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OZET

Diyabet, pankreastaki beta hicrelerinden insilin yapiminin yetersiz olusu ya da uretilen instlinin
yeterince etki gostermemesi nedeni ile karbonhidrat, yag, protein metabolizmasindaki bozuklukla
karakterize kronik bir hastaliktir. Diyabet tedavisindeki en 6nemli araglardan biri olan insilin
Langerhans adasinin beta hicreleri tarafindan salinir. Diyabette bu hiicreler hasar gérdigu igin
farkli kaynaklardan vyeniden eldesi ile yeni hicrelerin olusturulmasi disincesi kok hicre
c¢alismalarina hiz kazandirmistir. Embriyonik kdk hiicreler sinirsiz olarak gogalabilme yeteneginden
dolay! diyabet, miyokart enfarktlisi ve parkinson gibi hemen hemen bditiun dejeneratif ve hasar
goérmis dokularin yenilenmesinde kullanilabilmektedir. Calismamizda, bes farkli formilasyon
(lipozom, pegile lipozom, nanokohleat, pegile nanokohleat ve nanopartikiil) hazirlandi. insilin ve
fare embriyonik kdk hiicre ile hazirlanan lipozomal ve nanopartikiler formilasyonlarin glukoz ve
streptozosin c¢ozeltisi ile diyabetik hale getirilmis pankreatik beta TC hicreleri ve farelere
uygulanmasinin ardindan hem in vitro hem de in vivo etkinligi incelendi. Formulasyonlarda
kullanilacak maddelerin farkli derisimleri icin MTT testleri yapildi. Hazirlanan lipozom, nanokohleat
ve nanopartikll formulasyonlarinin karakterizasyonu (morfoloji, partikil buyukligl, zeta potansiyel
ve yiikleme etkinligi) ve g farkli sicaklikta (4°C ve 25°C) stabilite calismalari yapildi. EKH ile
hazirlanan formilasyonlarda ylkleme etkinligi insulin ile hazirlanan formulasyonlardan farkli olarak
hiicre sayimi ve western blot yéntemi ile de analiz edilmistir. insilinin pankreatik beta TC hiicre
kulturlerinden gegis 6zellikleri, formilasyonlardan salim kinetikleri kiyaslanarak incelendi. Hicre
kulturh gecis calismalari sonucunda gegirgenlik katsayilari ve elektriksel direncleri hesaplandi.
instilin yUkIi lipozomlarda en yiiksek gegirgenlik katsayisi ve en diisiik direng elde edildi. Diyabetik
hale getirilmis hlcrelere formulasyonlarin uygulanmasinin ardindan glukoz ve insilin
miktarlarindaki degisimler kit ile élgildi. in vivo calismalarda insilin yikli formulasyonlarin i.p.
uygulanmasinin ardindan 24 saat boyunca belirli zaman araliklarinda alinan érneklerden glukoz ve
instilin miktar tayini yapildi. insilin yikli formilasyonlarin ayni érnek alma zamanlarinda hiicre
gecis calismalari ile kan ornekleri arasindaki in vivo-in vitro korelasyon incelendi. insilin yikli
lipozomlarda en yiksek korelasyon katsayisi bulundu (r220,967). Diyabet tedavisindeki yeni
yaklagsimlardan olan kok hucre ile hazirlanan formulasyonlar hem i.p. hem de pankreas igi
uygulandi ve farelerin pankreaslari histopatolojik olarak incelendi. Ozellikle lipozomlar ile
Langerhans adacik sayisi ve kapladigi alan bakimindan en ylksek sonuglar elde edilmis (p<0,01)
ve bu formulasyonlarin diyabet tedavisinde umut vaad ettigi, tedaviye katkida bulunacagi
disundimustar.

Bilim Kodu : 1020

Anahtar Kelimeler : Diyabet, Embriyonik kok huicre, pankreatik beta TC
hdcresi, lipozom, nanopartikul, nanokohleat,insulin
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ABSTRACT

Diabetes is a chronic disease that takes place because of insufficient insulin build in the beta cells
located in pancreas or inability of the insulin to act resulted in an imbalance in the carbohydrate,
lipid and protein metabolism. Insulin is released by the beta cells of the islands of Langerhans that
is one of the most important tools in the treatment of diabetes. Because of these cells are damaged
in diabetes, the stem cell studies are increasing rapidly due to regain of beta cells from different
sources. Embryonic stem cells (ESCs) because their ability to proliferate without limitation, may be
used in the regeneration of damaged tissue. such as diabetes, myocardial infarction and
Parkinson. In our study, we used five (liposome, Peg-liposome, nanocochleate, Peg-nanocochleate
and nanoparticle) different formulations. After administration of liposomal and nanoparticulate
formulations prepared with insulin and mouse embryonic stem cells to diabetic pancreatic beta TC
cells and mice by glucose and streptozocin solution, activity was investigated both in vitro and in
vivo. For different concentrations of the substance to be used in the formulations, MTT assays
were performed. Characterisation (morphology, particle size, zeta potential and encapsulation
efficieny) of liposomes, nanocochleates and nanoparticulate formulations were performed and
stability was investigated under three different conditions (4°C and 25°C). Encapsulation efficiency
of ECHs formulations were calculated by cell counting and were also analyzed by western blotting
unlike insulin formulations. Permeation properties of insulin through pancreatic beta TC cell line,
release kinetics of formulations were investigated and compared. The permeability coefficient and
electrical resistance of formulations were calculated after cell culture permeation studies. The
highest permeability coefficient and lowest resistance is obtained from insulin-loaded liposomes.
After applying formulations to diabetic pancreatic beta TC cell, changes in glucose and insulin
concentrations were measured with the kit. In in vivo studies, after the intraperitonal administration
of insulin-loaded liposome formulation, samples were assayed for glucose and insulin amounts at
determined time periods during 24 hours. At the same sampling time, calculated insulin amount
from cell transport studies and blood samples were examined for the in vivo-in vitro correlation.
Insulin-loaded liposomes were found in the highest correlation coefficient (r220,967). Formulations
that were prepared with new approaches in the treatment of diabetes stem cells administered both
intraperitonally and intrapancreas and pancreases of mice were examined histopathologically. The
highest results (p<0,01) were obtained with liposomes in terms of the number of islets of
Langerhans and the covered area and these formulations shown promise in the treatment of
diabetes, which is thought to contribute to therapy.

Science Code : 1020

Key Words . Diabetes mellitus, Embryonic stem cells, pancreatic beta TC
cell line, liposome, nanoparticle, nanocochleate, insulin
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1. GIRIS

Diabetes mellitus, insulinin yetersiz miktarda Uretilmesi veya uretilen insulinin
periferik dokularda etkisini gésterememesi sonucu ortaya ¢ikan karbonhidrat, yag
ve protein metabolizmasindaki bozuklukla karakterize [1], kronik bir metabolizma
hastahgidir. Diyabet insulin bagimh Tip | ve insulin bagimsiz Tip Il diyabeti olmak
uzere iki tiptedir. Tip Il diyabette Langerhans adaciklarinin beta hucresi hasar

gordugu igin insulin yetmezIigi ya da yoklugu gozlenir.

insiilin, pankreastaki beta hiicrelerinde salgilanan bir hormon olup Langerhans
adacik hucrelerinin % 70-80’ini olusturur. Beta hucrelerinin temel fonksiyonu,
vucuttaki tim dokularin fonksiyonlari igin besinlere, hormonlara, sinirsel
stimllasyonlara yanit olarak plazmadaki glukozun fizyolojik oraninin devamliligini
saglamak amaciyla yeterli biyoaktif insulinin salimidir. Bu beta hlcrelerinin yikimi
sonucunda ise insilin yetmezligi gdzlenir. insilin, diyabet tedavisindeki en énemli
araclardan biridir. insilinin temini ve tedavisinin kolay uygulanir olmasi sonucu,
diyabet tedavisinde aldidi yer ve énem giderek artmistir. Ancak insulinin mevcut
uygulama yolu parenteral yoldur. Oral yoldan uygulanamamasi ve sadece
parenteral olarak uygulanmasi tedavide yeni arayiglara yonelinmesine neden
olmustur. Bunun yaninda, beta hucrelerinin farkli kaynaklardan yeniden elde
edilmesi ile ya da olgun hucrelerin replikasyonu ile yeni hucrelerin olusturulmasi
dusuncesi sonucu diyabette insulin tedavisine alternatif olarak kok hicre

calismalari 6Gnem kazanmistir.

Embriyonik kok huacreler (EKH), kendini yenileyen, onaran hicrelerdir ve 6zel
immunolojik ve mekanik yontemler kullanilarak i¢ hucre kutlesinden elde edilirler
[37]. i¢ hiicre kitlesi denen tabaka embriyonun gelisiminde son derece dénemli bir
role sahiptir; bir yetigkinin vicudunda bulunan tim tabakalarin kaynagi olan G¢
temel embriyonik tabakanin (ektoderm, endoderm ve mezoderm) Oncusudur.
Hucre kaybina bagl gelisen hastaliklarda kullanilan ve sinirsiz olarak ¢ogalabilen
bu embriyonik kok hlcreler, dejeneratif ve hasar gérmus dokularin yenilenmesinde
kullanilirlar. Diyabet tedavisinde 6ne ¢ikan kok hicreler, hicre replasman tedavisi

olarak onemli bir kaynak olustururlar.



Mikro ve nanopartikuler ila¢ sekilleri konvansiyonel ila¢ sekilleriyle saglanan tedavi
etkinliginin artirilmasi, tedavide kullanilan terapétik dozun ve yan etkilerinin
azaltilmasi amaciyla Uzerinde yogun olarak ¢alisilan bir gruptur. Hastanin yagam
kalitesini artirmak, daha dusuk dozda, dozlama araligini uzatarak yan ve zararli
etkilerden arinmak amacini karsilayacak olan nano ve mikropartiktler sistemler ile
kontrollli salim sistemlerinin kullanimi artmigtir. Calismamizda Ug¢ farkli ilag tasiyici
sistem hazirlanmistir. Hazirlanan ilag tasiyici sistemlerin ilki olan lipozomlar, 0,02-
3,5 um capinda lipit cift tabaka ve sulu fazdan olusan kiresel vezikillerdir.
Lipozomlar, vicudun yapi tasi olan fosfolipitlerden olustuklari igin biyolojik olarak
yikilirlar ve biyomembranlara benzerlik gdstermeleri sayesinde biyogecimli ve
biyoparcalanabilir 6zelliktedirler. Diger tasiyici sistem, nanokohleatlar, lipit bazl,
stabil, silindirik, kati lipit bilayer tabaka tasiyan sistemlerdir. Nanokohleat
formuUlasyonlarin makromolekullere ve kiguk molekul yapidaki, ¢ok cgesitli ilaglara
uygulanabilir oldugu ve dusuk olan biyoyararlanimi iyilestirdigi icin protein, peptit,
nikleik asit ve diger duyarli biyofarmasoétik molekillerin stabilizasyonu igin énemli
ilag tasiyici sistemlerdir. Hazirlanan bir diger formilasyon olan nanopartikiller,
¢6zunmus, hapsedilmis veya adsorbe olan etkin maddeyi kontrolli olarak salan,
nanometre boyutlarinda kati kolloidal partikullerdir. Nanopartikiller biyolojik olarak
parcalanmanin yaninda biyouyumlu, toksik olmayan, yapiminda dogal ve sentetik
polimerlerin  kullanildigl, yuksek ilag yukleme kapasitesine sahip tasiyici

sistemlerdir.

Tez galismamizda hicre kultart galismalari 6nemli bir yer tutmaktadir. Pankreatik
beta TC hucreleri (insulin salan hicreler) tezimizin in vitro ¢alismalarinda buyuk bir

yer kaplamaktadir.

Hucre kualtard, hdcrelerin kontrolli kosullar altinda canhlik ozellikleri korunarak
yasatiimasina dayanan bir laboratuvar iglemi olup in vivo-in vitro arasi ozellik
gosterirler. Hucre kaltura ¢alismalarinin in vivo korelasyonunun yiuksek olmasi da
onemli bir avantajdir. Gunumuzde ilag absorbsiyonunun in vitro olarak
degerlendiriimesinde de yaygin olarak kullanilan sistemlerdir. Hucre kaltart
calismalarinda pankreatik beta hicreler kullaniimistir. Bu hicreler, insilin salimini

saglayan hucrelerdir.



Yukarida verilen bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda insulin ve embriyonik kok hicre ile
lipozom, nanokohleat ve nanopartikil formalasyonlari hazirlanmistir. Hazirlanan
bu formilasyonlar glukoz ve streptozosin ile diyabetik hale getiriimis pankreatik
beta TC hacreleri ile inkibe edilmig, formulasyon etkinlikleri oOlgllen glukoz
miktarina ve insulin salimina gore in vitro olarak degerlendirilmistir. Bulunan

sonuglar in vivo deneyler ile de desteklenmistir.

Hicre kualtird calismalarina baglamadan o6nce formilasyonlarda kullanilacak
insulinin, formulasyonlarda kullanilan lipit ve polimerlerin hiicre canlihgi tzerine
etkilerini incelemek amaciyla sitotoksisite ¢calismasi yapiimigtir. Formulasyonlarda

kullanilacak madde miktarlarina bu sekilde karar verilmistir.

Bu calismada amacimiz, pankreastaki beta hucrelerinden salinan instlinin
yetersizligi ya da Uretilen insulinin yeterince etki gdsterememesi nedeniyle gorulen
diyabet hastaliginda kullanmak Uzere, guglu bir tedavi araci olarak kabul edilen
embriyonik kOk hucrelerin  yeni geligtirilen lipozomal, nanokohleat ve
nanopartikiler yapidaki ilag tasiyici sistemlerinin insdlin  yukli lipozomal,
nanokohleat ve nanopartikller ilag tasiyici sistemler ile karsilastiriimali olarak

etkisini incelemektir.

Hazirlanan lipozom, nanopartikil ve nanokohleat formulasyonlarinin:

e Pankreatik beta TC hicrelerinden gecisleri, ¢ozelti formulasyonlariyla

kiyaslamali olarak incelenmesi,

e Diyaliz membranindan gecisi, ¢ozelti formulasyonlariyla kiyaslamali olarak
incelenmistir.  Formulasyonlardan insulinin  salim  kinetik  ozelliklerinin

arastiriimasi,

e Embriyonik kok hucre ile hazirlanan lipozom, nanopartikil ve nanokohleat

formulasyonlarinin yikleme etkinliklerinin ve stabilitelerinin incelenmesi,

e Embriyonik kdk hiicre ve insulin ile hazirlanan bu formilasyonlarin diyabetik
hale getirilmis pankreatik beta TC hicreleri ve diyabet olusturulan fareler



uzerindeki iyilestirici etkilerinin in vitro, in vivo ve histopatolojik olarak

incelenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diyabet

Diyabet, Langerhans adasinin pankreatik beta hucrelerinden salinan insulin
sekresyonunda ya da insulin aktivitesinde azalma sonucu goézlenen, vicudun
karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince faydalanamadigi ve idrardan glukoz
atihmi ile karakterize olan, surekli bakim gerektiren bir hastaliktir. DUnya genelinde
en hizla artan hastaliklardan biri olup hala tam bir tedavi sekli bulunamamistir
[1,2,17].

Glukoz insan kaninda bulunan en énemli monosakkarittir. Glukoz insan ve hayvan
dokularinin enerjisini saglar. Diyabette, artan glukoza karsi duzenli glisemik kontrol
sarttir. Diyabet tedavisinde en ¢ok tercih edilen, insulin replasman tedavisidir ve
iyi bir glisemik kontrol saglar. Cocuklarda daha sik gorulen tip (Tip 1 diyabet),
juvenil tip diyabet olarak da tanimlanmaktadir ve mutlak insulin eksikligi vardir.
Hucrelerde glukozun aktif aliminda hlicre zarindaki alici reseptor yetersizligi olan
tip ise (Tip Il diyabet), eriskinlerde daha ¢ok goriltr. Tip Il diyabette etkiler yasa
bagli olup diyabetik genetik ve asiri kilo ile iligkilidir [3-8].

Tip | diyabette insulin eksikligi gozlenirken, Tip Il diyabet insulin direnci ile
karakterize olup her ikisinde de enerji metabolizmasinda bozulma gozlenir. Bu
degisikliklerin hepsi ikincil hastaliklara neden olur ki bunlar; kardiyovaskuler
rahatsizliklar, diyabetik retinopati, nefropati ve noéropatidir [9]. Ayrica diyabetli
hastalarda tukuruk salgisinin azalmasi ve koyulagmasi nedeniyle takuragun disleri
yikayici etkisi kaybolmaktadir ve diyabetin periodontitis gibi bakteriyel
enfeksiyonlar i¢in ylksek risk grubu oldugu belirtilmistir [2].

Tdm diyabet vakalarinin % 80’ini olusturan Tip Il diyabetin toplumumuzda % 2-5
civarinda gorilmekte oldugu tahmin edilmektedir. Ozellikle yasam tarzi blyik
Olcude degisiklige ugramis Ulkemiz gibi endustriiesmekte ve gelismekte olan
ulkelerde Tip Il diyabetin gorulme sikhgi artmaktadir [10].
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Diyabet gelismekte olan ulkelerde yaklasik olarak % 5, gelismis ulkelerde ise % 10
oraninda gorulmektedir. Sikligi yasla birlikte artar. Ayrica her gegcen gun diyabete
bagli hastalik ve 6lim orani da artmaktadir. ABD’de 6lim nedenleri arasinda
diyabet Uguncu siradadir. Yasam suresi, 40-49 yaslari arasinda diyabet ortaya
clkanlarda 7-10 yil, 60-69 yaslan arasinda ortaya c¢ikanlarda ise 3-5 yil
kisalmaktadir. Turkiye Diyabet Epidemiyolojisi (TUDEP) calismasinda diyabet
sikligi 20-80 yas grubunda % 7,2 olarak belirlenmistir. Ayrica Diinya Saglk Orgiti
(WHO) tarafindan gunimuizde dinyada 240 milyon insanin diyabetli oldugu
belirtiimigtir [11]. Diyabet, ayrica ¢ok sayida ve secilmis bazi merkezlerde yapilan
¢alisma sonuglarina gore toplumsal tedavi, tani ve hizmet giderleri nedeniyle ¢ok

saylida dolayli maliyet getiren bir hastaliktir [12].

Diyabetin gértlme sikhgini etkileyen baslica faktérler, yasanan cografya, yas ve
cinsiyet, genetik faktorler, obezite, gebelik ve ¢evre kosullari (dengesiz beslenme,

enfeksiyon, bilingsiz ila¢ kullanimi vb.) seklinde siralanabilir [10].
2.1.1. Diyabetin klinik siniflandiriimasi ve tani kriterleri

Diyabeti, “insiiline bagimli diyabet” ve “insiiline bagimli olmayan diyabet” olarak
siniflandirmak mumkuin olsa da tedaviye dayal bir siniflamayl yansittigr ve
karigikliga yol actigi igin pek kullanilmamaktadir. Yerine Tip | ve Tip |l diyabet
tanimlar kullaniimaktadir. Bunlarin diginda ¢ok gesitli sebeplerle gdzlenen diyabet
turleri vardir (Cizelge 2.1) [10].

e Tip I; ketoasidoza egilimli, idiyopatik ya da otoimmun kaynakli beta hicre

hasari sonucu gelisen diyabet vakalarini kapsar.

e Tip Il; daha yaygin olan, insulin sekresyon defekti ile insulin rezistansinin bir

arada etkili oldugu diyabet formlarinin dahil oldugu diyabet grubudur [12].

Tip | diyabet, diger bir ifadeyle, insilin bagimh diyabet, pankreatik adaciktan
insulin salan beta hucrelerinin yikimi neticesinde meydana gelmektedir. Beta
hdcrelerinin yikiminin ardindan insilin Uretilememesi sonucu, glukoz hucrelere
giremez ve kanda birikimi gozlenir. Diger diyabet turt olan Tip Il diyabette ise kas,

yag ve karacigerde insulin direnci gézlenir ve Tip I'’e nazaran on kat daha fazla



gorulme sikhgr vardir. Vocuttaki insulin etkin olarak kullanilamadiginda Tip |l
diyabet gozlenir. Her iki diyabette de sonugta Langerhans adasinin beta hucreleri

hasar gordugu igin insulin yetmezligi ya da yoklugu s6z konusudur [6,13,14].

Ayrica yatkinligi olan kisilerde, gebelikte uretilen bazi hormonlara ve metabolik
yukteki artisa bagl olarak gebelik sirasinda ortaya c¢ikan gestasyonel (gebelik)
diyabeti de gozlenebilir. Bu tip diyabette, kan sekeri hamilelik sonrasinda genellikle
normale déner. Ancak bu kisilerin yaklasik % 40’inda, sonraki 15 yil igerisinde Tip
Il diyabet gelisebilmektedir [10,14].

Cizelge 2.1. Diyabetin siniflandiriimasi

Tirler Ozellikleri ve/veya nedenleri

Tip | - Insiiline bagimli (IDDM)
- Otoimmun bozuklukla karakterize
- Idiyopatik

Tip Il - Inslline bagimli olmayan (NIDDM)
- Non-obez
- Obez

Sekonder diyabet - Endokrin hastaliklar.

- Agromegali veya atrojenik nedenlere bagli seyreden diyabet
- Cushing sendromu ile ortaya gikan diyabet

- Feokromositoma

- Hipertroidi

- Otoimmun poliglanduler sendrom

- Buyime hormonu yetersizligi

- Multipl endokrin neolazi sendromlari (MEN)

- llaglar, kimyasal ajanlar ve toksinlerden kaynaklanan
diyabet

- Dilretikler

- Tiazid grubu antihipertansifler

- Beta adrenerjik reseptor blokerleri

- Psikoaktif ajanlar

- Antikonvulzifler

- Antineoplastik ajanlar

- Antiprotozoer ilaglar

-Pankreatik hastaliklar:

- Pankreatektomi

-Pankreas timoru

- Pankreatit induklU diyabet

- Malnutrisyona bagl diyabet (J tipi
diyabet)

- Hemokromatozis

- Genetik Sendromlar:

-B-hucre fonksiyonunun genetik bozuklugunun neden oldugu
diyabet

- Instlin direnci sendromlari

- Kistik fibroz

- Glikojen depo hastaligi

- Inslllin reseptér anomalilerine bagh olarak ortaya ¢ikan diyabet
Gestasyonel diyabet Gebelik diyabeti

Malnutrisyona bagl diyabet | Beslenme bozukluklarina bagl seyreder

Pre-diyabet Gizli seker
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Diyabette gorulen bazi semptomlar, polifaji (cok yemek yemek), polidipsi (¢ok su
icmek), poliuri (¢cok idrara gikmak), kilo kaybi (¢cok yemege karsin), kuvvet
azalmasi, agiz kurulugu, bulanik gdérme, deri enfeksiyonu ve kasinti, yara
iyilesmesinde gecikme, bas adrisi, halsizlik, erkeklerde iktidarsizlik (impotans)

seklinde siralanabilir [15].

Diyabet tanisi, klasik semptomlar ve komplikasyonlar var ise kolaylikla konabilir.
Bununla birlikte erken tani ve bazi laboratuar yontemlerinin dogru sekilde
kullaniimasi, sonuglarin tani kriterlerine uygun olarak degerlendiriimesi onemlidir.
Son olarak 1998 yilinda Amerikan Diyabet Birligi (ADA) ve Avrupa Diyabet
Politikasi Belirleme Grubu (EDPG) tarafindan tani gostergeleri gézden gecirilerek

gelistirmigtir [12].
2.1.2. Tip | ve Tip Il diyabette tedavi yollar
Tip | diyabet tedavisinde;

1- instilin injeksiyonlari (injektor, kalem veya pompa ile uygulanabilir)

2- Tibbi beslenme tedavisi

3- Fiziksel aktivite

4- Egitim (diyabetlinin kendi kendini izlemi ve tedavisi)

5- Evde kan glukoz (self monitoring of blood glucose: SMBG) izlemi

onerilmektedir.
Tip Il diyabet tedavisinde;

1- Diyet ve kilo kontrolu

2- Fiziksel aktivite

3- Oral antidiyabetik (OAD) ilaglar (insulin duyarlilagtirici ilaglar, insulin
sekretogoglari, alfa glukozidaz inhibitorleri) ve gerektiginde insulin

4- Hasta tarafindan kan glukoz izlemi (SMBG)

5- EQitim (diyabetlinin kendi kendini izlemi ve tedavisi)

6- Esglik eden hastaliklarin (hipertansiyon; HT, dislipidemi vb.) tedavisi ve

antiagreganlar



Diyabette gorulen beta hucreleri hasarinin tedavisinde izlenen yollardan biri de
beta hucrelerinin yeni bir kaynaktan elde edilmesi ya da olgun hucrelerin
replikasyonu ile yeni hucrelerin olusturulmasi seklindedir. Bu da diyabetik kok

hiucre ¢alismalarina hiz kazandirmistir.

Gunumuzde diyabet tedavisi i¢in geleneksel insulin tedavisi yetersiz kalmaktadir.
Bir diger tedavi sekli ise endojen kaynakli insulin eksikligini kalici olarak gidermek
amaciyla beta hiicresi replasman tedavisidir. izole edilen pankreatik ada
hucrelerinin  transplantasyonu diyabet hastaliginin tedavisi i¢in onemli bir

alternatiftir.

insan embriyonik kok hiicrelerini izole edilebilme yéntemlerinin kesfi ile birlikte Tip
| ve Tip Il diyabet tedavisinde yeni Umitler ortaya ¢ikmistir. Diyabet tedavisinde
yapay pankreas uretimi, pankreas transplantasyonu, hucre kokenli tedaviler, gen
tedavileri gibi birgok yol Uzerinde galismalar s6z konusudur ve tum bu tedavilerin

temelinde beta hucresinin yerine konmasi yatmaktadir (Sekil 2.1).

Yeliskin ada
hilcreleri

Kiltire edimis pank-
reatik & hicralen

Falal ada

Kiltre edilmis
pankreatik kanal
hucreleri

Sekil 2.1. Cesitli kaynaklardan elde edilen ada ve beta hicreleri transplante
edilmektedir

Yukarida bahsedilen tedavi yollarindan biri olan embriyonik kdk hucrelerin kultar

ortaminda insulin Ureten hucrelere farklilagabildikleri gosterilmistir [16]. Embriyonik
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kOk hucre kalturlerindeki gesitlilikler, beta hucreleri 6zelliginde hucreler Gretiimesini

saglamaktadir [6,17].
2.2. insiilin

insiilin, polipeptit yapili ve vicuttaki karbonhidrat ve yad metabolizmasinin

dizenlenmesinde glukagon ile birlikte rol alan bir major, anabolik hormondur [14].

Instlin, ilk defa 1921 yilinda Sir Frederick Grant Banting ve Charles Herbert Best
tarafindan kopeklerin pankreatik dokusundan ekstre edilen [15] ve 1955 yilinda

molekuller arasi rekombinant teknolojisi ile sentezlenen ilk proteindir [14,15,18,19].

Yapisi itibariyle insulin molekalu iki polipeptit zincirinden olugsmaktadir. A zinciri 21
aminoasitten, B zinciri 30 aminoasitten olugsmaktadir. Zincirler arasi iki disulfit
bagiyla baglidir. A zincirinde Uglncu bir disulfit bagr daha vardir (Sekil 2.2.) [15].
insiilin yaklasik 6 kilodalton (kDa) molekiil agirigina sahip, 51 amino asitten
olusan diyabet tedavisinde parenteral kullanimi olan proteindir [20]. Hem asidik

hem de fizyolojik pH’larda ¢ézunur.

A-ZINCIRI

B-ZINCIRI

Sekil 2.2. insiilinin iki polipeptit zincirinden olusan kimyasal yapisi

instilin, midenin arka tarafina yerlesmis pankreasin beta hiicrelerinden salinan bir
hormondur. Kanda serbest olarak dolasan sekerin hicre igine girmesini
saglayarak hem kandaki seker dlzeyini normal seviyede tutar hem de yasam igin
enerji saglanmis olur. Hucrelere glukozun girisi igin insulin gereklidir ve
diyabetlilerde pankreas yeterli insulini Uretememesi ya da Uretilen insulinin vicutta

etkili bir sekilde kullanilamamasi gézlenir. Bu da kan sekerinin ylkselmesine


http://tr.wikipedia.org/wiki/Polipeptit
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Karbonhidrat_metabolizmas%C4%B1&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Glukagon
http://tr.wikipedia.org/wiki/Hormon
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neden olur. Bu durumda vicut igin hayati bneme sahip olan insuilinin disaridan

saglanmasi gerekmektedir [18].

insilinin saliniminda en ®nemli faktér, ATP bagimh K* kanallaridir. insdilin
salinmasi i¢cin ATP’nin varligi énemlidir. GLUT-Il (glukoz transporter Il aracihigiyla
kolaylasgtinimig difuzyon) araciligiyla beta-hucreleri icine giren glukoz, glukokinaz
enzimi ile yikilir ve hiicre iginde ATP dlzeyi yikselir. Bu durum ATP bagimh K*
kanallarini kapatarak depolarizasyona neden olur. Depolarizasyon membrandaki
voltaj bagimli kalsiyum kanallarini agarak, disaridan igeriye giren Ca*" araciligiyla
insdlin salgilanmasini arttirir. Insilinin salgilanmasi esas olarak besinlere ve
besinlerde bulunan glukoz miktarina bagl olup kandaki glukoz oraninin artmasi

sonucu insulin salinmasi artar (Sekil 2.3.) [21,22].

Glukoz

Metabaolizma R
Insilin

K. kanallan

Depolarizasyon

Sekil 2.3. insiilin salinma mekanizmasi

Artan glukozun beta hicrelerine girisi sonucu, proinsulin, onu takiben insulin
olusumu baslar. Proteolitik enzimler yardimiyla proinsulinden insilin meydana gelir
[23].

insilin, yillar boyunca diyabet tedavisindeki en dénemli araglardan biri olmustur
[24]. Fakat insiilin tek basina kan sekeri diizeyini kontrol edemez. insiilin tedavisi
ile birlikte gerekli egzersiz ve diyet programi diyabeti kontrol altina almada etkili
olmaktadir. Kullanilan insulinin tipi, etki stresi, maksimum etki zamani ve hastaya

verilen egitim de onemlidir [18,25].
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2.2.1. insiilinin fizikokimyasal 6zellikleri

instilin gibi ¢ok fazla fonksiyonel gruba sahip peptit, protein yapisindaki ilaglar
saklama kosullarina badli olarak kimyasal ve fiziksel degisime ugrarlar. Bu durum
guvenirligini ve ilacin etkinligini kaybetmesine neden olabilir. Enzimatik olarak ya
da enzimatik yol disinda kimyasal reaksiyonlar ile parcalanirlar. Ortam sicakhgdi,
pH, iyon gucu, primer, sekonder ve tersiyer yapi ve 6zel molekul igi etkilesimler
gibi nedenler ile bu degisime ugrayabilirler. Konformasyonel degdisimler ve
agregasyon gibi fiziksel degisimler de insilin gibi protein yapisinin stabilite ve
biyoaktivitesini etkiler [18,25].

2.2.2. insiilin miktar tayini
instilin miktar tayini bircok yol kullanilarak yapilabilir. Bunlar;

Spektrofotometrik absorbans élgtimu (Lowry, Bilire, Bradford metodu vb.)
Radyokimyasal metod (y sayici vb.)

Biyolojik aktivite dlgumleri (Kan glukozunun azalmasi vb.)

Kromatografik metotlar (HPLC vb.)

Elekroforez (SDS-PAGE, Western Blot vb.) yontemleridir [18,26].

a bk~ w0 N PE

2.2.3. insiilin tipleri

instlinin kesfedilmesinden sonraki ilk dénemlerde domuz ve sigir pankreasindan
elde edilmig, 1979 yilindan itibaren de biyosentetik insan insulinleri Uretilmigtir.
Gunumuzde diyabet tedavisinde otoantikor olusma ve allerjik etkilerinin daha az

olusu nedeniyle saflastiriimis insan insulinleri tercih edilmektedir [19].

En sik kullanilan insllinler, insan insilini ve analog insdlinlerdir. insdlinler
rekombinant DNA teknoloji ile Uretilmektedir. Etki surelerine gore, uzun etkili, orta
etkili ve kisa etkili olarak siniflandirilabilir. insiilin preparatlarinin standart olarak
her 1 mL’sinde 100 IU insllin bulunmaktadir (Cizelge 2.2.) [15,19,27].
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Cizelge 2.2. insiilin tipleri ve etki siireleri

insdlin Tipi Etkinin Baslama zamani Zirve Zamani Etki suresi
Cok kisa etkili insulinler 5-15 dak. 0,5-1,5 saat 3 saat
Kisa etkili insulinler 0,5-1 saat 2-4 saat 4-6 saat.
Orta etkili instlinler 1-4 saat 4-12 saat 12-16 saat
Uzun etkili insulinler 2-4 saat 6-12 saat 12-28 saat

2.2.4. insiilin tedavisi ve tedavinin amaglari

insiilin tedavisinin amaclari;

« Kan sekerini normale getirmek

« Komplikasyonlari dnlemek

« Onlenemeyecek diizeyde komplikasyonlarin ilerlemesini durdurmak,
e Cocuklar icin bliylime ve gelismenin yolunda gitmesini saglamak,

« Hamilelik ve gebelikle ilgili komplikasyonlari dnlemektir.

Protein ve polipeptit yapil ilaglar oral kullanim sonucu gastrointestinal sistemde
enzimatik parcalanmaya ugrayarak etkilerini kaybetmektedir. Ginimuzde tedavide
insulinin oral kullanimi yoktur ancak oral yolla antidiyabetik, hipoglisemik ajanlar
diyabet tedavisinde kullaniimaktadir. Diyabetlilerde kandaki glukozu azaltmak igin
insulin sekresyonu saglayan insulinotropik ajanlar etkili glisemik kontrol saglarlar
[7,25,28].

Oral yolla uygulandiginda, gastrointestinal sistemdeki proteolitik enzimlerle
parcalandigindan insdlinin biyoyararlanimi dusukttir. Oral yolla kullanim igin
polimerik  mikro/nanopartiktller, lipozomlar vb formulasyonlar Uzerinde
calisiimasina [14,20,34] ragmen, cogunlukla subkutan enjeksiyonla uygulanir.
Uygulamadan sonra, bazi ciddi yan etkilerle karsilasilabilir ve hastalarin ¢ogu
uyun¢ agisindan gunde bir enjeksiyonu tercih etmektedirler. Bu sorunlari ortadan
kaldirmak icin, bukkal, rektal ve vajinal [25], transdermal, intranazal, intragastrik ve
pulmoner uygulama yollari da incelenmistir [14,20,29]. Literaturlerde yapilan
arastirmalar bu uygulamalarin umut vaad edici sonuglar verdigini bildirmektedir
[15,26,30].
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Yuksek molekul agirhigina sahip peptit ve proteinler, oral alim sonrasi zayif
absorpsiyon ve kisa yari dmurle karakterizedir. Bu nedenle terapotik etkinin
saglanabilmesi igin yUksek doz alim s6z konusudur. Bu makromulekuller mide
asidinin pH’si gibi faktérlere duyarlidir ve ylksek doz alimi ile toksik etkiler
gozlenir. Polimer bazli hazirlanan ilag tasiyici sistemler etkinligi ve guvenirligi
saglayarak terapotik indeksi artirirlar. Ayrica yan etkiler azaltilirken, istenilen

bdlgeye hedefleme yapilabilir [14,31,32].
2.2.5. Oral antidiyabetikler

Tip 1l diyabette tibbi beslenme tedavisi ve yasam tarzi degisikligi ile plazma
glukozu istenilen seviyede tutulamadigr durumlarda tedaviye oral antidiyabetikler
eklenir. Oral antidiyabetik (OAD) ajanlar genel olarak insllin sekresyonunu
arttirma, insuline duyarlih@r arttirma veya karbonhidrat absorpsiyonunu azaltma
yoluyla etki gosterirler. ideal bir antidiyabetik ajan plazma glukozu degerlerini
normal araliga cekerken, yan etkileri en az olmali ve mikro-makrovaskuler
komplikasyon gelisimini de engellemelidir. Kan gsekerini kontrol etmeye yarayan
cok sayida ve farkl gruplarda ajanlar mevcuttur. Bu ilaglarin tek basina ya da
kombinasyonlar halinde kullaniimasiyla, hastalarda hedeflenen glisemi degerlerine

ulasiimasi mumkun olabilir. Bu grup ilaglar soyledir;

. SulfonilUre tarevleri ve benzerleri
. Miglitinidler

. Biguanid turevleri,

. a- glukozidaz inhibitorleri,

. Instiline duyarlastiricilar,

. Aldoz reduktaz inhibitorleri

. Digerleri [33].

N O OB~ WN =

2.3. Embriyonik Kok Hucre

Embriyonik kok hucreler (EKH), kendini yenileyen ve onaran hicreler olup erken
gelisim doneminde embriyolardan elde edilirler [35-37] (Sekil 2.4.). Ozel
immunolojik ve mekanik yontemler kullanilarak 5-6 gunluk [35] blastositin i¢ hlcre
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kutlesinden ayristirilarak elde edilirler [38] ve hicre kaybina bagh gelisen
hastaliklarda kullanilan hiicrelerdir. Uzerinde yapilan calismalar sonucu bu

hucrelerin yakin gelecekte birgok hastaligin tedavisinde etkin rol oynayacaklarini

gOstermektedir.

Sekil 2.4. Embriyonik kok hucre (ATCC)
(http://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CRL-11632.aspx)

Hucresel tedavinin amaci, hasar goren bir hlcre/doku veya organin biyolojik
islevini yerine koymak, tamir etmek veya genigletmektir. Bir hedef organa, o
organin iglevlerini eski haline getirmeye yetecek sayida ve kalitede izole edilmig
hicrelerin nakledilmesi ile hicresel tedavi saglanabilir. Yenileyici (rejeneratif) veya
tamir edici (reperatif) tip olarak da adlandirilan bu alanda kok hucreler oldukca

onemli kullanim potansiyeline sahiptirler [39].

EKH’ler pluripotent hucrelerdir [40]. Bu ture 6zgu kok hucreler; noral, pankreatik,
epidermal, karaciger, kardiyak ve gastrointestinal hucrelerdir. Embriyonik kok
hucrelerin onemli 6zelliginden biri de kanser hucrelerine benzer bolunebilme
0zelligine sahip olmalaridir. Ancak bu hicrelerden farkli olarak normal bir karyotip

yapisina sahiptirler [36].

Sinirsiz olarak gogalabilen EKH’ler 6zellikle kendini yenileme ve onarim kapasitesi
olmayan hucrelerin kaybina bagh olarak gelisen hastaliklar; 6rnegin diyabet,
miyokard enfarktisu, Parkinson, merkezi sinir sistemi hastaliklari, karaciger
hastaliklari ve transplantasyonu, kalp hastaliklari gibi dejeneratif ve hasar géormus
dokularin yenilenmesinde kullanilirlar [35,39,41,42]. EKH’lerin farkli hucrelere

farklilagabilme 6zelliklerinden yararlanilarak doku hasarinda daha hizli iyilesmenin


http://www.lgcstandards-atcc.org/Products/All/CRL-11632.aspx
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saglanmasi veya sinir hiucresi gibi hasarlandiktan sonra yerine konmasi mumkun
olmayan hucrelere farklilagtirilarak yara tamirlerinde kullaniimasi son yillardaki en

onemli arastirma konularindandir [39].

Kok hucreleri diger hucrelerden ayiran iki onemli karakteristik  06zellik
bulunmaktadir. Bunlardan biri, 6zellesmemis olmalari ve devamh kendini
yenileyebilmesidir. Digeri ise, nakledildigi dokunun ya da organin huicrelerine
degisim gosterebilmesidir. Buna ornek olarak pankreasa nakil edilen kok hucreler,
insulin salgilayan hicrelere degisim gostermektedir [35]. EKH’ler pankreatik
rahatsizliklarda da diyabet tedavisinde hicre replasman tedavisi olarak énemli bir
kaynaktir [43]. Diyabetik farelerde yapilan ¢alismada, U¢ haftada embriyonik kok
hicre kullanilarak hiperglisemik durum tersine c¢evrilmistir. Ayrica fare embriyonik
kok huacreler degisim gostererek insulin sekresyonunu saglamiglardir [44]. Bu

hdcreler, diyabet tedavisinde umut vaad edici olarak gorulmektedir [45].

EKH’lerinin kaltdr ortamlarinda insudlin Greten hicrelere donustukleri gdsterilmistir.
Fare embriyonik kOk hucreleri ile yapilan in vitro ¢aligmalarda insulin Ureten
hucrelerin embriyoid cisimden donusebildikleri gosterilmistir. EKH kulturlerindeki
cesitlilikler, beta hiicreleri 6zelliginde hicreler Uretilmesini saglamaktadir. insdlin
ureten hdcrelerden kdken alan EKH’lerin transplantasyonu ile kemirgenlerde bu
hdcrelerin insulin Uretip, insulin salgilayan hucrelere donustugu gozlenmistir.
Pankreatik kOk hucre caligmalari insuline bagiml bir hastalik olan tip | diyabetin

tedavisi icin baylk umutlar vaad etmektedir [6,13].
2.3.1. Embriyonik kok hucrelerin eldesi

Embriyonik gelisim surecinin erken donemlerinde, dollenen yumurtanin surekli
bolunerek 16 blastomerli hale geldigi evrede blastosit adini alir ve blastosit
hicreleri ortada adeta bir havuz olusturarak gelisimine devam eder. Ortadaki
havuzda bulunan hicre yiginina ise i¢ hucre Kkitlesi denir ve fotal yapiyi
olustururlar. Buradan elde edilen hucreler, 6zel yontemlerle ayristirilarak 6zel besi
yeri ve buyume faktori iceren ortamlarda inkibe edilerek EKH’ler elde edilir
[37,41,46,47] (Sekil 2.5.).
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Sekil 2.5. Boélunme ve farklilagsma evrelerine gére embriyonik kok hlcreler

ilk defa 1981 yilinda Evans ve Kaufman tarafindan tarif edilen embriyonik kdk
hlcrelerin eldesinde genel olarak immunocerrahi ve izolasyon-mekanik izolasyon
gibi teknikler kullanilir [39,40].

