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OZET

INSULININ POLIMER TASIYICILAR iLE KONJUGASYON REAKSIYONLARININ
INCELENMESI

Ozlem HORZUM BAYIR

Biyomihendislik Anabilim Dall

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Zeynep Mustafaeva AKDESTE
Es Danisman: Dr. Yasemin BUDAMA KILINC

Biyokonjugasyon yeni bir kompleks olusturmak igin iki ya da daha fazla molekilin farkh
Ozelliklerinin biraraya getirilmesiyle baglanmasini igerir. Son yillarda malzeme bilimi
polimerik malzemelere odaklanmistir. Polimerler izerinde istenen degisiklikler kolay ve
kontrolli oldugundan, polimerler gesitli biyolojik uygulamalarda kullanilmaktadir.
Polimerler ila¢ salimi, antijen salimi, doku miihendisligi, medikal cihaz implantasyonu
gibi medikal uygulamalarin yaninda biyoteknolojinin birgok uygulamasinda da yer
almaktadir. Polimerler ilag, peptid, hormon vb. yapilarin viicuda iletiimesinde tasiyici
rolii oynamaktadirlar.

instilin viicuttaki seker metabolizmasinda &nemli bir rol oynamaktadir. insilin
aktivitesinin yetersizliginde ortaya ¢ikan diyabet hastaligina karsi geleneksel
yontemlerin yetersiz olmasi arastirmacilari aktiviteyi arttiran yeni yodntemler
arastirmaya yéneltmistir. insiilin uygulamasi sadece parenteral yolla yapildigi icin, oral,
nazal, rektal, pulmoner ve okiiler gibi farkli uygulama yollari izerinde genis 6lciide
arastirmalar yapilmaktadir. insiilin molekiillerinin anyonik polimerlerle biyokonjugatlari
ve insllinin nanokapsdiller, nanokireler ya da mikrokiireler gibi biyobozunur nano ve
mikro yapilarda enkapsiile edilmesi insilin aktivitesini arttiran yontemler olarak
siralanir.

Bu tez kapsaminda farkli polimerlerle instlin biyokonjugatlari olusturularak diyabet
hastaliginin tedavisi icin kontrolli ilag salinim sistemi tasarlanmistir. Bu dogrultuda
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lineer vyapili Poliakrilik asit ve kiresel yapidaki Poli(laktik-ko-glikolik asit)
nanopartikiilleri olmak Uzere iki farkh polimer kullaniimistir: (i) ilki lineer anyonik bir
polimer olan ve ylksek mukoadeziflik ve ozellikle diigiik molekil agirliklarinda disik
toksisitesine bagli olarak en c¢ok calisilan mukoadezif polimerlerden biri olan PAA
polimeridir. (ii) Ikinci olarak, poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) biyopolimeri bir
haftadadan birkac aya kadar sirekli etki gosteren kontrollli ve destekleyici ilag iletim
sistemi olarak kullanilmaktadir. PLGA ¢oklu enjeksiyon, yiksek toksisite gibi sorunlari
asmak ve kisa in vivo yari 6mirli molekilleri koruyarak istenen tedavi etkisini
saglamak amaciyla tercih edilmektedir.

Bu tez c¢alismasinda insilinin poliakrilik asit (PAA) ile kovalent biyokonjugati
sentezlenmis ve ayrica poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) kullanilarak insilin
nanopartikilleri elde edilmistir. Elde edilen kovalent biyokonjugatlar GPC, UV
spektrofotometri, Zetasizer, Floresans spektrofotometre cihazlariyla incelenmistir.
Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) polimeriyle olusturulan insilin nanopartikilleri
zetasizer ve FTIR ydntemiyle analiz edimistir. insiilinin nanopartikiil icine yiikleme
verimi hesaplanmistir. Atomik kuvvet mikroskobu ile nanopartikiil olusumu
incelenmistir.

Bu tez calismasinin, lineer polimer ve polimerik nanopartikiiller ile tasarlanan instlin-
polimer biyokonjugatlari ve nanopartikilleri kullanilarak insilin kontrolli ilag salim
sistemlerinin olusturulmasiyla ilgili calismalara 1sik tutmasi hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Biyokonjugasyon, polimer, insilin, nanopartikil, kromatografi,
spektroskopi, atomik kuvvet mikroskop.
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Bioconjugation includes combining different properties of two or more molecules to
form a new complex. Recently, materials science has focused on softer materials such
as polymers. Since the desired modification on the polymer is controlled and easy,
polymers are used in various biological applications. Polymers are used in various
medical applications such as drug release, antigen release, tissue engineering and also
in many applications of biotechnology.

