysel Hayvanlar’dan (Shizuoka, Japonya) yedi-haftalik erkek Wistar sicanlar1 (220-
240 g) satin alinmistir. Hayvanlar sabit sicaklikta (23+1°C) ve nemde (%50-60) standart diyet
ve suya serbest erisimde tutulmustur. Hayvan odasi 12 saat 1s1k/ karanlik dongiisiinde
tutulmustur. Calisma protokolii St. Marianna Universitesi Hayvan Deney Komitesi tarafindan

onaylanmistir [8].

5.5.1.5 Hayvan deneyleri

Hayvan deneyleri streptozotosin (STZ)-tahrikli diyabetli sicanlar kullanilarak yiiriitiilmiistiir.
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Sicanlar 10 mM sitrat-sitrat Na’da ¢oziilmiis damar i¢i STZ injeksiyon aldiktan ii¢ giin sonra
kendilerine insiilin igeren PLGA mikro kapsiillerinin tek deri alt1 injeksiyonu verilmistir.
Uygulamadan hemen 6nce mikro kapsiil insiilin formiilasyonu %0.5 karboksimetil seliiloz ve
%0.1 Tween 80 igeren %5 mannitol (pH 6.5) ile dagitilmistir. Kan glukoz ve plazma insiilin
konsantrasyonlarin1 6lgmek lizere uygulamadan once ve sonra alt optalmik damardan kan
numuneleri toplanmistir. Tim numuneler 14. giine kadar sabah alinmistir. Tiim hayvanlar
standart diyet ve suya serbest erisimli tutulmustur. Plazma insiilin diizeyi RIA takim
kullanilarak belirlenmistir ve kan glukozu diizeyi glukoz analizcisi kullanilarak glukoz

oksidaz yontemiyle kan toplamadan hemen sonra belirlenmistir.

STZ-uygulanan siganlarin hepsi hiperglisemik idi ve plazma insiilin diizeyleri 3.0 ile 5.6
pU/ml arasinda farklilik gostermekteydi. Normal uygulama yapilmamis hayvanlarda instilin

diizeyi 20.4 ile 51.4 pU/ml arasindaydi1 ve kan glukozu diizeyleri 98 ile 150 mg/dl arasindaydi
[8].

5.5.1.6 Hiicre biiyiime incelemesi
NIH 3T3 hiicreleri kiiltiir aracinda (%10 1s1yla etkinlestirilmis dana cenini serumu ve anti-
biyotigi takviye edilmis DMEM) siispansiyona alinmis ve 24-kaynak doku kiiltlir plakasina
tohum ekilmistir. Mikro kapsiillerden ya da mikro kapsiillenmemis insiilinden ¢ikarilan
insiilin hiicrelere eklenmistir ve 37°C’de havada %5 CO,’li nemlendirilmis bir atmosferde 24
saat kiltir yapilmistir. Daha sonra hiicre biliylimesi degerlendirilmistir. Radyoaktivite

sintilasyon sayaciyla hesaplanmistir.
Insiilin asit fazlas1 eklenerek mikro kapsiillerden ¢ikarilmistir ve NaOH ile nétralize edilmistir.

Daha sonra ¢ikarilan insiilin ileri liofillestirmeye tabi tutulmustur [8].

5.5.1.7  Istatistik analiz
Sonuglar orta (£S.D.) olarak sunulmustur. Farkliliklarin anlaminin belirlenmesi Mann-

Whitney U-testi kullanilarak yapilmistir ve P<0.05 gosterge anlam olarak alinmistir [8].

5.5.2 Sonuclar ve tartisma

5.5.2.1 Katki maddesi
Gliserinin etkin bir katki maddesi oldugu goriilmustiir. Ancak, tek katki madesi olarak gli-
serinle hazirlanan bir formiilasyonun siispansiyon i¢in biiyiik hacimde araca gereksinimi

bulunmaktaydi. Gliserinin varlig1 mikrokapsiillerin sulu aragla temasa gectikten kisa bir siire
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sonra sismesine neden olmus olabilir. Sonrasinda, bu hizli salivermeye katkida bulunmus
olabilir. Diyabetli hayvanlara formiilasyonu ayni sartlar altinda deri altindan uygulamak da
diger formiilasyonlarla karsilastirildiginda daha zordu ve bu in vivo insiilin saliverilmesinin

biiylik standart sapmasiyla sonuglandi.