EKH’leri, ileri molekuler tanimlama teknikleri kullanilarak tanimlanabilirler.
immiinolojik olarak tanimlanabilmeleri erken dénemde ekspresyon gdsteren
isaretleyiciler (SSEA-1, 3, 4, TRA-1-60 ve 81 vb) veya gen urunlerinin yardimiyla
(OCT-4, Alkalin Fosfataz vb.) yapilabilmektedir [36,38,40].

Yukarida bahsedilen isaretleyiciler ve gen Uurlnleri fare embriyonik kok hcre
tanimlamada kullanilir. Bunlarin yaninda birgok calismada B-aktin hem kontrol
protein olarak hem de hucrenin temel proteinlerinden oldugu icin hucre varhgini
tespit etmek igin Western blot calismasinda kullaniimaktadir. Embriyonik kok

hicre tanimlama galigsmalarinda B-aktin de kullaniimaktadir [48,49].
2.3.2. Embriyonik kok hiicrelerin kullanim alanlari

EKH’ler, 6zgun hulcre serilerine farklilagabilmesi nedeniyle yeni ilaglar igin gen
hedeflerinin tanimlanmasinda, teratolojik ve toksik bilesiklerin tanimlanmasinda,

hacrelerin  ve dokularin  Uretiimesinde kullanilabilecegi dusunulerek  Gmit
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vaadetmektedir. Ayrica pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullaniimak Uzere ilag

gelistirmede faydali olacagi umulmaktadir [37,41].

2.4. Lipozomlar

Lipozomlar; i¢ kisminda sulu (polar) faz bulunan, biyolojik membrana benzeyen bir
veya birden fazla lipit tabakalarinin olusturdugu, 0.02-3.5 ym boyutlarinda, kire
seklindeki yapilardir (Sekil 2.6.) [50,57]. Lipozomlar biyolojik hicrelere benzer
sekilde, i¢ kisminda hidrofilik (polar) dis kisimda ise hidrofob (apolar) bosluklar
icermektedir. Bu sayede suda ¢ozunebilen maddeleri polar bosluklarinda, yagda
¢6zunebilen maddeleri ise hidrofobik bogsluklarinda hapsederek bunlar igin tasiyici
vazifesi gorebilmektedirler [18,50-55].

Lipozomlar ilk olarak 1965’de kesfedilmis ve lipozomlarla ilgili ilk galisma Bangham
ve arkadaslan tarafindan yapilmistir. Hicre membranina model olusturmak igin
baslayan calismalarla, lipozomlarin etkin madde tasiyicisi olarak kullanilabilecegi
sonucuna ulasiimistir [54,56]. Bu fikirden yola cikarak, lipozomlarin temel
yapilarinin hicre membran yapisina ¢ok benzemesi nedeniyle in vitro
arastirmalarda model membran olarak kullanilabilen ila¢ tasiyici sistemlerdir
[51,54,58] (Sekil 2.7.).

Hidrofobik bosluk

Sekil 2.6. Lipozomun Ug¢ boyutlu yapisi
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Sekil 2.7. Lipozom ve hicre membrani yapi benzerligi

2.4.1. Lipozomlarin avantajlari

1. FDA tarafindan onayl bazi lipozomal farmasétik Griinler mevcuttur. Onemli ve

basarili ilag tasiyici sistemler olarak karsimiza gikmaktadirlar.

2. Lipozomlar vicudun yapitasi olan fosfolipitlerden olustuklari igin biyouyumlu,

toksik ve immunojenik olmayan sistemlerdir. Biyolojik olarak yikilirlar.

3. Istenilen partikiil blyuklGgiunde (Uretilebilen lipozomlar nano boyutlarda da

formile edilebilirler.

4. Kuguk dozlarda etkili olabilen, dozlama araligini uzatan, permeabiliteyi

artirabilen ve vicutta uzun sure kalabilen sistemlerdir.
5. Hem hidrofilik hem de hidrofobik yapidaki etkin maddeleri tagiyabilirler.

6. Lipozomal formulasyonlar, ilaglarin yan etkisini ve toksisitesini azaltir, onlar

enzimatik etkilerden korur ve terapotik indekslerini geligtirirler.

7. Duyarli molekulleri (DNA, RNA, oligonukleotitler vb) korur ve hicre icgi geri
alimini iyilestirir ve hapsedilen molekulin farmakokinetigini, biyodagilimini

degistirir, yarilanma émrinU uzatirlar.

8. Lipozomlar etkinin uzatiimasinda, adsorbsiyonun gelistiriimesinde, aktif
maddelerin  stabilize edilmesinde ve hedef bodlgeye gonderiimesinde

kullaniimaktadir.
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9. Lipozomlarin tip, bayuklik ve lipit butunligu bakimindan cgesitlilik gostermesi,

genis yelpazede ilag yuklenmesi ve tasinmasina olanak saglar.

10. Lipozomlar yari omru kisa ilaglarin vucutta kalig suresini artirarak hastanin
ilagtan yararlanmasini en Ust duzeye ulagtiran sistemlerdir [18,50,53-56,59,61-
67,69-71].

2.4.2. Lipozomlarin siniflandirilmasi

Lipozomlar buyuklUklerine, tabaka sayisi ve hazirlama metotlarina gore cesitli
sekillerde siniflandinlabilirler (Cizelge 2.3. ve 2.4.) [18,50,56,70-74].

Cizelge 2.3. Lipozomlarin blytkliklerine gére siniflandiriimasi

MLV Multilameler kesecikler , > 0,5 ym

oLV Oligolameler kesecikler, 0.1-1 pm

uv Tek tabakall kesecikler (her boyutta olabilir)

SUV Klguk tek tabakali kesecikler, 20-100 mm

MUV Orta buyuklukte tek tabakal kesecikler

LUV Buyuk tek tabakal kesecikler, > 100 mm

GUV Cok buyulk tek tabakali kesecikler (¢aplari 1 um’den blyk)
MVV Coklu vezikiler kesecikler, > 1 ym

Cizelge 2.4. Lipozomlarin hazirlanma metotlarina gére siniflandiriimasi

REV Ters faz evaporasyon metodu ile hazirlanan tek veya oligolameller kesecikler
MLV-REV Ters faz evaporasyon metodu ile hazirlanan ¢ok tabakali kesecikler
FATMLV Dondurup ¢6zme ile hazirlanan ¢ok tabakali kesecikler

VET Ekstriksiyon ile hazirlanan kesecikler

LUVET Ekstriksiyon ile hazirlanan blylk tek tabakali kesecikler

DRV Dehidrasyon-Rehidrasyon kesecikleri

2.4.3. Lipozomlarin hazirlanisi

Lipozomlarin hazirlanmasinda birgok ydntem kullanilir. Bunlardan en ¢ok film
hidrasyon diger bir adiyla Bangham metodu kullanilir [73]. Film hidrasyon metodu
ile ¢ok tabakall lipozomlar (MLV) olusturulur. Bu yontem hem birgok ilag igin

kullanigh ve basit bir ydontemdir. Bu yontemin disinda da;
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-solvan ugurma

-sonikasyon

-ekstruksiyon

-solvan enjeksiyon metodu

-ters faz ugurma

-mikrofludizasyon

-deterjan bazli iglemler ve homojenizasyon yoOntemleri de lipozomlarin
hazirlanmasinda kullanilir [18,57,67,74].

2.4.4. Ozel karakterli lipozomlar
Bazi lipozomlar 6zel amag i¢in hazirlanirlar. Bunlar;

1. Sicakliga hassas lipozomlar: Lipozomlarin lipit tabakasinin sicakliga bagh faz

degistirme Ozelliginden yararlanilarak hazirlanirlar. Lipitlerin faz degistirme
sicakhiginda (Tc) lipozom membraninin gegirgenligi artar ve bu 06zellikten
yararlanilarak istenen hedef bolge sicakligi, faz degistirme sicakligina getirilince

etkin maddenin salimi gergeklesir.

2. pH’ya hassas lipozomlar: Bu lipozomlar, iglerindeki aktif maddeleri sitoplazmaya

verebilmeleri i¢in geligtiriimiglerdir. pH’ya hassas lipozomlar fizyolojik pH’da
stabildir. Ancak yapilarina bazi maddeler (oleik asit vb.) ilave edilerek lipozomun
yapisi degisir ve icerigini hedef hlcre igine girince endozom membrani ile
birleserek salar. Fosfatidil etanol (PE) ile oleik asitin c¢esitli oranlarda

karistirimasiyla elde edilen pH-duyarli lipozomlar ile yapilan ¢aligmalar vardir [82].

3. Katyonik lipozomlar: RES korumali lipozomlarin tersine hicre membranina

ilgileri cok fazladir ve genellikle genetik maddeleri (RNA, oligonukleotitler gibi)
hicre icine tasimak igin kullanilirlar. Hicre membrani ile lipozomlar flizyon

yaparak birlesir ve icerigini salarlar.

4. Retikuloendotelyal sistem (RES) korunmali veya sirkillasyonda uzun slire

kalabilen veya Stealth® lipozomlar: Lipozomlar intraven6z verilmesinin ardindan

RES tarafindan tutulurlar. Bunu engellemek ve dolasimda uzun sure kalabilmeleri
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igin lipozomun yapisina bazi maddeler ilave edilir. Lipozom PEG ile kaplanmigsa
Stealth® veya ‘sterik stabil’ olarak isimlendirilirler. Pasif veya aktif olarak
hedeflendirilen lipozomlarin etki edecekleri yere ulasabilmeleri i¢in dolasimdan
hizla uzaklagsmalarini 6nlemek ve dolagimda kalis surelerini uzun tutmak gerekir.
Bu amagla, PEG ile kaplanmig lipozomlarin sirkilasyonda daha uzun kaldigi ve

doza bagdimli olmayarak kandan yavas uzaklastigi belirtilmistir [57,68].

5. Polimerize lipozomlar: Asilarin oral verilebilmesi igin polimerize lipozomlar

kullanilmistir.

6. Hedeflenen lipozomlar: Lipozomlarin etki etmesi istenilen bdlgeye

gonderilebilmesi igin hazirlanirlar ve bu yapilan hedeflendirme aktif veya pasif

olarak yapilabilir.

7. Kapl lipozomlar: Mukozaya yapigsma, 0zel bolgeye gonderilebilme, stabilite

arttirma, vlcutta dagilim ve farmakokinetigi degistirme gibi amaglar igin

lipozomlarin yuzeyi polimerlerle kaplanabilir [56,66,67,74].

2.4.5. Lipozom hazirlamada kullanilan fosfolipitler

Lipozomlarin hazirlanmasinda baslica dogal, yari sentetik ve sentetik fosfolipitler
kullanilir. En g¢ok kullanilan fosfolipitler, yumurta veya soya fosfatidilkolin (PC),
dipalmitoilfosfatdilkolin (DPPC), distearilfosfatidilkolin (DSPC), fosfatidilserin (PS),
fosfatidilinositol (PI), fosfatidiletanolamin (PE) ve sfingomiyelin (SM)'dir.

Olusacak lipit tabakasinda degisiklik yapmak icin bazi maddeler ilave edilebilir.
Ornegin, steroller lipit tabakaya sertlik katarak hapsedilmis lipit tabakanin
gecirgenligini azaltir ve bilesiklerin permeabilitesini azaltir. En yaygin kullanilan
sterol kolesteroldur [57,73]. Lipit tabakaya stearilamin ilavesi ile lipozomun pozitif
yuk kazanmasi, disetilfosfat veya fosfatidik asit ilavesi ile negatif yik kazanmasi
saglanabilir. Lipozomlarin plazmada daha uzun sire kalmasi icin hidrofilik uzun
zincir polimerler, hedef bolgeye gonderebilmek i¢in bazi molekuller ilave edilebilir
[18,56,53,69,73].
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2.4.6. Lipozomlarin 6zellikleri (karakterizasyonu)

Lipozomlarin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri, hem in vivo hem de in vitro
davraniglarini etkiledigi i¢in oldukga 6nemlidir. Bu sebeple karakterizasyonun tam

ve dogru olarak yapilmasi gerekmektedir.

Lipozomlarin fizikokimyasal oOzellikleri; lipitlerin ¢esidi, lipozomun buyuklugu,
lipozomal ylUzeydeki yuk (pozitif, negatif veya noétral), pH duyarlihgdi, sicaklik
duyarlihgi, lipozomal membranin akigkanhgi gibi Ozelliklerdir. Lipozomlarin

davranisini etkileyen fizikokimyasal parametreler ise:

Buyukluk

e Lamel sayisi

e internal morfoloji

e Yk

e Tabakalarin akigskanlik 6zellikleridir [55,68].

2.4.7. Lipozomlara ilag yuklemesi

llaglarin molekll agirhgina, ¢oézinirligine ve polaritesine bagli olarak lipozomlara

farkli yollarla yuklenebilirler.

Etkin madde lipozoma hazirlanma sirasinda ya da hazirlanan bosg lipozomlara
sonradan yuklenebilir. Genel olarak hazirlanma sirasinda etkin maddeler
formUlasyona eklenir. Diger yontemde ise, dncelikle bos lipozomlar hazirlanir.
Daha sonra ultrasonik ses dalgalari yardimiyla banyo tipi ya da cubuk tipi
sonikatorler [57], cok kuvvetli karistirma gibi iglemler uygulanarak etkin maddeler
lipozomlara yuklenir. Yapilan bir ¢alismada kuru lipit film tabakasi, ketoprofen-
siklodekstrin kompleksini iceren distile su ile hidrate edilip ultrasonik banyoda etkin

madde yuklemesi yapilmis ve % 61,6 yikleme etkinligi elde edilmistir [77].

Bu iglemlerden bir digeri dondurup-¢cozme iglemidir. Etkin madde ve bos
lipozomlar karistirilarak sivi azot altinda dondurulur ve ¢éziindirilir. islem birkag

kez tekrarlanarak etkin madde tutulmasi saglanir [56,67,73].
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Ayrica uzaktan yukleme, kademeli pH’'da yukleme olarak isimlendirilen yontemde,
lipozomun i¢ ve dig kismindaki pH farkhliklarina bagh olarak madde yuklenebilir.
Bu iglem sirasinda lipozomlar belli pH ve sicakliktaki etkin madde ¢ozeltisi ile bir
sure bekletilir. Birgok antrasiklin (6rnedin; doksorubisin, daunorubisin) ve vinka
alkoloitleri (6rnegin; vinkristin, vinblastin) bu yol ile % 90’larin Uzerinde yukleme

etkinligi gostermiglerdir [56].

2.4.8. Lipozomlarin hiicre etki mekanizmalari

e Adsorbsiyon: Hucre yuzeyine lipozomun tutunmasi: Adsorbsiyon intakt
(bozulmamig) haldeki lipozomlarin hicre igine girmeksizin hicre ylzeyi ile
birlesmesidir.

e Endositoz: Fagositoz yoluyla lipozomun hicre igine alinmasidir.

e Fuzyon: Hucre ile lipozomun dis kisminin birlesmesidir.

e Lipit degisimi: Hicre ve lipozom yapisindaki lipitlerin yerdegistirmesidir (Sekil
2.8.) [50,78].

&) )

Adsorpsiyon Lipidik degisim
Sekil 2.8. Lipozom ile hiicreler arasindaki farkli etkilesim cesitleri

2.4.9. Lipozomlarin stabilitesi

Lipozomlarin kimyasal ve fiziksel stabilitelerinin korunmasinda éncelikle lipozomun
yapisi, etkin maddenin lipozomda tutuldugu faz, lipozomun buyUklGgu, yukad,
hazirlama kogullari ve etkin maddenin fizikokimyasal 6zellikleri énemli rol

oynamaktadir [58].
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Lipozomlarin kimyasal stabilitesi

Lipozomlarin stabilitesini etkileyen en o6nemli faktor, bunlarin temel yapilarini
olusturan fosfolipitlerin kimyasal stabiliteleridir [75]. Fosfolipitler, lipozom yapisi

icinde iki sekilde kimyasal par¢calanmaya ugrayabilirler.
Oksidasyon (lipit peroksidasyonu)

Dogal fosfolipitlerin kimyasal yapisi, oksidatif hidrolitik igslemler yoluyla bozulmaya
meyillidir. Lipozomlarda kullanilan fosfolipitlerin ¢cogu molekuler yapi olarak
doymamis acil zinciri icerirler. Bu zincirler oksidatif parcalanmaya Kkarsi
dayaniksizdirlar. Ozellikle doymamis yag asidi iceren fosfolipitlerle hazirlanan

lipozomlar peroksidasyona ugrayabilir [58].

Hidroliz (yagl asit esterlerinin hidrolizi)

Hidroliz olayinda, pH, sicaklik, zaman, tampon, iyonik gugcler, fosfolipit'in zincir
uzunlugu ve yapisi en etkili faktorlerdendir. Bir fosfolipit molekulinde mevcut olan

ester baglari su varliginda hidroliz olur [58].

Lipozomlarin fiziksel stabilitesi

Lipozomlarin fiziksel stabilitesi, lipozomun yapisina, kullanilan etkin maddenin
hidrofilik ya da hidrofobik olmasina ve lipozomlarin depolanma sartlarina énemili
Olcide baghdir. Genellikle lipozomlarda fiziksel degisiklikler, veziklllerin
agregasyonu ya da lipozom hacminin blyumesi seklinde gorulir. Vezikullerde
meydana gelen sizma ve flizyon olaylari lipozomlarin Uretimi sirasinda membran
yapisinda bazi zararlara neden olmaktadir. Etkin maddenin lipozom yapisindan
disari sizmasi tek tabakali lipozomlarda daha c¢ok goérllmekte, cok tabakall
lipozomlarda bu olaya daha ender rastlanmaktadir. Cok tabakali lipozomun, lipit
tabakasinda tutulmus etkin maddenin digsari sizmasi i¢ kisimdaki sulu fazdan
sizmasina gore daha zordur. Molekul agirhgr buyuk olan etkin maddelerin
lipozomlardan digari sizmalari daha gugtur (M.A. > 1000). Faz gecis sicakhgdinda,
Ozellikle kuguk tek tabakali lipozomlar membranin egrisel yapisindan ileri gelen

direncin az olmasi nedeniyle fuzyona meyillidir. Lipozomlarin faz gegis
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sicakliinda meydana gelen bu olayl 6nlemek faz gegis sicakligindan farkh bir

sicaklikta lipozomlarin saklanmasi gerekir [58].

Saklama sUlresince lipozomlarin stabilite sorunu, uygulanabilirlikleri agisindan ciddi
sorunlar yaratabilir. Lipozomlarin fiziksel ve kimyasal stabilitelerini artirmak igin
cesitli calismalar yapilmistir. Bu galismalarda lipozomlarin stabilitesini artirmak igin

en fazla uygulanan yontemin liyofilizasyon oldugu belirtilmigtir. (Sekil 2.9.).

Liyofilizasyon isleminde trehaloz, mannitol, glukoz, laktoz gibi karbonhidrat yapil
kriyoprotektanlar kullanilir. Bu kriyoprotektanlar ile lipozomlarda flzyon, faz
ayrismasi ve lipozomlardan icerik kaybi gibi zararli membran etkilerini onledikleri
belirtiimistir [58,60].

¥

aibfNp s, . donmaya karsi keruyucu ile i
ﬂf}r i Lol s l_:h :
I j_,-""f .E- : )

dondurarak kurutma islemi e
'-_.:‘1:- 'l'ﬁiﬁtjﬂ? Lh“—...___ L .
FNEE T Al
b= gl el —— o :
R R T =
.rfi,if';.:‘fn‘..l ‘:ia_ﬁ& T ..GEJH ==p
TN donmaya karsi keruyucusuz Iz L.
BIRS
. 1

Sekil 2.9. Liyofilizasyon iglemi sirasinda kullanilan kriyoprotekranlarin lipozom
stabilitesi Uzerindeki etkisi

2.4.10. Lipozomlarin tedavide kullaniliglar

Lipozomlar tipta teshis, tedavi ve koruma amagli kullanilirlar [56]. Lipozomlar
kanser, enfeksiyon, artirit, astim, psoriasis ve oftalmik rahatsizliklarin tedavisinde
kullanilirlar [54]. Okuler, pulmoner, nazal, oral, intramuskuler, subkttan, topikal ve

intravendz gibi bir¢cok yol ile kullanilabilirler [69].
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Lipozomlanmis etkin maddeler arasinda kanser kemoterapisinde kullanilanlar
onemli yer tutarlar. Bu etkin maddeler serbest halde kullanildiklarinda normal
dokulara toksiktir, organ ve dokularda tahribat yaparlar. Lipozom formilasyonu ile
bu tahribat azaltiir ya da ortadan kalkar. Kanserli dokulardaki kapiler
permeabilitenin artigi ile lipozomlar hastalikl bolgeye kolay ulagir. Doksorubisin
iceren lipozomlar Kaposi's sarcoma tedavisinde kullanildiginda lipozomlarin bu

bdlgede fazla biriktigi ve basarili sonuglar alindidi belirtiimistir [56].

Lipozomlar antineoplastik ajanlarin, antimikrobiyal bilesiklerin ve
immunomodulatorlerin uzatilmis etki géstermesini saglar. Lenfokinler, interferonlar
ve muramil dipeptit gibi imminomodulatdr ajanlarin tasiyicisi olmaktadir ve
lipozoma hapsedilmis ajanlarin basarili uygulama ile karaciger metastazini
engelledigi belirtilmistir.  Ayrica makrofaj aktivatéri yuiklenmis lipozomlarin
sistemik uygulama ile pulmoner metastazi yok edebildigi belirtiimistir. Genis
yayllim gostermis tumorlerin yok edilmesinden ziyade kig¢lk metastazlarin veya

tumor kitlelerinin tedavisinde etkili oldugu belirtilmigtir [61].

Lipozomlar, kemoterapétik ajanlar, biyolojik makromolekuller, genler ve asilarin

tasinmasinda kullanilan tasiyici sistemlerden biridir [76].

intraselliler infeksiyonlarin tedavisinde bircok ilag igin tasiyici olarak goérev
yapabilir. Amfoterisin B ile hazirlanan lipozomlar mikotik enfeksiyonlar igin
kullaniimaktadir. Serbest ila¢ ile lipozomal formilasyonun terapétik etkinliginin
esdeger olmasinin yani sira lipozomlarin kirmizi kan hucrelerini ilacin etkisinden

korudugu bildirilmistir [61].

Okuller uygulamada, genel olarak c¢ozelti ve sUspansiyon formulasyonlari
bulunmaktadir. Bu formilasyonlarin hizla elimine olmasi ve zayif penetrasyonu
nedeniyle gobzlenen dusuk biyoyararlanimi onlemek amaciyla dusuk molekul
agirhkh kitosan kapl lipozomlar uzun etki saglamak amaciyla hazirlanmig ve
kitosan nedeniyle olusan pozitif yuklu lipozomlar biyoadezif 6zellik kazanmakla

birlikte uzun sureli ilag salimi saglamistir [52,61,79].
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Retiklloendotelyal sistem (RES) hucrelerinde hucre ici parazitlerin olusturdugu
hastaliklar canlilar i¢in ¢ok dnemlidir. Leishmania turinun olusturdugu paraziter
hastalik igin tedavide kullanilan ve serbest halde yuksek toksisiteye sahip
bilesiklerin  sistemik toksisitelerini lipozoma hapsedilerek azaltilabilecegi
dusunulmustar. Lipozom formulasyonu ile etkin maddenin serbest haline gére 700
kat daha etkin oldugu belirtilmistir [61].

Lipozomlar diagnostik amagcla kullanilabilirler. Goéruntlileme ajanlari igin tasiyici
sistemler kullanilarak farmakokinetik 6zellikleri dedistirilerek istenilen organi ve
lezyonlari gorantilemek mumkundur. Ajanin goruntilenecek bolgede yeterli sure
kalmasi 6nemlidir [56,61,76].

Enzim eksikligi nedeniyle meydana gelen hastaliklarda lipozomlar kullanilabilirler.
Tedavide enzimin digsaridan verilmesi, enzimin etki gostermesi istenen bolgeye
ulasana kadar inaktive olmasi nedeniyle oldukga gugtir. Bu enzimler lipozom igine
hapsedildiklerinde, lipozomlar RES tarafindan fagosite edilerek enzimin lizozom

icinde lokalize olmasi saglanir [61].

Vajinit tedavisinde antimikrobiyal ajanlarin vajinal kullanimi amaciyla terapotik
etkiyi artiran ve uzun sureli etki saglayabilen clotrimazol ve metronidazol igeren
lipozomlar hazirlanmis ve ilacin salimi yavaslatilarak daha uzun sureli etki elde
edilmistir [62].

Lipozomlar kan yedegi olarak kullanilabilirler. Kan yededi olarak kullanilan sivilar,
kan depolarinin tukendigi kazalarda kullanilirlar. Hemoglobin lipozoma
yuklendiginde kan dolasiminda serbest ilagtan daha uzun sure kaldigi ve raf

Omranin uzadigi tespit edilmistir [61].

Topikal kullanimda 6zellikle dermatolojide lipozomlar genis kullanim alanina sahip
sistemlerdir. ilacin topikal uygulama sonrasi diisiik absorbsiyon gésteren ilaglarin
derideki penetrasyonunu lokalize etkiyle ve yavas salimla artirirlar [71,83].
Transdermal olarak verilen lipozomlanmis ekanazolin serbest maddeye goére

deride daha uzun kaldigi saptanmistir [56,63].
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Lipozomlar kozmetikte, cogunlukla molekul tasiyici olarak kullaniimaktadir. Deri
saghgi icin gerekli olan degisik tipte yaglar, vitaminler ve iyonlar, lipozomlarin
icerisine enkapsule edilerek deriye dogrudan uygulanabilmektedir. Lipozomlarin
lipit bdutinlGgu, vyapisi ve stratum korneumla olan etkilesimi sayesinde
konvansiyonel formulasyonlara gore daha etkilidir. Kozmetikte lipozom kullanimin
sagladigl en buyuk avantaj, uzun sureli ve kontrolli madde salimidir [51,64,81].
Lipozom temelli kozmesétikler (Orn. Niosome, Capture) farmasoétik Griinler olarak
bulunmaktadir [80].

Hormonlar oral yolla verildiginde mide-bagirsak enzimleri tarafindan pargalaniriar.
Lipozomlanmis hormonlarin degisik yollarla uygulanmasi sonrasi basarili sonuglar
alinmistir. Estradiol yUklu lipozomlarin deriden gecigsine bakmak icin serbest
sekliyle karsilastiriimis ve serbest sekline gére 8 kat daha fazla deride biriktigi

sOylenmigtir [56].

Asillama amacgh olarak da lipozomlar kullanilabilmektedir. Lipozom asisi
hazirlanirken suda ¢o6zunen maddeler lipozomun igindeki sulu bolgeye, lipitte
¢ozUnen maddeler ise vezikul olusumu sirasinda lipit katmana karigtirilarak
eklenir. Bu lipozomlar birgok hlcre tarafindan absorbe edilir ve hicre igine
girdiginde igerdikleri maddeleri salar. Bu asilar genellikle makrofajlari ve diger
fagositik hucreleri hedef almaktadirlar. Lipozomlar, amaca uygun antijen eklenerek
vucuda verildikten sonra, hucreye girer girmez iglerindeki antijeni htcreye salarlar.

Antijenle karsilagan hucreler bir immun yanit olusturur [81].

Lipozomlar pulmoner yolla verildiginde birgok avantaja sahip sistemlerdir.
insanlarda yapilan calismalarda, pulmoner yolla uygulanan ilacin alveollere
ulasabilmesi i¢in 1-5 ym partikal boyutuna sahip olmasi gerekmektedir. 5 ym’den
kuguk partikuller alt solunum yolunda birikirken, daha kiguk 3 ym olan partikuller
ise alveollere kadar ulasabilmektedir. Lipozomlar, belirtilen aralikta kolayca
hazirlanabilmelerinden dolayi, pulmoner ilag verilisi igin oldukga uygun
sistemlerdir. Pulmoner yolla verilebilen insulin iceren Exubera®, 1-5 Mm araliginda

hazirlanan bir ilag tasiyici sistemdir [53].
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2.4.11. Lipozomlarin ticari preparat érnekleri

GUnumuzde lipozom formulasyonu preparatlar piyasada bulunmaktadir.
Lipozomlar piyasada sivi halde ya da daha sonra sulandiriimak tzere hazirlanmig
toz seklinde bulunabilirler. Mantar enfeksiyonunda kullanilan Ambisome®,
Abelcet®, Nyotran®, AIDS ve kanser tedavisinde kullanilan DaunoXome®, Doxil®,
Antragen®, bakteri enfeksiyonlarinda kullanilan Mikasome®, Menenijitte kullanilan
Depocy® piyasada bulunan lipozom formilasyonu preparatlardir. Bunlarin
yaninda, klinik arastirma asamasinda olan ¢alismalar da devam etmektedir
[56,80].

2.5. Kohleatlar

Kohleatlar, lipit bazli, vezikiler olmayan, negatif yukli bir lipit ile bir katyon
yapisinin (6rnegin; fosfatidilserin ve kalsiyum gibi) ¢oktirtilmesiyle elde edilen,
stabil, silindirik, kati lipit cift tabaka tagiyan sistemlerdir. Diger bir deyisle,
kohleatlar, fosfolipit igeren mikro ve nanopartikillerin tabakalar seklinde
yigilmasiyla elde edilen silindirik yapilardir (Sekil 2.10.) [84-89,91].
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Kohleatlar 1975 yilinda Dr. D. Papahadjoupoulos ve arkadagslari tarafindan
kesfedilmis ve peptit ve antijenlerin transportu i¢cin 80 ve 90’li yillarda kullaniimistir
[86,87,90,91]. Kohleat ve nanokohleat sistemleri terapoétik ajanlarin lipit cift
tabakalari arasinda kopruleyici ajanlarin varligi sonucunda terapatiklerin taginmasi

ve enkapsulasyonu igin kullanilirlar [90].

2.5.1. Kohleatlarin yapiminda kullanilan fosfolipitler

Kohleat yapiminda en c¢ok kullanilan anyonik fosfolipit fosfotidilserindir (PS).
Bunun disinda, dioleyil fosfatidilserin (DOPS), fosfatidilinositol (Pl), fosfatidik asit
(PA), fosfotidilgliserol (PG) veya bu lipitlerin karisimi kullanilan fosfolipitlerdir
[56,86,90].

Kohleatlar, anyonik lipozom suspansiyonu igerisine katyonlarin ilavesiyle elde
edilirler. Lipozomlar ile dnemli ve kritik farkhliklar igerirler (Sekil 2.11.). Kohleatlar
basit, fosfatidilserin, kolesterol ve kalsiyumdan olusan yapilardir. Lipozomlardan
farkh olarak silindirik, kati ve igcinde sulu kismi ¢ok az igeren ya da icermeyen,
stabil yapilardir. Fosfolipitin tek negatif yiku ile kalsiyum iyonunun iki pozitif
yukunun etkilesimi neticesinde silindirik yapi kazanirlar. Daha sonra kohleatlar,
kalsiyum iyonu igeren tampon igerisinde, kullanim déncesinde sulandiriimak Utzere

liyofilize toz halde saklanabilirler [86,92].
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Sekil 2.11. Lipozom ve kohleat 6zelliklerinin karsilastiriimasi
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2.5.2. Kohleatlarin avantajlari

1. Kohleat formulasyonlarinin makromolekullere ve kuguk molekul yapidaki,
hidrofobik, amfifilik, negatif veya pozitif yUkli cesitli ilaglara uygulanabilir
oldugu ve duslik olan biyoyararlanimi iyilestirdigi ifade edilmistir
[91]. Kohleatlar, klinik kullanimda 6nemli olan birgok ilacin oral ve sistemik

kullanimlari i¢in yeni bir teknolojidir.

2. Dusik pH’larda lipozomlara gére daha dayanikli yapilardir. Membrandan
geciste ilag absorbsiyonunu artirmak icin kullanilan yollardan biri lipit bazli ilag
dagihim sistemleridir. Ornegin lipozomlar hiicre membraniyla benzesmesi
nedeniyle tercih edilirler. Lipozomlara gore kohleatlarin daha dayanikh yapilar
olmasi nedeniyle Ozellikle hidrofilik yapidaki peptitlerin, DNA ve asilarin

tasinmasinda tercih edilirler [91].

3. Kohleatlar hidrofobik ilag molekdlleri igin uygun tasiyici sistemlerdir. Cift
tabakadaki fosfolipitle ilag molekulld birleserek kohleat ile tasinirlar.
Kohleatlarin yapiminda ilave edilen kalsiyum gibi c¢oklu iyonlar ile bu

makromolekuller iyonik kompleks yaparak enkapsule edilebilirler [90].

4. Nano ve mikrometre boyutlarinda elde edilirler [86,97]. Kohleatlar, toksik

olmayip yan etkileri azaltirlar ve etkinligi artirirlar [90,91].

5. Gastrointestinal sistemdeki degredasyondan ilaglari koruyan ve bu nedenle de
protein, peptit, nikleik asit, DNA ve diger duyarli biyofarmasotik molekdillerin
stabilizasyonu icin bu ilag tasiyici sistemler yeni bir yoldur. iceriklerini hiicre

membranina fuzyon yoluyla dagitirlar.

6. Kohleat formulasyonu ile etkin madde daha dusuk dozda etkili olabildigi gibi
toksisitesi de azaltilabilir. intranazal, oral, intramiiskiler veya subkiitan yollarla
kullanilabilen kohleatlar, liyofilizasyon sonrasi yapilarini koruyabilir ve DNA
gibi duyarli molekdullerin korunmasinda da rol oynarlar [84,86,90,93-96,].

7. Lipit oksidasyonu az oldugu i¢in stabil sistemlerdir [90].
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2.5.3. Kohleat hazirlama yontemleri

Yakalama (Tripping) /Film hidrasyon metodu

Kohleatlar, yakalama metodunda film hidrasyon metoduyla hazirlanmis lipozom
suspansiyonundan hareketle hazirlanirlar. Kalsiyum klorur ¢ozeltisinin anyonik
yapidaki lipozom suspansiyonuna damla damla ilave edilmesiyle nanokohleatlar
elde edilir [87,93].

Hidrojel metodu

Bu metotta, kiglk lipozomlar film metodu ile hazirlanirlar. Daha sonra dekstran
gibi bir polimerle karistirihir ve bu karisim ¢ézinmeyen bir polimer (6rnegin PEG)
cOzeltisi icerisine enjekte edilir. Su-su emulsiyonuna kalsiyum eklenir. Daha sonra
PEG surekli fazindan yavasca dekstran-lipozom fazina diflize olur ve daha kiguk
boyutta kohleatlar elde edilir. Nano boyuttaki kohleatlar bu metodla hazirlanirken
mikro boyutlardaki kohleatlar yakalama metodu ile elde edilirler [84,86,93].
Kohleatlar, ¢ogunlukla dioleyil fosfatidil serin ve kalsiyum klorlr gibi gida iginde
bulunan dogal icerigin kullanimi ile elde edilirler. Kalsiyum c¢inko iyonlari veya

organik katyonlar ile de yer degistirebilir [84].

Kohleat dncesi lipozom diyaliz metodu

Lipit ve deterjan madde baslangic materyali olarak kullanilir. Deterjanin
uzaklastiriimasi igin ¢ift dializ yapilir. Karisim ilk olarak tamponla diyaliz edilir ve
sonrasinda kalsiyum klorur ¢ozeltisi kohleat olugsumu igin eklenir. Bu metot,

hidrofobik ilaglarin enkapsulasyonu icin uygundur [86,90].

Kalsiyum diyaliz metodu

Lipozom formulasyonunu olusturulmasina gereksinim duymadan kohleatlar, daha
blyuk boyutta olusturulur. Lipit ve deterjan karisimi direkt olarak kalsiyum klorur
cOzeltisine karsi diyaliz edilir [86,90].
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2.5.4. Kohleatlarin kullanim alanlari

Kohleatlar, peptit, protein, polinlkleotit, antiviral ajanlar, anestezik, antikanser
ajanlar, immmun sistem baskilayici ajanlar, steroidal ve steroidal olmayan
antienflamatuar ajanlar, bitki kaynakl trlnler, vitaminler ve vazodilator ajanlar igin

uygun tasiyici sistemlerdir.

Amfoterisin B iceren lipozomdan Santangelo ve arkadaslari, kohleat
formUlasyonunu hidrojel metodu kullanarak hazirlamislardir. Elde edilen kohleatlar
yaklasik 400 nm boyutlarindadir. Farelerde, fungal enfeksiyona karsi denenen bu
formUlasyon oldukga etkili olmustur. Ayrica Amfoterisin B kohleatlari gelistirilmis
stabilite ve dusuk dozlarda etkinlik gdstermistir. Hasta uyumunda da geligim
gOstermislerdir. Ayrica etkin maddenin spiral tabakalar arasinda gastrointestinal

sisteminin sert ortamina karsi korunmasini saglamistir [86,87].

Nano boyutlardaki kohleatlar ile yapilan hayvan deneylerinde, sindirim sistemi
epitelinden gecebildikleri ve hedef hicrelere ilaci tagidiklari belirtiimis. Bu nedenle
de birgcok etkin maddenin oral biyoyararlanimini artirmak igin tercih edilen

sistemlerdir [90].

Vitamin A igeren kohleat formilasyonunun vitamin A'yl 1sik, oksijen varliginda

g6zlenen degredasyondan koruyarak stabilitesini korudugu belirtilmistir [84].

Faktor VIl ile hazirlanan kohleat formalasyonu ile hem in vitro ¢alismalar ile yavas
ve uzatilimig bir salim saglanmis hem de bu formilasyonun hemofilik farelerde in
vivo yapilan calismalarla etkili oldugu, fareleri asiri olan kanamalardan korudugu
belirtiimigtir [85].

Kohleatlar, protein, peptit ve DNA'nin asi ve gen terapisi uygulamalarinda
kullaniimaktadir [86,87]. Peptitler gibi birgcok terapotik ajan ¢ozunur olmasina
ragmen doku membranlarina kargi dusuk gecirgenlik gosterirler. Bu molekullerin
membranlar arasi gegisini kontrol etmeleri agisindan kohleat tasiyici sistemler

genis kullanim alani bulabilmektedir [90].
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Kohleatlar, bakterisit aktivitenin gelistirimesi ve toksisitenin azaltilmasinda
avantajli sistemlerdir. Aminoglikozitler ve siklik veya lineer peptitlerin oral
kullanimina izin verirler. Antibakteriyal ilag modeli olan klofamizinin kullaniminda

kohleatlar basarili olmuslardir [86].

Dogal olarak var olan lipoprotein, ApoA1, kolesterolin enzimatik
esterifikasyonunda onemli rol alir ve aterosikleroza kargi damarlari Kkorur.
Kohleatlar ApoA1 icin uygun tasiyici sistemlerdir ve aterosiklerozun ve diger kalp

hastaliklarinin tedavisinde onemli katkisi vardir [86].

Mukozal ve sistemik immun cevabi artirmak icin koleraya neden olan Vibrio
Cholerae’dan hareketle diyaliz yontemiyle kohleatlar hazirlanmis ve 2-3 doz
seklinde intranazal uygulanarak Cholerae antijenine karsi immun cevap alinmigtir
[89].

Bircok antienflamatuar ajan (aspirin, ibuprofen, naproksen, COX2 inhibitorleri gibi)
icin kohleatlar uygun tasiyici sistemlerdir. Aspirin ile hazirlanan kohleat
formUlasyonu ile gastrik irritasyon azaltiimis ve aspirinin antienflamatuvar etkisi
artinlmistir [86].

Kohleatlar, parenteral tedavide oldugu gibi mukozal yolla da kullanim ile asi

dagilim sistemleri igin uygun tasiyici sistemler olarak kullaniimigtir [96].

2.5.5. Kohleatlarin hucre ile iligkisi

Kohleatlarin floresan madde ile isaretlenerek ve insan fibroblast hicreleri ile
inkiibe edilerek yapiimis calismalarinda hilicre ylzeyinde kohleatlar parlak floresan
vermistir. Bu da sunu gostermektedir; kohleatlar hucre yuzeyi ile fizyon yaparlar.
Silindirik yapida olduklari i¢cin u¢ kenarlari sayesinde hucre yuzeyi ile birlesir ve ikili
tabakanin i¢c kismina yuklenmis olan ilag, hicre igine salinir (Sekil 2.12.). Bu
konuda tobramisinle yapiimis calismada, ilacin ¢bzelti formuna goére kohleat

formUlasyonu daha yuksek antibakteriyal aktivite gostermistir [90].
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Sekil 2.12. Kohleatin hiicre membrani ile iligkisi

2.6. Nanopartikiiller

Nanopartikiller, nanometre boyutunda partikil buyUukligune sahip, dogal ya da
sentetik polimerlerle hazirlanan, ¢dézinmus, hapsedilmis veya adsorbe edilmis

olan etkin maddeyi kontrolli olarak salan kati koloidal partikullerdir [56,98-101].

Nanopartikuller, iki farkli sinifa aynlirlar. Bunlar; nanokapsul ve nanokiredir.
Nanokapsuller, polimerik bir zarf icin veya yagl bir i¢ ¢cekirdekten olusan membran
tipi ilag tasiyici sisteme denir. Hazirlanan nanopartikul yluzeyine etkin maddenin
adsorbe ettirilmesi veya polimer yapi iginde ¢ozunmesi ile matriks yapi
olusturularak nanokire elde edilir (Sekil 2.13.) [56,98,101-106]. Her iki sistemde
de kullanilan polimerler aynidir. Hazirlanma sirasindaki en onemli farkhliklar

nanokapsullerde organik faza yag eklenmesidir. Bu yag ¢ekirdegi olusturur [57].