Insulin plays a central role in glucose metabolism in the body. Because the traditional
methods for diabetes arising due to inadequacy of insulin activity is inadequate,
researchers focus on new methods to improve activity. Since parenteral administration
is the only route for insulin treatment, it has been extensively investigated new routes
such as oral, nasal, rectal, pulmonary and ocular. Bioconjugation of insulin with anionic
polymers or encapsulation of insulin in biodegradable nano and micro structures such
as nanocapsules, nanospheres or microspheres is considered the methods to enhances
the insulin activity.

In scope of this thesis, it was designed controlled drug delivery system forming insulin
bioconjugates with different polymers for diabetes treatment. Accordingly, it was used
two different polymers: (i) First, a linear anionic polymer, PAA, is the one of the most
popular mucoadhesive poymer due to its high mucoadhesive functionality, low toxicity
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especially with low molecular weight. (ii) Secondly, poly ( lactic -co -glycolic acid) (
PLGA) polymer is used as a controlled and sustained drug delivery system with
continous effect from one week to several months. PLGA is preferred to overcome
problems such as multiple injections and high toxicity and provide the desired
therapeutic effect by protecting the molecules with short in vivo half- life.

In this thesis study, it was synthesized covalent bioconjugate of insulin and polyacrylic
acid and obtained insulin nanoparticles using poly(lactic-co-glycolyc acid). The
obtained bioconjugates were analysed with GPC, UV spectrophotometry, Zetasizer,
Fluorescence spectrophotometry. Insulin nanoparticles formed by poly(lactic-co-
glycolyc acid) polymers were analysed with Zetasizer and FTIR. Nanoparticle formation
was investigated with Atomic Force Microscobe.

In this thesis study, it aims to provide an insight for future studies related to insulin
controlled drug release systems using insulin-polymer bioconjugates and nanoparticles
designed with linear polymer and polymeric nanoparticles.

Keywords: Bioconjugation, polymers, insulin, nanoparticle, chromatography,
spectroscopy, atomic force microscope.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Diyabet uzun donemde dejeneratif komplikasyonlara yol acabilen kronik bir hastaliktir.
insiilinin kesfi, hem diyabet calismasinda hem de diyabetik hastalarin bakiminda ¢igir
acan bir olaydir. insilini saflastirma ve modifiye etme prosediirlerinin gelistiriimesi ek

olarak 30 sene almistir [1].

GUnumuzde, insllin salimi subkutandz ya da intramuskiler yolla gergeklestirilmektedir.
insiilin bagimli diyabet mellitus (IDDM) hastalarinda kronik diyabet komplikasyonlarini
onlemek icin diyabetiklerde yeterli metabolik kontrol gerekli oldugundan, glikoz
kontroll glinde birden fazla enjeksiyonla yogun bir insilin terapisi gerekmektedir [2].
Alternatif olarak, deri altina yerlestirilmis kalici bir igneye baglanmis bir instlin pompasi
kullanarak siirekli enflizyon yoluyla terapi gergeklestirilir. Ancak bu sistemle ilgili
spesifik dezavantajlar yaygin kullanimini sinirlamaktadir [3]. Ayrica parenteral yolla ilgili
dezavantajlar, kendine enjeksiyon sirasinda aci ve rahatsizhga bagh olarak hasta
uyumlulugunun zayif olmasi, subkutandz olarak verilen insilinin absorpsiyonunun
yavas ve devamli olmasi ve diyabetik olmayanlarda gozlemlenen endojen olarak
salinan insdlinin fizyolojik pulsatil modelini taklit etmede basarisiz olmasi, glisemik
kontrolde birey ici ve bireyler arasi degiskenligin biyiik olmasi, enjeksiyon bdlgesinde

enfeksiyonlarin meydana gelebilmesi [2, 4] seklinde siralabilir.

Bu tez calismasinda ilk olarak Poliakrilik asit (PAA) ile insdlin “1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC)” capraz baglayicisi varliginda ve

instlinin degisen molar oranlarinda suda ¢éziinebilen insiilin - PAA biyokonjugatlari
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sentezlendi. Elde edilen insiilin — PAA biyokonjugatlarinin, insiilin ve PAA polimeri ile
karsilastirmali olarak GPC, Zetasizer ve Floresans Spektrofotometre ve UV-Vis

Spektrofotometre cihazlari ile analizleri yapildi.