Su da, insiilin ve PLGA igeren yag asamasinin bulanikligin1 gelistirmek i¢in ayni zamanda
etkin bir katki maddesiydi. Ancak, 6.giinde insiilinin sonraki zirvesi 300.1 pU/ml’ye ¢ikarildi,
bu da anlamli bir hipoglisemik etkiye sahip olmak icin yeterince yiiksekti. Insiilin katki
maddesi olarak sadece gliserinle karsilastirildiginda mikro kapsiillerde daha merkezi olarak
konsantre olmustur. Ancak suyun bir avantaji liofillestirmeyle buharlastirilabilecegi, bir digeri
de sadece gliserin eklenmesiyle goriilen mikro kapsiillerin sismesini azalttigidir. Her iki katki
maddesinin kullanim1 yeniden iiretilebilir injekte edilebilir bir insiilin formiilasyonu

hazirlamamizi miimkiin kild1 [8].

5.5.2.2 Cinko eklenmesi
Ancak, bu formiilasyon hala ciddi miktarda erken saliverilmesine imkan verdi (Sekil 5.19).
Mikro kapsiillerde bir doz 250 U/kg insiilin diyabetli sicanlara deri altindan verildiginde orta

plazma insiilin diizeyi 1 saatte 237.1 pU/ml idi, oysa 2. ve 6. saatlerdeki diizey sirasiyla 455.2
ve 363.9 nU/ml idi.
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Sekil 5.19 ZnO in Mikrokapsiillerden insiilin saliniminin baslangi¢ profili iizerine etkisi (in
vivo). ZnO in miktar su sekildedir: (o) ZnO yoktur (Formiilasyon B), (A) 1.2-ac1l1 molar

fazla relatif insiilin (Formiilasyon C), (0) 6-a¢il1 molar fazlalik (Formiilasyon D), (@) 12- acil1
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molar fazlalik (Formiilasyon E) [8].

Yag asamasina tek katki maddesi olarak suyla hazirlanmig bir formiilasyon ciddi bigimde
daha erken insiilin agiga ¢ikarilmasi sergiledi, bu da insiilin ve PLGA igeren yag asamasinin
gelistirilmis bulanikliginin her zaman ayn1 etkisinin olmayabilecegini gostermekteydi. Daha
kiictik miktarlarda gliserin ve su ayr1 ayr1 yag asamasi bulanikligini artirabildi fakat insiilinin

mikro kapsiillerde lokalize olmasini tam olarak degistirmedi [8].

Yag asamasina ¢inko oksit (ZnO) eklenmesiyle bu sorunun iistesinden gelindi. ZnO olmaksi-
zin hazirlanan bir formiilasyon (Formiilasyon B) ¢ok daha biiyiik erken salinmaya neden oldu.
Sasirtict bigimde, insiiline gore 12-misli molar fazlasi ZnO eklendiginde, formiilasyon

(Formiilasyon E) erken salivermede azalma elde etti [8].

Insiiline gore alti-misli molar ZnO fazlasiyla hazirlanan bir formiilasyon (Formiilasyon D) de
aynm1 zamanda benzer insiilin salivermesi (n=4) gosterdi. Bu bulgular erken salivermeyi
azaltmada ZnO’nun Onemli oldugunu agikca gostermistir. ZnO’nun kendisi gliserin ve su
varken yag asamasinda ¢dziilmezdir. Insiilin ve PLGA da eklendiginde, emiilsiyon neredeyse
acik hale geldi. Bu insiilin, PLGA ve ZnO arasinda birtakim karsilikli etkilesimin instilinin

mikro kapsiillerde lokallesmesini degistirmek i¢in 6nemli olabilecegini 6nermektedir [8].