Sekil 2.13. Nanokapstul ve nanoklre modelleri
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2.6.1. Nanopartikul hazirlamada kullanilan polimerler

Nanopartikil hazirlanmasinda dogal ve sentetik polimerler kullanilir. Dogal
polimerler polisakkarit ve proteinler olarak, sentetik polimerler ise Onceden
sentezlenen ve nanopartikul hazirlanmasi sirasinda sentezlenen polimerler olarak
da siniflandinlabilirler [99].

Nanopartikil yapiminda en ¢ok jelatin, kitosan, aljinat gibi dogal polimerler ve poli
laktik asit, poli glikolik asit, poli alkil siyano akrilat ve poli laktik-ko-glikolik asit gibi
sentetik polimerler kullanilir. Sentetik bir polimer olan poli laktik-ko-glikolik asit
(PLGA) ila¢ dagilim sistemlerinde en ¢ok kullanilan polimerdir (Cizelge 2.5.).
[56,57,73,99,104,106-108117].

Nanotasiyici sistemlerin geligtiriimesi ile polimerlerde de gelismeler olmustur. Bu
amacla kendine has 6zelliklere sahip polimerler tasarlanmistir. ilk zamanlar ilaci
¢ozundurmek, stabilize etmek gibi amaglar ic¢in kullanilirken son vyillarda
hedefleme, doku penetrasyonunu artirma gibi amaclarla polimerler gelistirilmistir
[57].

Cizelge 2.5. Polimerlerin siniflandiriimasi

Sentetik polimerler Polimerin Agik Adi Kisaltmasi
Poli laktik asit PLA
Poli(lactid-ko-glikolid) PLGA
Poli(akrilat) ve (metakrilat) Eudragit®
Poli metil metakrilat PMM
Polianhidrit, polikaprolakton PCL
Polisiyano-akrilat PACA

Dogal polimerler Kitozan
Aljinat
Jelatin
Albumin

Kolloit stabilizorler Dekstran
Pluronik F68 F68
Poli(vinil alkol) PVA
Tween® 20 veya Tween® 80

2.6.2. Nanopartikul hazirlama yéntemleri

Nanopartikuller ¢ok cesitli yontemlerle hazirlanabilirler. Yontemler genel olarak

soyle siniflandirilirlar;
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e Misel Polimerizasyonu

e Emulsiyon Polimerizasyonu

e Emilsiyon-Cozlcu Buharlastirma Yontemi

e Nanopresipitasyon Teknigi

e Yuzeylerarasi Polimerizasyon

¢ Aktif Maddenin Nanopartikillere Adsorpsiyonu

e Tuzla Coktirme

e iyonik Jelasyon

e Su / Yag Emudlsiyonunda Isi Denaturasyonu ve Capraz Baglanma [99,100,
104,105,109].

Nanopartikillerin hazirlanma yontemleri ve bu ydntemlerde kullanilan polimer

tipleri asagidaki Cizelge 2.6.’da da 6zetlenmisgtir.

Cizelge 2.6. Nanopartikillerin hazirlanma teknikleri ve kullanilan polimer tipleri

Hazirlama Teknigi Polimer Tipi

Emulsiyon Polimerizasyon Hidrofobik

Yizeylerarasi y/s polimerizasyon Poli(alkilsiyanoakrilat)

Cozlcl ekstraksiyon-buharlastirma Poliesterler (PLA, PLGA, PECL)

Co6zlcl uzaklastirma veya nano ¢oktirme PLA, PLGA

Tuzla ¢oktirme Selliloz asetet ftalat, Poli(alkil metakrilat)
Sulu ortamda gapraz baglanma Aljinat, Kitozan,Dextran

Sulu ortamda ¢éziinmeme ve gapraz baglanma Albumin, Jelatin

iyonik jelasyon Albumin, Jelatin,Aljinat

Cesitli hazirlama yontemleri ile elde edilen aktif madde yuUkli nanopartikullerin
istenilen bolgeye basarili hedeflendiriimelerine yonelik yapilan aragtirmalarin ¢gogu,
nanopartiklllerin ylzey o6zelliklerinin ya uygun bir surfaktan ile kaplanarak
(kaplanmis nanopartikiller) ya da polietilen glikol (PEG) ile konjuge edilerek
(pegilasyon iglemi, PEG ile konjuge edilmis nanopartikiller) modifiye edilmesi
gerekliligini ortaya koymaktadir [99,108]. PEG ile kaplama neticesinde,
immuanojenite azaltiir, RES tarafindan nanopartikillerin fagosite edilmesi

engellenir ve ilacin kan dolagsiminda kalma suresi artirilir [108].
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Sekil 2.14. Nanopartikile baglanan farkli iglevieri olan gruplar (1: polimerik

nanopartikiler matriks yapi icerisindeki bos alanlar, 2: Polimerik nanopartikiler
matriks icinde yer alan etkin madde molekdlleri, 3: Nanopartikller tasiyicinin
yuzeyine baglanarak kan dolasiminda daha uzun siire kalmasini saglayan PEG
gibi sterik yapili koruyucu polimer kaplama, 4: Hedefleme kismi, 5: Tani,

gorintileme amagli baglanmis goériintiileme pargasi)

2.6.3. Nanopartikiillerin avantajlari

1-

YUlksek miktarda ilag yukleme kapasitesine sahiptirler.

Nanopartikiler sistemler, ilaglarin istenilen bdlgeye hedeflenmesini saglarlar
[57,107]. Hedeflenen bdlgede, injeksiyonu takiben gunler, haftalar suren etkin

madde salimina olanak verirler [99].

Uzun sdreli ilag salimini mumkin kilan nanopartikuller, basit hazirlama
yontemleri ve ylksek fiziksel stabiliteleri sayesinde kronik hastaliklarin

tedavisinde uygun sistemlerdir [105].

flacin kontrollii olarak salinmasini saglarlar [56]. Kati kolloidal partikiil olmasi
nedeniyle, kontrolll ilag salimi ve daha tek duze partikil dagilimi imkanina
sahiptirler [73]. Nano 6lgekteki boyutlari énemli bir Gstiinliktir. ilag tasiyici
sistemler icin partikil buyUkligu c¢ok onemlidir ve iyi bir taslyici sistemin
partikil buayUkligl kan damarindan sizmayacak kadar buyudk, mononuklear

fagositik sistem tarafindan algilanmayacak kadar kiguk olmalidir [57].

Biyopargalanabilir, biyolojik olarak uyumlu, kendisi ve parcalanma urunleri
toksik olmayan, ve mukoadhesif sistemlerdir [56,100105,108,109].



40

10-

11-

12-

13-

14-

15-

Pasif olarak hedefleme yapilabildigi gibi biyospesifik ligandlarla konjuge olarak

hedef doku ya da organa ulagmasini saglarlar.

Hedef dokuda ilacin ya da genin uzun sureli etkisini saglarlar, terapoétik
indeksini artirirlar [100,109].

Bircok ilag, molekul, proteinler, genler, asilar ve oligonukleotitler icin tasiyici
sistem olarak kanserli ya da hastalikli dokularda basarili bir sekilde kullanilirlar
[100,108,110].

Terapodtik ajanlarin  6zellikle peptit, protein yapili ajanlarin enzimatik
pargalanmaya karsi stabilitesini saglarlar. llaglarin biyoyararlanimini iyilestirir
ve gastrointestinal sistemde ve saklama boyunca stabil kalirlar
[57,107,118,109].

Oral biyoyararlanimi artirirlar.

Klaguk boyutlari nedeniyle dokular arasi penetre olabilir ve c¢esitli hicreler
tarafindan alinabilir [111].

Nanopartikiller gene dagiliminda, ylksek transfeksiyon etkinligi gosterirler ve
herhangi bir toksisite ya da yan etki olmaksizin diger viral olmayan vektorlere

gore daha uzun sure ekspresyon saglarlar [110].
Sterilize edilebilir sistemlerdir [56].

Uretim teknikleri ve &lgek blyitme genel olarak basit ve kolaydir
[57,99,100,103].

Liyofilize edilebilirler ve kuru toz sulandirildiktan sonra da stabil kalabilir [100].

2.6.4. Nanopartikiillerin tedavide kullanisi

Nanopartikiller hem tip alaninda hem de tip disi alanlarda kullanilirlar.

Antikanserojen, antiparaziter, antienflamatuar, asi adjuvani olarak, peptit, protein
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yapil ilaclarin tagsinmasinda, oral, pulmoner, transdermal, okller ve intravendz
(i.v.) gibi bircok yolla kullanilirlar [56,110].

Nanopartiktllere yuklenmis antibiyotiklerin intraven6z yolla verilmesinin ardindan
mononUkleer fagosit sistem tarafindan algilanan bu partiklller partikl
bayukligune baglh olarak istenilen organa, dokuya pasif hedefleme yolu ile
ulagtinlabilirler. Akut ve kronik enfeksiyonlarda, nanopartikile yuklenen ampisilin
ile yapilan tedavide serbest ampisiline gore 20 kat daha duguk dozla ayni etkinligin

saglandigi, antibiyotigin terapotik indeksinin arttigi belirtilmistir [109].

Birgok antikanser ajanlar lipit nanopartikillere yuklenerek in vivo ve in vitro
etkinlikleri artinlmistir.  Etkinlik artirihrken  sitotoksik ilaglarin  yan eftkileri
azaltilmistir. Paklitaksel lipit nanopartikulleri mikroemulsiyon teknigi ile yapiimis ve
100 nm’nin altinda partikal blyukligu saglanmistir. Diger bir antikanser ajan
tamoksifen gogus kanseri tedavisinde kullaniimistir. MCF-7 hucrelerinde in vitro
antitimaor aktivitesi 6lgilmuas ve uzun salim gosteren nanopartikuller gégus kanser

tedavisinde kullanigh bulunmustur [112].

Karaciger rahatsizliklarinda nanopartiklller, parenteral uygulama sonucu RES
(Retikllo endotelyal sistem) tarafindan kan dolasimindan hizla uzaklastirihr ve
pasif hedefleme ile karacigerde lokalize olur. Hepatoprotektif ajan olan oksimatrin
ile hazirlanan nanopartikuller siganlara uygulanmis ve ajanin ¢ozelti formuna goére

hedefleme etkinligi % 360 olarak bulunmustur [112].

Prednisolon igeren nanopartiklller romatoid artrit tedavisinde antienflamatuar

olarak kullaniimiglardir [56].

Nanopartikuller néronal kanserlerde (glioblastoma multiforme) kullanilir. Kan
beyin bariyerinin néroterapdétik ajanlarin gegisinde sinirlayici faktér olmasi énemli
bir dezavantajdir. Ancak nanoteknoloji sayesinde bu asilabilir [102]. Doksorubisin
iceren nanopartikiller ile polisorbat 80 kapli doksorubisin nanopartiktllerini
si¢anlara i.v. olarak uyguladiktan sonra beyindeki konsantrasyonlari dl¢giimus ve
Polisorbat 80 kapl nanopartikllerin kan beyin engelini asarak beyne hedeflendigi
gosterilmistir [105,113]. Ayrica PLGA kullanilarak hazirlanan nanokurelerinde kan
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beyin bariyerini gecerek merkezi sinir sistemi rahatsizliklarinda kullanimi
belirtiimigtir [114].

Nanopartikller tagiyici sistem stratum korneumu gectikten sonra boynuzsu
tabakada mikrorezervuar gorevi gorerek biriktigi ve ilacin derinin alt tabakalarina

gecerek absorbsiyonun arttigi belirtilmistir [56,106].

Solunum sisteminde kullanilacak terapdtik ajanlarin nanopartikile yuklenerek
verilmesi mumkindur. Astim, kronik pulmoner enfeksiyonlar, akciger kanseri ve
sistik fibrozis gibi bir ¢ok rahatsizlikta ilaglarin lokal kullanimi caziptir. Hem lokal
hem de sistemik uygulamalarda ilacin etkinligi mukosiliyer klirens ile azalmaktadir.
Yapilan galismalar ile nanopartikillerin ilacin etkinligini artirdigi, epitelden ilacin

gecisini sagladigl ve mukosiliyer klirensten ilaci korudugu belirtilmistir [66].

Yavas salim ve mukoadezif 6zellikleri nedeniyle nanopartikiller, gézde uzun
terapotik etki icin tercih edilirler ve okuler uygulamada uygun hale gelir [106,115].
Nanopartikuller ile okller uygulamada basarili sonuglar alinmis ve gézun kornea

epitelinden gecebilmiglerdir [56].

insiilin ile hazirlanan nanopartikiillerin diyabetik siganlara intragastrik uygulanmasi
ile glisemi % 50-60 oraninda azaltiimig ve bu etki 2 gun sonrasinda da devam
etmistir [1]. Ayrica insulini proteolitik enzimlere karsi koruyarak daha uzun sureli

etki ve gelistiriimis biyoyararlanim saglanmistir [106].

Floresein ve turevi ile yukli nanopartikuller, 99mTc ile isaretli nanopartikuller
tanida kullanilmaktadir. Ayrica tip disi uygulamalarda da dezenfektan olarak,
pestisit ve gubre iceren nanopartikullerin de kontrolli olarak pestisitleri ve gubreyi

salinmasini sagladiklari igin tercih edilir [56,116].
2.6.5. Nanopartikiillerin in vitro karakterizasyonu

Nanopartikullerin terapotik uygulamalarina bagh olarak in vitro karakterizasyonu
da farklihk gosterir. Genel olarak nanopartikuller, partikul buydklugu ve dagilimi,
terapotik ajanin enkapsulasyonu, salim profili, nanopartikillerin yuzey 6zellikleri ile

karakterize edilirler. Karakterizasyon metodlari asagida belirtilmistir [106].
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Parametre Karakterizasyon metodu

Partikal buydkliga ve dagihmi Foton korelasyon spektroskopisi
Lazer difraktometrisi
Transmisyon elektron mikroskopisi
Tarama elektron mikroskopisi

YUk belirleme Lazer dopler anemometre
Zeta potansiyel Olcer

Yuzey hidrofobisitesi Rosa Bengal (boya) baglama

Hidrosfobik etkilesim kromatografisi

Yuzeyin kimyasal analizi Statik sekonder iyon kiitle spektrometresi
llag-Taslyici etkilesimi Diferansiyel tarama kalorimetresi

Salim profili Fizyolojik ve sink kosul altinda in vitro salim
llag stabilitesi Nanopartikullerin ilag igerigi biyodlgimu

flacin kimyasal analizi

2.6.6. Nanopartikiillerin sterilizasyonu

Ozellikle parenteral amach kullanilacak nanopartikiillerin  steril  olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle nanopartikiller, aseptik Uretim, steril filtrasyon,
otoklavda 121°C’de 15-20 dakika tutularak ve y-radyasyonu ile sterilize edilebilir
[56].

2.6.7. Nanopartikiil ticari preparat ornekleri

Nanopartikiiller yaklasik 35 yildir eczacilik ve tip alaninda uygulanmaktadir. ilk
ticari nanopartiktl Grinl, Abraxane™, paklitaksel iceren nanopartikullerdir. Son on
yildir diagnostik amagli nanopartikul preparatlari piyasada bulunmaktadir. Diger bir
aran Doxorubicin-Transdrug®, doksorubisin igeren poli (izoheksil siyanoakrilat)
nanopartikulleridir. Ayrica birgok etkin madde ile faz I/1l klinik galismalari da devam
etmektedir [57,101].
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2.7. Poli laktik ko-glikolik asit (PLGA) Polimeri ve Ozellikleri

Poli laktik ko-glikolik asit (PLGA), poli laktik asit ve poli glikolik asidin kopolimeri
olup nanopartiklll yapiminda oldukga fazla kullanima sahiptir. PLGA ile hazirlanan
mikroklreler, konvansiyonel tedavi rejimlerine alternatif olarak kontrolll ilag salimi
saglar. Lipit tasiyicilarla karsilastiriildiginda da daha stabil bir alternatif
sunmaktadir. PLGA partikullerinin boyutu kimyasal bilegimini ve Uretim yontemini
degistirerek ayarlanabilir. PLGA nanopartiktllerden ila¢ salimi, degradasyon hizini
etkileyen molekll agirhigindaki dedisikliklerle kontrol edilebilir. PLGA ile
hazirlanmig ila¢ sistemlerinin konvansiyonel sistemlere gore ¢ok sayida avantaji
bulunmaktadir. Bu avantajlardan biri, ilaglarin uzatilmis salim 6zelliklerinin gunler,
haftalar veya aylarca devam edebilmesidir. PLGA'nin yaygin kullaniminin diger
sebepleri ise biyolojik olarak parcalanabilir olmasi, biyolojik olarak gecimli olmasi
ve FDA (Gida ve lla¢ idaresi) tarafindan onaylanmis olmasidir. Cesitli aktif
farmasotik ajanlarin yanisira, protein, peptid, gen, asi, antijen, insan buylime
faktorleri, vaskuller endotelial buylime faktorleri gibi makromolekuler yapidaki
cesitli ilaglar, PLGA ile hazirlanmis ilag sistemleri icerisine basarili bir sekilde
yuklenebilmektedir. Bu sistemler genel olarak ilaglarin hedeflendiriimesinde
(hucresel veya doku temelinde) kullaniimaktadir. Bunun yaninda biyoyararlanimi
artirirlar, ilag salimini uzatirlar, gastrointestinal gecis sirasinda ilaci korurlar.
Gelecekte yapilacak arastirma ve gelistirme calismalarinda PLGA ile hazirlanmis

ilac sistemleri gesitli avantajlarindan dolayi ilgi ¢ekici bir alandir.

Poli (glikolik asit) (PGA), Poli (laktik asit) (PLA) ve bunlarin kopolimerlerinin
uygulamalarinda diger biyoparcalanir polimerlere gore daha fazla arastirma
yapilmaktadir. PLA/PGA vicut iginde ester omurgasindan basit hidroliz ile zararsiz

ve toksik olmayan bilegsiklere hidroliz olan biyopargalanir poliesterlerdir.

PLGA’nin biyopargalanma derecesi laktik ve glikolik asitin polimer zincirindeki
molar oranlarina, polimerin molekll agirligina ve camsi gegis sicakhdina gore
farklihk gosterir. PLA ve PGA’nin gesitli oranlarda (35:65, 50:50, 65:35, 75:25) bir
araya gelmesinden olugsan PLGA’lar mevcuttur. Bu oran degistikge yani laktik asit

orani azaldikg¢a pargalanma hizi ve ilacin salim ylzdesi de artmaktadir [119,120].
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Ticari olarak piyasada bulunan PLGA kopolimerleri fonksiyonel gruplarina goére
uce ayrilir. Bu fonksiyonel gruplar serbest karboksilik asit grubu, ester grubu ve
alkil esteri grubu olabilir. PLGA’nin ayni zamanda ¢esitli molektl agirliklari ticari
olarak bulunmaktadir. PLGA’nin ticari tiplerinin isimlendiriimesinde molekil agirhgi
ve fonksiyonel gruplari gozonunde bulundurulmaktadir. Ester ve alkil esteri tagiyan
PLGA tipleri, serbest karboksilik asit i¢cerenlere gore daha uzun degradasyon
suresi gosterirler. PLGA mikro/nano taslyiciya hapsedilmis olan ilag kontrollU
olarak salinir ve bdylece hedef bélgede belirli sure istenen konsantrasyonda ilag
bulunmasi saglanir [96,107,108,114,121-124].

PLGA ile hazirlanan nanopartikuller genellikle emulsiyon-solvan ugurma sistemi ile

polivinil alkol (PVA)'GUn emdlsifiyer olarak kullaniimasiyla hazirlanir [108].

2.8. Hiicre Kiiltiiri

Hucre kultird, mekanik veya enzimatik pargalanma ile bir dokudan ayrilmis olan
hdcrelerin Uretilmesi iglemidir. Orjinal bir dokudan alinan disperse hucrelerden,
primer kultlrlerden veya bir hlicre serisinden/soyundan, enzimatik veya mekanik

yolla elde edilen hiicrelerin godaltiimasi islemi olarak da ifade edilebilir [125].

Hucre kulturtd ortaminda fizikokimyasal cevre ve buna bagh olarak fizyolojik
kosullar daha iyi kontrol edilebilir. Sicaklik, pH, ozmotik basing, O, ve CO, kismi
basinglar gibi fizikokimyasal kosullar hucre kuiltirinde daha kolay saglanabilir.
Doku ornekleri cogunlukla heterojendir ancak birka¢ pasajlamadan sonra kultlre
edilmis hucreler, homojen hale gelirler. Hucrelerin homojenitesi, elde edilen
hdcrelerin homojenitesi agisindan son derece 6nemlidir. Bunun yaninda hicre
kultarleri ekonomiktir ve zaman kaybi ve pahali hayvan g¢alismalari minimuma
indirilir.  Bunlara ek olarak, Urin eldesinde endustriyel amach olarak

kullanilabilmesi de 6nemli avantajlarindandir [126,127].

Hucre kdltarleri ile yapilan ilk galismalarda dokulardan elde edilen dogal ortamlar
veya vicut sivilart kullaniimistir (tavuk yumurtasi embriyo ekstrakti, serum, lenf).
Hucre serileri ¢odaldikga daha fazla ortama ihtiya¢ duyulmus ve bu da kimyasal

yollarla ortamlar hazirlama ve bu ortamlari kullanmayi gerektirmistir.
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Bu ortamlardan bazilari; MEM (Eagle’s minimum EssentialMedium), DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium), F12, DMEM/F12, aMEM, CMRL1066,
RPMI1640 (Rapid Prototyping & Manifacturing Institue), M199, L15, MB 752/1,
McCoy’s 5A, Fischer'dir [125].

Hucre kultard besiyerleri, laboratuvar ortaminda hicrelerin metabolik aktivitelerini
surdurebilmeleri igin gerekli olan mikrogevreyi saglayan besleyici ¢ozeltilerdir.
Hucrelerin canliliklarinin devami ve ¢ogalmalari i¢cin aminoasitler, karbonhidratlar,
lipitler, vitaminler, iyonlar ve proteinlerin ortamda bulunmasi sarttir ve hicre kulttru
bu igerikle hucrelerin gelisimini desteklerler. Laboratuvar ortaminda hucrelerin
¢ogaltilabilmesi igin uygun pH, sicaklik ve nemin saglanmasi ¢ok 6nemlidir
[126,127].

2.8.1. Pankreatik beta TC hiicreleri

Erigskin insanda, agirliklari pankreas agirhginin % 2’si civarinda olan yaklasik 2
milyon ada bulunmaktadir. Adaciklardaki hucreler, morfoloji ve boyanma
Ozelliklerine goére ayrilirlar. Alfa (a) hicreleri glukagon, beta (B) hicreleri insulin,

delta (A) hicreleri somatostatin, F hicreleri polipeptit salgilar.

Beta hucreleri temel fonksiyonu, vucuttaki tim dokularin optimal fonksiyonu igin
besinlere, hormonlara ve sinirsel stimulasyonlara yanit olarak plazmadaki
glukozun fizyolojik oraninin devamliigini saglamak amaciyla yeterli biyoaktif
insulin salimidir. Beta hucreleri anatomik yapi dikkate alindiginda, komsu

hlcrelerin de fonksiyonlarini dizenler [6].



3. GEREG VE YONTEM

3.1. Gereg
3.1.1. Etkin maddeler

instlin (Humulin R) Lilly,
Embriyonik kok hicre (EKH)

3.1.2. Kullanilan kimyasal maddeler

Benzalkonyum Klorlr (%10luk)
Bovin Serum Albumin (BSA)
1,2-dioleil-sn-glisero-3-fosfo-L-serin (DOPS)

1,2 dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine (DOPE)

Diklorometan

Diyaliz membran (M.A<12,000 Da)
Dulbelco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Folin-Cocalteau ayiraci

Kalsiyum klorur (CaCl,.2H,0)

Kloroform

Kolesterol (Ch)

Membran peroksidaz substrati

Metanol

MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium

bromit)

Methoxy-poly(ethyleneglycol)2000-
distearoylphosphatidylethanolamine PEG-PE
Pikrik asit

Polilaktik ko-glikolik Asit (PLGA 50:50)
Polivinil alkol (PVA)

Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH2PO,)

ATCC® (CRL-1934)
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Tekkim

Sigma, ABD
Avanti Polar Lipids
Inc, ABD

Avanti Polar Lipids
Inc, ABD

Merck, Almanya
Sigma, ABD
Biochrom, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, ABD
Thermo-Pierce
Merck, Almanya
Sigma, ABD

Avanti Polar Lipids
Inc, ABD

Ateks Kimya
Sigma, ABD
Wecker-Almanya
Merck, Almanya
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RPMI 1640
Sodyum hidroksit
Sodyum karbonat
Sodyum nitrat

Sodyum potasyum tartarat
3.1.3 Kullanilan alet ve malzemeler

Bidistile su unitesi

Direng olgum aleti

Etuv (CO'li)

Dikey difuzyon hucresi

Doku kultlr mikroskobu (Inverted mikroskop)
Franz difGzyon hlcreleri

Hucre kaltart sarf malzemeleri

Flasklar (25 cm? ve 75 cm?), Steril pipetler, 96 kuyucuklu
plaklar

Luminesans goruntuleme cihazi

Manyetik karigtirici

Mouse insulin ELISA Kit

Partikal buyukligu ve zeta potansiyel 6lgim aleti
pH metre

Rotaevaporator

Terazi

Termostatli isitici

Ultrasonik banyo

Ultrasantrifij

UV spektrofotometresi

Vorteks

Western Blot aparatlari

Biochrom, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Milipore®
Evohm® Voltmeter
Heraeus

Caligkan Cam
Olympus, 1X71)
Caligkan Cam
Granier Gmbh

Kodak

Snijders

Shibayagi

Malvern Zeta Sizer
Ph Meter CG 840
Heidolph
Shimadzu AW 320
Heidoph
Brainsonic 221
Hitachi GX serisi
Shimadzu UV 1700
Nuve-NM 110
BioRad
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3.2. YOntem

Calismamizda iki farkh etkin madde (insulin ve embriyonik kok hicre (EKH))
kullaniimigtir. Oncelikle bu etkin maddelerle yapilan ¢alismalar, ardindan elde

edilen bulgular verilecektir.

Yontem kismindaki ortak bolumler insulin ile yapilan g¢alismalar kisminda

anlatilacak olup EKH kisminda da o boliume atif yapilacaktir.
3.2.1. insiilin ile yapilan ¢alismalar

instlin ile yapilan in vitro calismalar

Insiilinin miktar tayini yénteminin gelistiriimesi ve validasyonu

instlinin miktar tayini igin protein tayin yontemlerinden Lowry ydéntemi kullanildi.
Lowry yontemi, etkin maddenin hucre kultirinden gegis c¢alismalarinda, stabilite

calismalarinda, in vitro diyaliz membran gecis ¢alismalarinda kullanildi.

Lowry metodunun esasi; peptit baglarinin alkali kosullarda bakir iyonlari ile bilre
reaksiyonu sonucu bakirin indirgenmesi ve Folin-Ciocalteu ayiraci ile tirozin ve
triptofan amino asitlerinin tepkimeye girerek mavi renkli kompleks meydana

getirmesidir. Olusan kompleks 600-800 nm arasinda absorbans piki verir.

Analiz galigmalarina baslamadan dnce insulin i¢in Lowry metodu uygulandiktan
sonra 200-800 nm arasinda UV spektrofotometrede, dalga boyu taramasi yapildi

ve Amaks degeri saptandi.

Validasyon, kullanilan yontemin surekli olarak dogru ve guvenilir sekilde beklenen
sonuglart verdiginin kanitlanmasi igin yapilan iglemlerinin tamamidir. Bu
validasyon islemleri o yoOntemin dogruluk, kesinlik ve guvenilirliginin

kanitlanmasina yonelik olarak gergeklestiriimektedir.

Validasyon iglemleri diyaliz membrandan gegis ¢alismalarinda da kullanilacak pH
7,4 fosfat tamponunda, DMEM ve distile su i¢inde gergeklestirildi.
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Bu kosullar kullanilarak validasyon iglemleri yapilmis ve asagidaki parametreler

incelenmigtir.

pH 7.4 fosfat tamponu ve DMEM icerisinde instilin validasyonu

Validasyon calismalari igin fosfat tamponu igerisinde insulin ¢ozeltisinin 50 pg/mL
derisimde ¢ozeltisi, DMEM igerisinde 30 pg/mL hazirlandi. Dalga boyu taramasi
kore karsi yapildi.

Dogrusallik

Hazirlanan numunedeki etkin madde miktarinin ¢aligilan aralik igindeki derigimi ile

elde edilen yanitin orantili oldugunu ifade eder.

instlinin fosfat tamponu igerisinde 16 farkli derigsimde (0.25 - 60 pg/mL), DMEM
icerisinde 14 farkh derisimde (30-0,0625 pg/mL) 6 ayr seri ¢ozeltisi hazirlandi.
Lowry yontemi uygulandi ve UV spektrofotometrede olusan rengin absorbanslari

Blguldi.

instilin derisimlerine karsilik bulunan absorbans degerlerine en kiglik kareler
yontemi uygulandi ve standart dogru denklemi elde edildi. Gerekli istatistiksel

parametreler hesaplandi.

Dodgruluk ve geri elde

Dogruluk, saptanan madde miktari ile hazirlanan numune igerisindeki gergek etkin
madde miktarinin yakinh@idir. Yontemin dogrulugunu kanitlamak igin bilinen
konsantrasyonda orneklerin analizi yapilir. Yontemin dogrulugu geri elde etme
yuzdesine baghdir. Elde edilen deder % 95 olasilikla daha dnceden kabul edilen
aralikta olmaldir. insilinin fosfat tamponu ve DMEM igerisinde ¢o6zeltiden,
lipozomdan, nanopartikilden ve nanokohleattan kalibrasyon denklemi kullanilarak
geri elde edilen miktarlari hesaplandi ve gerekli istatistiksel parametreler
degerlendirildi.
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Kesinlik
Miktar tayini icin kullanilan analiz yontemiyle, ayni derisimde hazirlanan
numunenin ardi ardina yapilan olgumlerinin birbirine yakinhgi yontemin kesinligini,

kesinlik de tekrar edilebilirligi gosterir. Kesinlik standart sapma ve bagil sapma

degerleri ile degerlendirilir.

a) Deney ici kesinlik

instlinin kalibrasyon dogru denklemini olusturmak igin fosfat tamponu icerisindeki
stok ¢ozeltisinden uygun seyreltmeler yapilarak hazirlanan 60 ve 40 pg/mL
derisimdeki ¢ozeltilere, DMEM igerisindeki stok ¢ozeltisinden uygun seyreltmeler
yapilarak hazirlanan 20 ve 7.5 pg/mL derisimdeki ¢ozeltilere Lowry metodu
uygulandiktan sonra UV’de ard arda 10 kere absorbans dlgimia yapildi. UV’de
okunan absorbans degerlerinin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon

katsayisi hesaplandi.

b) Deneyler arasi kesinlik

insilinin fosfat tamponu icerisindeki 60, 40, 15, 3 ve 1 pg/mL derisimlerdeki
cozeltilerinin, DMEM igerisindeki 20, 10, 7,5, 5 ve 1 pg/mL derisimlerdeki
cOzeltilerinin birbirini takip eden 3 gun icinde 3’er kez Lowry metodu uygulandiktan
sonra UV’de absorbanslari Ol¢ildu. Elde edilen absorbans degerlerine karsilik
gelen derigimlerin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon Kkatsayisi

hesaplandi.

Ozqiinliik ve secicilik

Kullanilan analiz ydnteminin sadece analiz edilmesi istenilen maddeyi
saptayabilmesi gerekmektedir. Formulasyona giren etkin madde digindaki diger

maddelerin ayni dalga boyunda saptanip saptanmadigdi kontrol edilmelidir.

Bu amacla DOPE, DOPS ve PLGAnin insullinin pik verdigi dalga boyunda

absorbanslarina bakildi.
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Duyarlilik ve saptama siniri

Kullanilan analiz yonteminin guvenilir sekilde analiz edebildigi en kuguk derisimi
saptamak icin yapilan iglemlerdir. Duyarliik ve saptama sinirn asagidaki

denklemlerle hesaplanir:

Duyarlilik sinir(LOD)=(3.3x0) / S
Saptama sinirn(LOQ)=(10xo) / S
o: kalibrasyon araligindaki en dusuk derisimin standart sapmasi

S: kalibrasyon egrisinin egimi

Distile su icerisinde insiilin validasyonu

Distile su ile seyreltilerek hazirlanan insulin ¢odzeltisinin dalga boyu taramasi
yapildi ve fosfat tamponu ile hazirlanan ¢ézelti ile ayni dalga boyunda maksimum

absorbans verdigi igin validasyon ¢aligmalari ayrica yapiimamistir.

Diferansiyel taramali kalorimetre analizi

Calismalar, DSC (Diferrantial Scanning Calorimetry) kullanilarak 10°C/dk tarama
hizinda 250°C’ye kadar yapildi. Etkin madde (insulin) ve formilasyon hazirlamada
kullanilan tUum yardimci maddelerin tek baglarina ve etkin maddeyle 1:1 oranindaki
karisimlari kullanilarak yapildi. Ornekler 2 mg tartilarak aliminyum érnek kaplarina
kondu. Aliminyum kapak kapatilarak pellet basildi ve ardindan aletin 1sitma
hlcresine yerlestirildi. 20-250°C sicaklik arasinda azot atmosferi altinda dlgimler

gerceklestirildi. DSC galismalarinda, kullanilan maddeler:

Dioktil fosfotidil serin (DOPS)

Dioleyil fosfatidil etanolamin (DOPE)

Kolesterol (Ch)

Kalsiyum klortr (CaCly)

Polilaktid-ko-glikolik asit (PLGA 50:50)

Polivinil alkol (PVA)

Methoxy-poly(ethyleneglycol) 2000-distearoylphosphatidylethanolamine-PEG-PE
insiilin + DOPS
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instilin + DOPE

insiilin + Ch

instlin + CaCl,

insilin + PLGA

insulin + PVA

instlin + Methoxy-poly(ethyleneglycol)2000 distearoyl phosphatidyl ethanolamine-
PEG-PE

Hicre kulturu calismalari

MTT (Sitotoksisite) testi

Gelisme fazindaki hlcreler, sitotoksik ilaca maruz birakilir. Hicrelerin ilaca maruz
kalacagi sure genellikle maksimum hudcre hasarinin olusmasi igin gereken suredir.
Bu siire ayni zamanda ilacin stabilitesine de baghdir. ilacin uzaklastirimasindan
sonra, hucrelerin 2-3 kez bdolinmesi igin belli bir sure beklenir. Boylece gorunur
durumda olup Ureyemeyen hucreler ile hem goérinen hem de Ureyebilen hlcreler
ayirt edilmis olur. Yasayan hucreler, MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difenil-

tetrazolium bromit) boyasinin rediksiyonu ile dolayl olarak teshis edilir.

MTT testinin esasi, sari renkli ¢ozunebilir 6zellikteki MTT boyasinin, metabolik
olarak aktif olan hucrelerin mitokondrilerinde bulunan slksinat dehidrogenaz
(SDH) enzimi ile koyu mavi renkli ¢ézunmez Oozellikteki formazan urinune
doénusmesidir (Sekil 3.1). Olusan formazan Urinid ¢dzinlr hale getirilir ve olusan

mor renk spektrofotometrik olarak olgulur.
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MTT MTT formazan

Sekil 3.1. MTT reaksiyonunun kimyasal gosterimi



54

insiilin ve formiilasyon hazirlamada kullanilan benzalkonyum klorir icin MTT testi
uygulandi. Ayrica etkin madde igcermeyen lipozom, nanopartikil ve nanokohleat
formulasyonlarina da MTT testi uygulandi. Amag, hicrelerden gegis galismasini
yapacagimiz ¢ozelti, lipozom, nanopartikil ve nanokohleat formuilasyonlarinda
kullanilan etkin maddeyi, hicreler canli kalacak sekilde, maksimum hangi miktarda

kullanabileceginin gorulmesidir.

Testte pankreatik beta hucrelerinin canliliklari 48 saat izlendi. Resim 3.1’de

pankreatik beta hicrelerinin DMEM ile inklbe edildikten sonra inverted mikroskop

fotograflari gérulmektedir.

Resim 3.1. Pankreatik beta hicrelerinin mikroskop goérunttsu

instlin igin, 2, 8, 10, 20 IU/mL derisimlerde DMEM ile g¢ozeltileri ayri ayri

hazirlandi.

Lipozom ve nanokohleat formulasyonlarinda kullanilan benzalkonyum klorlr

cOzeltisi % 10, % 5 ve % 1’lik olacak sekilde DMEM ile ayri ayri hazirlandi.

Lipozom formulasyonunda kullanilacak lipitlerin hiicrelere etkisini gérmek igin etkin
madde icermeyen, sadece DOPE ve Ch’den olusan lipozomlar, DOPS ve Ch’den

olusan nanokohleatlar, % 25, % 50 ve % 75’lik olarak hazirlandi.

Nanopartikil formilasyonunda da etkin madde icermeyen, sadece % 0,4 luk
polivinil alkol (PVA) c¢ozeltisi ve diklorometan:metanol iginde oda sicakhdinda
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¢6zinen polimerden (PLGA) olusan nanopartikiller % 25, % 50 ve % 75 ’lik olarak

hazirlandi.

Hazirlanan numuneler deney yapilincaya kadar +4°C‘de saklandi. Test igin

37°C’ye getirildikten sonra kullanildi.

Test icin kullanillacak pankreatik beta hucreleri 96 kuyucuklu doku kualtar
kaplarinda uretildi. Kuyucuklara 100’er yL DMEM eklendi ve 24 saat 37°C’de
CO_'li etivde bekletildi. Hlcre grubu igin hi¢cbir madde icermeyen sadece DMEM
iceren kontrol gruplari belirlendi. Ardindan kaplar bosgaltildi ve degisen
derisimlerde test maddelerinin DMEM igerisindeki ¢ozeltileri (100 yL) kuyucuklara
eklendi (Resim 3.2.) ve 48 saat 37°C’de CO;li etivde bekletildi. 48 saatin sonunda
kaplardaki icerik bosaltilarak, tim kuyucuklara 100 yL taze DMEM ile 13 yL MTT
cozeltisi eklendi. Kultir kaplari hemen aluminyum folyoyla sikica sarildi ve 4 saat
37°C’de CO'li etuvde bekletildi. 4 saatin sonunda etivden cikarilan kaplar
bosaltildi ve kuyucuklara 100’er uL izopropanol ilave edildi. Olusan mor renk
spektrofotometrik olarak 570 nm’de tayin edildi. Farkl derisimlerdeki maddeler igin
farkh absorbans degerleri elde edildi ve bu degerlerden hareketle ylizde canlilik

hesaplari yapildi. MTT testi sirasinda c¢ekilmis bir fotograf, Resim 3.2’de

gorulmektedir.

Resim 3.2. Farkli konsantrasyonlardaki maddelerin DMEM icerisinde hlcreye
tatbik edilmesi
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In vitro ¢alismalarda kullanilan insiilin formiilasyonlari

in vitro gecis calismalarinda gozelti, lipozom, nanopartikiil ve nanokohleat tipi
formuUlasyonlar kullanildi. Formulasyon igeriginde kullanilan insdlin miktari MTT
testi sonuclari géz Onine alinarak belirlendi. Gegis c¢alismalarinda kullanilan

formulasyonlar:

e insilin ¢ozeltisi

e Insdlin lipozomlari

e Insilin-PEG lipozomlari
e insilin nanopartikilleri
e Insilin nanokohleatlar

e Insiilin-PEG nanokohleatlari

Lipozomlarin hazirlanmasi

Tez galismamizda, katyonik lipozomlar ve pegile katyonik lipozomlarin yapiminda,
fosfolipit olarak DOPE, stabilite artirici olarak kolesterol (Ch) kullanilarak Bangham

yontemi [129] ile asagida belirtildigi gibi hazirlandi.

DOPE:Ch (1:1 molar derisimde) armut tipli cam balona konuldu

!
Benzalkonyum klorir cam balona ilave edildi ve kloroform ilavesiyle lipit ¢ozundu
!
44°C de rotavapotarda kloroform ucguruldu ve kuru lipit film elde edildi
!

Elde edilen kuru lipit film insulin ¢dzeltisi ile hidrate edildi ve 15 dk vorteks ile
karistirildi. Ardindan 30 dk ultrasonik banyoda bekletildi

!

Olusan katyonik lipozom suspansiyonu 20.000 rpm’de 30 dakika

santrif(j edilerek Ustteki berrak kisim ayrildi ve lipozomlar elde edildi.
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instlin ile hazirlanan lipozomlar, vorteks ile karistirimasinin ardindan elde edilen

ile elde edilmistir. Yukleme etkinligi etkin madde miktar tayini ile belirlenmistir.

EKH igeren lipozomlarin hazirlanmasi ise, dnce bog olarak hazirlanan lipozomlarin
1 saat hiicre (1,2 x 10°/mL) ile inkiibasyonu (37°C % 5 CO'li etiiv) ve daha sonra
ortamin uzaklastiriip taze DMEM ilavesiyle 48 saat inkUbasyonu yapilarak etkin
madde (EKH) yuklemesi yapilmigtir. Yukleme etkinligi, hlicre sayimi, Lowry protein

tayin yontemi ve Western blot ile yapiimigtir.

Pegile lipozomlar ise asagida belirtildigi gibi hazirlandi.

Katyonik lipozom suspansiyonuna pegilasyon islemi icin DSPE-PEG 2000 ilave
edildi ve 1 saat 37°C’de calkayicida bekletildi

!

Pegile lipozom suspansiyonu elde edildi

!

Elde edilen sispansiyon 20.000 rpm’de 30 dakika santriflj edilerek Ustteki berrak

kisim ayrildi

l

Coken kisimdan pegile lipozomlar elde edildi

Hazirlanan insulin yuklu katyonik lipozomlar ve katyonik pegile lipozomlar, MTT
sitotoksisite calismalarinda, hucre kultira gegcislerinde, diyaliz membranindan

Franz difizyon deneylerinde ve in vivo deneylerde kullanildi.