Ayrica, sentezlenen biyokonjugatlarin yaninda insilinin hem tek basina hem de
floresein izotiyosiyanat (FITC) boyasi ile beraber yiklendigi Poli(laktik-ko-glikolik) asit
(PLGA) nanopartikilleri tretildi. Elde edilen nanopartikillerin boyut analizleri Zetasizer
cihazi ile gerceklestirildi. Nanopartikillerin ylikleme verimi hesaplandi. FT-IR analizleri
de gerceklestirilen nanopartikillerin daha sonra AFM gorintileri alinarak ayrintih

olarak karakterize edildi.

1.2 Tezin Amaci

Dinya genelinde olduk¢ca yaygin olan diyabet hastaligl i¢in glinimiizde uygulanan
inslilin tedavilerinin dezavantajlarinin olusturdugu olumsuz etkileri hafifletecek ya da
yok edecek alternatif kontrolli salim sistemi modellerinin ayrintih  sekilde

karakterizasyonunun yapilmasidir.

Bu amacla iki yontemle polimer tastyicilarin insiline baglanmasi hedeflenmektedir. Bu
yontemlerden ilki, insilinin lineer bir polimerle kovalent konjugasyonunu icermektedir.
ikinci yéntem, son zamanlarda ilag, peptid, hormon vb. yapilari tasimada 6n plana

¢ikan kiresel polimerik nanopartikillerin icerisine insilinin yiklenmesini icermektedir.

Bu tez calismasinda, lineer polimer ve polimerik nanopartikiller ile tasarlanan insilin-
polimer biyokonjugatlari ve nanopartikilleri kullanilarak insilin kontrolli ilag salim

sistemlerinin olusturulmasi hedeflenmektedir.

1.3 Hipotez

Tez galismasinda, insilin ile poliakrilik asit (PAA) polimerlerinin biyokonjugasyonun
saglanmasi ve sabit polimer ve artan insilin miktariyla olusturulan lineer yapih
biyokonjugatlarin fizikokimyasal 6zelliklerinin kromatografik ve spektroskopik olarak
incelenmesi, ayrica  insillinin  poli(laktik-ko-glikolik) ~ (PLGA)  polimeri ile

nanopartikillerinin olusturulmasi ve olusturulan nanopartikillerin kromatografik,
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spektroskopik ve mikroskopik yontemlerle incelenerek olusumlarin mikroskopik olarak

gosterilmesi beklenmektedir.
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BOLUM 2

GENEL BiLGILER

2.1 Proteinler

Proteinler hiicrede en sik karsilasilan organik molekiiller olup hiicre kuru kitlesinin en
az %50’sini olustururlar. Biyolojik proseslerin hemen tamaminda 6nemli rol oynarlar.
Dogal ortamlari disinda ¢ok kararh degildirler ve hiicre i¢i kompartimanlar ve hiicre disi
sivilar arasinda 6nemli farkhliklar gosterirler. Her bir protein degisen sayida 20 farkh a-
L-aminoasidin kombinasyonundan olusur. Aminoasitlerin dizisi, her bir yan grubun
pozisyonu; molekilin fonksiyonunu gosterdigi en son kararli yapisini olusturur. Bu
baglamda c¢ok cesitli fonksiyonu Ustlenen proteinler yapilarindaki aminoasit dizileri

acisindan farkhlik gésterirler [5].

insan viicudundaki binlerce protein, tablo halinde sunulamayacak kadar cok islev
gerceklestirir. Bu islevler arasinda vitaminler, oksijen ve karbon dioksiti tasimanin

yanisira yapisal, kinetik, katalitik ve bilgi aktarici roller bulunmaktadir [6].

2.1.1 Proteinlerin Yapisi
Peptid ve proteinler;
eKarbon (C),
eHidrojen (H),

*Oksijen (0),
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eAzot (N),
eve bazilari da Sulfir (S) icermektedir.

Peptidler aminoasit monomerlerinin peptid (amid) baglari ile bir araya gelmesinden
olusan dogal polimerlerdir. Peptidlerin biyolojik sistemlerdeki saperonlar araciligiyla

katlanmasi sonucu ise proteinler olusmaktadir.