ZnO akigkanlig1 arttirabilir, ve dis ve film malzemeleri gibi iiriinlerde yaygin bi¢cimde kulani-
lir. Gliserin eklenmesi yag asamasin1 daha akiskan yapar. Bu nedenle, hem ZnO hem de
gliserin eklenmesi aralarinda artan karsilikli etkilesime yol acmis ve akiskanligi daha da
artirmig olabilir. Eger daha az gliserin ya da su eklenmigse, mikro kapsiillerden erken
salivermeyi azaltmak tlizere akigkanligi korumak ve insiilinin lokallesmesini degistirmek i¢in

Zn0O gerekecektir [8].

Sekil 5.20°de gosterildigi gibi PLGA tiiri degistirildiginde ZnO’nun etkisi daha agikti. 4k
PLGAkullanildiginda, ytiksek icerikte ZnO ile hazirlanan formiilasyon insiilinin hizla agiga
cikarilmasinda azalma gosterdi. Insiilin igeren mikro kapsiiller insiilinden 1.2-misli molar
fazlas1 ZnO ile hazirlandiginda (Formiilasyon F) ve diyabetik siganlara deri altindan
uygulandiginda, plazma insiilin diizeyi hizla yiikseldi. Orta plazma insiilin diizeyi 1 saatte
597.3 pU/ml ve 2 saatte 430.4 pU/ml idi. Aksine, 12-misli molar fazlasiyla hazirlanan bir
formiilasyon (Formiilasyon G) 1 saatte 104.9 pU/ml ve 2 saatte 141.6 nU/ml plazma insiilin
diizeyi iiretti [8].

6k PLGA (molekiiler agirlik: 6600) 1.2-kati molar fazlali ZnO (Formiilasyon C) ile
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kullanildiginda plazma insiilin diizeyi 455.2 pU/ml’ye ¢ikt1, 6te yandan 12 misli molar fazlal
ZnO (Formiilasyon E) plazma insiilin diizeyini ciddi bicimde azaltt1.

Diger yandan, muhtemelen daha yiliksek molekiiler agirlik PLGA’larin daha yiiksek dogal
akigkanlig1 oldugundan 8k PLGA (molekiiler agirlik: 7900) 6rneginde ZnO’nun ¢ok az etkisi

gbzlendi [8].
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Sekil 5.20 Baglangig insiilin salinim profili tizerine ZnO igerigi ve PLGA tiiriiniin etkisi (in
vivo). Yag fazi i¢inde ZnO ile (A) 1.2-ac1l1 molar fazla relatif insiilin, (@) 12- a¢ili molar

fazlalik hazirlanan insiilin iceren PLGA mikrokapsiilleri hazirlanmistir [8].

5.5.2.3 Ila¢ parcaciklarimn biiyiikliigii
Daha kiiciik ila¢ pargaciklarinin daha uygun oldugu bildirilmistir, bu nedenle yukaridaki tiim
formiilasyonlar icin diyalizden sonra elde edilen liofile edilmis insiilin kullanmilmistir ve
parcacik biiyiikligii genellikle 2-3 pum idi. Cinkonun proteinleri stabillestirdigi

bildirildiginden, ZnO ve Zn(CH3COO), yag asamasina ve su agamasina sirastyla eklendi.

Zn’siz insiilinin istenen saliverme diizeni i¢in uygun oldugunu teyit etmek hala gerekliydi.
Test formiilasyonlarinin hazirlanmasi igin sadece insan insiilini degil fakat ayni zamanda
liofile edilmis insiilin kullamldi. Insan insiilini suda eritildikten ve nitrojen gazinda
dondurulduktan sonra yaklasik 2-10 um parcacik biiyiikliiklii liofile edilmis insiilin elde

edilmistir.

Formiilasyon K (liofile insiilin) ve Formiilasyon E (Zn’siz insiilin) ¢ok az insiilin erken

salivermesine neden oldu (Sekil 5.21) ve bu iki formiilasyon arasinda hicbir ciddi farklilik
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bulunmamaktaydi. Insan insiilini (20-20 pm pargaciklar1) kullanilan formiilasyon
(Formiilasyon J) erken salivermeye imkan verdi, bu da daha kii¢iik parcaciklarin 6nemli

oldugunu gostermektedir [8].
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Sekil 5.21 Insiilin partikiil boyutunun etkisi. Insiilin iceren PLGA mikrokapsiilleri insan
instilini kullanilarak hazirlanmistir (¢) (J formiilasyonu). Liyofilize insan insiilini kullanilarak
hazirlanan mikrokapsiiller (o) (K formiilasyonu), ZN- icermeyen insiilin (®) (E

formiilasyonu) [8].