Nanokohleatlarin hazirlanmasi

Nanokohleatlarin hazirlanmasina yodnelik yapilan literatir taramalarinda bir takim
metotlar bulunmus olup [94] anyonik yapidaki fosfolipit olarak DOPS kullaniimistir.

Nanokohleatlarin hazirlanigl asagida belirtilmigtir.
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DOPS armut dipli balona kondu

!
Kloroform ilave edilerek lipit ¢bzundu
!
Rotaevaporatorde 40-42°C de kloroform uzaklastirildi
!
Elde edilen kuru lipit film insulin ¢ozeltisi ile hidrate edildi
!

Suspansiyon 15 dk oda sicakhginda vorteks ile karistirildi ve 30 dk oda

sicakliginda inkUibasyona birakildi

!

Suspansiyon, 20.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilerek Ustteki berrak kisim atildi

!

Lipozomlarin Uzerine hazirlanan 6 mM CaCl, ¢dzeltisi eklendi ve vorteks ile

karistirildi

!

4°C’de 1 gece boyunca bekletildi ve nanokohleatlar siispande halde elde edildi

l

3000 rpm’de 30 dk santrifij edildi, Ustteki berrak kisim ayrildi ve etkin madde
miktar tayini yapildi

Pegile nanokohleatlar ise agagida belirtildigi gibi hazirlandi.

Yukarida anlatildigi sekilde elde edilen nanokohleat suspansiyonuna pegilasyon
islemi icin DSPE-PEG 2000 ilave edildi. 1 saat 37°C’de ¢alkayicida bekletildi

!

Pegile nanokohleat suspansiyonu elde edildi

!

Elde edilen stispansiyon 3000 rpm’de 30 dakika santriflj edilerek Ustteki berrak

kisim ayrildi ve ¢oken kisimdan pegile nanokohleatlar elde edildi.
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EKH ile hazirlanan nanokohleatlarin hazirlanmasi ise, dnce bos olarak hazirlanan
nanokohleatlarin 1 saat hiicre (1,2 x 10%mL) ile (37°C % 5 CO.lli etilv), daha
sonra ortamin uzaklastirihp taze DMEM ilavesiyle 48 saat inkUbasyonu yapilarak
etkin madde (EKH) ylUklemesi yapilmistir. YUkleme etkinligi, hlcre sayimi, Lowry

protein tayin yontemi ve Western blot ile yapilmistir.

Hazirlanan insilin nanokohleatlar ve pegile nanokohleatlar, MTT sitotoksisite
calismalarinda, hucre kaltirl gecislerinde, diyaliz membranindan Franz diflizyon

deneylerinde ve in vivo galismalarda kullanildi.
Nanopatrtikiillerin hazirlanmasi

Tez galismamizda, nanopartikll yapiminda, PLGA polimer olarak kullaniimis olup
izlenen yol asagida belirtilmigtir: Sulu faz, % 0,4 1k PVA ¢dzeltisini, organik faz

ise; PLGA polimeri diklorometan: metanol (90:10) karisimi iginde ¢ézindu.

Organik faz, sulu faza damla damla ilave edilirken sulu faz 13,500 rpm ‘de

homojenizator kullanilarak karistirildi

l

Karisimin Uzerine 100 mL distile su ilave edildi ve 2 saat manyetik karistiricida

organik solvanin ugmasi igin karigtirildi

l

Nanopartikul stspansiyonu 10.000 rpm’de 30 dk santrifuj edilerek Ustteki berrak

kisimdan etkin madde miktar tayini yapildi

EKH ile hazirlanan nanopartikuller, nanopartikillerin 6nce bos olarak hazirlanmasi
sonrasi EKH (1,2 x 10%/mL) ile 1 saat inkiibasyon (37°C % 5 CO-'li etiiv), daha
sonra taze ortam ilavesiyle 48 saat inkiibasyon (37°C % 5 CO.'li etiv) daha
yapilarak etkin madde (EKH) yuklemesi yapilmistir [157]. YUkleme etkinligi, hem
hicre sayimi, hem Lowry protein tayin yontemi hem de Western blot ile

yapilmistir.
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Hazirlanan insulin yukla nanopartikuller, MTT sitotoksisite g¢alismalarinda, htcre
kalturh gegiglerinde, diyaliz membranindan Franz difuzyon deneylerinde ve in vivo

calismalarda kullanildi.

Peqilasyonun spektrofotometrik tayini

Pegilasyon islemi sonucu hazirlanan lipozom ve nanokohleatlara baglanan DSPE-
PEG2000 lipit tayini igin spektrofotometrik yontem olan pikrat metodu [150]
kullaniimigtir. ' Yontemin esasi; polieterlerin  sodyum iyonu ile olusturdugu
kompleksin, 1,2-dikloroetan icinde pikrat olarak ekstraksiyonu sonrasi

spektrofotometrik tayinidir.

Bu yontemde sodyum nitrat-pikrat ¢ozeltisi; 3,33 M sodyum nitrat, 0,02 M pikrik
asit ve 0,1 M sodyum hidroksit icerecek sekilde hazirlanir ve bu ¢ézelti sulu fazi

olusturur.

Organik fazi olusturan 1,2-dikloroetan igerisine, drnek supernatantini iceren sulu
faz, organik faz:sulu faz 5:15 (h/h) oraninda olacak sekilde ilave edilmis ve
ardindan kuvvetlice galkalanmistir. 1500 g’de 10 dakika santriflij edildikten sonra
ustteki sulu faz ayrilmis ve organik fazdan spektrofotometrik olarak 378 nm’de

Olcim yapilmistir.

DSPE-PEG2000 lipit ¢ozeltisinin (50 pg/mL) bir seri ¢ozeltisi ile olusturulan
kalibrasyon denklemi kullanilarak érnek igindeki PEG-lipit tayini yapiimistir.

insiilin yiiklii lipozom, nanokohleat ve nanopartikiillerin karakterizasyonu

Partikul bdyuklugu ve dagilimi

Hazirlanan lipozom, nanopartikil ve nanokohleatlarin partikil buyukliga ve
dagihmi Malvern Zeta Sizer-Nano ZS aleti ile dl¢uldi. Malvern Zeta-Sizer-Nano
ZS cihazi ile partikil buyUkligu, zeta potansiyeli, molekul agirhdi ol¢gimleri
yapilabilmektedir. Partikal buyuakluga olgum araligi 0,6-6000 nm arasindadir. Alet,
Dynamic Light Scattering (DLS) (Dinamik Isik Sacilimi) teknolojisi kullanilarak
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Olcim yapar. Ortam igerisinde Brown hareketleri yapan partikullerin boyutunun

blyumesi Brown hareketlerini yavaslatirken, sicakhigin artmasi hizlandirir.

Hazirlanan formilasyonlarin partikil buydkliga ve dagiliminin zamanla degisip

degismedigi stabilite galismalariyla incelenmigtir.
Lipozom, nanokohleat ve nanopatrtikillerin yiizey ézelliklerinin incelemesi

Hazirlanan lipozom, nanopartikil ve nanokohleatlarin sekli TEM (Transmission
Electron Microscopy) ile Orta Dogu Teknik Universitesi TEM Laboratuvarnda
goruntilendi. TEM’de goérintileme igin hacimli 6rneklerimiz uygun derecede
seyreltildikten sonra 2-3 mm capl disklerde bir gece kurumaya birakildi ve

goruntulemeye alindi.
Lipozom, nanokohleat ve nanopatrtiklllerin igcine hapsedilen miktar tayini

insiilin iceren lipozom, nanopartikill ve nanokohleatlarin siispande halde elde
edilmesi sonrasi santriflj edilip Ustteki berrak kisim (supernatant) uygun oranlarda

seyreltilerek Lowry metodu ile protein tayini yapiimistir.
Zeta potansiyeli l¢timleri

Hazirlanan lipozom, nanopartikil ve nanokohleatlarin zeta potansiyel olgumleri
Malvern Zeta Sizer-Nano ZS aleti kullanilarak yapildi. Aletin c¢alisma prensibi
elektroforeze dayanir. Elektroforez, ortamda bulunan partikillerin elektriksel
alandaki hareketini ifade eder. Elektroforetik hiz, elektroforetik mobilite ile
orantilidir. Elektroforetik mobilite, dl¢ulebilir bir parametredir ve zeta potansiyel ile
iligkilidir.

insiilin iceren formiilasyonlarin stabilitesi

insiilin iceren lipozomlar, nanokohleatlar ve nanopartikiiller hazirlanmis ve
formulasyonlar, 4°C, 25°Cx%60 bagil nem ve 40°Cx%75 bagil nem ortamlarinda 6

ay sureyle muhafaza edilmistir.
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Formdilasyonlarin partikil blydkliga ve dagilimlarive zeta potansiyelleri

Hazirlanan formulasyonlarin partikil buyukligu ve dagilimi ve polidispersite
degerleri Malvern Zeta Sizer Nano-ZS aleti ile 0.gin (baslangi¢) ve. 1.,2.,3.,4.,5.

ve 6. aylarda tayin edildi.

Hazirlanan formulasyonlarin zeta potansiyelleri Malvern Zeta Sizer Nano-ZS aleti

ile 0.gun (baslangig) ve. 1.,2.,3.,4.,5. ve 6. aylarda tayin edildi.
Formiilasyonlarda insdilin miktar tayini

insiilin, lipozom, nanokohleat ve nanopartikiillerden Lowry protein tayin

yontemiyle, 0.gun (baslangig) ve. 1.,2.,3.,4.,5. ve 6. aylarda tayin edildi.
Formdilasyonlarin TEM gériintiileri

Stabilite galismalarina tabi tutulacak formulasyonlarin baslangigta ve 6. ayda TEM

goruntuleri ¢ekilmistir.

in vitro gecis calismalari

Diyaliz membran gecgisleri

Diyaliz membran (12000 Da) gecisleri pH 7,4 fosfat tamponunda yapildi. Bu
pH'nin secilmesinin nedeni hucre kultiru c¢alismalarinda kullanilan DMEM'in
pH’sinin 7,38 olarak olgulmesidir. Cozeltilerin, lipozomlarin, nanokohleatlarin ve

nanopartiktllerin diyaliz membrandan gegcis ¢alismalari yapildi.

Kullanilan diyaliz membran 24 saat boyunca pH 7,4 fosfat tamponunda islatildi.
Diyaliz membran gegisleri Franz difizyon hucreleri kullanilarak yapildi. Diyaliz
membran bu Franz hucresinin arasina yerlestirildi. Hucrelerin alt kismina 2 mL pH
7,4 fosfat tamponu, Ust kismina ise gegisi incelenecek formulasyonlar konuldu.
Ortam sicakligi 37°C’de tutuldu, sabit hizda karistirma deney siiresince devam
etti.



63

15., 30., 45., dakikalarda, 1., 2., 3., 4., 6., 8., 12., 24. ve 48. saatlerde alt kisimdan
2 mL 6rnek alindi. Ortamin hacminin degismemesi igin érnek alimindan sonra, alt
kisma drnek hacmi kadar sicakligi 37°C’ye ayarlanmis pH 7,4 fosfat tamponundan
ilave edildi. Alinan orneklerdeki insllin miktar tayini UV spektrofotometresi ile
yapildi. Hucrelerden gecgen yuzde kumulatif ilag miktarlari zamana karsi grafige

gegirildi, 48 saat boyunca yuzde kumdulatif gegen miktarlar hesaplandi.

Gecis calismalarinda kullanilan ve (lzerinde hiicre bulunmayan filtrelerden gecis

calismalari

Hlcre gegisi calismalarinda kullanilan filtrelerin, gecis Uzerine etkisi olup
olmadigini géormek amaciyla Uzerinde hucre tek tabakasi olmayan filtrelerden

¢cozelti, lipozom, nanokohleat ve nanopartiktl formulasyonlari gegisleri incelendi.

Huicre gecgis c¢alismalarinda kullanilmak (izere pankreatik beta hlicrelerinin

liretilmesi

-196°C’de dondurularak saklanmis pankreatik hudcreler c¢ikartilarak 37°C’lik su
banyosunda ¢6ziildi. 800 rpm’'de 5 dakika siireyle santrifiij edildi. Ustteki berrak
kisim ayrilarak atildi. Cokelti, 5 mL % 10’luk fetal bovin serum, % 1 sodyum
bikarbonat (toplamda % 7,5 olacak sekilde) ve % 1 iceren DMEM ile homojenize
edildi ve 25 cm?lik doku kiiltirii sisesine alindi. Hiicreler, doku kiiltiirii sisesi icinde
37°C’de CO_'li etivde Uremeye birakildil. 48 saatte bir vasat degistirildi. Hlcrelerin
ureme durumlari mikroskop ile kontrol edildi. Hucrelerin % 100 tek tabaka seklinde

tredigi gorildiikten sonra 75 cm?lik doku kiiltiir(i sisesine pasajlama yapild.

Doku kultiri sisesinin  yuzeyine tutunmus hadcreleri uzaklastirmak igin
tripsinizasyon islemi uyglandi. Tripsinizasyon igleminin ardindan hucreler tripan
mavisi ile boyanarak, bruker laminda mikroskop ile sayildi. Hucre yogunlugu
hesaplandi. Hicreler hazirlandiktan sonra filtreler Gzerine aktarildi. 48 saatte bir

vasat tazelendi.
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Pankreatik beta TC hiicrelerinden gegis ¢alismalari

Hucre kulturlerinden gegisi incelenecek formulasyonlarda kullanilacak madde
miktarlarinin  belirlenmesinde MTT testi sonuclart esas alindi. MTT testi
sonuglarinda hucrelerin  canhiligini  etkilemeyecek bigimde kullanilabilecek
maksimum insdlin derisimi 10 IU/mL olarak belirlendi. Codzeltiler, lipozom,
nanopartikil ve nanokohleat icine hapsedilen insilin miktarlari da g6z 6nunde

bulundurularak hazirlandi.

Gegis calismalarinda kullanilan pankreatik beta hicreleri 0,4 um por ¢apli filtreler
Uzerinde Uretildi. Uzerinde hiicre tek tabakasi olan filtreler, difiizyon hiicresinin
apikal ve bazolateral kisimlarinin ara bolumune yerlestirildi. DifUzyon sisteminin
sicakhdr 37°C’ye ayarlandi. Apikal kisimdan bazolateral kisma dogru gegisler

incelendi.

Gecis c¢alismalarn igin hazirlanan ¢ozelti, lipozomlar, nanopartikiller ve
nanokohleatlar DMEM ile 4 mL hacme tamamlandi. Difuzyon hicresinin apikal
kismina DMEM icerisinde bu formulasyonlar, basolateral kismina da 4 mL DMEM

ilave edildi.

15., 30., 45. dakikalarda, 1.,2., 4., 6., 8., 12., 24. ve 48. saatlerde bazolateral
kisimdan 4 mL 6rnek alindi. Ornek alimindan sonra, bazolateral kisma 6rnek
hacmi kadar ilagsiz 37°C’ye getirilmis DMEM ilave edildi. Alnan orneklerdeki
insulin miktar tayini Lowry metodu uygulanarak yapildi. Hlcrelerden gecgen yuzde
kimulatif ilagc miktarlari zamana karsi grafige gegcirildi, 48 saatin sonunda ylzde

kimulatif gecen miktarlar hesaplandi.
Pankreatik beta TC hdicrelerinin bitinliginin degerlendiriimesi

Hucre kuilturlerinde hucre batunlugunuan tespitinde kullanilan yontemlerden birisi
de elektriksel direncin Olgulmesidir. Bu amagcla; Voltmeter (WPI, USA) direng
Olcim aleti kullaniimigtir. Elektrotlardan biri DMEM’li ortama, digeri ise DMEM
bulunan hiicre tabakasina daldirilarak degerler ohm (Q) cinsinden 6lgiildi. Olgim

sirasinda kullanilan alet Resim 3.3’te gorulmektedir.
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Resim 3.3. Olglim sirasinda kullanilan Evom Voltmeter aleti

Instilinin gegirgenlik katsayisinin (k=Papp) hesaplanmasi

instilinin  lipozom, nanopartikiil, nanokohleat ve c¢dzelti formilasyonlariyla
gerceklestirilen gecis calismalari sonunda elde edilen yizde kimdulatif insilin

miktarlarindan hareketle k degerleri hesaplandi.

Gegirgenlik katsayisi birimi cm/saat’tir ve Es 3.1’deki formule gore hesaplanir
[130-132].

Es. 3.1. Papp = (dQ /dt) x (1 /A x Co)

Bu formulde; Papp: Gegirgenlik katsayisini (cm/saat), (dQ / dt) : Gegirgenlik hizini,

A: Membran alanini, C,: Dondr kompartmandaki konsantrasyonu ifade eder.
3.2.2. Embriyonik kok hiicre miktar tayini yonteminin gelistiriimesi

Embriyonik kok hicre ile yapilan in vitro calismalar

Embriyonik kbék hiicre miktar tayini ybnteminin gelistiriimesi ve validasyon

calismalari

Bolum 3.2.1.’de anlatildi§i Uzere EKH’nin miktar tayininin gelistiriimesinde Lowry

yontemi kullaniimigtir. Yine bu bolimde yontemin esasi belirtiimis olup EKH igin
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Bovin Serum Albumin (BSA) referans protein olarak kullaniimis ve validasyon

calismalari BSA ile yapiimistir.

BSA miktar tayini icin de Lowry metodu uygulanmasinin ardindan UV
spektrofotometrisi kullanildi. BSA’nin maksimum dalga boyunu saptamak igin su
icinde 500 pg/mL derisimde 200-800 nm arasinda UV spektrofotometrede dalga

boyu taramasi yapildi.

Dogrusallik

BSA’nin su icerisinde hazirlanan stok ¢ozeltisinden hareketle 16 farkli derisimde
(1-500 pg/mL) 6 ayn seri ¢ozelti hazirlandi. Her birine Lowry metodu uygulandi ve
absorbanslar oOlculdi. BSA derigimlerine karsilik gelen absorbans degerlerine
dogrusal en klguk kareler yontemi uygulandi. Standart dogru denklemi elde edildi.

Gerekli istatistiksel parametreler hesaplandi.

Dogruluk ve geri elde

BSA'nin ¢ozeltiden geri elde edilen miktarlari hesaplandi. Geri elde edilen

miktarlar, gerekli istatistiksel parametrelerle degerlendirildi.

Kesinlik

a) Deneyici kesinlik

BSA’nin su icerisinde 200 ve 75 pg/mL’lik ¢ozeltileri hazirlandi. Bu g¢ozeltilere
Lowry metodunun uygulanmasinin ardindan, UV’de ard arda 10 kere okundu. Elde

edilen derisimin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon katsayisi hesaplandi.

b) Deneylerarasi kesinlik

BSA’nin su igerisinde 400, 250, 100, 50, 20, 10, 4 ug/mL derisimlerde ¢ozeltileri
hazirlandi. Bu ¢ozeltilere Lowry metodu uygulandiktan sonra bu numunelerin

absorbanslari ardarda 3 gun 3’er kez UV'de Olculdl. Elde edilen absorbans
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degerlerine karsilik gelen derigimlerin ortalamasi, standart sapmasi ve varyasyon

katsayisi hesaplandi.

Ozgiinliik ve segicilik

Kullanilan analiz yonteminin sadece analiz edilmesi istenilen bilesigi saptadigini
gostermek icin, formulasyona giren etkin madde disindaki bilesenlerin UV’'de

verdikleri absorbans degerlerinin saptanmasi gerekmektedir.

Duyarllik ve Saptama Siniri

Duyarhlik ve saptama siniri daha dnce 3.2.1°de belirtildigi gibi hesaplanmistir.

EKH ile hazirlanan lipozom, nanopartikill ve nanokohleatlarin karakterizasyonu

Bolim 3.2.1.’de insllin yukli formulasyonlar icin belirtilen karakterizasyon
calismalari EKH ile hazirlanan formulasyonlar igin de yapilmistir. EKH ylkleme
etkinligi hem Lowry metodu hem hicre sayimi hem de Western blot tayini ile

yapilmistir.

EKH iceren formulasyonlarin stabilitesi

EKH ile lipozomlar, nanokohleatlar ve nanopartikiller hazirlanmis ve
formulasyonlar, 4°C, 25°C+% 60 bagil nem ortamlarinda 6 ay sureyle muhafaza
edilmigtir. Alti ayin sonundaki goruntuleri TEM mikroskobu ile ¢ekilmis ve bulgular

kisminda gosterilmigtir.

3.2.3. Pankreatik hicrelerle yapilan ¢aligmalar

Pankreatik beta TC hcreleri ile Gg grup olusturularak galisma yapilimistir.

1.grup; kontrol grubu
2.grup, glukozla stimule edilmis hicreler

3.grup, streptozosin ile inhibe edilmis hlcreler
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Kontrol grubuna higbir igslem yapilmamis olup sadece baslangi¢ glukoz ve insulin
tayini yapilmistir. ikinci grupta ise 25 mM glukoz iceren Krebs-Ringer Bikarbonat
(KRB) ¢ozeltisi (119 mM NaCl, 4,7 mM KCI, 2,54 mM CaCl,, 1,19 mM MgSQy,
1,19 mM KH,PO4, 25 mM NaHCOg3) ile hicreler stimile edilmis ve daha sonra
glukoz ve instlin tayini icin 6rnekler alinmistir. Uglincl grupta ise streptozosin ile
inhibe edilmis pankreatik hucrelerden alinan ornekler ile glukoz ve insilin tayini
yapiimistir. MTT testindeki % canllik degerleri esas alinarak streptozosin ¢ozeltisi
pH 4,5 sitrat tamponu ile hazirlanmis ve hicrelere uygulanmistir. Daha sonra

glukoz ve insulin tayini i¢cin érnekler alinmigtir.

Formulasyonlardan glukoz tayini

Glukoz ile stimile edilen ve streptozosin ile inhibe edilen pankreatik beta TC
hicrelerine insilin ve EKH ile hazirlanan formulasyonlar (1 mL) uygulanmis ve 48
saat inkubasyon (37°C % 5 CO.li etliv) oncesinde ve sonrasinda alinan

orneklerden glukoz tayini yapiimistir.

Glukoz tayini icin, “Glucose Liquicolor” glukoz kiti kullaniimistir (Resim 3.4). Kitin
icinde bulunan standart (100 mg/dL) ve eldeki érneklere glukoz reajanindan ilave
edildikten sonra 37°C’de 5 dakika su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra olusan

pembe rengin absorbansi UV spektrofotometrede 500 nm’de dlguimustar.

Resim 3.4. Glukoz tayini igin kullanilan kit
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Formulasyonlardan insulin tayini

Hem glukoz ile hem de streptozosin ile muamele edilmis 2,5 x10°/mL pankreatik
beta TC hicrelerine insilin (10 1U) ve EKH (1,2x10°mL) ile hazirlanan
formulasyonlar uygulanmis ve 48 saat (37°C % 5 CO.'li etiv) sonrasinda alinan

orneklerden insulin tayini yapilimistir.

Instlin tayini igin “Mouse Insulin ELISA” kiti kullanilmistir. Kit ile élglim icin yapilan

islemler sirasiyla agsagida verilmistir.
-Oda sicakhgina getirilen plagin kapagi acilir.
-300 uL yikama tamponu ile plak 4 kez yikanir.

-45 uL Biyotin konjuge anti insulin ¢ozeltisi tum kuyucuklara eklenir. Plak

calkalayici 600-1200 rpm de 10 saniye x 3 kez galkalanir.

-5 ML ornek ornekler icin belirlenmis kuyucuklara eklenir ve 5 pL standart

cOzeltilerden belirlenmis kuyucuklara eklenir.
-Plak galkalayicida galkalanir ve 2 saat boyunca 20-25 °C’de plak inkibe edilir.

-Daha sonra reaksiyon karisimi atilir ve yukarida anlatildigi gibi yikama tamponu

ile kuyucuklar yikanir.

-50 uL HRP konjuge streptavidin tUm kuyucuklara konur ve ¢alkalanir. 30 dakika
20-25 °C’de inkube edilir.

-Reaksiyon karigimi atilir ve tekrar yikama iglemi yapilir.

- 50 pL substrat kromojen reajan (TMB) tim kuyucuklara konur ve galkalanir. 30
dakika 20-25 °C’de inkube edilir.

-50 uL reaksiyon durdurucu ¢odzelti kuyucuklara eklenir, calkalanir ve plak
ELISA'da 450 nm’de 30 dakika icinde okunur.
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3.2.4. Western blot ile analiz

Dokudaki spesifik bir proteini analiz etmemizi saglayan molekuiler biyoloji
teknigidir. Bu teknik sayesinde dokuda bulunan bir proteinin varhigi, buyuklugu,
konsantrasyonu, konsantrasyon degisimleri, farkli  gruplar arasindaki
konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi vb. arastirnlabilir. Yontem genel olarak
orneklerin hazirlanmasi, yukleme ve transfer, ilgili proteinin igaretlenmesi ve

boyanmasi ve goruntuleme ve analiz kisimlarindan olusur.

Embriyonik kdk hicre (Resim 3.5.) yukli formulasyonlarimizda yikleme etkinligini
bulmak icin B-aktin ile protein tayini yapilmig olup, Western blot yonteminin

asamalari ve prosediirii asagdida belirtilmistir.*

Jellerin hazirlanmasi

Kuglik porlu ayirma jeli %12 Buyiik porlu yukleme jeli %4

Reaktif Adi Miktar Reaktif Adi Miktar
Ultra saf su 2,175 mL | Ultra saf su 3,215 mL
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 1,250 mL | 0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 1,250 mL
% 10 SDS (BioRad®) 0,050 mL | % 10 SDS (BioRad®) 0,050 mL
Akrilamid/bis-Akrilamid 1,5mL Akrilamid/bis-Akrilamid 0,5mL
Cozeltisi 40% Cozeltisi 40%

Amonum per sulfat (%10) 0,025 mL | Amonyum per sulfat 0,025 mL
TEMED 0,010 mL | TEMED 0,010 mL

Camlar hazirlandiktan sonra, % 12’lik jel hazirlanmig, Uzerine su eklenerek
dizgln yuzey olusturmasi saglandiktan sonra taraklarin 1 cm altina kadar % 4’luk

jel dokulup tarak yerlestirildi. Jel olusumundan sonra tarak g¢ikarildi.

Ornek tamponu

Ornekler 6rnek tamponu (sample buffer) igerisinde 1/1 oraninda hazirlandi. Ornek

tamponu igerigi asagidaki gibidir.

! Western blot ¢alismalar1 SAP Enstitiisii’nde yapilmistir. Yardimlarindan &tiirii Sayin Dr. Can Cokgaliskan’a
tesekkiir ederiz.
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Reaktif adi Miktar

Ultra saf su 3,8 mL
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 1,0 mL
Gliserol 0,8 mL
%10 SDS (BioRad® SDS Cat No: 161-0301 ABD) 1,6 mL
2-mercaptoetanol 0,4 mL
% 1 bromfenol blue 0,4 mL
Toplam 8 mL

Yurutme

Jele 30 pL yuklenen ornekler 200 V akimda 40-50 dakika yurutme tamponu

(running buffer) icerisinde yuratalda.
Transfer

Yurimeden sonra jel ultra saf su ile bir defa yikandi ve transfer tamponu igine

kondu. Transfer tamponu; 25 mM Tris, 250 mM Gilisin ve % 15 Metanol icerir.

Kurutma kagitlari da ayni sekilde transfer buffer icinde bekletildi. NitroselUloz
membran ultra saf su ile islatilip 9 kat kurutma kagidi Gzerine kondu ve tekrar 9
kat kurutma kagidi kondu. Uzerinden pipet yuvarlanarak arada hava kabarciklari
kalmasi engellendi. 25 V akimda 25 dakika sure ile transfer islemi yari kuru sekilde
gerceklestirildi. Sure bitiminde membran ultra saf su ile bir defa yikandi ve

bloklama iglemine alindi
Bloklama

Yuzde 5 Sut tozu (Marwell) TBS igerisinde hazirlanir. 30 dakika yavas karisimda
oda sicakliginda birakilir. Sture sonunda TBS ile bir defa yikanir. Daha sonra,
primer antikor, 6nceden belirlenen konsantrasyonda % 5 sit tozu igceren bloklama
tamponu ile sulandirilir. 1 saat oda i1sisinda ya da gece boyunca +4°C’de yavasca
calkalanarak bekletilir. Stre sonunda bir durulama ve 3 x 5 dakika TBS ile yikama
yapilir. Sekonder antikor yine dnceden belirlenen konsantrasyonda blocking buffer

icerisinde sulandirilir. 1 saat oda i1sisinda hafif karistirilarak inkubasyonda tutulur.
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Sure sonunda 1 durulama ve 3 x 5 dakika TBS ile yilkama yapilir. Yikama sonunda

membran Uzerindeki sivi iyice suzdurulur

Substrat ile muamele

Membran peroksidaz substrati (West Pico Chemiluminescent substrate/Thermo-
Pierce) olusturan iki karisimdan 5’er mL alinarak, dogrudan 1siga maruz
kalmayacak sekilde, 15 dakika hafif galkalanarak oda isisinda bekletilir. Sure
sonunda olusan luminesans goéruntlileme cihazinda tim filtreler c¢ikarilarak

okutulur (2 dakika ve 4 dakika pozlama denenir).

. 1‘- .:. v = 3 :
AN - —— : Sk %

Resim 3.5. Embriyonik kék hicrenin mikroskop goéruntist (doku kultird
mikroskobu, Olympus IX 71)

3.2.5. insiilin ve embriyonik kék hiicre ile yapilan in vivo galigmalar

in vivo calismalar kapsaminda insiilin ve EKH igeren lipozom, nanokohleat ve
nanopartikil ~ formdlasyonlarinin  intraperitonal yolla ve EKH igeren
formUlasyonlarin pankreas i¢i olarak streptozosin (150 mg/kg) ile diyabet
olusturuimus Balb-C albino tipi farelere uygulanmasinin ardindan plazmadan
glukoz tayini, farelerin g¢ikarilan pankreaslarindan histopatolojik ¢alisma
sonucunda Langerhans adacik sayisi, Langerhans adaciklarinin kapladigi alan ve
olusan dejenerasyon siddetleri degerlendirilerek semikantitatif analizler yapiimistir.
Diyabet olusturmak Uzere streptozosin ¢ozeltisi, hucre kultiri calismasinda da
belirtildigi gibi pH 4,5 sitrat tamponu igerisinde ¢ozuldikten sonra farelere
uygulanmisgtir.



73

in vivo calismalarda kullanilan hayvanlar

in vivo galismalarimizda 2-3 haftalik, yaklagik 30 gram agirhigindaki erkek Balb-C
albino tipi fareler kullanildi. in vivo deneyler, Gazi Universitesi Rektérligii Deney
Hayvanlari Etik Kurul Bagkanhigrndan (G.U.ET-12.075) onay alinarak etik
kurallara uygun bicimde Gazi Universitesi Eczacilik Fakultesi Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuvari’nda veteriner hekim esliginde yapildi.

Deneyin yapilisi

in vivo deneyler icin fareler her grupta 3 paralel 6rnek olacak sekilde deney
gruplari olusturulmustur. Cizelge 3.1’de insulin ve EKH formulasyonlarinin
uygulandigi gruplar gorulmektedir. Hayvanlar deney baglamadan once tartilarak
ortalama hayvan agirliklari belirlenmistir. EKH formulasyonlari hem pankreas igi
hem de intraperitonal (i.p.) olarak verilmistir (Resim 3.7). insilin yikli
formulasyonlar (10 |U/fare) ise intraperitonal olarak verilmis ve 24 saat boyunca 15
ve 30. dakikalarda, 1., 2., 4., 6., 8. ve 24. saatlerde intrakardiyak olarak kanlari
alinmistir (Resim 3.8.). Kanlar alinir alinmaz plazmalari ayrilip ve insulin ve glukoz
Olcumleri yapilmistir.

Cizelge 3.1. Farelere uygulanan insulin ve EKH formulasyonlari (n=3)

Grup Numarasi Grup Adi Uygulama Yolu
Grup 1 Kontrol Uygulama yapilimadi
Grup 2 Insdlin ¢cozeltisi Intraperitonal
Grup 3 Insdlin lipozomlari Intraperitonal
Grup 4 Insulin pegile lipozomlari Intraperitonal
Grup 5 Insulin nanokohleatlari Intraperitonal
Grup 6 Insllin pegile nanokohleatlari Intraperitonal
Grup 7 Insdlin nanopartikilleri Intraperitonal
Grup 8 EKH (suspande hicre) Intraperitonal
Grup 9 EKH lipozomlari Intraperitonal
Grup 10 EKH pegile lipozomlari Intraperitonal
Grup 11 EKH nanokohleatlari Intraperitonal
Grup 12 EKH pegile nanokohleatlari Intraperitonal
Grup 13 EKH nanopartikilleri Intraperitonal
Grup 14 EKH (sUspande hicre) Pankreas ici
Grup 15 EKH lipozomlari Pankreas ici
Grup 16 EKH pegile lipozomlari Pankreas igi
Grup 17 EKH nanokohleatlari Pankreas ici
Grup 18 EKH pegile nanokohleatlari Pankreas ici
Grup 19 EKH nanopartikilleri Pankreas ici
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Resim 3.7. Farelere pankreas ici formulasyonlarin uygulanisi
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Resim 3.8. Farelerden intrakardiyak olarak kan alinmasi

Farelerden alinan kanlardan ayrilan plazmalardan Bolum 3.3.1'de anlatildigi gibi
glukoz tayinleri yapilmistir. insilin yikli formilasyonlar icin 24 saat boyunca
alinan oOrneklerin glukoz tayinleri yapilarak zaman-glukoz miktari grafikleri

olusturulmustur.

EKH formulasyonlari icin farelere formulasyonlarin verilmesinden 48 saat sonunda

Olgulen glukoz miktarlari grafiklendirilmistir.
Histolopatolojik doku hazirligi

inkiibasyon siresi sonunda fareler anestezi altinda iken alinan pankreas drnekleri

saglkl farelerin pankreaslari ile kiyaslanmak Gzere patolojiye gonderilmigtir.

Farelerden alinan pankreaslar % 10’luk formaldehit ¢ozeltisinde bekletildi. Rutin
islemlerden sonra hazirlanan parafin bloklardan 5 ym kalinhginda doku kesitleri

alindi®.

2 Patolojik incelemeler Samsun 19 Mayis Universitesi Veteriner Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali’nda
yapilmistir. Yardimlarindan 6tiirii Sayin Dog. Dr. Mahmut S6zmen’e tesekkiir ederiz.
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Ardindan, bir Langerhans adaciginin ¢apinin ortalama olarak 116 (£80) um [133]
olmasi nedeni ile ayni 6érnek 110 ym kalinhginda kesilerek 5 um kalinhginda bir
doku kesiti daha alindi. Kesilen dokular Hematoksilen-Eosin (H&E) ile boyanarak
IStk mikroskobunda (Olympus BX51; Olympus Optical Co., Osaka, Japonya)
degderlendirildi. Butun gruplardaki pankreas yuzey alanindaki dejenerasyonlarin
siddet ve yayginliklari semikantitatif olarak derecelendirildi; “0O: normal; 1: minimal;
2. hafif; 3: orta; 4: belirgin; 5: siddetli” . Ayrica incelenen tim gruplarda ayni
ornekten alinan iki pankreas kesiti 10'luk buyutmede taranarak tespit edilebilen
tum Langerhans adaciklarinin ¢aplari ol¢uldu ve toplanarak toplam c¢aplari
bulundu. Ardindan, Langerhans adaciklarinin bir pankreas kesitinde yaklasik
olarak kapladiklari alan Trr® formiiliine gére hesaplanarak alanlari mm? cinsinden
ifade edildi.

Ayrica uygun gorulen formulasyonlarin i.p. uygulamasinin ardindan 2. gunun
sonunda Ornek alinmasina ragmen g¢alisma 5. gune kadar devam ettirilmis ve 5.
gunun sonunda da o6rnek alinip, Langerhans adacik sayisindaki ve kapladigi

alandaki artig, olusan dejenerasyon degerlendirilmistir.

in vitro-in vivo korelasyon calismalari

Ayni drnek alma zamanlarinda, hiucre kulturlerinde hesaplanan % kimdulatif gegen
insulin miktari ile ayni 6rnek alma zamanlarinda alinan plazma numunelerinden
insulin miktari analizi ile bulunan plazma konsatrasyonu grafige gegirilerek
korelasyon calismasi i.p. verilen insulin yukli tim formulasyon tipleri icin

gerceklestirilmigtir.

Sonuclarin istatistiksel olarak degerlendiriimesi

Yapilan g¢aligmalar sonucu elde edilen sonuglar INSTAT GraphPad versiyon 04
adli istatistik programi kullanilarak tek yonlt varyans analizi (tek yonli ANOVA)

yontemi, Tukey’in karsilastirmali testi ile istatistiksel olarak degderlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. insiilin’e Ait Calismalarla ilgili Bulgular

insiilinin Lowry protein tayin metodu uygulandiktan sonra fosfat tamponu
icerisindeki spektrumu Sekil 4.1’de gosterilmigtir. Dalga boyu taramasi sonucunda

insulin’in maksimum dalga boyu verdigi absorbansin (Amax) 756 nm oldugu

gorulda.
Peak Pick Active vy l Stackedl
Ho. | P | ‘Wavelength nm. | Abs. | Description 4 o0o
fl T T T
1] i@ 756,00 0737
2| @ 352,00 1,087 -
3| @ 252,00 4,000 0,200 - 7
4| @ 240,00 4,000
5 IEI 216,00 4,000 0,600 - .
6 456,00 0,354 ﬁ'
T 297,00 -0,601
g 243 00 0176 b.408 T
a9 230,00 0,042
0,200 - -
0,000 L L 1
00,00 500,00 800,00 1400,00
75 2% 3 — 4 ﬂ nm.

Sekil 4.1. insilin’e ait pH 7,4 fosfat tamponu icerisindeki 600-800 nm arasi dalga
boyu taramasi (756nm)

4.1.1. UV spektrofotometrede insilinin Lowry protein miktar tayini yontemi

validasyonuna ait bulgular

insiilinin fosfat tamponu icinde Lowry metodu validasyonuna ait bulgular

Dogrusallik

Calismalar, Bélim 3.2.1.'de belirtildigi gibi yapildi. Olgllen absorbans degerlerine
karsilik konsantrasyonlar grafige gecirildi. Standart dogru denklemi bulundu ve
dogrusalligi kanitlandi. Elde edilen absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil 4.2’de

gosterilmisgtir.
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Sekil 4.2. insilin’in fosfat tamponu iginde UV spektrofotometre yontemiyle elde
edilen kalibrasyon grafigi (n=6)

Dogruluk ve geri elde

Calismalar Bolum 3.2.1.’de anlatildigi gibi yapildi. Sonuclar Cizelge 4.1’de

verilmistir.

Cizelge 4.1. insiilinin fosfat tamponu iginde Lowry metodu uygulandiktan sonra
geri elde ile hesaplanan miktarlari (n=3)

Cozeltideki insilin Cozeltideki insilin Hesapla bulunan BS
yiizdesi miktari (ug/mL) insiilin miktarix GS Ortalama
% 80 40 39,740,102 0,502
% 100 50 49,940,105 0,141
% 120 60 59,240,110 0,162
Kesinlik

Calismalar Bolum 3.2.1.’de anlatildigi gibi yapildi.

a) Deneyici kesinlik

instilinin fosfat tamponu icindeki kesinlik sonuglari Cizelge 4.2 ve 4.3'te

gosterilmisgtir.




Cizelge 4.2. insiilinin fosfat tamponu icindeki tekrar edilebilirlik sonuglar
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insiilin ¢ézeltisinin

Ornek No derigimi (png/mL) Hesapla Bulunan insiilin derigimi (ug/mL)
1 60 58,8
2 60 58,9
3 60 58,9
4 60 59,2
5 60 59,1
6 60 59,3
7 60 59,4
8 60 59,0
9 60 58,9
10 60 59,1
Ortalama 60 59,1
SS 0,204
BS 0,345
1GS 0,110

Cizelge 4.3. insiilinin tekrar edilebilirlik sonuglari

insiilin ¢gozeltisinin derigimi Hesapla Bulunan insiilin ¢6zeltisi derigimi
Ornek No (ug/mL) (ug/mL)
1 40 40,1
2 40 39,9
3 40 39,5
4 40 39,6
5 40 39,4
6 40 39,9
7 40 40,1
8 40 40,1
9 40 40,1
10 40 39,8
ort 40 39,9
SS 0,303
BS 0,759
*GS 0,212

b) Deneylerarasi kesinlik

instlinin fosfat tamponu igindeki deneyler arasi kesinlik sonuglari Cizelge 4.4'te

gOsterilmigtir.

Cizelge 4.4. insilinin fosfat tamponu igindeki ¢dzeltisine (25°C) Lowry metodu

uygulandiktan sonra deneyler arasi kesinlik sonuglari

Derigim(pg/mL) 1.gilin 2.giin 3.giin ORT SS SEM BS
60 59,24 59,17 58,94 59,1 0,200 0,115 | 0,338
40 39,69 39,39 39,54 39,5 0,210 0,116 | 0,506
15 14,95 14,58 15,18 14,9 0,308 0,174 2,06
3 3,00 2,77 2,40 2,72 0,301 0,173 11,1
1 0,67 1,20 0,97 0,94 0,260 0,150 27,6
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Ozgiinliik ve segicilik

Calismalar Bolim 3.2.1'de belirtildigi gibi yapildi. insiiline ait spektrumda insdilinin
maksimum absorbans verdigi dalga boyunda DOPE, DOPS ve PLGA’nin pik
vermedigi gosterildi (Sekil 4.3). Yontemin protein tayininde spesifik olduguna ve
insulin tayinine uygun olduguna karar verildi.