Peptid bagi; bir aminoasitteki karboksil grubunun karbon atomu ile diger aminoasitteki

amino grubunun azot atomu arasinda olusan kovalent bagdir.

2.2 insiilin

Hicreler molekiler bir posta sistemi ile iletisim kurmaktadirlar: Kan bir tasiyici,
hormonlar da tasinan mesajlardir. insiilin kanda her daim bulunan seker miktarini
tanimlayan mesajlari tasiyan en 6nemli hormonlardan biridir. insiilin pankreasta
uretilir ve yemeklerden sonra seker seviyeleri yikseldiginde kana salinir. Bu sinyal
karacigere, kaslara ve yag hiicrelerine kadar viicut boyunca yayilir. insiilin kandaki

glikozu bu organlara gotirir ve glikojen ya da yag seklinde depolar [7].

Son ylzyll boyunca insilin, peptid kimyasi, farmakoloji, hiicre sinyal iletimi ve yapisal
biyolojinin ilerlemesinde merkezi bir rol sergilemistir. Bu kesifler diyabetle basa ¢ikmak
zorunda olanlar igin yasam kalitesi ve sliresini gelistirmeyi saglamistir. Ortak galisma,
daha uygun hale getirilmis tedaviyi saglayabilen insilin anaolog ve taklitlerinin
gelistirilmesi igin bir zemin saglamaktadir. Hasta bakimindaki ilerleme semisentez,
yliksek performans kromatografisi, rekombinant DNA-biyosentezi gibi temel
teknolojilerdeki vyeniliklerle hizlanmaktadir. Cok sayida insilin analogu insilin
faaliyetinini anlasilmasinda ilk seviyeyi saglamak icin biyokimyasal sinyal iletimi ve
yapisal biyolojiyi koordine ederek godstermektedir. insiilin calismasi genis kimyasal
cesitliliginin girmesi, butin kimyasal sentezdeki verimsizlik ve rekombinant DNA-

biyosentezi ve semisentetik yaklasimlardaki dogal kisitlar yoluyla sinirlanmistir [8].

2.2.1 insiilinin Yapisi

instilin kan boyunca hizlica hareket eder ve mesajini iletirken hiicre yiizeylerindeki

reseptorler tarafindan kolaylikla yakalanir. Kiglik proteinler hiicrelere bir zorluk
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yaratmaktadir: Stabil bir yapiya katlanacak kiguk bir protein olusturmak zordur.
Hicreler bu problemi uygun bir yapiya katlanan daha uzun bir protein zinciri

sentezleme yoluyla ¢c6zmektedir [7].

insiilin, artan kan glikozu seviyelerine yanit olarak endokrin pankreasin Langerhans
adaciklarinin  B-hiicreleri yoluyla salgilanan bir polipeptid hormondur. insilin
islenmemis endoplazmik retikuluma bagli ribozomlar yoluyla sentezlenir. insilinin ilk
oncisu preproinsilindir. Preproinsilin amino ucunda, endoplazmik retikulumun hiicre
zarlari araciligiyla preproinsilinin tasinmasini kolaylastiran hidrofobik bir sinyal peptidi
icerir. Endoplazmik retikulumun limeni igerisindeki sinyal peptidi proinsilin Gretmek
icin proteazlar tarafindan parcalanir. Proinsilin, inslline dondstirilecegi Golgi
kompleksine tasinir. Proinsilin ¢ bolge icerir: A zinciri (21 aminoasit rezidistyle), B
zinciri (30 aminoasit rezidisiiyle) bunlari birbirine baglayan C zinciri [9, 10]. iki sistein
aminoasitinin birlesmesiyle olusan iki distlfit bagi araciligiyla baglanmis iki polipeptidle
yapilanmaktadir. Ayrica A zinciri 6 ve 11 rezidlsune disulfit kopri baglantisi yapan bir i¢
zincir icerir. A ve B zincirine baglanan C zinciri, proinsilinin dagilmasindan sonra
insiilinle serbestlesir. insiilin monomerleri dimer ve hekzamerler olusturmak icin

agrege olurlar [10]. Sekil 2. 1 insilinin sentezlenme mekanizmasini 6zetlemektedir.

instilin molekiilii pozitif olarak yiiklenebilen 6 aminoasit rezidii ve negatif olarak
yuklenebilen 10 aminoasit rezidiiniin varligina bagh olarak ¢ok sayida iyonlasabilen

grup icermektedir. izoelektrik noktasi pH 5. 4’tiir [11].