55.2.4 PLGA mikro parc¢aciklarimin biiyiikliigii
Coziicii buharlagtirma yontemimizle 15-30 pum dlgiistindeki PLGA mikro pargaciklari elde
edildi. Daha kiiciik ve daha biiyiik parcaciklari Formiilasyon E’nin ¢okeltmesi yoluyla
ayristirdik. Cokeltme Formiilasyon E siispansiyonunun damitilmig suda 10 dakika
birakilmasiyla gerceklestirildi. Parcaciklarin ¢ap1 sirasiyla 33.67 = 13.61 pm ve 10.98 = 11.21
pm idi. Sekil 5.22 her bir formiilasyondan tek bir injeksiyondan sonra plazma insiilin profilini
gostermektedir. Daha kiiclik mikro kapsiillerden baslangi¢ insiilin saliverilmesi daha biiyiik
mikro kapsiillerle karsilastirildiginda ciddi bigimde daha yiiksekti. Biiyiik olanlarindan
injeksiyon yapilan diyabetli si¢anlarda 1 saatte, 1 giinde ve 2 giinde plazma insiilin diizeyi
sirastyla 60.3, 168.4 ve 150.0 pU/ml idi. Daha uzun ayrisma siiresinin daha biiyilk mikro

kapsiillerden insiilinin kademeli saliverilmesine imkan verdigi goriilmiistiir. Ikinci saliverme
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asamasinin daha biiyiik mikro kapsiillerle ciddi olmasi ilgingti. Bu PLGA’nin hizla diizey
kaybetmesinin hizli insiilin salivermesine yol ac¢tigi ihtimaliyle agiklanabilir. PLGA

mikrokapsiilleri benzeri in vitro ikinci saliverme profilleri gostermistir [8].
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Sekil 5.22 Mikrokapsiil boyutunun etkisi. Insiilin igeren PLGA partikiilleri (Formiilasyon E)
sentiflij yontemiyle daha biiyiik ve daha kiiclik parcaciklara boliinmiistiir. (@) A; daha biiyiik
pargalar, (o) B; daha kiigiik pargalar [8].

Cokeltiyle mikrokapsiillerin ayristirilmasindan 6nce in vivo insiilin saliverme profili sonraki
deneyde gosterildigi gibi daha diizdii. Bu mikro kapsiillerin biiyiikliigiinde birtakim

degisikliklerin hedeflenen saliverme profilini elde etmek i¢in istenir oldugu sonucuna goétiirdii

[8].

5.5.2.5 Optimum formiilasyon
Diger unsurlarla birlikte molekiiler agirlikta, LA/GA oraninda ve terminal %OH’da cesitlilik
gosteren sayisiz PLGA’lar bulunmaktadir. Biyolojik olarak kademe disiiriilebilir PLA ve
PGAnin sonucundaki formiilasyondan ila¢ salivermeyi etkileyebilecek cesitli ozellikleri

bulunmaktadir. Bu c¢alismada LA/GA oran1 (50:50) stabillendiginden yaklasik 6000
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molekiiler agirlikli PLGA Sekil 2°de gosterildigi gibi istenir goriindii (Formiilasyon E).
Formiilasyon L (molekiiler agirlik: 5800) da test edildi (Sekil 5.24). Formiilasyon E ve
Formiilasyon L’nin {irettigi ikinci saliverme zirvesi ikisi arasinda hig¢bir ciddi farklilik
olmaksizin 122.2 pU/ml (7.Giinde) ve 96.8 pU/ml (8.Giinde) idi. Birinci zirve uygulamanin
Formiilasyon E ile 76.0 pU/ml ve Formiilasyon L ile 47.9 pU/ml oldugu giinde goriildii. Bu
verilerden yaklasik 6000 molekiiler agirligin siirdiirtilebilir saliverme preparati icin uygun
oldugu sonucuna varilmistir. Yiiksek insiilin diizeyleri hipoglisemiye yol agabileceginden
daha diisiik zirve/cukur orani istenir. Formiilasyon E 2.8 oranini ortaya ¢ikarmistir. Bu sonug

tizerinden hiikiimde bulunursak, mevcut formiilasyonun optimuma yakin oldugu sonucuna

varilmustir.
o
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Sekil 5.23 PLGA nin kimyasal formiilii [9].
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Sekil 5.24 Insiilin igeren PLGA mikrokapsiillerinin tek bir s.c. dozundan sonra plazma insiilin