Operations . Graph Tnstrument  Tooks  Window Help.

g |« o e b
Dok 2y (wnule ®minal ook
B scive B Overlay B Stacked |

v [ Wavelength nm. I 5 | Description
101600 0,022 bl
912,00
54,00

Sekil 4.3. DOPE (a), DOPS (b) ve PLGA (c)’'ya ait dalga boyu taramasi
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Duyarlilik ve Saptama Siniri

Hesaplar Bolum 3.2.1°de verilen formullere gore vyapildi. Analitik yontemin

duyarlihgi 0,248 pg/mL, saptama siniri 0,752 pg/mL olarak bulundu.

instlinin distile su cozeltisindeki validasyonuna ait bilgiler

instilinin Bolim 3.2.1'de belirtildigi sekilde distile su ile hazirlanan g¢dzeltisinin
dalga boyu taramasi yapildi ve 754 nm de pik vermesi nedeniyle validasyon
calismalari tekrarlanmamis olup fosfat tamponu ile yapilan validasyon calismalari

bulgulari kullaniimistir (Sekil 4.4).

Peak Pick Active Dverlay ] Stacked]
Ho. | P | Wavelength nm. | Abs. Description
0,800 T T T
1 i@ 754,00 0E19 -
20 @ 365,00 0445
I @ 319,00 4 000 apon |- i
4 i@ 307,00 4 000
5@ 273,00 4 000 )
= "
G i 211,00 4 000 £ o400 -
7| @ 420,00 0,286
G @ 327,00 -0602
al 37,00 -0,3m o200l i
10/ @ 292,00 -0602
11 @ 256,00 -0602
0,000 L L L
400,00 600,00 800,00 1100,00
XA ] ——

Sekil 4.4. insiiline’e ait distile su icerisindeki dalga boyu taramasi (754nm)

insiilin’in DMEM icindeki Lowry metodu validasyonuna ait bulgular

instilinin DMEM ile hazirlanan ¢ézeltisinin dalga boyu taramasi yapildi ve 754 nm
de pik vermigtir (Sekil 4.5).
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£ File Edit View Operations Graph  Instrument  Tools  ‘Window  Help

| i [me] @] ok o nlaula | [mm o mel] sl 8l
Peak Pick Active Owerlay ] Stacked]
Ho. | Py | Wavelength nm. | Abs. | Description 1,000
1 @ 754,00 0,730 ' ' ' '
2] @ 352,00 1,080 -
3 @ 252,00 4,000 0,800 - 7
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ﬁ
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0,200 B
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nm.

Sekil 4.5. insiiline’e ait DMEM igerisindeki dalga boyu taramasi (754nm)

Dogrusallik

Calismalar, Boliim 3.2.1°de belirtildigi gibi yapildi. Olgiilen absorbans degerlerine

karsilik konsantrasyonlar grafie gecirildi. Standart dogru denklemi bulundu ve

dogrusalligi kanitlandi. Elde edilen absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil 4.6’da

gosterilmigtir.

absorbans

0,0

754 nm de Kalibrasyon grafigi

y= 00282+ 0,0210
R= = 0,9591

0 10

20 30 40
konsanmtrasyon (pg/mi)

Sekil 4.6. Insilin’in DMEM igerisinde UV spektrofotometre yontemiyle elde edilen
kalibrasyon grafigi (n=6)

Dogruluk ve Geri Elde

Calismalar Bolim 3.2.1°de anlatildigi gibi yapildi.

verilmigtir.

Sonuglar Cizelge 4.5te
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Cizelge 4.5. Insiilinin DMEM igerisindeki ¢6zeltisine Lowry metodu uygulandiktan
sonra geri elde ile hesaplanan miktarlari (n=3)

Cozeltideki
Insiilin Cozeltideki insiilin Hesapla bulunan
yuzdesi miktan (ug/mL) insiilin miktari(ug/ml) £ GS BS Ortalama
% 80 16 15,2+0,096 1,05
% 100 20 19,740,141 0,958
% 120 24 23,540,130 0,812
Kesinlik

Deneyici kesinlik

DMEM icindeki deneyici kesinlik sonuglari Cizelge 4.6 ve 4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.6. insiilinin DMEM igerisindeki tekrar edilebilirlik sonuglari

insiilin ¢ozeltisinin derigimi Hesapla Bulunan insiilin gézeltisi
Ornek No (ng/mL) derisimi (ug/mL)
1 20 19,6
2 20 194
3 20 19,5
4 20 19,5
5 20 19,5
6 20 19,5
7 20 19,4
8 20 19,5
9 20 19,5
10 20 19,5
Ort 20 19,5
SS 0,154
BS 0,789
*GS 0,030

Cizelge 4.7. insiilinin DMEM igerisindeki tekrar edilebilirlik sonuglari

Insiilin Gozeltisinin Derigimi Hesapla Bulunan Insiilin Gézeltisi
Ornek No (ng/mL) Derigimi (ug/mL)
1 7,5 7,4
2 7,5 7,5
3 7,5 74
4 7,5 7,4
5 7,5 7.4
6 7,5 7,5
7 7,5 7,6
8 7,5 7,5
9 7,5 7,5
10 7,5 7,4
Ort 7,5 7,4
SS 0,098
BS 1,32
*GS 0,04
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Deneyler arasi Kesinlik

instlinin DMEM igerisindeki deneyler arasi kesinlik sonuglari Cizelge 4.8'de

gOsterilmigtir.

Cizelge 4.8. insiilinin DMEM igindeki g¢ozeltisine (25°C) Lowry metodu
uygulandiktan sonra deneyler arasi kesinlik sonuglari
Derigim(ug/mL) 1.giin 2.giin 3.giin ORT SS SEM BS

20 19,62 19,43 19,47 19,5 0,100 0,057 | 0,512

10 9,89 9,92 10,00 9,94 0,057 0,035 | 0,573

7,5 7,52 7,44 7,21 7,39 0,161 0,092 | 2,18

5 4,85 4,92 4,96 4,91 0,056 0,034 | 1,14

1 0,92 0,99 0,80 0,90 0,096 0,055 10,6

Ozgiinliik ve segicilik

Calismalar Bolim 3.2.1°de belirtildigi gibi yapildi. insiline ait spektrumda insiilinin
maksimum absorbans verdigi dalga boyunda (600-800 nm) DOPE, DOPS ve
PLGA'nin pik vermedigi gosterildi (Sekil 4.7). Yontemin protein tayinine uygun

olduguna karar verildi.

0,800

0,400

0,200

0,000

Sekil 4.7. DOPE (a), DOPS (b) ve PLGA (c)’ya ait dalga boyu taramasi
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Duyarlilik ve saptama siniri

Hesaplar Bolum 3.2.1°de verilen formullere gore vyapildi. Analitik yontemin

duyarlihgi 0,629 pg/mL, saptama siniri 1,91 ug/mL olarak bulundu.
4.1.2. Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) analizine ait bulgular

Calismalar, DSC (Differrantial Scanning Calorimetry) kullanilarak 10°C/dk tarama
hizinda ve 250°C’ye kadar yapildi. Insllin ve formiilasyon hazirlamada kullanilan
tium yardimci maddelerin tek basina ve etkin maddeyle 1:1 oranindaki karisimlari
kullanarak yapildi. Calismanin nasil yapildigi ve calismada kullanilan maddeler
Bolum 3.2.1 ‘de belirtilmistir. Calisma sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.8 ve

4.14 arasinda gorulmektedir.

psc Thermal Analysis Result

-5.00

Sekil 4.8. Kolesterol ve insilin (1:1) karisimlarinin DSC termogrami

100.00

Temp [C]

200.00

300.00
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Thermal Analysis Result

DSC
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Sekil 4.9. PEG-PE2000 ve insilin (1:1) karigimlarinin DSC termogrami

Thermal Analysis Result
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Sekil 4.10. DOPE ve insulin (1:1) karnigimlarinin DSC termogrami
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Sekil 4.11. PVA ve insulin (1:1) karnigimlarinin DSC termogrami
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Sekil 4.12.

DOPS ve insulin (1:1) karisimlarinin DSC termogrami
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psc Thermal Analysis Result
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Sekil 4.13. PLGA ve insulin (1:1) karigimlarinin DSC termogrami

e Thermal Analysis Result

-5.00
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100.00
200.00
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Sekil 4.14. CaCl2 ve insulin (1:1) karnisimlarinin DSC termogrami

4.1.3. MTT testine ait bulgular

insllin ve katyonik lipozom hazirlanmasinda kullanilan benzalkonyum kloriir(in

pankreatik beta hicrelerine olan toksik etkileri 48 saat sonunda incelendi. Bos

lipozom, nanopartikil ve nanokohleat formuilasyonunun % 25, % 50 ve % 75

oranindaki miktarlarinin ve pankreatik beta TC htcrelerini diyabetik hale getirmek

icin kullanilan streptozosinin 3 farkli derisimdeki ¢ozeltisi ile MTT testi yapiimis,
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hicreler Gzerine etkileri incelenmistir. Tim elde edilen % canlilik degerlerine ait

bulgularin grafikleri Sekil 4.15-4.22‘da verilmigtir.

m insilin uygulan mis
Pankreatik Beta
TC hiicreleri

% canhhk

W insiilin
uygulanmamis
Pankreatik Beta
___/ TC hiicreleri

T
20U 1000 gy
ins ins

INs

Sekil 4.15. insilin c¢dzeltisinin pankreatik beta TC
sonuglari

~ M Benzalkonyum klorir
coze ltisi uygulanmis

100,0 <‘/

é 95.0 r F‘?nkreat_lk BetaTc
= hiicreleri
B = -
® 90,0 J(
_ mBenzalkonyum klorir
g oze ltisi
85,0 -Ié____T___ &
10 ul ——— uygulanmamis
U 5 Bk 1l BE Pankreatik Beta TC
hiicreleri

hicrelerindeki

MTT testi

Sekil 4.16. Benzalkonyum klorariin pankreatik beta TC hucrelerindeki MTT testi

sonuglari
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Sekil 4.17. Bos lipozom formulasyonunun DMEM igerisindeki farkli ylzdelerinin
pankreatik beta TC hicrelerindeki MTT testi sonuglar
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Sekil 4.18. Bos pegile lipozom formulasyonunun DMEM igerisindeki farkh
yuzdelerinin pankreatik beta TChucrelerindeki MTT testi sonugclari
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Sekil 4.19. Bos nanokohleat formulasyonunun DMEM igerisindeki farkli

yuzdelerinin pankreatik beta TC hicrelerindeki MTT testi sonuglari
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Sekil 4.20. Bos pegile nanokohleat formilasyonunun DMEM icerisindeki farkl

yuzdelerinin pankreatik beta TC hucrelerindeki MTT testi sonuglari

% canhhk

Sekil
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%25

bos np 29550 375 hiicre leri
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4.21. Bos nanopartikil formulasyonunun DMEM igerisindeki farkli
yuzdelerinin pankreatik beta TC hicrelerindeki MTT testi sonuglari
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Sekil 4.22. Streptozosin ¢dzeltisinin pankreatik beta TC hucrelerindeki MTT testi

sonuglari
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Peqilasyonun spektrofotometrik tayini

Bolum 3.2.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan ve pikrat metodu ile yapilan dlgimde
pegile lipozom ve pegile nanokohleatlarda % 68,413,331 ve % 60,9 +2,14

baglanma tayin edilmistir.

4.1.4. Etkin madde icermeyen formulasyonlarin karakterizasyon galigmalari

Bos formulasyonlarin karakterizasyonu

Bos formlilasyonlarin partikil buylkligi ve dagilimi, polidispersite degerleri ve

zeta potansiyel élgtimlerine ait bulgular

Batun formulasyonlarin partiktl buyudklagua ve dagihimlari, zeta potansiyel degerleri
Malvern Zeta Sizer Nano ZS ile dl¢uldi. Alinan sonuglarin  ortalamasi

hesaplanarak polidispersite indeksi ile birlikte Cizelge 4.9'da verilmigtir.

Bos formiilasyonlarin sekline ait bulgular

Batun formalasyonlarin goruntuleri TEM mikroskobu ile incelendi ve elde edilen

goruntiler Resim 4.1-4.5'te verilmigtir.



Cizelge 4.9. Bos formulasyonlarin karakterizasyon parametreleri (n=3)

Formiilasyon Tipi Partikiil Buyukliigia (um) +SS PDI+SS Zeta Potansiyel (mV) £SS
Bos lipozomlar 0,232+0,004 0,31240,003 22,5+1,0
Bos pegile lipozomlar 0,245+0,007 0,357+0,003 19,5+0,56
Bos nanokohleatlar 0,410+0,012 0,398+0,008 18,6+0,7
Bos pegile nanokohleatlar 0,420+0,012 0,400+0,015 16,3+0,8
Bos nanopartikiller 0,645+0,007 0,415+0,004 4,6+0,1

€6
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Resim 4.2. Bos pegile lipozomlarin TEM goéruntuleri x9300



|—1500 nm

Resim 4.3. Bos nanokohleatlarin TEM géruntileri x11000

P 500 Nnm

Resim 4.4. Bos pegile nanokohleatlarin TEM géruntileri x9300

95
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Resim 4.5. Bos nanopartikullerin TEM goéruntuleri x4800

4.1.5. insiilin formiilasyonlarinin karakterizasyon ¢alismalari

instilin formiilasyonlarinin karakterizasyonu

Instilin formdilasyonlarin partikiil biiyikliigi ve dagilimi, polidispersite dederleri ve

zeta potansiyel élgiimlerine ait bulgular

Batin insdlin yukli formulasyonlarin partikil buyukligu ve dagihmlari, zeta
potansiyel degerleri Malvern Zeta Sizer Nano ZS ile o6lguldl. Alinan sonuglarin
ortalamasi hesaplanarak polidispersite indeksi ile birlikte Cizelge 4.10°da

verilmistir.
Insiilin formdilasyonlarinin sekline ait bulgular

Batin formalasyonlarin goruntuleri TEM mikroskobu ile incelendi ve elde edilen

goruntuler Resim 4.6-4.10’da verilmigtir.



Cizelge 4.10. Inslin igeren formilasyonlarin karakterizasyon parametreleri (n=3)

Partikiil Biyiikligi

% Enkapsiilasyon

Formiilasyon Tipi (Um)£SS PDItSS Zeta Potansiyel(mV) £SS Verimi+SS
insilin iceren lipozomlar 0,215+0,004 0,277+0,067 27,3+2,3 66,0+2,7
Insdlin ieren pegile 0,226£0,007 0,377£0,023 21,980,4 62,1£2,1
lipozomlar
Insillin igeren 0,42120,012 0,430+0,027 17.5¢1,3 59.3+2.0
nanokohleatlar
Insillin iceren pegile 0,42740,032 0,47040,009 16,1£0,4 52.042,9
nanokohleatlar
Insulin igeren 0,713+0,036 0,506+0,024 3.6040,96 501415

nanopartikuller

L6
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1 200 NM

Resim 4.7. insiilin iceren pegile lipozomlarin TEM gérintiileri x49000



Resim 4.9.

insiilin iceren pegile nanokohleatlarin TEM géruntileri
pegilasyon goruntisi) x18500
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Resim 4.10. insiilin iceren nanopartikiillerin TEM gériintiileri x2900

4.1.6. Etkin madde icermeyen ve insiilin ylikli formulasyonlarin stabilitesi

Bos ve insulin yikli tim formilasyonlarin stabilitesi

Bos ve insiilin yikli formiilasyonlarin partikil blytkligd dagilimi, polidispersite

indeksi ve zeta potansiyel degerleri

Bos ve insllin ile hazirlanan tim formulasyonlarin dlgllen partikil buyUklaga,
polidispersite degerleri ve zeta potansiyellerinin zamanla degisip degismedigini
incelemek icin 4°C ve 25°C saklanan formulasyonlarin 0.,1.,2.,3.,4.,5. ve 6.
aylarda yapilan partikil buyuklagua, polidispersite ve zeta potansiyel dlgumlerinin
sonugclari Cizelge 4.11-4.20’de ve Sekil 4.23-4.52’de gosterilmigtir.



Cizelge 4.11. Bos lipozomlarin stabilite verileri
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4°C 25°C
Zaman Zeta Zeta
(ay) Ortalama Potansiyel Ortalama Potansiyel
Cap (um) PDI (mV) Cap (um) PDI (mV)
0 0,232+0,004 | 0,312+£0,003 | 22,5#1,0 | 0,232+0,004 | 0,312£0,003 | 22,5+1,0
1 0,235+0,012 | 0,324+0,006 [ 21,5¢1,1 | 0,240+0,015 | 0,354+0,031 | 23,3+0,5
2 0,235+0,009 | 0,351+0,009 | 20,3+0,6 | 0,250+0,016 | 0,380+0,015 | 21,3%1,0
3 0,310+0,013 | 0,368+0,014 | 19,8+0,3 | 0,318+0,003 | 0,388+0,018 | 19,81,1
4 0,345+0,005 | 0,395+£0,007 | 14,5+0,9 | 0,360+0,007 | 0,404+0,011 15,3+1,6
5 0,360+0,001 | 0,402+0,007 [ 12,3+1,1 | 0,388+0,009 | 0,425+0,014 | 11,4+0,4
6 0,366+0,004 | 0,412+0,001 10,540,5 | 0,390+0,012 | 0,436+0,011 | 9,65+1,1
Cizelge 4.12. Insilin lipozomlarin stabilite verileri
4°C 25°C
Zaman Zeta Zeta
(@y) Ortalama Potansiye | Ortalama Potansiye
Cap (um) PDI I (mV) Cap (um) PDI I (mV)
0 0,215+0,004 | 0,277+0,067 | 27,3+2,3 | 0,215+0,004 | 0,277+0,067 | 27,3+2,3
1 0,220+0,010 | 0,303+0,063 | 25,3+1,9 | 0,225+0,008 | 0,294+0,051 | 23,3+0,4
2 0,232+0,009 | 0,313£0,060 | 21,6+0,3 | 0,240+0,006 | 0,314+0,058 | 21,3+0,9
3 0,345+0,023 | 0,343+0,045 | 20,3%0,6 | 0,348+0,003 | 0,374+0,058 | 19,8+1,1
4 0,355+0,005 | 0,378+0,067 | 18,6+1,2 | 0,360+0,002 | 0,404+0,071 | 15,3+0,2
5 0,377+0,021 | 0,393+0,067 | 15,6+1,2 | 0,385+0,027 | 0,426+0,055 | 11,4+0,5
6 0,400+0,004 | 0,405+0,041 | 12,3+0,3 | 0,415+0,023 | 0,436+0,071 | 9,6+1,01
0,45
5 0,40 - I I
5 035 - =
,ED 0,30 -
5 025 | oo I I
2 020 m4°C
3 015 - 259C
[<1]
3 010 -
5 005 -
0,00 B T T T T T T
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Cizelge 4.13. Bos pegile lipozomolarin stabilite verileri

4°C 25°C
Zaman Zeta Zeta
Ortalama Potansiyel | Ortalama Potansiyel
@) | Cap (um) PDI (mv) | Cap(um) | PDI (mV)
0 0,245+0,007 (0,357+0,003 ( 19,5+0,6 |0,245+0,007 | 0,357+0,003 [ 19,5+0,6
1 0,255+0,008 (0,382+0,019( 18,5+0,6 |0,259+0,008 | 0,380+0,005 [ 17,5%1,1
2 0,262+0,005 |0,400+£0,003| 17,0£0,1 [0,275+0,015| 0,416+0,012 | 16,5+1,3
3 0,285+0,011 [0,410+0,004  15,3+0,6 |0,312+0,012( 0,476+0,015 | 14,1x0,2
4 0,305+0,003 |0,455+0,015| 12,5+1,0 [0,315+£0,013| 0,495+0,002 [ 11,5+1,0
5 0,320+0,006 (0,461+0,005( 11,6+0,6 |0,350£0,001 | 0,501+0,008 [ 10,6+0,7
6 0,384+0,005 |0,478+0,003| 10,3+0,4 [0,390+0,005| 0,514+0,014 | 9,0+0,18
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Cizelge 4.14. insiilin pegile lipozomlarin stabilite verileri

4°C 25°C
Zeta Zeta
Zaman Ortalama Potansiyel | Ortalama Potansiyel
@) | gap (um) PDI (mv) | Gap (um) PDI (mV)
0 0,226+0,007 |0,377+0,023| 21,9+0,4 |0,226+0,007 | 0,377+0,023 | 21,9+0,4
1 0,252+0,018 |0,382+0,019( 21,5+0,6 |0,259+0,018| 0,385+0,035 | 20,9+1,1
2 0,262+0,005 |0,398+0,067 | 21,0+0,9 |0,265+0,015( 0,400+0,071 | 19,2+1,3
3 0,350+0,033 |0,413+0,057 | 19,5+0,7 |0,357+0,012| 0,406+0,036 | 17,5+0,1
4 0,355+0,003 |0,415+0,041| 17,5+1,0 |0,362+0,023| 0,416+0,071 | 16,3+1,0
5 0,380+0,006 |0,421+0,042| 15,0+0,6 |0,384+0,001 | 0,436+0,068 | 12,4+0,5
6 0,415+0,027 |0,427+0,043| 11,2+0,4 |0,420+0,005]| 0,438+0,073 | 10,3+0,2
0,45 -
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Cizelge 4.15. Bos nanokohleatlarin stabilite verileri

4°C 25°C
Zaman Zetq Zeta}
Ortalama Potansiyel | Ortalama Potansiyel
@) | cap (um) PDI (mv) | Cap(um) | PDI (mV)
0 0,410+0,012 | 0,398+0,008 ( 18,6+0,7 |0,410+0,012|0,398+0,008 | 18,6+0,7
1 0,435+0,020 | 0,413+0,008 | 16,6+0,8 |0,438+0,004 [ 0,413+0,028 | 14,5+0,4
2 0,445+0,005 | 0,435+0,010( 15,6+1,0 |0,465+0,005|0,435+0,012| 15,2+1,7
3 0,485+0,005 | 0,442+0,017 | 14,0+0,6 |0,505+0,010|0,442+0,017 | 13,0+2,0
4 0,512+0,004 | 0,445+0,008  12,6+1,2 [0,515+0,011|0,445+0,012| 12,5%1,2
5 0,520+0,014 | 0.451+0,008 | 10,3+1,58 |0,526+0,025 | 0,451+0,011 | 9,66+1,36
6 0,525+0,023 | 0.474+0,005 | 9,56+1,08 |0,530+0,003 | 0,474+0,012 | 8,06+1,56
Cizelge 4.16. insiilin nanokohleatlarin stabilite verileri
4°C 25°C
Zaman Zetq Zeta}
Ortalama Potansiyel | Ortalama Potansiyel
@) | cap (um) PDI (mv) | Cap(um) | PDI (mV)
0 0,421+0,012 | 0,430+0,027  17,5+1,3 |0,421+0,012|0,430+0,027 | 17,5+1,3
1 0,435+0,020 | 0,430+0,018| 16,8+0,8 |0,442+0,014 | 0,440+0,017 | 16,3+0,3
2 0,480+0,005 | 0,435+0,019( 15,6+1,0 |0,485+0,005 | 0,445+0,018| 15,2+1,0
3 0,512+0,021 |1 0,439+0,078 | 14,5+0,6 |0,520+0,007 | 0,451+0,019| 13,8%1,0
4 0,535+0,012 | 0,441+0,021( 11,0+0,2 |0,540+0,021|0,478+0,052 | 10,5+0,6
5 0,600+0,014 | 0,449+0,045( 9,8+0,78 |0,620+0,025 | 0,480+0,074 | 8,8+1,1
6 0,621+0,023 | 0,460+0,078 | 8,4+0,65 |0,638%0,003 | 0,496+0,022| 8,0%0,2
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Cizelge 4.17. Bos pegile nanokohleatlarin stabilite verileri
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4°C 25°C
Zaman Zeta Zeta
@) | ortalama Cap Potansiyel [ Ortalama Potansiyel
(um) PDI (mV) Cap (um) PDI (mV)
0 0,420+0,012 | 0,400+0,015 | 16,3+0,8 | 0,420+0,012 [ 0,400+0,015 | 16,3+0,8
1 0,426+0,006 | 0,421+0,005| 15,0+1,0 [ 0,430+0,001 | 0,469+0,023 | 14,4+0,3
2 0,429+0,004 | 0,456+0,007 | 13,6+0,5 [ 0,450+0,015 | 0,493+0,005 | 12,5+1,2
3 0,440+0,008 | 0,488+0,004 | 12,4+1,1 | 0,486+0,014 | 0,502+0,008 | 11,7+0,3
4 0,480+0,003 | 0,492+0,011 | 10,2+0,8 [ 0,500+0,010 | 0,500+0,010 | 9,8+0,65
5 0,512+0,012 | 0,512+0,015 | 9,5+0,36 | 0,526+0,010 | 0,526+0,015 | 9,0+1,00
6 0,535+0,014 | 0,526+0,018 | 8,6+0,82 [ 0,555+0,015 | 0,534+0,005 | 8,0+0,75
Cizelge 4.18. insiilin pegile nanokohleatlarin stabilite verileri
4°C 25°C
Zaman Zeta Zeta
(@) | ortalama Cap Potansiyel | Ortalama Potansiyel
(um) PDI (mV) Cap (pm) PDI (mV)
0 0,427+0,032 | 0,470+0,009 | 16,1+0,4 | 0,427+0,032 | 0,470+0,009 | 16,1+0,4
1 0,454+0,026 | 0,481+0,043 | 15,2+2,9 [ 0,459+0,031 | 0,489+0,039 | 14,4+2,2
2 0,470+0,030 | 0,490+0,044 | 14,3+0,3 [ 0,475+0,005 | 0,493+0,040 | 13,8%1,7
3 0,522+0,005 | 0,494+0,045| 13,5¢1,0 | 0,530+0,012 [ 0,502+0,057 | 12,8+0,2
4 0,538+0,001 | 0,496+0,079 | 11,0+0,8 [ 0,545+0,013 | 0,513+0,098 | 10,9+0,6
5 0,615+0,012 | 0,501+0,053 | 9,7+0,3 | 0,630+0,015 | 0,516+0,072 9,0+1,0
6 0,625+0,030 | 0,506+0,048 | 6,4+0,7 | 0,640+0,020 | 0,520+0,040 6,01+0,8
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Cizelge 4.19. Bos nanopartikullerin stabilite verileri

Zaman
(ay)

Ortalama
Cap (um)

4°C

PDI

Zeta
Potansiyel
(mV)

Ortalama
Gap (pm)

25°C

PDI

Zeta
Potansiyel
(mV)

0,645+0,007

0,415+0,004

4,56+0,06

0,645+0,007

0,415+0,004

4,56+0,06

0,672+0,013

0,423+0,004

3,65+0,20

0,680+0,018

0,453+0,012

3,06+0,03

0,680+0,009

0,451+0,005

3,02+0,09

0,690+0,012

0,486+0,006

2,74+0,30

0,695+0,006

0,486+0,010

1,56+0,55

0,702+0,011

0,500+0,018

1,54+0,32

0,712+0,003

0,512+0,014

1,23+0,78

0,715+0,001

0,525+0,005

1,30+0,45

0,715+0,005

0,541+0,010

1,00£0,52

0,716+0,010

0,558+0,007

0,96+0,28

OO ]| W[N] -

0,725+0,002

0,556+0,013

0,86+0,18

0,740+0,008

0,596+0,009

0,74+0,35
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Cizelge 4.20. Bos nanopartikullerin stabilite verileri

4°C 25°C
Zaman Zeta Zeta
(@) Ortalama Cap Potansiyel | Ortalama Potansiyel
(um) PDI (mV) Cap (um) PDI (mV)
0 0,713+0,036 | 0,506+0,024 | 3,60+0,96 | 0,713+0,036 | 0,506+0,024 | 3,60+0,96
1 0,736+0,053 | 0,515+0,015 | 3,20+0,15 | 0,739+0,027 | 0,522+0,012 | 3,02+0,33
2 0,755+0,042 | 0,518+0,016 | 2,88+0,04 | 0,814+0,042 | 0,525+0,013 | 2,67+0,37
3 0,756+0,006 | 0,522+0,097 | 1,88+0,22 | 0,850+0,012 | 0,528+0,018 | 1,67+0,20
4 0,815+0,030 | 0,526+0,018 | 1,67+0,42 | 0,900+0,001 | 0,535+0,015 | 1,45+0,21
5 0,820+0,005 | 0,528+0,078 | 1,44+0,16 | 0,912+0,012 | 0,548+0,096 | 1,18+0,41
6 0,840+0,035 | 0,531+0,068 | 1,11+£1,03 | 0,954+0,007 | 0,569+0,017 | 1,00£0,36
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Insiilinin lipozom ve pegile lipozom formiilasyonlari icindeki miktar degisimine ait

bulgular

Farkli saklama kosullarinda (4°C ve 25°C) 180 gun bekletilen lipozom
formulasyonlarinda insulin miktarinin zamanla degisimine ait sonuglar Sekil 4.53

ve 4.54’te gosterilmistir.
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Sekil 4.53. Stabilite galismalarinda insulin lipozomlarinin igindeki insulin miktarinin
zamana gore degigimi
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Sekil 4.54. Stabilite galismalarinda insulin pegile lipozomlarinin igindeki insulin
miktarinin zamana gore degisimi

Cizelge 4.21. Insilin lipozom formilasyonu igindeki stabilitesine ait reaksiyon

kinetikleri
REAKSIYON | SICAKLIK EGIM KESIiSiM DETERMINASYON SAPMA
DERECESI (°C) (K) (Co) KATSAYISI KARELERI
VE (R TOPLAMI
DENKLEMi (SKT)
Sifir derece 4 0,362 102,5 0,996 27,4
C= Co_ k.t
25 0,370 101,4 0,994 38,5
Birinci derece 4 0,005 4,70 0,975 176,2
C=Cy.e™
25 0,006 4,69 0,964 221,3
ikinci derece 4 0,94 x10* | 7,61X10° 0,930 1186,3
Cl=(Cot+
k.)* 25 1,07x10* | 7,20x10° 0,903 1823,4

Cizelge 4.22. Insilin pegile lipozom formilasyonu igindeki stabilitesine ait
reaksiyon kinetikleri

REAKSIYON | SICAKLIK EGIM KESISIiM DETERMINASYON SAPMA
DERECESI (°C) (K) (Co) KATSAYISI KARELERI
VE (R?) TOPLAMI
DENKLEMi (SKT)
Sifir derece 4 0,400 101,4 0,998 17,7
C=Co_kit
25 0,405 99,5 0,997 28,3
Birinci derece 4 0,007 4,70 0,989 145,9
C=Cy.e™
25 0,070 4,69 0,982 182,9
ikinci derece 4 1,20X10™ 7,12X10° 0,956 1815,1
C'1= (Co 1,
k.t)* 25 1,35X10™ 6,83X10° 0,952 2471,9
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Determinasyon katsayisi, sapma kareleri toplami gibi uyum olgutleri incelenerek
elde edilen profiller kinetik agidan incelenmis, insulin igeren lipozomda ve insulin
iceren pegile lipozomda bozunmanin sifirinci dereceden oldugu gdsterilmistir.

Kinetik hesaplari Cizelge 4.21 ve 4.22‘de gosterilmigtir.
Instilin iceren lipozom ve pegile lipozom formiilasyonlarinin sekline ait bulgular

insiilin igeren lipozomlarin gorintileri 6 ayin sonunda TEM mikroskobu ile

incelendi ve elde edilen gorintiler Resim 4.11-4.14’te verilmistir.

Resim 4.11. Alt aylik stabilite ¢alismasi slresinin sonunda +4°C’de saklanan,
insulin lipozom formulasyonlarinin TEM goéruntileri x68000
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Resim 4.12. Alti aylik stabilite ¢alismasi slresinin sonunda +4°C’de saklanan,
insulin pegile lipozom formulasyonlarinin TEM gérintileri (oklar:
pegilasyon goruntusu) x120000

Resim 4.13. Alti aylk stabilite ¢alismasi suresinin sonunda +25°C’de saklanan,
insulin lipozom formulasyonlarinin TEM goérintileri x120000
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Resim 4.14. Alti aylik stabilite ¢alismasi slresinin sonunda +25°C’de saklanan,
insulin pegile lipozom formulasyonlarinin TEM goruntaleri x150000

Insiilinin nanokohleat ve pegile nanokohleat formiilasyonlari icindeki miktar

degisimine ait bulgular

Farkli saklama kosullarinda (4°C ve 25°C) 180 gun bekletilen nanokohleat
formudlasyonlarinda insulin miktarinin zamanla degisimine ait sonuglar Sekil 4.55

ve 4.56’da gosterilmistir.
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Sekil 4.55. Stabilite calismalarinda insllin nanokohleatlarinin igindeki insulin
miktarinin zamana goére degisimi
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Sekil 4.56. Stabilite calismalarinda insilin pegile nanokohleatlarinin igindeki instlin
miktarinin zamana gore degisimi

Cizelge 4.23. insiilin nanokohleat formiilasyonu icindeki stabilitesine ait reaksiyon

kinetikleri
REAKSIYON SICAKLIK EGIM KESIiSIM | DETERMINASYON SAPMA
DERECESI (°C) (K) (Co) KATSAYISI KARELERI
VE (R? TOPLAMI
DENKLEMi (SKT)
Sifir derece 4 0,421 99,8 0,996 35,3
C=Cy_kit
25 0,435 100,1 0,991 82,7
Birinci derece 4 0,008 4,70 0,995 202,1
C=Cy.e™
25 0,007 4,67 0,994 92,3
ikinci derece 4 1,46x10" | 6,59x10° 0,934 2966,2
C'=(Co™"+
K.t)* 25 1,67x10* | 6,33x10° 0,962 3652,4

Cizelge 4.24. insiilin pegile nanokohleat formilasyonu icindeki stabilitesine ait
reaksiyon kinetikleri

REAKSIYON | SICAKLIK EGIm KESISIM | DETERMINASYON SAPMA
DERECESI (°C) (K) (Co) KATSAYISI KARELERI
VE (R TOPLAMI
DENKLEMi (SKT)
Sifir derece 4 0,470 103,2 0,997 38,5
C=Co_kit
25 0,474 102,2 0,997 38,4
Birinci 4 0,009 4,79 0,973 603,9
derece
C=Cy.e™ 25 0,009 4,78 0,991 560,8
ikinci derece 4 2,09x10-4 3,46x10~ 0,912 3633,8
C'1= (Co 1,
k.t)* 25 2,20x10-4 | 3,23x10° 0,915 44528
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Determinasyon katsayisi, sapma kareleri toplami gibi uyum olgutleri incelenerek
elde edilen profiller kinetik agidan incelenmis, insulin iceren nanokohleatta ve
insulin iceren pegile nanokohleatta bozunmanin sifirinci dereceden oldugu

bulunmustur. Kinetik hesaplari Cizelge 4.23 ve 4.24‘te gosterilmigtir.

Insiilin iceren nanokohleat ve pegile nanokohleat formiilasyonlarinin sekline ait

bulgular

insilin iceren nanokohleatlarin gériintiileri 6. ayin sonunda TEM mikroskobu ile

incelendi ve elde edilen goérintiler Resim 4.15-18’de verilmistir.

Resim 4.15. Alti aylik stabilite calismasi slresinin sonunda +4°C’de saklanan,
insulin nanokohleat formulasyonlarinin TEM goruntuleri x30000
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Resim 4.16. Alti aylik stabilite calismasi slresinin sonunda +4°C’de saklanan,
insulin pegile nanokohleat formulasyonlarinin TEM goruntuleri

x13000
1

Resim 4.17. Alti aylk stabilite galismasi suresinin sonunda +25°C’de saklanan,
insulin nanokohleat formulasyonlarinin TEM goéruntaleri x30000
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Resim 4.18. Alti aylik stabilite ¢alismasi slresinin sonunda +25°C’de saklanan,
insulin pegile nanokohleat formulasyonlarinin TEM goéruntuleri
x13000

Insiilinin nanopartikiil formiilasyonu igindeki miktar degisimine ait bulgular

Farkli saklama kosullarinda (4°C ve 25°C ) 180 gun bekletilen nanopartikul
formulasyonlarinda insulin miktarinin zamanla degisimine ait sonuglar Sekil

4.57'de gosterilmigstir.

< 120 +

’g 100 < —+—% bozunmadan kalan
= instlin miktar (4°C
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Sekil 4.57. Stabilite galismalarinda insilin nanopartikillerinin igindeki insulin
miktarinin zamana gore degigimi
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Cizelge 4.25. insiilin nanopartikiil formilasyonu icindeki stabilitesine ait reaksiyon

kinetikleri
REAKSIYON | SICAKLIK EGIM KESISIM | DETERMINASYON SAPMA
DERECESI (°C) (K) (Co) KATSAYISI KARELERI
VE (R? TOPLAMI
DENKLEMI (SKT)
Sifir derece 4 0,490 101,4 0,996 49,1
C=Co_k.t
25 0,471 98,9 0,997 35,1
Birinci derece 4 0,011 4,81 0,967 874,9
C=Cy.e™
25 0,010 4,78 0,961 695,9
ikinci derece 4 2,87x10™ 5,05x10™ 0,891 3535,4
C_l= (Co 1,
k.t)* 25 2,92x10™ 1,69x10™ 0,861 3625,5

Determinasyon katsayisi, sapma kareleri toplami gibi uyum olgutleri incelenerek
elde edilen profiller kinetik agidan incelenmis, insllin iceren nanopartikilde
bozunmanin sifirinci dereceden oldugu bulunmustur. Kinetik hesaplari Cizelge

4.25'te gosterilmigtir.
Instilin iceren nanopartikiil formiilasyonlarinin sekline ait bulgular

insilin iceren nanopartikiillerin gérintiileri 6. ayin sonunda TEM mikroskobu ile

incelendi ve elde edilen goruntu Resim 4.19 ve Resim 4.20’de verilmistir.
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Resim 4.19. Alti aylk stabilite galismasi slresinin sonunda +4°C’de saklanan,
insulin nanopartikdl formalasyonlarinin TEM géruntuleri x30000

P 200 NM

Resim 4.20. Alti aylk stabilite galismasi suresinin sonunda +25°C’de saklanan,
insulin nanopartikal formulasyonlarinin TEM goruntileri x30000
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Instilin iceren formiilasyonlarin raf émriine ait bulgular

Stabilite c¢aligmalari kapsaminda alti ayin sonunda her sicaklik ortami igin

hesaplanan raf dmdurleri (giin) asagidaki Cizelge 4.26’da verilmigtir.

Cizelge 4.26. Insdlin yikli formilasyonlarin farkh sicakliklardaki uyum 6lgitleri ve

raf dmdarleri
Formilasyonlar 4°C 25°C
SKT r’ Raf SKT rr Raf émri
omri (gin)
(guin)
Lipozom 27,4 0,996 28 38,5 0,994 27
Peg lipozom 17,7 0,998 26 28,3 0,997 24
Nanokohleat 35,3 0,996 24 82,7 0,991 22
Peg nanokohleat 35,5 0,997 26 38,4 0,997 24
Nanopartikl 49,1 0,996 21 35,1 0,997 20

4.1.7. In vitro gegis calismalari

Diyaliz membran gecis calismalarina ait bulgular

Bolum 3.2.1°de in vitro gegis calismalarinda anlatildigi sekilde insulin ¢ozeltisinin,
lipozomlarin, nanopartikillerin ve nanokohleatlarin diyaliz membrandan gegis
Ozellikleri incelenmistir. Formulasyonlardan insdlin salim profilleri Sekil 4.58-

4.61’de verilmistir. YUzde kiimulatif salinan insulin miktarlari hesaplanmistir.
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0 T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

zaman (dk)

Sekil 4.58. insiilin ¢ozeltisinden pH 7,4 fosfat tamponunda diyaliz membrandan
37°C’deki salim profili (n=3)
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Sekil 4.59. insilin lipozom ve pegile lipozomlardan pH 7,4 fosfat tamponunda
diyaliz membrandan 37°C’deki insulin ¢ozeltisi ile karsilastirmali
insulin salim profili (n=3) (¢ozelti-lipozom, pegile lipozom p<0,02)
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Sekil 4.60. Insilin nanokohleat ve pegile nanokohleatlardan pH 7,4 fosfat
tamponunda diyaliz membrandan 37°C’deki insllin ¢ozeltisi ile
karsilagtirmali insulin salim profili (n=3) (¢ozelti-nanokohleat, pegile
nanokohleat p<0,002)
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Sekil 4.61. Insilin nanopartikillerden pH 7,4 fosfat tamponunda diyaliz
membrandan 37°C’deki insllin ¢ozeltisi ile karsilastirmali insulin
salim profili (n=3) (¢6zelti-nanopartiktl p<0,001)

Diyaliz  membran gecislerinden elde edilen sonuglarin kinetik olarak

degerlendiriimesine ait bulgular

Diyaliz membran gegis ¢alismalari sonucunda insulin ¢ozeltisi ve tum insalin yukIt
formUlasyonlar icin zamana kargi % kuUmulatif salinan insulin miktarinin degisik
kinetiklere olan uyumu incelenmistir. Cozelti igin elde edilen kinetik tablosu Cizelge
4.27‘de verilmis olup insllin saliminin Rosin-Rommler-Sperling-Bennett-Weillbull

(RRSBW) salim kinetigine uyum sagladigi géralmustar.