instilin pH 2-8’deki sulu coézeltilerin yiiksek konsantrasyonlarinda stabil dimerlere ve
¢inko iyonlarinin varliginda hekzamerlere agrege olma egilimindeyken sadece dislk
konsantrasyonlarda monomer olarak bulunur. Polar yiizeyin ¢ogunlugunu olusturan A
zincirindeki hekzamer 5 nm c¢apinda ve 3,5 nm boyunda neredeyse kiiresel bir

yapidadir [12].

instilinin insan viicudunda kullanish olmak igin yapisindaki degisimi onu 6zel kilan

yonlerinden biridir [13].
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Sekil 2. 2 insan insilini. insan insdlininin A ve B zincirlerini ve 3 disiilfit bagini gésteren
aminoasit diyagrami [15]

2.3 Tagsityici Polimerler

2.3.1 Lineer Yapili Tasiyici Polimerler

Canli sistemlerde taslyici olarak siklikla tercih edilen polielektrolitler yapilarinda pozitif

veya negatif yUkli gruplar bulunduran makromolekdillerdir.

Polielektrolit terimi kovalent olarak bagli anyonik veya katyonik gruplari ve bu gruplara
bagh “counter” iyonlari olan polimer sistemleri icin kullaniimaktadir [16]. Tim
monomerlerinde ayni isaretli ylklere sahip polielektrolitlere homopolielektrolit adi
verilmektedir. Hem anyonik hem de katyonik gruplarin kovalent olarak bagh bulundugu
makro molekdller ise poliamfolitler olarak isimlendirilmektedirler. Dogada bol miktarda
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protein yapil poliamfolit bulunmakla birlikte sentetik yollarla da poliamfolitler elde
edilebilir. Poliamfolitlerin izoelektrik noktalarinda molekdil Gizerindeki net yik toplami

sifira esittir [17].

Polielektrolitler iyonlasabilen gruplara sahip polimerlerdir ve sadece organik
¢Ozuculerde ¢oziinebilen ¢ogu notral hidrokarbon polimerlerinin  aksine suda
¢Ozunirdir[16, 18]. Su gibi polar ¢ozlcillerde, bu gruplar polimer zincirleri lzerinde
ylkler birakarak ve c¢ozeltide zit yikler salarak ayrisabilir [16]. Bu polimer
konformasyonu Ulizerinde glcli bir etkidir. Yikstz bir polimer rastgele bir yumak
olustururken, polielektrolitler daha agilmis yapilar sergiler. Ayrica elektrolit ¢dzeltisi ve

¢Ozelti molekilleri daha viskozdur.

Fosfat gruplarina bagli olarak negatif olarak yiiklenmis DNA gibi biyolojik bir iyon K~,
Na*, Ca*? ve Mg*? pozitif anyonlarla cevrelenir. Dogal polielektrolitlere érnek olarak
nikleik asitler (anyonik), poli(L-glutamik asit) (anyonik), poli (L-lizin) (katyonik)
verilebilir [18].

Polistiren sulfonat, poliakrilik ve polimetakrilik asit ve tuzlari ve diger poliasit ve
polibazlar polielektrolitlere 6rnek olarak verilebilir. Yiikler arasindaki elektrostatik
etkilesimler polielektrolit ¢dzeltilerinin yiiksiiz polimerlere kiyasla ¢ok farkl davranislar

kazanmasini saglar. Ornegin:

1. Seyreltik durumdan yari seyreltik duruma gecis notral zincirli ¢ozeltilere gore cok

daha distik polimer konsantrasyonlarinda gerceklesir.

2. Homojen polielektrolit ¢ozeltilerinin sagilma fonksiyonunda belirgin bir pik vardir. Bu
pike karsilik gelen dalga vektoriinin blydkliglu konsantrasyonla ct/? seklinde artar.

Notral polimerlerin ¢ozeltilerinde boyle bir pik yoktur.