100

seviyeleri. (0)PLGA MA: 5800 (Formiilasyon L), () PLGA MA: 6600 (Formiilasyon E) [8].

5.5.2.6 [Insiilinin biyolojik etkinligi
Mikro kapsiillerden ¢ikarilan insiilinin hala biyolojik etkinligini stirdiiriip siirdiirmedigini
belirlemek hala onemliydi. Insiilin glukoz diizeylerini kontrol etmenin yamsira biiyiime
unsuru olarak hareket eder. NIH 3T3 fare fibro patlamalari endojen insiilin reseptorleri
olmustur ve insiilinlere duyarsizdir fakat IGF-reseptorlerini ifade eder ve insiilinlere karsi
duyarsizdir. Hem insiilin hem de IGF belli hiicresel islevleri hem cakisan reseptér hem de
reseptor sonrast sinyalleme yollariyla diizenler. Bu nedenle mikro kapsiillerden ¢ikarilan
insiilinin biyolojik etkinligini normal insiilininkiyle karsilastirarak test etmek i¢in bu hiicreleri

kullandik.

Kontrol hiicrelerinde, thymidin alimi 9106+1301.7 dpm idi (Sekil 5.25). Insiilin dozu timidin
katkisin1 Sekil 6’da gosterildigi gibi bagimli bigimde artirdi. 6 pg/ml’de uygulanan hiicrelerin
radyoaktivitesi 11654.3 + 1715.8 dpm isi (kontrole karsilik P<0.05). Mikro kapsiillerden
insiilin de thymidine alimini artird1. Giigliiliik benzer fakat normal insiiline gore hafif¢ce daha
diisiiktii. Bu kismen c¢ikarilan insiilinin nétrlesmeyle iiretilen NaCl igcermesinden olabilir fakat

alint1 ve normal insiilin nerdeyse esitti [8].

In vivo degerlendirme testi de gerceklestirildi. STZ-tahrikli diyabetli siganlara 1.0 mg/kg eter
insiilin uygulandiginda benzer bir hipoglisemik etki elde edildi [16].
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Sekil 5.25 Normal insiilin ile mikrokapsiillerden ekstrakte edilen insiilinin biyolojik

aktivitelerinin kiyaslanmasi [8].



101

5.5.3 Sonu¢

Bu ¢alisma katki maddeleri olarak gliserin art1 suyun, yeniden iiretilebilir injekte edilebilir
formiilasyon hazirlamamiza imkan vererek PLGA ve insiilin igeren yag asamasinin
bulanikligin1 azaltabilecegini goOstermistir. Baslangigtaki  hizli  insiilin  salivermesini
baskilamak i¢in ¢inko (ZnO) eklenmesi ve daha kiiciik insiilin pargacik biiyiikliigli 6nemliydi.
PLGA i¢in uygun molekiiler agirligi 6000 civarindaydi. Mikro kapsiillerin biiytikliigiinde (10-
30 pum) birtakim farkliliklar nispeten stabil insiilin salivermesine katkida bulundu. Algak
zirve/qukur orani istenir ve optimum formiilasyon igin bu sadece 2.8 idi. Ayrica mikro
kapstillerden c¢ikarilan insiilinin biyolojik etkinliginin normal insiilininkine benzer oldugu
teyit edilmistir. Dolayisiyla, simdiki formiilasyonun neredeyse optimal oldugu sonucuna

varilmistir [8].

Sekil 5.26 %30 PEG igeren insiilin/PLA nanopartikiillerinin SEM da goriiniimii
(MA:6000Da, 10000x) [14].
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