Cizelge 4.27. insiilin ¢ézeltisinin pH 7,4 fosfat tamponunda, in vitro saliminin
kinetik degerlendiriimesi

Kinetik model Kinetik olgitler
m n r SKT
Birinci derece -0,0004 3,8933 0,4994 3474,103
Hixson Crowel 0,0004 0,9501 0,4519 24812,18
Sifir derece 0,0166 47,1324 0,3651 30358,87
RRSBW 0,4587 -2,6926 0,8522 724,10
BTA 0,4088 -5,3543 0,8301 943,96
Higuchi 1,2094 33,7267 0,6086 2281,82

Lipozomlar igin elde edilen kinetik tablolarn Cizelge 4.28 ve 4.29’da verilmistir.
instilin saliminin, insllin iceren katyonik lipozom formiilasyonlarinda RRSBW
salim kinetigine, pegile lipozomlarda ise RRSBW salim kinetigine uyum sagladigi

gorulmustar.
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Cizelge 4.28. insiilin katyonik lipozomlardan pH 7,4 fosfat tamponunda, insilinin
in vitro saliminin kinetik degerlendirilmesi

Kinetik model Kinetik olgitler
m n re SKT

Birinci derece -0,0003 4,0238 0,4835 2551,656
Hixson Crowel 0,0004 0,7983 0,4448 18210,29
Sifir derece 0,0147 41,424 0,3718 21586,14

RRSBW 0,4865 -3,1546 0,7593 955,42
BTA 0,4445 -5,9658 0,7378 1177,69
Higuchi 1,0828 28,599 0,5951 1747,28

Cizelge 4.29. Iinsilin yukli pegile katyonik lipozomlardan pH 7,4 fosfat
tamponunda, insulinin in vitro saliminin kinetik degerlendirilmesi

Kinetik model Kinetik olgitler
m n r SKT

Birinci derece -0,0004 4,0841 0,5128 2911,33
Hixson Crowel 0,0004 0,7164 0,4822 15104,75
Sifir derece 0,0177 37,383 0,4217 18568,66

RRSBW 0,5733 -3,7301 0,8414 875,99
BTA 0,5243 -6,8260 0,8244 1131,85
Higuchi 1,2907 22,211 0,6601 1878,55

Nanokohleatlar icin elde edilen kinetik tablolari Cizelge 4.30 ve 4.31’de verilmigtir.
instilin saliminin, hem insilin iceren nanokohleat formilasyonlarinda hem de
pegile nanokohleat formulasyonlarinda RRSBW salim kinetigine uyum sagladigi

gorulmustar.

Cizelge 4.30. insilin yiklii nanokohleatlardan pH 7,4 fosfat tamponunda, insilinin
in vitro saliminin kinetik degerlendiriimesi

Kinetik model Kinetik olgutler
m n r SKT

Birinci derece -0,0004 4,3878 0,7175 2045,51
Hixson Crowel 0,0006 0,3178 0,6859 5030,19
Sifir derece 0,0242 18,318 0,6229 6788,39
RRSBW 0,8448 -5,8923 0,9478 812,64
BTA 0,8028 10,131 0,9402 1141,01
Higuchi 1,5976 1,9053 0,8454 1131,99
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Cizelge 4.31. insilin yiikli pegile nanokohleatlardan pH 7.4 fosfat tamponunda,
insulinin in vitro saliminin kinetik degerlendirilmesi

Kinetik model Kinetik olgitler
m n re SKT

Birinci derece -0,0004 4,3024 0,6761 1831,78
Hixson Crowel 0,00005 0,4378 0,6394 6411,79
Sifir derece 0,0203 24,747 0,5665 8352,10
RRSBW 0,8572 -5,9671 0,8235 1090,70
BTA 0,8085 -10,187 0,8056 1447,67
Higuchi 1,4305 7,4016 0,7804 1128,57

Nanopartikul i¢in elde edilen kinetik tablosu Cizelge 4.32'de verilmis olup insdlin

saliminin RRSBW salim kinetigine uyum sagladigi gorulmustar.

Cizelge 4.32. Insdilin yiikli nanopartikiillerden pH 7,4 fosfat tamponunda, insdlinin
in vitro saliminin kinetik degerlendirilmesi

Kinetik model Kinetik olgitler
m n r* SKT

Birinci derece -0,0004 4,1564 0,6924 1411,88
Hixson Crowel 0,0004 0,6383 0,6506 12087,23
Sifir derece 0,0174 35,0852 0,5677 15254,55
RRSBW 0,4669 -3,1628 0,9377 238,093
BTA 0,4242 -5,8726 0,9256 327,732
Higuchi 1,1992 21,558 0,7931 821,603

Hiicre icermeyen polikarbonat membran filtre gecisleri

Hucre icermeyen membranlardan insulin ¢ozeltisi, lipozomlar, nanokohleatlar ve
nanopartikil gecisleri ¢ozelti formilasyonu ile karsilastirmali olarak Bolim 3.2.1’de

anlatildigi gibi gergeklestirildi.

Elde edilen sonuglar Sekil 4.62-4.65’de gorulmektedir.
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Sekil 4.62. Hiicre icermeyen membranda instlin ¢ozeltisi gegisi (n=6)
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Sekil 4.63. Hucre icermeyen membranda lipozom ve pegile lipozomlardan instlin
cOzeltisi ile karsilastirmali insulin gegisi (n=6) (¢dzelti-lipozom ve
pegile lipozom, p<0,0001)
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Sekil 4.64. Hucre icermeyen membranda nanokohleat ve pegile
nanokohleatlardan insulin ¢ozeltisi ile karsilastirmali insulin gegigi
(n=6) (¢ozelti- nanokohleat-pegile nanokohleat, p<0,0001)
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Sekil 4.65. Hucre icermeyen membranda nanopartikillerden insulin ¢ozeltisi ile
kargilastirmali insulin gegisi (n=6) (¢o6zelti-nanopartikul, p<0,01)

Pankreatik beta TC hiicrelerinden gecis calismalari

Bolum 3.1.2°de in vitro gecis ¢alismalarinda belirtildigi sekilde 48 saat boyunca
insulin ¢dzeltisinin, lipozom, nanopartikil ve nanokohleat formulasyonlarinin
pankreatik beta TC hucrelerinden gegis calismalari ¢odzelti formulasyonu ile
karsilagtirmali olarak yapiimis ve elde edilen sonuglar asagidaki Sekil 4.66-4.69’da

verilmigtir.
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Sekil 4.66. Pankreatik beta TC hucrelerinden insulin ¢ozeltisi gegisi (n=6)

60

—l

—s—insiilin ¢ozeltisi

—5  —s—lipozom

pegile lipozom

% kiumulatif salinan insilin miktan

0 500 1000 1500 2000 2500 3000

zaman (dk)

Sekil 4.67. Lipozom ve pegile lipozomlardan insulinin Uzerinde pankreatik beta TC
hlcreleri bulunan polikarbonat membrandan gegisi(n=6) (p<0,001)
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Sekil 4.68. Nanokohleat ve pegile nanokohleatlardan insulinin Gzerinde pankreatik
beta TC hicreleri bulunan polikarbonat membrandan gecisi (n=6)
(p<0,01)
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Sekil 4.69. Nanopartikillerden insulinin Uzerinde pankreatik beta TC hicreleri
bulunan polikarbonat membrandan gegisi (n=6) (p<0,001)

Pankreatik beta TC huicrelerinin butiinligunin degerlendiriimesi

Bolum 3.2.1°de belirtildigi gibi hlucrelerin gegis ¢alismasi ve oncesindeki direngleri
Olctlmus ve sonuglar asagidaki Cizelge 4.33'de verilmistir.
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Cizelge 4.33. Pankreatik beta TC hicrelerinin gecgis deneylerinden sonraki
elektriksel diren¢ degerlerinin dlgulmesi

ORNEKLER ELEKTRIKSEL DIRENG (Q)
Gegis deneyi yapilmadan 6nce
pankreatik beta TC hicre tabakasi 79
instilin ¢ozeltisi ile gegis tamamlandiktan sonra
pankreatik beta TC hiicre tabakasi 76
insilin lipozomlari ile gecis tamamlandiktan sonra
pankreatik beta TC hiicre tabakasi 57
insiilin pegile lipozomlari ile gegis tamamlandiktan
sonra pankreatik beta TC hiicre tabakasi 64
insiilin nanokohleatlari ile gecis tamamlandiktan sonra
pankreatik beta TC hiicre tabakasi 65
insiilin pegile nanokohleatlari ile gegis tamamlandiktan
sonra pankreatik beta TC hiicre tabakasi 71
instilin nanopartikdilleri ile gegis tamamlandiktan sonra
pankreatik beta TC hiicre tabakasi 72
Bos membran 0-5

insiilinin gecirgenlik katsayisinin (k=Papp) hesaplanmasi

Gegirgenlik katsayisi (k) (cm/saat) degerleri Bolum 3.2.1°de belirtildigi gibi
hesaplanmis ve degerler asagidaki Cizelge 4.34’te verilmistir. Sekil 4.70-4.75'de k

degerlerinin hesaplandigi grafikler gorilmektedir.

Cizelge 4.34. Pankreatik beta TC hlcrelerinde formulasyonlara ait k degerleri

Ornekler k degerleri

insiilin gozeltisi 1,04+0,04
insiilin lipozomlari 1,17+0,96
instilin pegile lipozomlari 1,10+1,90
inslin nanokohleatlari 1,07+0,10
insiilin pegile nanokohleatlari 1,09+0,99
insiilin nanopartikiilleri 1,06+1,02
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Sekil 4.70. Pankreatik beta TC hucrelerinde insulin ¢ozeltisine ait k degerinin

hesaplanmasina ait grafik

Pankreatik beta TC hucrelerinde insulin lipozomlarina ait k degerinin
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Sekil 4.71.
hesaplanmasina ait grafik
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Sekil 4.72. Pankreatik beta TC hucrelerinde insllin pegile lipozomlarina ait k

dederinin hesaplanmasina ait grafik
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insulin nanokohleatlarina ait k
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Sekil 4.73. Pankreatik beta TC hicrelerinde
degderinin hesaplanmasina ait grafik
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Sekil 4.74. Pankreatik beta TC htcrelerinde insulin pegile nanokohleatlarina ait k

dederinin hesaplanmasina ait grafik
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Sekil 4.75. Pankreatik beta TC hicrelerinde insulin nanopartikillerine ait k

dederinin hesaplanmasina ait grafik
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4.2. Embriyonik Kok Hiicre’ye Ait Caligsmalarla ilgili Bulgular

4.2.1. UV spektrofotometrede EKH’nin Lowry protein miktar tayini

yonteminin validasyonuna ait bulgular

Bolum 3.2.2°de belirtildigi sekilde EKH validasyon ¢alismalari referans protein BSA
ile yapiimistir.

Bovin serum albimin’in UV spektrumuna ait bulgular

BSA’nin fosfat tamponu igindeki ¢ozeltisinin dalga boyu taramasi sonucunda

maksimum dalga boyu verdigi absorbansin 759 nm oldugu goéruldi (Sekil 4.76).

Peak Pick B ictve B Oveiley | B Stacked |
Mo. | PN | Wavelengthnm.|  Abs. | Description 1000 . . .
1 @ <IN OB -
: @ 319,00 4,000
3@ 307,00 4,000 0,800
i @ 262,00 4,000
5 @ 245,00 4,000 0,800
5 @ 209,00 4,000 H
T O 42500 0373
8 0 H7.00 0,167 040
) 285,00 0,291
-] 270,00 0570 0.200
- 237,00 0,450
um 1 1 I!
4000  B0000 500,00 110000
[\ [ | oL =

Sekil 4.76. BSA'nin fosfat tamponu icerisindeki g¢ozeltisine Lowry metodunun
uygulanmasinin ardindan dalga boyu taramasi (759 nm)

Dogrusallik

Calismalar, Boliim 3.2.2°de belirtildigi gibi yapildi. Olgiilen absorbans degerlerine
karsilik konsantrasyonlar grafige gecirildi. Standart dogru denklemi bulundu ve
dogrusalligi kanitlandi. Elde edilen absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil 4.77°de

gosterilmisgtir.
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0,8 A

Absorbans

107 y = 0,0017x + 0,0118
R? = 0,9992

0,0 T
0 100

200 300 400
konsantrasyon (ug/ml)

500 600

Sekil 4.77. BSA'nin fosfat tamponu igindeki ¢ozeltisine Lowry metodu uygulanmasi

sonrasi UV yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafigi (n=6)

Dogruluk ve geri elde

Calismalar Bolum 3.2.2°de anlatildigi gibi yapildi. Sonuglar Cizelge 4.35‘te

gosterilmigtir.

Cizelge 4.35. BSA'nin geri elde ile hesaplanan miktarlari (n=6)

Cozeltideki BSA Cozeltideki BSA Hesapla bulunan BSA
yuzdesi (Mg/mL) miktan (ug/mL) £ GS BS Ortalama
% 80 80 78,7+0,5 0,8
% 100 100 98,7+0,6 0,8
% 120 120 119,4+0,8 0,9
Kesinlik

Calismalar Bolum 3.2.2'de anlatildigi gibi yapildi.

a) Deneyici kesinlik

BSA’nin deney ici kesinlik sonuglari Cizelge 4.36 ve 4.37’de gosterilmigtir.
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Cizelge 4.36. BSA’nin tekrar edilebilirlik sonuglari

. BSA Cozeltisinin Derigimi Hesapla Bulunan BSA Cozeltisi Derigimi
Ornek No (Mg/mL) (ug/mL)
1 200 200,1
2 200 198,9
3 200 200,1
4 200 198,9
5 200 197,8
6 200 198,9
7 200 197,8
8 200 196,6
9 200 196,0
10 200 196,6
Ort 200 198,2
SS 1,52
BS 0,766
+GS 0,802

Cizelge 4.37. BSA'nin tekrar edilebilirlik sonuglari

. BSA ¢ozeltisinin derigimi Hesapla Bulunan BSA ¢ozeltisi derigimi
Ornek No (ng/mL) (ng/mL)
1 75 74,2
2 75 74,2
3 75 74,8
4 75 74,2
5 75 74,2
6 75 75,4
7 75 74,8
8 75 74,2
9 75 73,6
10 75 75,4
Ort 75 74,5
SS 0,605
BS 0,812
*GS 0,314
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b) Deneylerarasi kesinlik

BSA’nin deneylerarasi kesinlik sonuglari Cizelge 4.38’de gosterilmigtir.

Cizelge 4.38. BSA'nin deneylerarasi (25°C) kesinlik sonuglari

Derigsim(ug/mL) 1.giin 2.glin 3.gilin ORT SS SEM BS
400 3984 | 3972 | 3989 | 3982 | 0902 | o524 | 9226
250 2501 | 2489 | 2489 | 2493 | 0705 | 0400 | 9282
50 50,7 | 489 | 489 49,5 102 | o593 | 29
10 10,7 9,5 9,5 9,9 0754 | 0438 | 7!
4 424 | 365 | 365 384 | 0341 | o108 | 888

Ozgiinliik ve secicilik

Calismalar Bolum 3.2.2°de belirtildigi gibi DOPE, DOPS ve PLGA'nin inslline ait
dalga boyunda pik vermedigi gézlenmis olup yontemin protein tayininde spesifik
olduguna ve BSA tayinine uygun olduguna karar verildi (Bakiniz Sekil 4.3).

Duyarlilik ve saptama siniri

Hesaplar, Bolim 3.2.2°de verilen formdillere goére yapildi. Analitik yéntemin

duyarlihgi 5,82 pg/mL saptama siniri 17,6 pg/mL olarak bulundu.

4.2.2. EKH ile hazirlanan formilasyonlarin karakterizasyon galismalarina ait

bulgular

EKH formiilasyonlarinin karakterizasyonuna ait bulgular

EKH formliilasyonlarinin partikil buydkligd ve dagilimi, polidispersite indeksi ve

zeta potansiyel degerlerine ait bulgular

Batin formdlasyonlarin partikil bayUkligu ve dagilimlari, zeta potansiyelleri
Nano ZS
hesaplanarak Polidispersite indeksi ile birlikte Cizelge 4.39'da verilmistir.

Malvern Zeta Sizer ile Olculdd. Alnan sonuglarin ortalamasi
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EKH miktar tayinine ait bulgular

EKH miktari ortalamalari hesaplanarak Cizelge 4.39’da verilmistir.

Formdilasyonlarin sekline ait bulgular

Formulasyonlarin sekilleri TEM mikroskobu ile incelendi. Elde edilen goruntuler
Resim 4.21- 4.25’te verilmigtir.



Cizelge 4.39. EKH ile hazirlanan formulasyonlarin karakterizasyon parametreleri (n=3)

Partikiil Biiyiikliigii

Zeta Potansiyel

Formiilasyon Tipi (UM)£SS PDItSS (MV)£SS Enkapsiilasyon Verimi (%)
EKH lipozomlar 0,319+0,002 0,329+0,005 24,3+0,3 53,1+£2,0
EKH pegile lipozomlar 0,236+0,008 0,356+0,011 20,7+0,1 52,7+1,8
EKH nanokohleatlar 0,423+0,028 0,434+0,001 16,510,2 52,0+1,5
EKH pegile nanokohleatlar 0,533+0,009 0,486+0,007 14,810,2 50,9+2,1
EKH nanopartikdller 0,672+0,007 0,517+0,006 4,20+0,05 50,411,4

A4
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Resim 4.22. EKH pegile lipozomlarin TEM goérintuleri x6800



Resim 4.24. EKH pegile nanokohleatlarin TEM goruntileri x11000
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Resim 4.25. EKH nanopartikullerin TEM goéruntuleri (oklar: nanopartikulller) x4800

4.2.3. EKH ile hazirlanan formulasyonlarin stabilitesine ait bulgular

EKH formulasyonlarinin partikil buyuklugi ve dagilimi, polidispersite indeksi ve

zeta potansiyel degerlerine ait bulgular

EKH ile hazirlanan tum formulasyonlarin dlgtlen partikal bayUkltagu, polidispersite
ve zeta potansiyel de@erlerinin zamanla degisip degismedigini incelemek igin 4°C
ve 25°C’de saklanan formulasyonlarin 0.,1.,2.,3.,4.,5. ve 6. aylarda yapilan

Ol¢cumlerin sonuglari Cizelge 4.40-4.44’te ve Sekil 4.78-4.92’de gdsterilmistir.

Cizelge 4.40. EKH lipozomlari stabilite verileri

Zaman
(ay)

Ortalama
Gap (um)

4°C

PDI

Zeta
Potansiyel
(mV)

Ortalama
Gap (um)

25°C

PDI

Zeta
Potansiyel
(mV)

0,319+0,002

0,329+0,005

24,3+0,3

0,319+0,002

0,329+0,005

24,3+0,3

0,325+0,009

0,343+0,002

22,3+1,0

0,332+0,004

0,358+0,009

21,3+0,4

0,332+0,012

0,353+0,009

21,6x0,3

0,345+0,007

0,378+0,010

21,3+1,1

0,445+0,023

0,367+0,006

20,7+0,6

0,460+0,005

0,399+0,006

18,8+1,1

0,455+0,015

0,389+0,008

18,0+1,0

0,477+0,002

0,400+0,008

16,3+0,2

0,577+0,010

0,400+0,010

13,6%1,2

0,580+0,010

0,415+0,010

11,4£0,5

oo h~|WIN] -

0,600+0,004

0,412+0,008

10,3+0,3

0,615+0,013

0,428+0,020

9,7+0,01
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Partikil Blyukligi Degerleri (um)

0,8

0,6

0,4
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0,0

’
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Sekil 4.78. EKH lipozomlari partikil buyukliga sonugclari

Polidispersite Degerleri

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0]

m4°C
m25°C

3 4 5 6

zaman (ay)

Sekil 4.79. EKH lipozomlari polidispersite degerleri sonuglari

Zeta potansiyel Degerleri{mV)

25

20

15

10

m4°C
m25°

3 4 5 6

zaman {ay)

Sekil 4.80. EKH lipozomlari zeta potansiyel degerleri sonuglari




Cizelge 4.41. EKH pegile lipozomlar stabilite verileri

zaman (ay)

4°C 25°C
Zeta Zeta
Zaman | g5rtajama Potansiyel | Ortalama Potansiyel
@) | Gap (um) PDI mv) | Gap (um) PDI (mV)
0 0,236+0,008 | 0,356+0,011| 20,7+0,1 |0,236+0,008 | 0,356+0,011 | 20,7+0,1
1 0,251+0,015 | 0,366+0,008 | 19,5+0,2 |0,256+0,008 | 0,368+0,013 | 19,0+0,9
2 0,355+0,015 | 0,386+0,007 | 18,3+0,9 |0,355+0,010 | 0,392+0,010 | 18,9+1,3
3 0,415+0,033 | 0,399+0,007 | 15,4+0,2 |0,464+0,012(0,408+0,005( 15,3+0,1
4 0,475+0,080 | 0,402+0,013| 14,3+1,0 |0,487+0,015(0,427+0,017 | 14,0+0,3
5 0,587+0,006 | 0,416+0,007 | 11,2+0,23 | 0,595+0,001 [ 0,437+0,006 | 9,8+0,35
6 0,620+0,027 | 0,428+0,013 | 9,9+0,38 |0,635+0,025 | 0,440+0,018 | 9,6+0,23
0,8
E
2
3 06 - - I
2
a - 'Y
gn 0,4 -
= I WA°C
3
3 T 25°C
= 02 - F
g
0,0 - T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Sekil 4.81. EKH pegile lipozomlari partikl bayUkligu sonuglari

Polidispersite Degerleri

0,5 -
0,45 -
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

W 4°C
25°C

zaman (ay)

. h ol g
‘I ‘I ‘I‘ ‘ ‘ |
(0] 1 2 3 4 5 6

Sekil 4.82. EKH pegile lipozomlari polidispersite degerleri sonuglari

147
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15 -

m4°C
10

m25°

Zeta potansiyel Degerleri{mV)

0 1 2 3 4 5 6
zaman (ay)

Sekil 4.83. EKH pegile lipozomlari zeta potansiyel degerleri sonuclari

Lipozom ve pegile formulasyonlarinin sekline ait bulgular

EKH lipozomlarinin géruntuleri 6. ayin sonunda TEM mikroskobu ile incelendi ve

elde edilen goruntuler Resim 4.26-4.29'da verilmigtir.

SN i PR A
kBN '&;13;&?:\' e
e o v 4

Resim 4.26. Alti aylik stabilite gcalismasi slresinin sonunda +4°C’de saklanan,
EKH lipozom formulasyonlarinin TEM géruntuleri x68000
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P 100 nm

Resim 4.27. Alti aylik stabilite galismasi suresinin sonunda +4°C’de saklanan,
EKH pegile lipozom formulasyonlarinin TEM goéruntuleri x98000

“Embriyonikkok o

: !@gcre
Ry S T L

Resim 4.28. Alti aylk stabilite ¢alismasi suresinin sonunda +25°C’de saklanan,
EKH lipozom formulasyonlarinin TEM goruntuleri x180000



Resim 4.29. Alti aylk stabilite ¢alismasi suresinin sonunda +25°C’de saklanan,
EKH pegile lipozom formulasyonlarinin TEM goérunttleri x180000

Embriyonik kék
hicre

Cizelge 4.42. EKH nanokohleatlar stabilite verileri

4°C 25°C

Zeta Zeta
Zaman | oralama Potansiyel | Ortalama Potansiyel

@) | cap (um) PDI (mv) | Gap(um) | PDI (mV)
0 0,423+0,028 | 0,434+0,001 | 16,5+0,2 |(0,423%0,028 | 0,434+0,001 | 16,510,2
1 0,538+0,028 | 0,443+0,003 | 15,8+0,8 (0,542+0,031|0,447+0,008 | 15,3+0,4
2 0,585+0,005 | 0,447+0,009( 15,0+0,8 |0,600+0,027 | 0,449+0,007 | 14,8+0,4
3 0,618+0,020 | 0,463+0,005| 12,5+0,6 (0,655+0,007 | 0,459+0,001| 11,8+1,0
4 0,620+0,010 | 0,467+0,014 | 9,36+0,2 |0,668+0,021 | 0,473+0,007 | 9,1+0,61
5 0,658+0,014 | 0,472+0,003 | 8,8+0,78 |0,685+0,025|0,476+0,013| 7,8+1,13
6 0,739+0,020 | 0,517+0,009 | 7,3+0,65 |0,745+0,003|0,561+0,013 | 6,4+0,31
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Sekil 4.84. EKH nanokohleatlar partikal blyuklaga sonugclari
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Sekil 4.85. EKH nanokohleatlari polidispersite dederleri sonuglari
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Sekil 4.86. EKH nanokohleatlari zeta potansiyel degerleri sonuglari
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Cizelge 4.43. EKH pegile nanokohleatlari stabilite verileri

0,

2

4°C 25°C
Zeta Zeta
Zaman | g5riaiama Potansiyel | Ortalama Potansiyel
@) | Gap(um) PDI (mv) | Cap (um) PDI (mV)
0 0,533+0,009 | 0,486+0,007 | 14,8+0,2 |[0,533+0,009 | 0,486+0,007 | 14,8+0,2
1 0,556+0,026 | 0,491+0,020| 13,2+1,1 [0,563+0,029 | 0,493+0,009 | 12,4%0,2
2 0,595+0,033 | 0,498+0,004 | 12,4+0,3 (0,610+0,028 | 0,499+0,003 | 11,3+1,7
3 0,620+0,012 | 0,500+0,008 | 10,1+0,0 |[0,665+0,012(0,508+0,012 | 10,1+0,2
4 0,624+0,001 | 0,516+0,016| 9,2+0,78 (0,670+0,027 | 0,522+0,012| 9,4+0,26
5 0,660+0,020 | 0,522+0,017| 7,5+0,16 |0,700+£0,015]0,533+0,013 | 9,0+1,03
6 0,745+0,030 | 0,527+0,008 | 6,3+0,23 (0,735+0,020|0,537+0,004 | 6,0+0,78
0,8 -

€

2

& 06 -

3

g

(=]

@ 04

= m4°C
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Sekil 4.87. EKH pegile nanokohleatlari partikil btyuaklaga sonuclari

Polidispersite Degerleri
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Sekil 4.88. EKH pegile nanokohleatlar polidispersite degerleri sonuglari
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Sekil 4.89. EKH pegile nanokohleatlari zeta potansiyel degerleri sonuglari

Nanokohleat ve pegile nanokohleat formulasyonlarinin sekilne ait bulgular

EKH nanokohleatlarinin goértntuleri 6. ayin sonunda TEM mikroskobu ile incelendi
ve elde edilen goruntuler Resim 4.30-4.33’te verilmigtir.

A o T N

—200/nm

Resim 4.30. Alti aylik stabilite galismasi slresinin sonunda +4°C’de saklanan,
EKH nanokohleat formulasyonlarinin TEM géruntuleri x4800



154

Resim 4.31. Alti aylik stabilite galismasi slresinin sonunda +4°C’de saklanan,
EKH pegile nanokohleat formilasyonlarinin TEM gértntileri x11000

——— 500 nm

Resim 4.32. Alti aylk stabilite ¢alismasi slresinin sonunda +25°C’de saklanan,
EKH nanokohleat formulasyonlarinin TEM gérintuleri x30000
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Resim 4.33. Alti aylk stabilite ¢alismasi suresinin sonunda +25°C’de saklanan,
EKH pegile nanokohleat formulasyonlarinin TEM gérunttleri x11000

Cizelge 4.44.EKH nanoparikulleri stabilite verileri

Zaman
(ay)

Ortalama
Cap (um)

4°C

PDI

Zeta
Potansiyel
(mV)

Ortalama
Gap (um)

25°C

PDI

Zeta
Potansiyel
(mV)

0,672+0,007

0,517+0,006

4,20+0,05

0,672+0,007

0,517+0,006

4,20+0,05

0,776+0,020

0,521+0,014

3,80+0,15

0,782+0,022

0,522+0,006

3,10+0,23

0,755+0,045

0,551+0,009

2,78+0,04

0,814+0,045

0,552+0,007

2,562+0,27

0,876+0,006

0,571+0,015

1,68+0,25

0,925+0,012

0,572+0,015

1,3410,20

0,960+0,033

0,580+0,017

1,17+0,24

1,122+0,001

0,582+0,010

1,15+0,11

1,005+0,005

0,583+0,002

0,94+0,16

1,120+0,014

0,592+0,002

0,86+0,13

OO | WIN| -

1,055+0,005

0,606+0,003

0,85+0,03

1,250+0,007

0,624+0,001

0,72+0,16
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Partikil Blyukligi Degerleri (um)
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Sekil 4.90. EKH nanopartikulleri partikl bayUkligu sonuglari

Polidispersite Degerleri
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Sekil 4.91. EKH nanopartikulleri polidispersite degerleri sonugclari

Zeta Potansiyel Degerleri{mV)

mAa°C
W 25°C

3 4 5 6

zaman {ay)

Sekil 4.92. EKH nanopartikilleri zeta potansiyel degerleri sonuclari
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EKH nanopartikullerinin sekline ait bulgular

EKH nanopartikullerinin goruntuleri altinci ayin sonunda TEM mikroskobu ile

incelendi ve elde edilen goruntuler Resim 4.34-4.35'te verilmistir.

Resim 4.34. Alti aylk stabilite galismasi slresinin sonunda +4°C’de saklanan,
EKH nanopartikil formulasyonlarinin TEM goéruntuleri x49000

Resim 4.35. Alti aylk stabilite galismasi suresinin sonunda +25°C’de saklanan,
EKH nanopartikil formulasyonlarinin TEM goérantileri x49000
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4.3. Glukoz ve insiilin Tayini Sonuglari
4.3.1. Glukoz tayini

Glukoz tayini Bolum 3.2.3’te belirtildigi sekilde kit ile yapiimistir. Degisen glukoz
miktarlarina gore olusan renk degisimi Resim 4.36’da gdsterilmistir. Baslangigtaki
kontrol grubunun, KRB ¢ozeltisi ile, glukoz iceren KRB ¢ozeltisi ile ve streptozosin
ile muamele sonrasi elde edilen glukoz miktari Sekil 4.93’te gosterilmigtir. Glukoz
ile indlklenen ve streptozosin ile inhibe edilerek diyabetik hale getirilmis hicreler
ile insulin ve EKH yUkli formulasyonlarin 48 saat boyunca inkibasyonu
sonucunda elde edilen sonuglar asagidaki Sekil 4.94-4.97°de verilmistir. Kontrol
grubu olarak deneye baslamadan 6nceki pankreatik beta TC hucrelerindeki glukoz

miktari alinmig ve % 100 olarak kabul edilmigtir.

300

_ 250

(™

-]

&

= M kontrol grubu

= 200 -

N M KRB ¢dzeltisi

=

% Glukozlu KRB cozeltisi
150 W Streptozosin cozeltisi
100

Zaman (48 saat)

Sekil 4.93. Pankreatik beta TC hucrelerinin glukoz ve streptozosin ile muamelesi
sonrasi artan glukoz miktarlari
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160 -
140 -
- 120 - m Kontrol Grubu
T 100 ® Glukozlu KRB gbzeltisi
x ®insdlin lipozom
= g0 -
N minsulin peg lipozom
X
8 60 - minsilin kohleat
N 20 = insulin peg kohleat
= insulin nanopartikl
20 -
0 -
Zaman (48 saat )

Sekil 4.94. Glukozlu KRB c¢ozeltisi ile stimile edilmis ve insulin ile hazirlanan
formulasyonlar ile 48 saat inkibasyona birakilmis pankreatik beta TC
hicrelerinden tayin edilen % glukoz miktarlari

160 -+

140 -

m Kontrol Grubu

=

N

o
I

H Glukozlu KRB ¢dzeltisi

iy

o

o
I

= EKH lipozom
m EKH peg lipozom
m EKH kohleat

% Glukoz Miktarlari
(0]
o

60 -
m EKH peg kohleat
40 = EKH nanopartikl
20 -
o .

Zaman (48 saat)

Sekil 4.95. Glukozlu KRB ¢ozeltisi ile stimlle edilmis ve EKH ile hazirlanan
formulasyonlar ile 48 saat inkibasyona birakilmis pankreatik beta TC
hucrelerinden tayin edilen % glukoz miktarlari



160

160 -
140 -
_ 120 ~ = Kontrol Grubu
S
g 100 4 B STZ ¢ozeltisi
% ®insdlin lipozom
N 80 1 minsilin peg lipozom
S 60 - = insiilin kohleat
(O)
R 40 - = insulin peg kohleat
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Sekil 4.96. Streptozosin ile inhibe edilmis ve insulin ile hazirlanan formulasyonlar
ile 48 saat inkUbasyona birakilmis pankreatik beta TC hucrelerinden
tayin edilen % glukoz miktarlari

160 -
140 -
= 120 - = Kontrol Grubu
= 100 | u STZ ¢ozeltisi
= 1 EKH lipozom
2 go -
N u EKH peg lipozom
E
g 60 - = EKH kohleat
2 m EKH peg kohleat
40 -
= EKH nanopartikil
20 A
0 .
Zaman (48 saat)

Sekil 4.97. Streptozosin ile inhibe edilmis ve EKH ile hazirlanan formulasyonlar ile
48 saat inkUbasyona birakilmis pankreatik beta TC hucrelerinden tayin
edilen % glukoz miktarlari
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Resim 4.36. Glukozun degisen konsantrasyonuna bagli olarak olusan renk
degigimi

4.3.2. insiilin tayini

insllin tayini ise Bélim 3.2.3'te anlatildigi gibi Insilin ELISA Kiti kullanilarak
yapilmistir. Kit ile tayinde standart insulin ¢ozeltileriyle kit igindeki proseduirde

belirtilen sekilde kalibrasyon yapilmis ve grafigi Sekil 4.98’ da gosterilmistir.

standart insiilin ¢ozeltileri kalibrasyonu
0,9 -
0,8 y =0,3813x - 0,5019
0,7 - R2 = 0,9992
P 0,6 -
g 0,5 n
5 0,4 -
2 03 -
< 02
0,1 -
0,0 T T T 1
0 1 2 3 4
log konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 4.98. Standart insulin ¢ozeltileriyle yapilan kalibrasyon grafigi

Baslangigtaki kontrol grubuna ait insilin miktari, glukozlu KRB ¢ozeltisi ve

streptozosin ¢ozeltisi ile muamele sonrasi hicrelerdeki insulin  miktarlar
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belilenmis ve Sekil 4.105'te sonugclar verilmistir. Insiilin ve EKH yikli
formulasyonlarin 48 saat inkiibasyonu sonrasi degisen insulin miktarlari da Sekil
4.99-4.103’de gosterilmigtir.

100
=
= 80 -
E M Kontrol Grubu
E B KRB cozeltisi
=
E W Glukozlu KRB cozeltisi
=
= 60 W Streptozosin cOzeltisi

40 A
zaman (48 saat)

Sekil 4.99. Pankreatik beta TC hucrelerinin glukoz ve streptozosin ile muamelesi
sonrasi azalan insulin miktarlari

100 -

H Kontrol Grubu
80 - M Glukozlu KRB ¢ozeltisi
M insulin lipozom

M insulin peg lipozom

Hm instlin kohleat

% insiilin miktarlan
-]
[an]
1

60 -

m instlin peg kohleat
50 - M insulin nanopartikil
40 A

Zaman (48 saat)

Sekil 4.100. Glukozlu KRB ile stimile edilmis ve insilin ile hazirlanan
formulasyonlar ile 48 saat hiicre inkibasyonu sonrasi pankreatik
beta TC hucrelerinden tayin edilen % insulin miktarlari
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% insiilin miktarlan
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m Kontrol Grubu

B Glukozlu KRB ¢ozeltisi
M EKH lipozom

W EKH peg lipozom

M EKH kohleat

M EKH peg kohleat

™ EKH nanopartikiil
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Sekil 4.101. Glukozlu KRB ile stimuile edilmis ve EKH ile hazirlanan formulasyonlar

ile 48 saat hicre

inkibasyonu sonrasi

hicrelerinden tayin edilen % insilin miktarlari

100

90

80

70

60

% insiilin miktarlan

50

40

Zaman (48 saat)

H Kontrol Grubu

W STZ ¢ozeltisi

m insulin lipozom

M insulin peg lipozom
M insiilin kohleat

® instlin peg kohleat

M insulin nanopartikil

pankreatik beta TC

Sekil 4.102. Streptozosin ile inhibe edilmis ve insulin ile hazirlanan formulasyonlar

ile 48 saat hiucre

inkiibasyonu sonrasi

hdcrelerinden tayin edilen % insulin miktarlari

pankreatik beta TC
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Sekil 4.103. Streptozosin ile inhibe edilmis ve EKH ile hazirlanan formulasyonlar
ile 48 saat hidcre inkibasyonu sonrasi pankreatik beta TC
hicrelerinden tayin edilen % insalin miktarlari

4.4. Western Blot ile Analiz Sonuglari

EKH’nin ylUkleme etkinligi icin beta aktinle (42 kDa) yapilan ve daha 6nce sayimla
da bulunan % yukleme etkinligine paralel olarak Bolum 3.2.4’te anlatildidi gibi
yapilan iglemler sonrasi elde edilen gorunti ve bantlarin dansitelerinden

hesaplanan degerler asagida Resim 4.37 ve Cizelge 4.45’te verilmigtir.

215m»
120

.. A B c D E F G

E0m

392w

28w

183w

el
A: Hiicre Kontrol D: EKH Kohleat
B: EKH lipozom E: EKH pegile Kohleat
C: EKH pegile Lipozom F: EKH Nanopartikil

G:Pozitif Kontrol

Resim 4.37. EKH ile yapilan formulasyonlardan western blot sonrasi elde edilen
bantlar



165

Cizelge 4.45. Western blot ile bulunan bantlarin dansiteleri (%)

Embriyonik EKH EKH pegile EKH
Kok Hiicre EKH EKH pegile | nanokohleat | nanokohleat | nanopartikiil
(A) lipozom (B) | lipozom (C) (D) (E) ()

100 54,1 53,7 53,3 52,8 51,2

EKH’nin formuilasyonlara yukleme etkinlikleri, hem sayimla hem de Western blot

ile analiz edilmis ve elde edilen sayisal degerler paralel cikmistir.
4.5. In Vivo Galismalara Ait Bulgular
4.5.1. insiilin yiiklii formiilasyonlar ile yapilan galismalar

instlin yukli lipozom, nanokohleat ve nanopartikil formilasyonlari Bélim 3.2.5'te
belirtildigi sekilde hayvanlara verildikten sonra alinan kan orneklerinden glukoz ve
insulin Algimleri (hem miktar hem de % miktar olarak) yapilmis ve elde edilen
sonuglar ve hesaplanan egri altinda kalan alan (AUC) Sekil 4.104-4.106’da ve
Cizelge 4.46’da verilmistir.

110 +

100 =&

90 18

80 {4 N

—— insilin lipozom
—=— insilin peg lipozom
70 A -
—+— Insilin kohleat
== nsilin peg kohleat
60 -

== nsilin nanopartikil

—&— insulin gozelti

glukoz konsantrasyonu (%)

50

40

0 500 1000 1500 2000
zaman (dk)

Sekil 4.104. insilin yUklii formilasyonlarin farelere i.p. uygulanmasi sonucu elde
edilen glukoz konsantrasyonu-zaman grafigi (n=6) (lipozom ve pegile
lipozomlar igin anlamli olmayan fark p>0,001, diger formulasyonlar igin
anlamli fark p<0,05)
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insiilin konsantrasyonu {ug/mL)

—e—insilin cozeltisi
—&—insilin lipozom
=== insiilin peg lipozom

—+—insilin nanokohleat

—+#—insllin peg nanokohleat

—e—insllin nanopartikl

0 1 T T T 1
0 500 1000 1500 2000
zaman (dk)
Sekil 4.105. insulin yukli formilasyonlarin farelere i.p. uygulanmasi sonucu elde

edilen instllin konsantrasyonu-zaman grafigi (n=6) (lipozom ve pegile
lipozomlar igin anlamli olmayan fark p>0,002, diger formulasyonlar igin
anlaml fark p<0,02)

350 +
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insiilin konsantrasyonu (%)
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Sekil 4.106. insulin yukli formilasyonlarin farelere i.p. uygulanmasi sonucu elde

edilen % insulin konsantrasyonu-zaman grafigi (n=6) (lipozom ve
pegile lipozomlar i¢in anlamh olmayan fark p>0,002, diger
formulasyonlar i¢in anlamh fark p<0,02)
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Cizelge 4.46. insiilin yikli formilasyonlarin farelere i.p. uygulanmasi sonucu elde
edilen insulin ve % insulin konsantrasyonu-zaman grafiginden
hesaplanan AUC degerleri

insilin
formulasyonlari

Pegile
Lipozom Lipozom | Nanokohleat

Pegile

Nanokohleat | Nanopartikl

AUC
(konsantrasyon
Hg/mL)

26,711,25" | 23,700° 22,312.5¢

21,915° 21,026.25'

AUC
(%
konsantrasyon)

120,630°

106,845° | 94,800° 88,860

87,660° 84,105'

a-b; p>0,02

a-c; a-d; a-e; a-f = p<0,001

4.5.2. EKH formiilasyonlari ile yapilan galigsmalar

EKH formulasyonlari farelere hem pankreas igi hem de i.p. olarak uygulanmis ve

48 saat sonundaki alinan kan o&rneklerinden gluikoz Olgumleri yapilmigtir.

Pankreas ici ve i.p. verilen formulasyonlardan elde edilen sonuglar Cizelge 4.47-
4.48 ve Sekil 4.107 ve 4.108’de verilmigtir.

Cizelge 4.47. Formulasyonlarin farelere pankreas i¢i uygulama sonrasi (48 saat)
degisen glukoz konsantrasyonlari

Formiilasyonlar Glukoz miktarlari (mg/dL) SS

kontrol grubu 105,3 1,25
STZ uyg. sonrasi 261,5 2,77
Lipozom 106,1 0,554
Pegile lipozom 108,2 1,26
Nanokohleat 108,7 2,35
Pegile nanokohleat 109,5 2,59
Nanopartikul 109,8 1,30
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Sekil 4.107. EKH formulasyonlarin farelere pankreas i¢i uygulama sonrasi (48
saat) degisen glukoz konsantrasyonlari (2. gun) (*kontrol grubu ile
anlamli olmayan fark p>0,05, **kontrol grubu ile anlamli fark
p<0,001)

Cizelge 4.48. Formulasyonlarin farelere i.p. uygulama sonrasi (48 saat) degisen
glukoz konsantrasyonlari

Formiilasyonlar Glukoz miktarlari (mg/dL) SS

kontrol grubu 104,5 0,325
STZ uyg. sonrasi 258,0 0,341
Lipozom 106,5 0,872
Pegile lipozom 106,8 0,444
Kohleat 107,7 0,505
Pegil kohleat 108,9 1,09
Nanopartikl 105,4 0,437
EKH (suspande) 105,1 0,528
insiilin lipozom 105,9 1,63
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Sekil 4.108. EKH formulasyonlarin farelere i.p. uygulama sonrasi (48 saat)
degisen glukoz konsantrasyonlari (2. gin) (*kontrol grubu ile anlamh
olmayan fark p>0,005, **kontrol grubu ile anlamli fark p<0,001)

intraperitonal verilen EKH formilasyonlarindan ve EKH’nin siispande halde

verilmesinden ayrica insulin yukli lipozom formulasyonunun en iyi sonucu vermesi

nedeniyle elde edilen verilerin ve histopatolojik incelemelerden elde edilen

sonuglarin birlikte degerlendiriimesi sonucunda deney 5. gine devam ettirilmis ve

5. gunun sonunda elde edilen glukoz konsantrasyonlari Cizelge 4.49 ve Sekil

4.109’da verilmigtir.

Cizelge 4.49. Formulasyonlarin farelere i.p. uygulama sonrasi (120 saat) degisen
glukoz konsantrasyonlari (5.gun)

Formiilasyonlar Glukoz miktarlari (mg/dL) SS
kontrol grubu 104,5 0,32
STZ uyg. sonrasi 258,0 0,34
Lipozom 106,0 0,95
Pegile lipozom 106,5 0,45
Kohleat 103,5 0,99
Pegil kohleat 104,0 1,05
Nanopartik(l 103,2 1,47
EKH (suispande) 110,9 3,01
insilin lipozom 119,3 3,47
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Sekil 4.109. EKH formdilasyonlarin farelere i.p. uygulama sonrasi (120 saat)

degdisen glukoz konsantrasyonlari (5.gun) (*kontrol grubu ile anlamli
olmayan fark p>0,005, **kontrol grubu ile anlamli fark p<0,002)

4.5.3. Histopatoloji caligmalarina ait bulgular

instilin yiiklii formiilasyonlara ait bulgular

Bolim 3.2.5'te belirtildigi sekilde yapilan incelemeler sonucunda insulin yuklu

formulasyonlarin ve insulin ¢dzeltisinin i.p. uygulanmasinin ardindan incelenen

pankreas 6rneklerinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.50’de gosterilmistir.

Cizelge 4.50. Insilin ¢ozeltisi ve insulin yUkli formulasyonlarin uygulanmasinin
ardindan pankreastaki Langerhans adaciklarinin kapladiklari alan
ve parankimdeki doku hasarinin semikantitatif analizi

Gruplar Bir kesitte alinan Bir pankreas kesitindeki Langerhans
Langerhans adaciklari Langerhans adaciklari adaciklarinda olusan
toplam yarigapi (um) toplam kapladigi alan dejenerasyon*

(mm?)

Kontrol 430 0,54 0

Cozelti 289 0,36 0,10

Lipozom 397 0,49 0

Peg lipozom 269 0,33 0,18

Nanokohleat 243 0,29 0,16

Peg 217 0,15 0

nanokohleat

Nanopartikl 238 0,18 0

*Pankreasta ilgili lezyonun derecesi; 0: normal; 1: minimal; 2: hafif; 3: orta; 4: belirgin; 5: siddetli
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incelenen tiim gruplar arasinda en genis Langerhans adacik yiizey alaninin insilin
yuklu lipozom formulasyonuna ait oldugu goruldu. Yapilan mikroskobik analizlerde
Langerhans adaciklarindaki hucrelerde vakuoler dejenerasyon ile hcre
cekirdeklerinde dejeneratif degisikliklerin oldukga sinirli oldugu goértlmustir. Bu

bakimdan gruplar arasinda kayda deger bir farkhlik gorilmedigi belirtilmistir.

Ayrica, insulin yukld lipozom formulasyonundan elde edilen iyi sonu¢ neticesinde
i.p. uygulama yapilan grup ile 5. gine kadar deney devam ettirilerek sonuglar

incelenmigtir (Bakiniz Cizelge 4.52).

Hicbir islem yapilmamis grup, streptozosin uygulanmis grup ve insulin yuklu

formulasyonlarin uygulanan gruplardan alinan pankreas kesitlerinin patolojik

incelenmesi sonucu Resim 4.38-4.44’te verilen goruntuler elde edilmistir.

Resim 4.38. Kontrol grubu (higbir islem yapilmamis) fare pankreasindaki normal
Olgldeki bir Langerhans adacigi X 20.
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Resim 4.39. STZ uygulanan fare pankreasindaki Langerhans adaciklarindaki beta
hdcrelerinde vakuoler dejenerasyon (oklar) X 40

Resim 4.40. insilin yikli lipozom grubundaki fare pankreasindaki normal dlgtideki
Langerhans adacigi X 20.
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Resim 4.41. insilin yikli pegile lipozom uygulanan gruptaki normal dlgiide
Langerhans adacigi ve sentroasiner hucre gekirdeklerinde piknoz
ile karakterize dejenerasyon (oklar) ve nekroz X 20.

i 4
W L
-

/ -~ <

Resim 4.42. insilin yUkli nanokohleat uygulanan gruptaki Langerhans adacigi ve
pankreasi ¢evreleyen yad dokuda c¢ogunlugunu mononuklear
hdcrelerin olusturdugu yangi hucresi infiltrasyonu X 10.
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Resim 4.43. Insilin yikli pegile nanokohleat grubundaki fare pankreasindaki
Langerhans adacigi X 40.

Resim 4.44. insilin yUkli nanopartikiil grubundaki fare pankreasindaki normal
Olgudeki bir Langerhans adacigi X 20.
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EKH formulasyonlara ait bulgular

EKH formlilasyonlarin i.p. uygulamasi ile elde edilen bulgular

Bolum 3.2.5'te belirtildigi sekilde yapilan incelemeler sonucunda EKH
formuUlasyonlarin ve EKH’nin sispande halde i.p uygulamasinin ardindan hem 48
saat sonra hem de deney besinci gline kadar devam ettirilmistir. ikinci ve besinci
gundn sonunda alinan pankreaslardan hesaplanan Langerhans adacik sayisi,

adaciklarda olusan dejenerasyon Cizelge 4.51 ve 4.52’de gosterilmigtir.

Cizelge 4.51. EKH formulasyonlarinin ve insilin yuklt lipozomun i.p. uygulama
sonrasi (2. glin) pankreastaki Langerhans adaciklarinin kapladiklari
alan ile parankimdeki doku hasarinin semikantitatif analizi

Gruplar Bir kesitte alinan Bir pankreas kesitindeki Langerhans
Langerhans adaciklari Langerhans adaciklari adaciklarinda olusan
toplam yarigapi toplam kaplazdlgl alan dejenerasyon*
(Um) (mm°)
Kontrol 654 1,34 0
Sispande EKH 214 0,438 0
Lipozom 437 0,894 0
Peg lipozom 257 0,526 0
Nanokohleat 251 0,514 1,0
Peg nanokohleat 414 0,889 0
Nanopartikul 335 0,686 1,0
insilin yakIG 409 0,837 0,0
Lipozom

*Pankreasta ilgili lezyonun derecesi; 0: normal; 1: minimal; 2: hafif; 3: orta; 4: belirgin; 5: siddetli
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Cizelge 4.52. EKH formulasyonlarinin ve insuilin yuklt lipozomun i.p. uygulama
sonrasi (5. gun) pankreastaki Langerhans adaciklarinin kapladiklari
alan ile parankimdeki doku hasarinin semikantitatif analizi

Gruplar Bir kesitte alinan Bir pankreas kesitindeki Langerhans
Langerhans adaciklari Langerhans adaciklari adaciklarinda olusan
toplam yarigapi toplam kaplazdlgl alan dejenerasyon*
(um) (mm?)
Kontrol 756 0,450 0
Suspande EKH 692 0,530 0
Lipozom 1425 2,93 0
Peg lipozom 838 0,533 0
Nanokohleat 818 0,514 0
Peg nanokohleat 1416 2,91 0,2
Nanopartikl 1092 2,24 0,1
insdlin yikIi 528 0,420 2,0
Lipozom

*Pankreasta ilgili lezyonun derecesi; 0: normal; 1: minimal; 2: hafif; 3: orta; 4: belirgin; 5: siddetli

Farelere EKH formulasyonlarin uygulamasinin ardindan 5. gin alinan pankreas
kesitlerinin patolojik incelenmesi sonucu Langerhans adaciklarina ait goruntuler
elde edilmistir. Cizelge 4.52’de goruldigu Uzere lipozom ve pegile nanokohleat
formulasyonlarinin hem Langerhans adaciklarinin kapladigi alan hem de olugan
dejenerasyon g6z onune alinarak en iyi sonuglari verdikleri dustunulmis ve bu

gruplara ait goruntuler Resim 4.45 ve Resim 4.46’da verilmigtir.
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Resim 4.45. EKH lipozomu 5.gun grubundaki fare pankreasinda normal
Olgulerdeki bir Langerhans adacigi X 10.

Resim 4.46. EKH pegile nanokohleati 5. gun grubundaki fare pankreas
parankiminde gorulen Langerhans adaciklari X 10
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EKH formlilasyonlarin pankreas i¢ci uygulamasi ile elde edilen bulgular

Ayrica EKH formulasyonlarinin ve EKH’nin slUspande halde pankreas igine
uygulanmasinin ardindan hesaplanan Langerhans adacik sayisi, adaciklarda
olusan dejenerasyon Cizelge 4.53'te gosterilmistir.  (Bu uygulama sonrasi

Langerhans adaciklarinin sayilari élgilmustar).

Cizelge 4.53. EKH formulasyonlarinin pankreas i¢i uygulanmasinin ardindan
pankreastaki Langerhans adacik sayisi ve parankimdeki doku
hasarinin semikantitatif analizi (2.gun)

Gruplar Bir kesitte alinan Langerhans Langerhans adaciklarinda olusan
adacik sayisi dejenerasyon*

Kontrol 5,6 0

Sispande EKH 50 15

Lipozom 6,8 0,4

Peg lipozom 3,6 0,5

Nanokohleat 3,3 1

Peg nanokohleat 3,0 1,3

Nanopartikl 2,7 1,6

*Pankreasta ilgili lezyonun derecesi; 0: normal; 1: minimal; 2: hafif; 3: orta; 4: belirgin; 5: siddetli

Sonuglara bakildiginda EKH lipozom formulasyonu en ¢ok Langerhans adacik
sayisi ve normal sevilerde kabul edilen dejenerasyon ile en iyi sonug¢ alinan

formUlasyon olarak disunulmustar.

Bunun yaninda pankreas igi uygulama sonucunda formulasyonlarin hepsinde
Ozellikle nanopartikil uygulanan grupta siddetli immin yanita yol agmis ve bu

reaksiyon sonucunda hicrelerde yaygin dejenerasyon ve enfeksiyon gézlenmistir.

EKH’nin sispande halde ve tum formulasyonlarin pankreas i¢i uygulanmasinin
ardindan uygulama yolu nedeniyle olusan travma, bdlgedeki yangisal ve nekrotik

reaksiyonlar, dejenerasyonlar Resim 4.47-4.52’de verilmistir.



Resim 4.47. EKH'nin kendisi stispande halde pankreas i¢i uygulama grubundaki
fare pankreasindaki bir parankiminde notrofil 16kosit infiltrasyon ile
sentroasiner hicrelerde dejenerasyon (oklar) X 20

Resim 4.48. EKH lipozomunun pankreas igi uygulanan fare pankreasindaki olusan
dejenerasyon (oklar) X 20
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Resim 4.49. EKH pegile lipozomunun pankreas i¢i uygulanan fare pankreasindaki
olusan dejenerasyon (oklar) X 20

—

Resim 4.50. EKH nanokohleatinin pankreas ici uygulama grubundaki fare
pankreasindaki bir parankiminde notrofil I6kosit infiltrasyon ile
sentroasiner hicrelerde dejenerasyon (oklar) X 20
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Resim 4.51. EKH pegile nanokohleatinin pankreas ici uygulama grubundaki fare
pankreasindaki yaygin dejenerasyon, nekroz ve siddetli noétrofil
I6kosit infiltrasyonuna yol agan nanokohleat pargacigi (oklar) X 20

Resim 4.52. EKH nanopartikilinin pankreas igi uygulama grubundaki fare
pankreasinda sentroasiner hucreler ile tubuluslarinda dejenerasyon
ve nekroz (oklar) X 20
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4.6. in Vitro-in Vivo Korelasyon Galigsmalarina Ait Bulgular

Ayni 6rnek alma zamanlarinda, hicre kultarlerinde hesaplanan % kimdulatif gegcen
insulin miktar ile kandaki insulin miktari grafige gecirilerek korelasyon calismasi
insulin  yOkli formulasyon tipleri igin gergeklestirildi. Korelasyon c¢alismasi
yapmamizdaki amag, pankreatik beta TC hucrelerinin deney prosedurimuz gereqgi
hazirlanan formulasyonlarin in vitro olarak degerlendiriimesinde kullanilan hucreler

olmasidir. Korelasyon sonuglari Sekil 4.110-4.115'de verilmigtir.
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5. TARTISMA

5.1. in Vitro Calismalara Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
5.1.1. Analiz yontemlerinin segimi

Calismamizda insulin iceren formulasyonlarin etkin madde miktar tayinlerinde ve
hem diyaliz membran hem de hucre kapli membrandan gecis calismalarinda
protein tayin yontemi olan Lowry metodu kullaniimistir. Yontemin esasi; peptit
baglarinin alkali kosullarda bakir iyonlari ile bilre reaksiyonu sonucu bakirin
indirgenmesi ve Folin-Ciocalteu ayiraci ile tirozin ve triptofan amino asitlerinin
tepkimeye girerek mavi renkli kompleks meydana getirmesidir. Olusan bu

kompleks 600-800 nm arasinda absorbans piki verir.

instilin protein yapida oldugu igin protein tayininde Lowry metodu kullanilmistir.
Yapilan c¢alismalarda, insulin yukli nanotagiyicilarda protein tayini igin yaygin
olarak tercih edilen Lowry metodu kullaniimigtir [134,135]. Bu yontem ile dogru,
guvenilir ve tekrarlanabilir sonuglar alindigi gorulmustur. Yontemin esasina gore
olusan bilesigin gorunlir sahada (600-800 nm) pik vermesi sonucu insulin igin

dalga boyu taramasi yapilmis ve dalga boyu 754 nm olarak bulunmustur.

Validasyon calismalari dogrusallik yoninden hem pH 7,4 fosfat tamponunda
icerisinde hem DMEM’li ortamda hem de distile su igerisinde degerlendirilmigtir.
Her bir kosulda da kalibrasyon dogrusunun r? degerleri 0,999'un (stiinde
bulunmustur. Bulunan yuksek korelasyon katsayilari ile yontemdeki segiminin
dogrulugu gosterilmistir. Formulasyonlarda kullanilan DOPE, DOPS ve PLGA’nin
fosfat tamponu igerisindeki insilin igin bulunan maksimum dalga boyunda (756

nm) pik vermedigi gézlenmistir.

Diger bir etkin madde olarak kullanilan EKH icin ise referans protein Bovin serum
albimin (BSA) model protein olarak kullaniimigtir [136]. Taranan birgok literatirde
BSA ile ylklenmis cesitli denetimli salim sistemlerinden tayin icin Bikinkoninik asit
(BCA), Lowry [141], Bradford [136-140] gibi protein tayin yontemleri kullaniimigtir.
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Bizim gcalismamizda BSA ile Lowry metodu kullanilarak validasyon calismalari
tamamlanmis, BSA ile yapilan kalibrasyonda r®* degerleri 0,999'un Ustiinde
bulunmustur. Yéntemin insulin ve BSA tayinine uygun olduguna karar verilmistir.
UV spektrofotometri yontemi kullanilan fosfat tamponu, distile su, DMEM gibi

ortamlar i¢in dogru, kesin, 6zgun ve hassas bulunmustur.

5.1.2. Diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) analizine ait bulgularin

degerlendirilmesi

DSC calismalari, 10°C/dk tarama hizinda ve 250°C’ye kadar yapildi. Formulasyon
hazirlamada kullanilan tim yardimci maddelerin tek basina ve etkin maddemiz

olan insulin ile 1:1 oranindaki karigimlari kullanarak gergeklestirildi.

instilinin kolesterol ile karisiminda kolesterol piki 150°C’de, PEG-PE 2000 ile olan
karisimda PEG-PE2000 piki 55,6°C’de, DOPE ile olan karisimda DOPE piki
120,9°C’de, PVA ile olan karisimda PVA piki 193°C’de, DOPS ile olan karisimda
DOPS piki 42°C’de, PLGA ile olan karisimda PLGA piki 42,5°C’de, CaCl, ile olan
karisimda CaCl, piki 227°C’de gézlenmistir. Bizim ¢alismamizda insulinin ¢ézeltisi

kullaniimis olup toz olmamasi sebebiyle yardimci madde pikleri degerlendirilmistir.

Sarmento ve arkadaglarinin yapmis oldugu insulin yUkla aljinat nanopartikillerinin
DSC ile karakterizasyonu c¢alismasinda insulinin, kullanilan polimerlerin ve
karigimlarinin, insulin yukli nanopartikullerin verdigi pikler belirlenmis ve insulin
icin pikin 48,1°C’de oldugu belirtilmistir [142].

Bolum 4.1.2°de verilen DSC termogramlari incelendiginde, etkin madde ve
yardimci madde karisimlarinin hi¢ birinde etkin madde yardimci madde
etkilesimine rastlanmamistir. Bu sonuglar da bize hazirlanan formulasyonlarin

uygun, etkin ve guvenilir oldugunu gostermistir.
5.1.3. MTT yontemine ait bulgularin degerlendirilmesi

Hucre kultir g¢alismalar yapilmadan oénce, deneylerde kullaniimasi dusunilen
maddelerin hlcreler Gzerindeki sitotoksik etkileri incelenmeli, deneylerde

kullanilacak etkin ve vyardimci madde miktarlari buna goére secilmelidir.
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Sitotoksisite testi sonucunda huicre canlilik oranlari % 50’nin Uzerinde olmalidir
[143].

Hucrelerin canliik oranlarinin degerlendiriimesinde en yaygin kullanilan metod
MTT testidir. MTT testi kolorimetrik bir yontemdir. MTT testinin esasi, sari renkli
cozunebilir ozellikteki MTT boyasinin, metabolik olarak aktif olan hucrelerin
mitokondrilerinde bulunan siksinat dehidrogenaz (SDH) enzimi ile koyu mavi
renkli ¢cozinmez oOzellikteki formazan UrGndne dénusmesidir. Olusan formazan

ardna ¢ozundr hale getirilir ve olusan mor renk spektrofotometrik olarak olguldr.

MTT testleri Bolum 3.2.1°‘de anlatildigi gibi gegis calismalarinin gergeklestirildigi
pankreatik beta TC hucreleri kullanilarak yapildi. Amag, hucrelerden gecis
calismasini  yapacagimiz ¢ozelti, lipozom, nanokohleat ve nanopartikul
formuUlasyonlarini olusturan etkin ve yardimci maddelerin, hicreler canli kalacak

sekilde, maksimum hangi miktarlarda kullanabileceginin gortlmesidir.

Calismamizda lipozom, nanokohleat ve nanopartikil formulasyonu galistigimiz ve
uzun sureli etki gormeyi amagladigimiz igin MTT testinin 48 saat igcin yapiimasina
karar verilmigtir. Test sonuclari 48 saat hucrelerin canl kalabildigini gostermis

oldugundan, hicre kulturlerinden gegis ¢alismalari 48 saat gercgeklestiriimigstir.

instlin igin, 2, 8, 10, 20 IU/mL derisimlerde, benzalkonyum Klorir igin, % 10’luk
¢Ozeltisinden 10 uL, 5 pyL ve 1 uL olacak sekilde alinarak DMEM ile ayri ayri

hazirlandi.

Lipozom, nanokohleat ve nanopartiktl formilasyonlari ise % 75, % 50 ve % 25

olacak sekilde DMEM ile ayri ayri hazirlanarak MTT testine tabi tutuldu.

Hucre kdltur kaplarinda MTT testi sonucunda meydana gelen renk degisimleri
g6zlendi. Test sonucunda hucre kontrol gruplarinin mor renkte oldugu goéruldu.
Mor renkli hucre kontrol gruplariyla ayni renkte olan kisimlardaki madde
konsantrasyonlarinin toksik etki meydana getirmediklerine bakilarak veya
meydana gelen mor renk tonunun hucre kontrol grubuna yakinligina bagl olarak

meydana gelen toksik etkiyi kantitatif olarak degerlendirmek muimkidndir. Test
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sonucu seffaf renk olusumuna neden olan madde derigimlerinin toksik olduguna
karar verilebilir. Kultur kaplarinda gozle gorulebilen renk degdisimi bir 6n izlenim
vermesine ragmen bu yeterli degildir. Analiz sonucunda elde edilen absorbans
degerlerlerinden hareketle hesaplanan yuzde canlilik degerlerinin derigsime karsi

grafige geciriimesiyle elde edilen grafiklerle kesin kantitatif sonuglar elde edilmigtir.

Yapilan literatir taramasinda insulin ve benzalkonyum klorur igin herhangi bir
hiicre tipi Uzerinde yapilan MTT testi sonuglarina rastlanmamstir. insilinin
pankreatik beta TC hucrelerindeki ylizde canhlik degerleri incelendiginde, insilinin
derigimi arttikga yuzde canlilik degerlerinin azaldigi gozlenmigtir. 10 IU/mL insalin
¢Ozeltisi ile yuzde canlilik % 94,2 olarak bulunmustur. Formulasyonlar bu derigim
kullanilarak hazirlanmis olup, hicre kultirinden gegis calismalarinda da
kullaniimak Gzere insulinin derisimi 10 IU/mL olarak karar verilmigtir. Literatlrlerde
de benzer sekilde sitotoksisite testleri yapiimis olup % 50’nin Gzerindeki canhlik

oraninin uygun oldugu bildirilmigtir [145,146].

Benzalkonyum klourlr igin pankreatik beta TC hicrelerinde MTT testi yapmadan
once baska hucre gesidi olan L-929 hucresinde test uygulanmis olup derisim
arttikca yuzde canlihdin azaldigi gozlenmistir. L-929 hacreleri fare fibroblast
hlcresi olup bircok o6rnegin sitotoksik konsantrasyonlarini belirlemede siklikla
kullanilirlar [144]. Ayrica uluslararasi standartlar (ISO 10993 part 5, 1999; ISO
7405, 1997) tarafindan sitotoksisite testi icin referans hiicre olarak gosterilirler
[144,147].

Ayrica benzalkonyum klorur, katyonik lipozom ve nanokohleatlarin yapiminda
kullaniimistir. Olglilen zeta potansiyel degerlerinin 5 pL benzalkonyum Klorir
kullanildiginda olumlu sonu¢ vermesi neticesinde formuilasyonlarda 5 pL
kullanilmasina karar verilmistir. Pankreatik beta TC hlcrelerinde de 5 L kullanilan

benzalkonyum klorir % 96,2 canlilik gostermigtir.

Hazirlanan formulasyonlarin en derisik (% 75) olanlarda bile yuzde canhlik
degerleri % 90’in Gzerinde bulunmustur. Gegis c¢alismalarinda kullanilacak
formilasyonlarin MTT testine tabi tutulduktan sonra elde edilen ylksek % canlilik



189

degerleri, formullasyonlarin  guvenle, hicre canhligini  dusurmeksizin

kullanabilecegini gostermistir.

5.1.4. in vitro ve in vivo ¢alismalarda kullanilan lipozomlarin

karakterizasyonuna ait bulgularin degerlendirilmesi

LiteratUrlere baktigimizda insulin ile hazirlanmis katyonik lipozom c¢alismalari
mevcuttur. Genellikle kuru film metodu ile hazirlanan bu lipozomlarda katyonik
lipozom elde edebilmek icin pozitif yuklli fosfolipitler; Dioleil fosfatidiletanolamin
(DOPE), Dioleil trimetilamonyum propan (DOTAP) genellikle kullanilir. Bu lipitlerin
yaninda lipozomal yapiya sertlik kazandirmak i¢in kolesterol kullanilan ¢alismalar
da vardir. Ayrica katyonik ve pegile lipozom elde etmek icin DSPE-PEG 2000
genellikle toplam lipitin % 5 moll olacak sekilde kullaniimistir [148,149,151].

Bizim c¢alismamizda da katyonik lipit olarak DOPE kullanilmistir. Ayrica yapilan 6n
formUlasyon calismalarinda DOPE ile yeterince pozitif yuk elde edemememiz
nedeniyle lipozom formilasyonunda benzalkonyum klorir ¢dzeltisinden

sitotoksisite deneyine uygun konsantrasyonda kullaniimistir.

Calismamizda, pegile lipozom elde edildikiten sonra pegilasyon tayininde
spektrofotometrik yontem kullaniimistir. Birgok 6rnek igindeki pegile farmasotiklerin
belirlenmesi ve Olgcuimesinde spektrofotometrik, kromatografik yontemler, ELISA

ve radyoaktif isaretleme kullaniimaktadir [150].

Pikrat metodu ile yapilan tayinde pegile lipozomlarda % 68,4 + 3,31 baglanma

yuzdesi bulunmustur.

Shimada ve arkadaslarinin pikrat metodu ile yaptigi tayinde lipozomlarda % 57
baglanma bulunmustur [151]. Bizim ¢alismamizda bulunan baglanma yuzdesi
uygun bulunmustur. Ayrica pegilasyon, TEM ile c¢ekilen formuilasyon
goruntulerinde de gorulmektedir.

Calismamizda insulin  igeren  katyonik lipozomlarin  karakterizasyonuna
baktigimizda, partikil buydklogd 215 nm, zeta potansiyeli 27,3 mV,

enkapsulasyon verimleri % 66,0 bulunmustur. Pegile lipozomlarin ise partikdl
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bayUukligu 226 nm, zeta potansiyeli 21,9 mV, enkapsulasyon verimleri % 62,2

bulunmustur.

Literatlrlere baktigimizda, lipit olarak DOTAP, DOPE ve kolesterol kullanilarak
insulin ile hazirlanmig katyonik lipozomlarin partikal bayuklugu 265,4 nm ile 334,9
nm arasinda degismistir. Lipitlerin farkli oranda kullanimi ile bu degisiklik elde
edilmigtir. Zeta potansiyellerine baktigimizda ise 0,81 mV ile 9,67 mV arasinda
farkli degerler elde edilmistir. Yine ayni ¢alismada fosfat tamponu ile hidrate edilen

lipozomlarda enkapsulasyon verimi % 50,3 olarak bulunmustur [148].

PEG kaplanmis katyonik lipozomlar ile yapilan bir calismada ise lipit olarak DOPE
ve kolesterol ayni oranda kullanilarak lipozomlar hazirlanmis ve karakterizasyon
calismasi yapilmigtir. Partikul buydklugt 116,2 nm zeta potansiyeli 29,5 mV olarak

bulunmustur ancak enkapsulasyon verimi ile ilgili bir bilgi yoktur [149].

Tez calismamizda kullandigimiz lipitler ile yapilan ve yukarida bahsedilen
calismalarda enkapsulasyon verimleri ve zeta potansiyel degerleri bizim
calismamizda hazirlanan lipozomlara gore dusuk, partikal buyuklUkleri ise bir
calismada yuksek diger calismada ise dusik bulunmustur. Bu tip farklarin,
kullanilan lipit ve etkin madde kaynagi farklarindan, laboratuvar kosullarindan ve

kullanilan aletlerden kaynaklanabilece@i dusunulmustar.

6-lauroksiheksil lizinat (LHLN) ile yapimis bagka bir c¢alismada, katyonik
lipozomlarin hazirlanmasinda da DOPE fosfolipit olarak kullanilmis ve bu
lipozomlarin pozitif ylUkli nedeniyle negatif yUkli olan hicre membrani ile
etkilesiminin daha ylUksek olacagl dusunulerek pulmoner vyoldan etkinligi
incelenmigtir. Karakterizasyon calismasinda, partikil buydkligld 120,6 nm, zeta

potansiyeli ise 38,9 mV olarak bulunmustur [152].

Ayrica, Lasic tarafindan yayinlanan bir derlemede, lipozomlarda enkapstlasyon
veriminin teorik olarak % 70’in Uzerinde olabileceginin disuniulmesine karsin, bu
degerin deneysel olarak higbir zaman saglanamadigi belirtilmistir. % 50 civarinda

bulunan enkapsulasyon veriminin yuksek bir sonug oldugu kabul edilmistir [153].
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Calismamizda, diger etkin maddemiz EKH ile hazirlanan lipozomlarin partikil
bayuklugu 319 nm, zeta potansiyeli 24,3 mV, enkapsulasyon verimleri % 53,1
bulunmustur. Pegile lipozomlarin ise partikll buyuklugu 226 nm, zeta potansiyeli
20,7 mV, enkapsulasyon verimleri % 52,7 bulunmustur. Enkapsulasyon verimleri
hem Lowry metoduna gére hem hucre sayimi ile hem de Western blot analizi ile

yapilmis ve tum sonuglar birbiriyle uyumlu ¢ikmistir.

EKH ile yapilan gcalismalara baktigimizda lipozom formulasyonu ile yapilan bir

¢alismaya rastlanmamistir.

5.1.5. in vitro ve in vivo galismalarda kullanilan nanokohleatlarin

karakterizasyonuna ait bulgularin degerlendirilmesi

Nanokohleatlar ila¢ tasiyici sistemler olarak diger tagiyici sistemlere nazaran ¢ok
daha yeni kullanilan sistemlerdir. Nanokohleatlar ile ilgili literatir taramasi
yapildiginda, ¢ok fazla ¢alismaya rastlamak mumkin olmamakla birlikte genellikle
oral yolla kullanilacak ilaglarin taginmasi ile ilgili galismalar mevcuttur. Genellikle
benzer hazirlama yoéntemleri karsimiza c¢ikmaktadir. Calismalarin ¢ogunda,
hidrojel metodu olarak belirtilen, katyonik bir lipit olan dioleil fosfatidil serin (DOPS)
ile hazirlanan lipozom suspansiyonuna dekstran (% 20-% 40 a/h) disperse
edilerek PEG 8000 (% 15 a/a) gibi yodun viskoziteli bir gozeltiyle karistiriimasi ve
bir sure sonra CaCl;, gibi katyon igeren bir ¢ozeltinin damla damla ilave edilirken
kanistirlimasi seklindedir. Ayrica trapping (yakalama) metodu olarak da belirtilen
DOPS lipozom suspansiyonuna CaCl, ¢o6zeltisinin damlatilarak nanokohleatlarin

elde edilmesi de literaturlerde belirtilen yontemdir [90,94,97].

Nanokohleatlarin pegilasyonuna baktigimizda ise baglanma yuzdesi ile ilgili
herhangi  bir g¢alismaya rastlanmamistir.  Bizim  pegile  nanokohleat

formilasyonumuzda % 60,9 + 2,14 baglanma ytzdesi bulunmustur.

Nanokohleatlarin karakterizasyonunu degerlendirdigimizde, yapilan bir galigmada,
fosfolipit olarak DOPS kullanilarak polilizin ve tobramisin ile CaCl,, EDTA gibi farkli
maddeler kullanilarak nanokohleatlar hazirlanmistir. Farkli Polilizin: lipozom
oranlari (4:1 ve 3:1) kullanilarak farkh partikil buyukligu degerleri elde edilmigtir.
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Sirasiyla 111,3 £ 57,8 ve 160,1 £ 88,9 olarak bildirmiglerdir. Partiktl buyukltklerin
arasindaki bu farkin anlamh olmadigini belirtmigler ve nanometre boyutlarinda
olan tobramisin yuklu bu nanokohleatlarin hicre membranlariyla etkilegiminin ¢ok

basarili oldugunu, antimikrobiyal aktivitesinin yiksek oldugunu séylemislerdir [97].

Zarif ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise, amfoterisin B model madde olarak
secilmis ve bu etkin maddeyi igeren piyasa preparatlari olan Fungizone® ve
Ambisome® ile etkinlikleri karsilastirilmistir. Nanokohleatlar yukarida anlatilan
hidrojel metodu ile hazirlanmis partikil buydkligad 500 nm olarak belirtiimistir.
Candida albicans ile enfekte edilmis farelere hem oral hem de parenteral olarak
verilen nanokohleatlar, Ambisome ve Fungizone ile karsilastirildiginda ayni dozda

daha yuksek etkinlik gdsterdigi belirtilmistir [93].

Segarra ve arkadaslarinin g¢alismasinda, hazirladiklari nanokohleatlarin partikdl
bayuklugunu 407 + 233.8 nm olarak bildirmislerdir. Calismamizda elde ettigimiz
partikil buUyukligunan uygun oldugu dusunulmustar. Literatirde nanokohleat
formUlasyonlarinin enkapsullasyon verimlerine dair bir veri bulunmamaktadir.
Nanokohleatlarin  lipozomlardan  hareketle hazirlandigini géz  Onunde
bulundurursak  [154] bulunan enkapsuilasyon verimlerinin  iyi  oldugu
dugunulmektedir (Cizelge 4.25 ve 4.58).

Nanokohleatlarin yeni ilag tasiyici sistemler olmasi nedeniyle taranan literaturlerde
insilin ve EKH ile hazirlanan calismalara rastlanmamistir. insiilin nanokohleatlari
ve EKH nanokohleatlari ilk olarak bizim ¢alismamizda yapilmistir. Calismamizda
elde ettigimiz sonuglarin literatire katki veren &6nemli sonuglar oldugu

dusunulmektedir.

5.1.6. in vitro ve in vivo ¢calismalarda kullanilan nanopartikiillerin

karakterizasyonuna ait bulgularin degerlendirilmesi

Polimerik nanopartikil yapiminda PLGA polimeri ilaglari degredasyondan
korumasi ve stabilitesini artirmasi sebebiyle oldukga yaygin kullaniimaktadir [155].
insiilin ile hazirlanmis PLGA nanopartikiilleri, mikrokiireleri ile ilgili olduk¢a yogun
calismalar vardir. Ozellikle diyabet tedavisinde nanoteknolojinin kullanimi dikkat
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cekmektedir. Polimerik nanopartikullerin oral ve parenteral kullanimi ile etkililigi
onemli derecede artirdigi, farmasotik ajanin yuksek konsantrasyonda istenilen
bolgeye ulagsmasini sagladigi belirtiimigtir. Bu nedenle de diyabet tedavisinde ideal

sistemler oldugu sdylenmektedir [156].

PLGA, poli laktik asit ve poli glikolik asidin kopolimeridir. PLGA’nin
biyoparcalanma derecesi laktik ve glikolik asitin polimer zincirindeki molar
oranlarina baghdir. PLA ve PGA’'nin gesitli oranlarda bir araya gelmesinden olusan
PLGA’larin pargalanma hizi ve ilacin salim ylzdesi de degismektedir. Bizim
calismamizda FDA onayh polimer olan PLGA (50:50) kullaniimistir. Bu polimer,
c¢alismalarda ¢ok sik kullaniimasi, pargalanma hizinin PLA ve PGA polimerlerinin
diger oranlarda birlesmesiyle olusan PLGA kopolimerine gére ortalama bir deger
gOstermesi [119] ve birgok protein yuklli nanopartikil hazirlanmasinda [120] tercih

edilen bir polimer olmasi nedeniyle galismamizda tercih edilmistir.

PLGA nanopartikulleri c¢ogunlukla emulsifikasyon-solvan ugurma teknigi ile
hazirlanmaktadir. Sarfaktanin (6r. PVA, Polisorbat-80) organik solvanda ¢6ziinen
polimere eklenmesi ve ardindan organik solvanin ugurulmasi ile elde edilirler
[155]. Bizim de bu yontemi kullanarak hazirladigimiz insilin igeren
nanopartikillerin partiktl buydklaga 713+0,036 nm, zeta potansiyeli 3,60+0,96 mV,

enkapsulasyon verimleri % 50,1 bulunmustur.

Zhang ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada insulin yukli PLGA nanopartikullerin
partikul buyuklugu 121,3 nm, zeta potansiyeli -1,72 mV olarak belirtilmigtir.
Calismada biyoadezif yapiyl saglamak i¢in nanopartikuller kitozan ile kaplanmis ve
bu nanopartikillerin partiktl buyudklaga 134,4 nm, zeta potansiyeli 43,1 mV olarak
bulunmustur. Enkapsulasyon etkinligi ise bizim de c¢alismamizda kullandigimiz
yontem olan nanopartikillerin santrifij sonrasi Ustteki berrak kisimdan serbest
insulinin belirlenmesi ile hesaplanmis ve sirasiyla % 46,9 ve % 52,8 olarak
bulunmustur [157]. insilin yikli PLGA nanopartikiillerinin diyabetik sicanlar
uzerindeki in vitro etkinliginin incelendigi bir baska calismada, nanopartikullerin
partikul buyutkltkleri 130 ile 180 nm arasinda, zeta potansiyelleri ise -2,5 ile -5,4
mV arasinda degismektedir. % 80’lerde olan enkapsulasyon verimi ise pH 7,4 PBS

ortaminda salinan insulin miktarini yuksek tutmustur (% 86+6) [158].
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Zeta potansiyelin pozitif elde edilmesi negatif yukli olan hicre membrani ile
etkilesim agisindan 6nemlidir ve bizim ¢alismamizda elde ettigimiz zeta potansiyel
degerleri yukarida bahsedilen c¢alismalardaki degerlere nazaran uygun

bulunmustur.

Baska bir calismada, katyonik aljinat/kitozan nanopartikullerine katyonik [3-
siklodekstrin ile insulin kompleksi yuklenmis ve kontrolli salimi arastiriimistir.
instilin yikli nanopartikiiliin partikil blyikligi 750 nm olarak belirtiimistir. Zeta
potansiyeli -28 mV olan insulinin zeta potansiyel degeri B-siklodekstrin ile
kompleks yapiminin ardindan -0,4 mV ‘a kadar c¢ikmistir. Degisen oranlarda
kullanilan aljinat/kitozan polimerleri ile enkapsulasyon verimi % 58’lerden % 80’e

kadar artirilmigtir [34].

Calismamizda diger etkin maddemiz olan EKH ile hazirlanan nanopartikillerin
partikil bdyuklugu 0,672+0,007 pm, zeta potansiyeli 4,20 mV+0,050,

enkapsulasyon verimi ise % 50,7 bulunmustur.

Literatirlere  baktigimizda, EKH ile hazirlanan nanopartikiler sisteme
rastlanmamigtir. Ancak yapilan bir calismada kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hicre kullanilarak demir oksit nanopartikulleri farkli boyutlarda ve yuzey
Ozelliklerinde hazirlanmigtir. Hucrelerin nanopartikile etiketlenme etkinliginin
incelendigi bu galismada, pullulan polimer olarak kullanilmigtir. Partikal bayuklagu
demir oksit-pullulan oraninin degisimine bagl olarak 200-250 nm arasinda
degismistir. Pullulan ve turevlerinin kullanildigi nanopartikullerde 100 nm‘den az
bulunmustur. Zeta potansiyeli yaklagik 12 mV olarak belirtiimistir. Nanopartiktllerin
kuguk yapilari ve pozitif yukleri nedeniyle mezenkimal kok hicre igerisine % 70

oraninda giris yapmistir [159].

Bizim calismamizda nanopartikullerimizin daha buyluk boyutlarda olmasinin,
embriyonik kok hucresinin mikrometre boyutlarinda olmasi [160,161] ve hucre
icine nanopartikullerin girmesi ve yuzeyine adsorbe olmasindan ileri geldigi
distnUlmustar. Sadece nanopartikiller icin degil diger hazirladigimiz lipozomlar
ve nanokohleatlarin da TEM’deki goruntileri goéz dnlne alindiginda pozitif yukin
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etkisini de dusunerek hucre igerisine girdigi hem de hlcre ylzeyine adsorbe

oldugu seklinde yorumlanmigtir.

5.1.7. in vitro ve in vivo ¢calismalarda kullanilan formiilasyonlarin

stabilitesine ait bulgularin degerlendirilmesi

instlin ile hazirlanan lipozom ve pegile lipozom formilasyonlari ile 6 ay sireyle
4°C ve 25°C’de stabilite galismasi yapilmistir. Bu sicakliklarda saklanan
lipozomlarin her ay etkin madde miktar tayinleri yapildi. Her ay yapilan dlgumlerle
yuzde bozunmadan kalan etkin madde miktarlari hesaplandi. Bu hesaplanan
veriler kullanilarak elde edilen profiller kinetik agidan degerlendirilerek hangi
kinetige uygun olarak bozunduklari uyum olgutleri géz 6nunde bulundurularak

hesaplanmistir.

Bolim 4.1.7°de verilen her iki lipozom formulasyonuna ait raf oOmdrleri
incelendiginde sicakhgin artisi ile raf dmrinidn azaldigi gézlenmigstir.  Katyonik

insulin lipozomlarinin raf mrinin daha ylksek oldugu goértlmektedir.

Lipozom formuilasyonlarinda 6zellikle 25°C sicakliklarda partikiil blydkliklerinin
zamanla arttigi gézlenmistir. Bunun nedeni olarak lipozomlarin birlesmeye meyil
gosteren formulasyonlar olmalarindan kaynaklanmaktadir. Zamanla birlesen
vezikullerin partikal buyuklUkleri artmistir. Ayrica etkin madde miktarindaki azalis

ozellikle 25°C’de bekletilen formulasyonlar igin daha net gorilmektedir.

Lipozom formulasyonlarinin katyonik yapilari nedeniyle zeta potansiyelleri stabilite
calismalarina baglarken pozitif olarak dlgulmustur. Altinci ayin sonunda da pozitif
zeta potansiyel degerlerine sahip olmalarina karsin 6zellikle 25°C sicaklikta

bekletilen formulasyonlarda belirgin distus gozlenmektedir.

Yapilan stabilite ¢alismalari incelendiginde Amfoterisin B’nin katyonik lipozom
formu hazirlanmis ve yaklasik bir yil gézlenmistir. Cozelti formilasyonunun raf
omru 4 gun, Amfoterisin B lipozomunun liyofilize toz formununun raf émri 14 gln
olarak belirtilmigtir [177]. Dolayisiyla tezde elde edilen raf émurlerinin literatlre

uygun oldugu dusunuimaustar.
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insilin ile hazirlanan nanokohleat ve pegile nanokohleat formilasyonlari 6 ay
sireyle 4°C ve 25°C sicakliklarda stabilite calismasina tabi tutulmustur.
Lipozomlarda da oldugu gibi her ay etkin madde miktar tayinleri yapildi. Her ay
yapilan olgumlerle yuzde bozunmadan kalan etkin madde miktarlari hesaplandi.
Bu hesaplanan veriler kullanilarak elde edilen profiller kinetik acgidan
degerlendirilerek hangi kinetige uygun olarak bozunduklari uyum olgutleri géz

onunde bulundurularak hesaplanmigtir.

Bolum 4.1.7de verilen her iki nanokohleat formilasyona ait raf Omdurlerine
bakildiginda sicakligin artigi ile raf édmriinin azaldigi gézlenmistir.  Ozellikle
4.aydan itibaren de madde miktarinda daha fazla disis goézlenmistir. Bunun 6.
ayin sonunda fotograflarda da izlendigi gibi sarmal yapili nanokohleatlarin,
zamanla uclardan kopma ve etkin maddeyi sizdirmasina bagli oldugu
dUsundlmustar. Ayrica pegile formulasyonlarin fotograflarinda pegilasyonun varligi
gozlenmekle birlikte bastaki formulasyonlarin hazirlandi§gi zaman var olan

pegilasyonun varhginin azaldigini gormekteyiz.

Yapilan ¢alismalara bakildiginda nanokohleat tasiyici sistemine yuklenmis insulin
formllasyonu daha ©6nce hazirlanmamistir. Nanokohleatlar ¢ok yeni tasiyici
sistemler olmakla birlikte daha ¢ok model maddeler kullanilarak oral kullanimina

yonelik galismalar mevcuttur.

inslllin  yUkIG nanopartikiillerin ~ stabilite calismalarina baktigimizda partikdil
buyukligunun sicakligin artisi ile 6 ayin sonunda daha ¢ok arttigini gozlemekteyiz.
Zeta potansiyel dederleri amacimiza uygun olarak pozitif elde edilse de sicakhgin

ve zamanin etkisi olarak azalmaktadir.

Yapilan bir calismada PLGA ile hazirlanan bevacizumab nanopartiklllerinin 6
hafta kadar stabilitesi partikil buyUkligu ve zeta potansiyeli incelenerek
degerlendiriimis ve 5. haftanin sonunda partikal bayUkliginde anlaml bir artis ve
zeta potansiyelinde ise 3. haftanin sonunda anlamh kabul edilen bir azalma
g6zlenmistir. Partikullerin agregasyonu ile partikul buyukluginde artis ve ylzeyinin

negatif oldugu belirtiimistir [163].
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Tdm formulasyonlarimizi  karsilastirdigimizda insulin ile hazirlanan lipozom
formiUlasyonu raf omrd en uzun formulasyondur (Cizelge 4.26). Bulgular
boliminde stabilite 6ncesinde ve sonrasinda c¢ekilen TEM fotograflarinda
nanokohleatlar incelendiginde +4°C ‘de saklanan nanokohleatlarin gubuk seklinde
spiral yapisini +25°C ‘de saklanan nanokohleatlara gbre daha iyi korudugu
gozlenmistir. Nanokohleat formulasyonlarinin stabilite sonunda c¢ekilen TEM
goruntulerinde sicakhgin ve zamanin etkisine bagli olarak kopma, sizinti gibi
olumsuzluklar goértlmektedir. +4°C’de bekletilen nanokohleat formulasyonu diger
sicakliklardaki formulasyonlara nazaran daha iyi durumda oldugu dusunulse de
lipozom formulasyonlarinin fotograflarinda vezikiler yapisini, butunliGginu
korudugu daha net gozlenmektedir. Bunun nedeninin benzalkonyum klortrin ayni
zamanda koruyucu olmasindan kaynaklandigi dustntlmektedir. Bunlarin yaninda,
bir diger formllasyonumuz, nanopartikillerin +4°C ‘de etkin madde kaybinin az
oldugu, yapisini daha iyi korudugu, +25°C ‘de saklanan nanopartikillerde etkin

madde sizintisi TEM fotograflarinda belirgin sekilde gértlmektedir.

EKH ile hazirlanan formulasyonlarin 6 ay boyunca partikil buydkliga ve zeta
potansiyel degerleri Ol¢ciimustlr. Buradaki amacimiz formualasyonlarin bu slre
boyunca karakterizasyonundaki degisimi gozlemlemektir. Sahip olduklari pozitif
yukl kaybetmedikleri ve partikil buyukliginde o6zellikle sicakhdin artigi ile artig

gozlenmistir.

Her ay etkin madde olan EKH miktar tayini yapmak mumkin olmamistir. Clnka
formuUlasyonlar embriyonik kdok hlcre ile inkUbasyona birakilarak hazirlanmigtir.
Uzun vadeli olarak bu formilasyonlarin beklemesi mimkin gérinmemektir. Olen
hucrelerin biraktigi protein kalintilarini tespit edebilecegimizi dusundugumuz igin
miktar tayini her ay olacak sekilde 6 ay boyunca yapilmamistir. Sadece 6. ayin
sonundaki TEM’de ¢ekilmis resimler incelenmistir. Bu kadar uzun sure beklemis
hacreler artik canli degildir ve formulasyonlarin etrafinda 6bekler olusturarak
yigilmiglardir. Ozellikle sicakh@in arttigi resimlerde hem formilasyonlar kendi
yapisal 6zelliklerini kaybetmeye baslamis hem de etrafinda yigilmis hicreler

cogalmigtir.
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Kendisini yenileme gucune sahip olan kok hucreler, diger huicre turleri igin
tukenmez bir kaynak gorevi Ustlenmektedirler. Gerekli ortam saglandiginda bu
hucreler bilinen yaklasik 200 hicre turine donusebilmektedirler. Laboratuvar
kosullarinda da gerekli ortam ve sinyaller saglandiginda ¢ok daha fazla hicre
turine donusebileceklerdir. Ancak bunu farkl sicaklik ve nem bulunan ortamlarda
ve uzun sure kultir ortami degisimi olmadan yasayamazlar, degisik hicre turlerine
doénusemezler. Bu nedenle EKH ile hazirlanan formulasyonlarin inktiibasyon yolu
ile hazirlanmalari da goz onune alinarak uzun sureli bekletiiemez olduklari

dusundlmustar.
5.1.8. insiilinin in vitro gegis ¢alismalarina ait bulgularin degerlendirilmesi

Diyaliz membrandan salim calismalarina ait bulgularin degerlendiriimesi

Diyaliz membrandan insulin ¢ozeltisi, insulin lipozomu, insulin pegile lipozomu,
insulin nanopartikult, insulin nanokohleat ve pegile nanokohleati ile gecis
calismalari pH 7,4 fosfat tamponu ortaminda yapilmis ve elde edilen yilzde

kimulatif salinan insulin miktarlari bulunmustur.

Formulasyonlarin diyaliz membrandan gecis calismalarinin ardindan yapilan
kinetik hesaplamalarla, Bolum 4.1.7’de verilen ¢izelgeler elde edilmistir. Kinetik
tiirii secerken r? ve SKT uyum olgiitleri géz 6niine alinmistir. Formiilasyonlarin
hepsinin RRSBW salim kinetigine uygun oldugu gorulmuastir. RRSBW salim
kinetigine gore, sekil faktori (B), korelasyon katsayisi, sapma kareleri toplama ve
zamana karsi vitro gecisten elde edilen veri grafigindeki ilk ve son egim dnemlidir.
Calismanin basinda elde edilen dik egim son kisminda artik duzleserek kuyruk
seklini alir [164,165].

Yapilan bir ¢galismada piroksikam ile hazirlanan Eudragit® RS nanopartikillerinden
etkin madde salim galismasi yapilmis ve uyum gosteren kinetik modeli belirlemek
icin kinetik modeller arastinimistir. Calisma sonundaki elde edilen grafikten ilk
zaman araliklarinda hizli bir salim daha sonra ise duzlesen yavas bir salim
gozlenmistir. Hesaplanan korelasyon katsayisi ve sapma kareleri toplamina
bakilarak en uygun kinetik model olarak RRSBW kinetigi segilmistir [166].
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Calismada, insulin ¢oOzeltisinden, lipozomlarindan, nanokohleatlarindan ve
nanopartikillerinden 48 saat boyunca salim galismasi yapiimis ve sonunda en
yuksek salim ¢ozelti formillasyonunudan sonra lipozom ve nanopartikil
formulasyonlarindan sirasiyla % 72,7 ve % 72,4 olarak elde edilmistir. Pankreatik
beta TC hucrelerinden gegis ile karsilastirildiginda; diyaliz membranla yapilan
calisma sonucu elde edilen yuzdeler daha yuksektir (p<0,001). Bunun sebebi
hicrenin daha yluksek TEER degerine sahip olmasi ve pankreatik beta TC hicre

tek tabakalari gecisi sinirlayici durumda olmasi seklinde degerlendirilmigtir.

Yapilan literatur taramalarinda, insulin yUkla kati lipit nanopartikillerden diyaliz
membran kullanilarak yapilan pH 7,4 fosfat tamponundan 48 saat suren salim

calismasi sonucu, % 39 insulin salimi gézlenmigtir [167].

Diyabetik fareler Uzerindeki etkinligini incelemek icin insulin yiklenmis PLGA
nanopartikllleri ile yapilan fosfat tamponu igindeki baska bir salim ¢alismasinda
ise, 5 saat suren salim galismasi sonucunda % salinan insulin miktari % 86 olarak

bulunmustur [158].

Diger bir calismada ise instlin ile hazirlanan pegile katyonik lipozomlardan pH 7,4
fosfat tamponunda 0,1 um yari gegirgen membran kullanilarak 72 saat boyunca
salim calismasi yapilmistir. ik 30 dakikada patlama etkisi (% 34) gdzlense de 72
saatin sonunda % 73 salim gozlenmigtir. Bu elde edilen sonucun, katyonik
lipozomlarin insulini kontrollu olarak saldigini, bunun da tedavide onemli bir yeri

oldugunu destekledigi seklinde yorumlanmistir [148].

insllin yikli nanokohleatlar ile ilgili literatir taramasi yapildiginda ise diyaliz

membran kullanilarak yapilan herhangi bir galismaya rastlanmamigtir.

Hicre tek tabakasi icermeyen filtrelerden gecis calismalarina ait bulgularin

degerlendiriimesi

Hucre kualtirinden gegis calismalarina baslamadan once hicre igcermeyen bos
membrandan gegcis yapiimasi membranin madde gecisine etkisi olup olmadiginin

anlasilmasinda onemlidir. Bu nedenle insulin ¢oOzeltisinin, lipozomlarinin,
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nanokohleatlarinin ve nanopartikulin hicre igermeyen bos membranlardan gegis
calismalari gergeklestiriimistir. Bolum 4.1.8’de hicre icermeyen bos membrandan

gecis calismalarina ait grafikler verilmistir.

Sonuglar incelendiginde, insulin ¢bzeltisinin  en ylUksek gecis gosterdigi
gorulmektedir (% 82,4) (p<0,0001). Bunun sebebinin, formalasyonun ¢ozelti
olmasi ve c¢Ozelti formunun diger formuilasyonlara insilinin daha az
yuklenebilmesine baglh olarak daha yuksek gecgis gostermesi oldugu

dusunulmustar.

Lipozom ve nanokohleat formulasyonlarini kendi iglerinde pegile formlari ile
kargilagtirdigimizda ise % salinan insidlin  miktarinin anlamli  bir fark
olusturmadigini gézlemledik (p>0.05). Ancak nanopartikll formulasyonu ile elde
edilen % salinan insulin miktari diger formulasyonlara gére daha az bulunmustur
(p<0.01).

Lipozomlar hidrofobik yapida ve yag bazli formulasyonlar olmasi nedeniyle
gecisin c¢ozeltiden sonra en fazla oldugu formilasyon olarak degerlendirmek
mumkundur. Nanokohleatlar ise lipozomdan hareketle hazirlanirlar ve ayni sekilde
disuinmek mumkundur. Nanopartikiller ise su bazl yapida olmalari nedeniyle
hem hucre icermeyen hem de hucre igeren filtrelerden gecislerinin daha az oldugu

gorulmektedir.

insiilinin pankreatik beta TC hiicrelerinden gecis calismalarina ait bulgularin

degerlendiriimesi

instlinin pankreatik beta TC hiicrelerinden gegisini incelemeye baslamadan énce
literatlr taramasi yapilarak, pankreatik beta TC hdcrelerinin inkibasyon slresine
ve hucre ekim yogunluguna karar verildi. Literatir taramasi sonucunda 3 gun
inkiibe edilen pankreatik beta TC hiicrelerinin 2,5x10° hiicre/kuyucuk yodunlukta

kullaniimasina karar verildi [168].

Bolum 4.1.8’de grafiklerle belirtilen sonuglara gore; insulin ¢dzeltisinin 48 saatin

sonunda apikal kisimdan bazolateral kisma yluzde kumdlatif insulin gegisi en
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yuksektir. Cozeltiden sonra diger formulasyonlara bakildiginda lipozomlardan

daha fazla insulin gegisi elde edilmistir.

Literatur taramasi vyapildiginda, hicre kulturinden ilag gegisi yapilmis bir
calismada insulin ve permeasyon artirici sodyum taurokolat (NaTC) ile hazirlanan
lipozomlarin Caco-2 hucrelerinden gecis ¢alismasi yapilmis ve sadece 40 IU /mL
insulin iceren lipozomlardan 30 saatin sonunda yaklasik % 18, NaTC igeren

lipozomlarda ise % 29’larda salim g6zlenmistir [24].

Baska bir galismada ise, tavsan nazal mukozasi kullanilarak yapilan in vitro
calismada gesitli ortamlarda ve absorbsiyon artiricilar kullanilarak insalin ¢ozeltileri
hazirlanmis ve artan absorbsiyon artiricilarina karsillk mukoza membranindan
gecen insulin miktari da artis gostermistir. En fazla ylizde gecen insulin miktari %
0,13 olarak belirtilmigtir [169].

Bu calismalarda elde edilen sonuglara bakildiginda, bizim c¢alismamizdaki
pankreatik hdcreden insilin gegisleri oldukga ylUksektir. Pankreatik beta TC
hucreleri kullanilarak yapilmis gecis calismasina literaturlerde rastlanmamistir. Bu
nedenle de g¢alismamizda elde edilen bulgularin dnemli bir veri olarak literattrlere

girece@i dusunulmektedir.

insiilinin pankreatik beta TC hiicrelerinden gecirgenlik katsayisina ait bulgularin

degerlendiriimesi

Formulasyonlarimizdan elde ettigimiz gegirgenlik katsayilarina bakildiginda, en
yuksek gecirgenlik katsayisi katyonik lipozomlarda daha sonra ise pegile katyonik
lipozomlarda gorulmustir. Bunun nedeni olarak lipozomlarin membran yapisina
daha benzer bir yapida olmasi ve hicre tabakasina daha iyi penetre oldugu

seklinde degerlendirilmigtir.

Pankreatik beta TC elektriksel direnclerine ait bulgularin degerlendiriimesi

48 saatlik pankreatik beta TC hucreleriyle gegis deneylerinin 6ncesinde ve

tamamlanmasindan hemen sonra TEER degerleri olgllmus, higbir formulasyon
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gecisi yapillmadan once Olgulen hucrelerin TEER degerleri ile kiyaslanarak

sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmigtir.

Bolum 4.1.8'de belirtilen elektriksel direng degerleri incelendiginde hucrelerin
baslangic TEER degeri 79 Q olarak olgtldu. Bos membranin TEER degeri ise O -
5 Q arasinda bulundu. Bu sonug¢ bize Uzerinde hicre tabakasi olmayan bos

membranin diren¢ gostermedigi bulgusuna ulagtirdi.

insiilin iceren lipozomlarin, nanokohleatlarin ve nanopartikiillerin gecislerinin
yapildigi hucre membranlarindan yapilan Olgumler sonucu lipozom ile gecis
sonucu direng 57 Q, pegile lipozom ile gegis sonrasi ise 64 Q olarak olglimustar.
Diger nanokohleat, nanopartikul ve ¢ozelti formulasyonlarina baktigimizda lipozom
formUlasyonlarinda elektriksel direngte en fazla disis oldugu goézlenmistir
(p<0.01). Gegirgenlik katsayilari da géz 6ninde bulunduruldugunda lipozom
formulasyonlari, direncin daha duguk olmasi sonucu en iyi gecirgenligi
gostermiglerdir. Elde edilen TEER degerleri permeabilite katsayilari ile birlikte
degerlendirildiginde, birbirleriyle uyumlu olduklari gozlenmigtir. Lipozomun
yapisinda bulunan fosfolipitlerin varli§i nedeniyle hiicre membrani ile benzerlik

gostermesinin, bu sonuglarin elde edilmesinin nedeni oldugu dusunudlmektedir.

5.1.9. Glukoz ve insiilin tayini sonucu elde edilen bulgularin

degerlendirilmesi

Pankreatik beta TC hicreleri ile tg¢ grup olusturularak calisma yapilmistir. Kontrol
grubuna higbir igslem yapilmamis olup sadece baslangi¢ glukoz ve insulin miktar
tayini yapilmigtir. Diger iki gruptan da alinan ornekler ile glukoz ve insulin miktar
tayini yapilmistir. 25 mM glukoz iceren KRB ¢dzeltisi ile stimule edilen grupta
kontrol grubuna goére anlamh farklilik olusturan glukoz artigi gozlemlenmistir
(p<0.0001). Streptozosin ¢ozeltisi ile inhibe edilen Gglnclu grupta da glukoz

artisinda kontrol grubuna gore anlamh farklilik gdézlenmistir (p<0.002).

Yapilan literatir taramalarinda, streptozosin ile inhibisyonda glukoz seviyesinin
250 mg/dLl’nin Ustine c¢ikmasi diyabetik hicreler olustugunu goéstermistir
[170,171]. Streptozosin ile muamele sonucu 6lgllen glukoz miktari 257,7 mg/dL
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olarak bulunmustur. Bu agamadan sonra hucrelere uygulanan insulin ve EKH ile
hazirlanan formulasyonlarin 48 saat pankreatik hicrelerle muamele sonrasinda
alinan orneklerin glukoz ve insulin miktarlari olgulmustur. Baslangigtaki pankreatik
hucrelerin glukoz miktari, glukozla induklenen ikinci grup hucrelere uygulanan
insulin lipozom ve pegile lipozom formulasyonlari ve EKH lipozom formulasyonu

kontrol grubu ile anlamli olmayan fark olugturmustur (p<0,1).

Uglincli grup olan streptozosin ile inhibe edilmis hiicrelerde ise insllin lipozom ve
pegile lipozom formdilasyonlari ile glukoz miktari kontrol grubu ile anlamh fark

olusturmayan seviyelere dugmustur (p<0,1).

insllin tayininde ise insilin miktarinda pankreatik beta TC hiicrelerinin 25 mM
glukoz iceren KRB c¢ozeltisi ve streptozosin ¢ozeltisi ile muamele sonrasinda
beklendigi sekilde baslangic miktarina kiyasla insulin miktarinda oldukga anlamli

bir azalma gozlenmigtir (p<0,0001).

insllin ve EKH ile hazirlanan formiilasyonlarla pankreatik beta TC hiicrelerinin 48
saat boyunca muamelesi sonrasinda baglangigtaki Olgulen kontrol grubu insulin
miktarina en yakin, glukozla induklenmis gruba uygulanan insulin lipozom ve
pegile lipozom formulasyonlar ile streptozosin ile inhibe edilmig gruba uygulanan
EKH lipozom, pegile lipozom ve nanokohleat formulasyonlandir. Bu
formuUlasyonlar ile en iyi sonuglar alinmis olup kontrol grubu ile anlamlh bir fark

bulunmamistir (p>0.05).

Glukoz ve insulin élgtimleri yapilmig literatlrler tarandiginda, glukoz olgimleri igin
kitler [172] ya da birkag dakikada olgim yapabilen glukometreler kullaniimaktadir
[173].

ELISA kiti kullanilarak insilin tayini yapilan bir ¢alismada, genistein isimli insilin
sekresyonunu artiran biyoaktif bir bilesigin pankreatik beta TC hcreleri Gzerindeki
etkisine bakilmistir. Glukoz igceren KRB ¢ozeltisi ile insulin salgilayan INS-1E
hlcrelerinin 48 saat muamelesi sonrasinda degisen glukoz konsantrasyonlarina
gore salinan insulin miktarlar kit ile tayin edilmis ve kullanilan biyoaktif madde

genisteinin etkisi degerlendiriimigtir [28]. Dolayisiyla bizim c¢alismamizda
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kullandigimiz kit ile tayin yonteminin guvenilir ve dogru sonuglar verdigi

dusunulmektedir.

5.1.10. Western blot ile analiz sonug¢larinin degerlendirilmesi

Embriyonik kok hucreleri, ileri molekiler tanimlama teknikleri (Western blot,
immunofloresans konfokal mikroskobu, floresan hareketli hiicre siniflandirma vb.)

kullanilarak gosterilebilirler [49].

Tez calismamizda, EKH ile hazirlanan formilasyonlarda EKH’nin ytkleme etkinligi
uc farkh sekilde tespit edilmigtir. Bu yontemlerden bir tanesi de Western blot
yontemidir. Western blot, aranan proteinin olup olmadigini ve varsa ne kadar

oldugunu anlamak icin kullanilan bir yontemdir.

Calismamizda, Western blot ile EKH yukleme etkinlidi icin referans protein olarak
B-aktin kullaniimistir. Aktin, yuvarlak sekilli yapisal bir proteindir. Aktin filamentleri
hlcreye mekanik destek saglayarak, hicrenin hareketini saglar. -aktin ise aktinin
6 izoformundan biridir ve PCR, Western blot gibi protein analiz yontemlerinde,
hucre butunligunun tayininde siklikla kullanilan, 42 kDa agirhiginda bir proteindir
[140].

Literatlrlerde beta aktin bircok Western blot ile analiz ¢alismalarinda referans
olarak tercih edilmis olup, bazi ¢calismalarda degisen beta aktin konsantrasyonuna
gore elde edilen bantlarin dansiteleri incelenmisg, artan protein konsantrasyonuna

bagli olarak bantlarin dansitelerinde artis gdézlenmistir [174,175].

Bolum 3.2.4te tum iglem basamaklarinin anlatildigi Western blot ile yapilan
¢alismamizin sonunda, membran Uzerinde EKH formulasyonlarindan ve kontrol
grubundan elde edilen bantlarin dansiteleri hesaplanarak ylkleme etkinlikleri
yuzde olarak bulunmus ve Bolum 4.4’te verilmistir. Bu elde edilen yuzdeler, diger
yukleme etkinligi yontemleri olan Lowry metodu ve hicre sayimi ile elde edilen

yuzdelerle benzer bulunmustur.
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5.2. in Vivo Galigmalara Ait Bulgularin Degerlendirilmesi
5.2.1. insiilin yiiklii formiilasyonlarla yapilan in vivo ¢aligmalara ait bulgular

Calismamizin basinda streptozosin ile diyabetik hale getirilmis farelere Bolim
3.2.5'te belirtildigi sekilde insllin yukla formualasyonlar intraperitonal olarak verilmis
ve 24 saat boyunca farelerden alinan kandan glukoz ve insulin tayini yapiimistir.
Buna ek olarak da c¢ikarllan pankreaslarindan histopatolojik g¢aligsmalar
(Langerhans adacik sayisi, Langerhans adaciklari kapladigi alan, dejenerasyon

miktari vb.) yapiimistir.

Bolum 4.5.1°de verilen grafikte de insulin ile hazirlanan lipozom ve pegile lipozom
formUlasyonlari baglangi¢ konsantrasyonuna en ¢ok yaklasan gruplar olmus olup
baslangic konsantrasyonu ile aradaki fark anlamli bulunmamistir. (p>0.001).
Ayrica bu formuilasyonlar 6 saat boyunca glukoz seviyesinde disusu saglamis

ardindan glukoz miktari baslangi¢ konsantrasyonuna déonmastur.

insllin yUkli nanokohleat, pegile nanokohleat ve nanopartikiil formilasyonlari 4
saat boyunca kandaki glukoz seviyesini dusurmus ve ardindan tekrar yukselme
gozlenmistir. Ancak 24 saatin sonundaki yUkselme seviyesi baslangic
konsantrasyonuna tam olarak ulasamamis olup aradaki fark anlaml bulunmustur
(p<0.05).

instlin yukli lipozom ve pegile lipozom formulasyonlari diger formiilasyonlarimiza

kiyasla daha uzun suireli insulin salimi gostermiglerdir.

insiilin konsantrasyonu-zaman grafigine baktigimizda, hesaplanan egri altinda
kalan alan (AUC) degerleri agisindan insulin ¢dzeltisi ile lipozom formulasyonlari
arasinda anlamli  olmayan bir fark elde edilmigtir (p>0,02). Diger
formulasyonlardan elde edilen AUC degerleri kiyaslandiginda ise insulin ¢ozeltisi
ile aralarinda anlamli fark olusmaktadir (p<0,001).

LiteratUrler tarandiginda, yapilan bir ¢alismada, insulin yUkli lipozomlar sadece
insulin yukla ve absorbsiyon artirici olarak sodyum taurokolat (NaTC) da i¢cerecek

sekilde iki farkli formilasyon hazirlanmis ve Swiss-Albino disi farelere
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uygulanmigtir. 24 saatin sonunda alinan kan oOrneklerinden glukoz kiti (Human
GmbH) kullanilarak % glukoz tayini yapilmistir. NaTC iceren lipozomlar en iyi

sonug vermis olup ok yuksek in vivo in vitro korelasyon vermistir [24].

Bagska bir calismada ise yeni bir formulasyon olan kapli insulin fibriller, lipozomdan
hareketle lipit olarak soya fosfatidil kolin (SPC) ve dipalmitoil fosfatidil etanolamin
(DPPE) kullanilarak hazirlanmistir. STZ; 150 mg/kg doz ile diyabetik hale getirilmig
farelere bu formilasyon verildikten sonra kan glukoz miktarlari glukometre
kullanilarak kuyruktan alinan kan ile olgulmugtur. 8 saatin sonunda egri altinda
kalan (AUC) degerleri hesaplanmis artan glukoz seviyesini dusurdugu ve kontrol
altina aldigi belirtilmistir [176]. Bu literatirden hareketle insulin ile hazirlanan
lipozom formdilasyonlari ile bizim galismamizda da oldugu gibi daha uzun salim

elde edilebilmekte ve lipozomlarin uygun formulasyonlar oldugu distntlmektedir.

5.2.2. EKH’li formulasyonlarla yapilan in vivo ¢galigmalara ait bulgular

EKH ile hazirlanan formulasyonlar ve EKH’nin higbir formulasyon haline
getirimemis slUspande hali farelere hem intraperitonal hem de pankreas igi

uygulanmig ve sonuglar degerlendirilmigtir.

Bolim 4.5.2’de verilen grafiklerde de belirtildigi gibi EKH ile hazirlanan
formUlasyonlarin farelere intraperitonal ve pankreas i¢i uygulanmasi sonrasi
kontrol grubuna en cok yaklasan formulasyon her iki uygulama yolu i¢in de
lipozom formilasyonlari olmustur. Lipozom formulasyonlari ile kontrol grubu
glukoz miktarlarina bakildiginda aralarindaki farkin anlamli olmadigi bulunmustir.
(p>0,005). Diger nanokohleat, pegile nanokohleat ve nanopartikdl
formUlasyonlarinin uygulanmasi sonrasi ulagilan glukoz miktarlar ise kontrol
grubu glukoz miktarina yaklasmis olsa da anlamh derecede fark bulunmustur
(p<0,001).

Alnan kan 6rneklerinden formulasyonlarin farelere veriimesinden 48 saat sonra
glukoz olgimleri yapilmistir. Lipozom formualasyonunun histopatolojik c¢alisma
sonucu en iyi formllasyon olarak belilenmesinin ardindan hem insdlin ile

hazirlanan hem de EKH ile hazirlanan lipozom formilasyonunun 48 saatin
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sonunda deneyi devam ettirerek ayrica 300 saat (5 gun) sonundaki alinan kan
orneklerinden de glukoz olgumleri yapilmis ve formulasyonlarin etkinligi

incelenmistir.

Formulasyonlarin etkinligi incelenirken ayni zamanda EKH’nin formulasyon haline
getirilmemis suspande hali farelere uygulanmis ve tasiyici sistemlerin etkinligi de

degerlendirilmigtir.

Grafiklere bakildiginda (Sekil 4.108), insilin yUkli lipozom formulasyonunda 2.
gunden sonra kandaki glukoz miktari artmis ve 5. gunin sonunda kontrol
grubundan daha yuksek seviyede glukoz miktari bulunmus olup bu aradaki fark

anlamli bulunmustur (p<0,001).

EKH’nin suspande halde intraperitonal verilmesinin ardindan yine 2. ve 5.
gunlerde alinan orneklerdeki dlgim sonucunda hem 2. gindeki hem de 5. gundeki
bulunan glukoz miktarlari azalmisg olsa da kontrol grubuna yaklasamamis olup

aradaki fark anlamli bulunmustur (p<0,002).

EKH ile hazirlanmis lipozomlarda ise; 5. gunun sonunda bile halen kontrol
grubuna yakin (p>0,005) seviyelerde glukoz miktarlari o6l¢ilmus, EKH ile
hazirlanan lipozomal formulasyonlarin insdlin ile hazirlanan lipozomlara kiyasla
daha uzun slUre glukoz seviyesini istenilen seviyede tuttugu seklinde
degerlendiriimigtir. Bu sonuglar EKH’nin lipozomal yapidan yavas salindigi ve
hasar gormus pankreasa ulasarak oradaki hlcre yenilenmesini sagladigi seklinde

yorumlanmistir.

EKH’ler ¢ok onemli iki Ozellige sahiptir. Bunlardan biri; kendisini yenilerken
farklilasmadan prolifere olabilmesi, digeri ise farklilasma igin indiklendigi zaman
Ozellesmis hucre turleri olusturma potansiyeline sahip olmasidir [41]. Bu nedenle
EKH’nin diyabetik farelerde hasar géormus olan pankreasa ulasarak ve pankreatik

beta TC hucrelerine donuserek oradaki doku hasarini giderdigi digunulmektedir.
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5.2.3. Histopatolojik caligma ile elde edilen verilerin degerlendirilmesi

Farelere uygulanan ilk grup; insulin yukli formulasyonlarin ve ¢ozeltisinin
uygulanmasinin ardindan farelerden alinan pankreaslardaki Langerhans adaciklari
toplam vyarigapi, kapladigi alan, olusan dejenerasyon incelendiginde Bolum
4.5.3’te verilen gizelgede insulin yuklu lipozom formulasyonundaki Langerhans
adaciklari toplam yarigcap! ve buna bagh olarak hesaplanan kapladigi alan kontrol
grubuna en vyakin olarak bulunmustur (p>0,001). Olusan dejenerasyonlara
bakildiginda ise insulin yukll lipozomda dejenerasyonun olmadigi gorulmektedir.
Her ne kadar olgulen glukoz miktarlarinda kontrol grubu degerlerine yaklasan
insulin yukla lipozomlar olsa da diger formualasyonlarin pankreasta olusturdugu
dejenerasyon, Langerhans adaciklari toplam vyaricapi ve kapladigi alan
bakimindan birbirine yakin olup Resim 4.38-4.44’te de belirtildigi Gzere gruplar

arasinda kayda deger bir farklilik goralmemistir.

Diger etkin maddemiz EKH ile hazirlanan formulasyonlara baktigimizda ise i.p.
olarak uygulanmalarinin ardindan incelenen pankreaslarda, 2. gunun sonunda
EKH lipozom ve nanokohleat formilasyonlari ile kontrol grubuna en yakin sonuglar
elde edilmistir. Pankreasta dejenerasyonun gorilmemesi de Langerhans
adaciklari toplam yaricapi ve kapladigi alan ile de uyumludur. Bunlarin yaninda
insulin yukli formulasyonlardan en iyi grup olan insulin lipozomlari farelere
yeniden verilmigtir. Daha uzun sureli sonu¢ alabilmek amaciyla 5. gune kadar
deney devam ettirilmig, 5. gunun sonunda kan glukoz miktarlari olgulmusgtur.
incelenen pankreaslarda tim EKH ile hazirlanan formilasyonlardan kontrol
grubuna kiyasla daha fazla adacik sayisi ve kapladidi alan elde edilmesi, EKH’nin
ilag tastyici sistemler ile uzun surede etki ettigi, kok hucrenin pankreatik hicrelere
donuslup pankreasta olusan hasari duzenlemis olabilecegi seklinde
yorumlanmistir. Olglilen glukoz miktarlar ile beraber disinildiginde artan
Langerhans adacik sayisi, kapladigi alan ile uyumlu olarak artmig glukoz
seviyesini kontrol grubu ile ayni seviyelere dustrerek 6ne ¢ikan formulasyon EKH

lipozom formulasyonu olmustur.

instlin yikli lipozom formiilasyonumuza baktigimizda deneyin 5. giinii sonunda

Olcllen glukoz miktari kontrol grubuna gére anlamli olarak ylkselmistir (p<0,002).
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EKH ile hazirlanan formulasyonlar ise pankreatik beta TC hucrelerini yenileyerek
hicrelerde olusan hasari giderdiginden 5. gunde bile glukoz seviyesinin kontrol

grubuyla ayni seviyede devam ettigi gorulmustar.

EKH ile hazirlanan formulasyonlarin diger uygulama yolu olan pankreas igi
uygulamalarina baktigimizda ise olugan adacik sayisi ve dejenerasyon agisindan
sadece lipozom formulasyonu kontrol grubunun verilerini asmistir. Diger
formUlasyonlarin  kontrol grubunun verilerinin altinda kalmasinin ve tim
formUlasyonlarda dejenerasyonun i.p. uygulamaya goére daha fazla olmasinin
sebebi olarak, formulasyonlarin pankreas i¢i uygulama ile tasidiklari kok
hdcrelerin farelerde siddetli bir immudn yanita neden oldugu ve bunun sonucunda
pankreatik asiner hicrelerde yaygin dejenerasyona yol actigi seklinde yorumlandi.
Bu tur istenmeyen sonuglarin elde edilmesinde en 6nemli nedenin pankreasa
direkt uygulama oldugu, uygulanan maddenin serum fizyolojik gibi zarar
vermeyecek bir madde olsa dahi direkt uygulama ile travmanin olusabildidi,

bolgede yangisal ve nekrotik reaksiyona yol agabildigi dusuntlmektedir.

5.3. in Vitro-in Vivo Korelasyon Galismalarina Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Ayni 6rnek alma zamanlarinda, hicre kulturlerinde hesaplanan yuzde kumulatif
gecen etkin madde-insulin miktari ile kandaki insulin miktarlar grafige gegcirilerek
korelasyon calismasi tum formulasyon tipleri icin gercgeklestirildi. Pankreatik beta

TC hdcreleri in vitro yapilan ¢calismalarda kullanildi.

instlin yUkli lipozom formilasyonlarinda korelasyon katsayisi lipozomlar igin,
r’=0,967, pegile lipozomlar icin r’=0,918 olarak hesaplanmistir. Diger formiilasyon
tiplerinde de bulunan korelasyon katsayilari degerlendirildiginde in vitro yontemin

ve yapilan in vivo ¢galismalarin segiminin ve dogrulugunun bir gostergesidir.

Lipozomlar igin bulunan korelasyon katsayilari oldukga yuksektir ve bu da bize, in

vitro ve in vivo veriler arasinda oldukga iyi bir uyum oldugunu gostermistir.
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Literatirde yapilan bir galismada insulin yukll lipozomlar hazirlanmis ve hucre
kaltur tabakasi kullaniimigtir. Bulunan yiksek korelasyon hucre kultdrinin in vivo
Ozellikleri tahmin etmekte basarili bir model oldugu sonucuna variimigtir [24].
Ancak yapilan arastirma sonucunda pankreatik beta TC hucreleri kullanilarak in

vivo-in vitro korelasyon galigmasina rastlanmamistir.

Tum gruplarin sonuglari degerlendirildiginde, pankreatik beta TC ile yapilan hucre
kultard ¢calismalari in vivo 6zellikleri tahmin etmekte basarili bir kaltur model olarak

dusunulmustar.
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6. SONUG

Tez calismamizda insulin ve EKH kullanilarak in vitro ve in vivo calismalar
yapilmistir. Bu iki etkin madde ile lipozom, nanokohleat ve nanopartikil
formuUlasyonlari hazirlanmig ve etkinlikleri arastiriimigtir. Calismamizda elde edilen

sonuglar agsagida maddeler halinde verilmigtir:

v' Formiilasyon hazirlamada kullaniimasi planlanan yardimci maddelerin etkin
maddemiz insulin ile etkilesip etkilesmedigini gérmek icin DSC c¢alismalari

yapildi. Herhangi bir etkilesime rastlanmamistir.

v Hulcre kultiri calismalarina baslamadan 6nce, galismalar sadece insllin iceren
formuUlasyonlar ile yapilmis olup instlin ve insulin yUkli bu formulasyonlarin
hucreler UGUzerinde toksik etki gostermeden kullanilabilecek maksimum
miktarlarinin  belirlenmesi amaciyla, MTT testleri gergeklestirildi. Test
¢alismalari sonucunda, insulinin 10 IU/mL konsantrasyonda, 5 yL % 10’luk
benzalkonyum klortr ¢ozeltisinin ve formulasyonlarda kullanilan higbir yardimci

maddenin hucreler Uzerinde toksik etkisi gortlmedi.

v Hazirlanan insllin  yUkli formilasyonlarin karakterizasyonu yapildi ve

uygunluklarina karar verildi.

v Pankreatik beta TC hiicrelerinden gecis calismalari ylizde kiimilatif gegen etkin
madde miktari ve permeabilite katsayilari (log k) hesaplanarak degerlendirildi.
En ylUksek permeabilite katsayisinin katyonik lipozomlara ait oldugu bulundu.
Permeabilite katsayilari Uzerinde genel olarak dusundldigunde, lipit yapil
formUlasyonlar olan lipozom ve nanokohleatlarin nanopartikillere nazaran
hicre membran yapisina benzerligi nedeniyle daha iyi sonug¢ verdigi

disundlmustar.

v Pankreatik beta TC hiicrelerinden gecis calismalari sonunda yapilan TEER
Olcumlerinin, permeabilite katsayilari ile birlikte degerlendirildiginde, birbirleriyle

uyumlu olduklari gozlendi.
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v Diyaliz membrandan gegis c¢alismalarinda en ylksek gegisi insilin yUklG
lipozom ve nanopartikil formulasyonlari gostermigstir. Diyaliz membran gecis
sonuglarinin kinetik olarak degerlendiriimesiyle formulasyonlarin genellikle

RRSBW salim kinetigine uygun oldugu goruldu.

v’ Stabilite calismalari sonucunda, insilin ile hazirlanan lipozom ve nanokohleat
formUlasyonlarinin nanopartikillere nazaran daha yuksek raf dmrane sahip

oldugu belirlenmistir (p<0,001).

v’ Diyabetik hale getiriimis pankreatik beta TC hicrelerine uygulanmasi ardindan
Olgulen glukoz ve insulin miktarlarina bakildiginda insilin yUklt lipozom ve

pegile lipozom ve EKH lipozomlari etkinligi en iyi olan formulasyonlar olmustur.

v Western blot ile EKHnin formdilasyonlara ylkleme ylzdeleri elde edilen
bantlarin dansiteleri ile 6lguimus ve diger yontemler olan hicre sayimi ve Lowry

protein tayin metodu ile bulunan yuzdelerle uyumlu bulunmustur.

v In vivo yapilan ¢alismalarda, insulin yikli formilasyonlarin etkinligi 24 saat
boyunca alinan kan ornekleri ile incelenmis ve insulin yuklu lipozom ve pegile
lipozom formiulasyonlari daha uzun slre salim yaparak artan glukoz seviyesini
dusurmus, 24 saatin sonunda ise glukoz miktarlari baslangi¢ konsantrasyonuna
donmastir (Sekil 4.105).

v EKH ile hazirlanan formilasyonlar hem intraperitonal hem de pankreas igi
verilmistir. intraperitonal verilen formiilasyonlardan artmis glukoz seviyesini
kontrol grubu ile ayni seviyeye duslrerek one ¢ikan lipozom formuilasyonu
olmustur. Histopatolojik bulgularda artmis Langerhans adacik sayilari, kapladigi
alan ve dejenerasyon bakimindan intraperitonal yol ile kayda deger sonuglar
alinmisgtir. Pankreas i¢i uygulamada ise direkt uygulamanin etkisiyle
dejenerasyon daha ¢ok gozlenmistir.

v In vitro/in vivo korelasyon galismalarinin sonucunda lipozom formiilasyonlarinin

daha yuksek korelasyon katsayilarina sahip oldugu gorulda.
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v' GUunUumuzde diyabet tedavisinde var olan ve vazgecilmez tedavi araci insulin ile
hazirlanan formulasyonlar, EKH formulasyonlari ile karsilastirma amagli

hazirlanmis olup EKH lipozomlari 6ne ¢ikan formulasyon olmustur.

v EKH’nin amacimiza uygun olarak uzun slreli diyabet tedavisinde insiiline
alternatif olabilecegi, hiucre replasman tedavisi ile diyabette daha kesin sonuglar

elde edilebilecegi dustunulmuastur.

v Aragtirmalara bakildiginda EKH ile yapiimig ¢alismalar ¢ok az olmakla birlikte
ilac tasiyici sistemler ile yapilmis calismalara rastlaniimamaktadir. EKH ile
hazirlanan lipozom ve nanokohleat formulasyonlarindan alinan bu sonuglar ve

ayrica insulin ile hazirlanan nanokohleatlar literatlrlerde bir ilk olacaktir.
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