3. Tuz icermeyen c¢oOzeltilerdeki polielektrolitlerin ozmotik basinci es polimer
konsantrasyonlardaki noétral polimerlerin  ozmotik basincini  asar.  Polimer
konsantrasyonuyla hemen hemen dogrusal olarak artar ve polimer
konsantrasyonlarinin genis bir araliginda zincir molekll agirhgindan bagimsizdir.
Eklenmis tuza gicli baghligiyla ozmotik basincin bu yaklasik dogrusal konsantrasyona

baglihgi ozmotik basincin temel olarak zit yik katkisina bagli oldugunu géstermektedir.
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4. Ayni konsantrasyondaki yuksiuz polimer ¢o6zeltileri igin viskozite polimer
konsantrasyonu ile orantiiyken polielektrolit ¢ozeltilerinin viskozitesi polimer

Y2 (Fuoss’ kanunu [19] ) orantilidir. Nétral polimer

konsantrasyonun karekoki ile n~c
cozeltilerinin indirgenmis viskozitesinin n/c, polimer konsantrasyonuyla azalmasinda

konsantrasyon rejimi yoktur.

5. Yan seyreltik durumdaki polielektrolit zincirleri ¢cok daha genis bir konsantrasyon
araliginda karmasik olmayan dinamikleri izler ve yiksiz polimer c¢oOzeltilerine gore

zincir asma konsantrasyonundan daha uzakta karmasik dinamiklere gecis yapar.

Yizeyler ve ara yulzeylerdeki polielektrolit zincirleri, lokal polimer konsantrasyonu
adsorbe eden substrat ve polielektrolit zincirleri arasindaki etkilesimler yoluyla kontrol
edildiginde hem iki hem de li¢ boyutlu bir polielektrolit ¢ozeltisi 6rnegi sunar. Yiizey
ylk yogunlugu artarken, adsorbe edilen zincirlerin seyreltik ¢ozeltileri iki boyutlu yari
seyreltik bir ¢ozeltiye donuslr. Eger ylzey yik yogunlugu daha da artarsa, adsorbe
edilen tabakadaki zincirler yiizey ylik yogunlugu artan kalinlikla birlikte konsantre bir
polielektrolit ¢ozeltisi olusturur. Adsorbe edilen tabakalarda gozlemlenen yeni ve
alisilmadik olay, adsorbe edilen polielektrolit zincirleri yoluyla yilzeyin fazla
yuklenmesidir. Ylzeyin fazla yiklenme miktari ¢0Ozelti iyonik dayaniminin
degistirilmesiyle ayarlanabilir. Yik degisimi tabaka tabaka birikim tekniginde merkezi

bir rol oynar [16].

2.3.1.1 Anyonik Polimerler

Bu polimerlerin tGzerindeki yik tipi negatiftir. Anyonik polimerler gesitli tiplerde olabilir.
Cesitli anyonik polimerler arasinda akrilamid bazl olanlar en yaygin olanlaridir. Bu
polimerler molekil agirhgr ve yik yogunlugu o6zellikleriyle degerlendirilebilirler.
Anyonik makromolekdil zincirinin uzunlugu disik molekil agirigindan kontrol
edilebilir. Anyonik makromolekiller boyunca negatif yiik yogunlugu 0’dan %100’e

kadar cesitlenebilir.
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Poliakrilik asit (PAA)

Akrilik asit organik doymamis bir asittir. Akrilik asit, akrilamid ve tiirevleri en popliler
suda c¢oOzlinir monomerlerdir. Bunlar arasinda en vyaygin olani kayda deger
¢ozunebilirligi ile akrilik asittir. Bu monomer kolaylikla polimerize edilebilir ve pH’si
inorganik bir baz ile ayarlanabilir. Sonugta olusan polimer diz zincirli ise sulu bir
¢ozeltide kolaylikla ¢ozlinebilir. Ancak ¢capraz baglayici bir ajan ya da suda ¢6ziinmeyen
bir malzeme Uzerine graft yapildiginda su molekdllerini adsorplayacaktir ve sisecektir,
fakat ¢o6ziinmeyecektir. Bu monomerler sulu ¢ozelti ya da diger polimerizasyon
prosesleri yoluyla farkli ko-monomerlerden olusan c¢apraz bagh homopolimer ya da

kopolimeri sentezlemek icin kullanilabilinmektedir [20].

akrilik asit poliakrilik asit

Sekil 2. 3 Poliakrilik asitin yapisi [21]

Akrilik asitin polimerizasyonu icin birgok yontem bulunmaktadir. Genellikle akrilik asit
suda c¢ozunidr baslaticilar (K;S;08) [22] ya da vyagda c¢ozinir baslaticilar

(2,2’azoizobutironitril (AIBN) [23] kullanilarak baslatilir ve polimerize edilir.

Hem lineer hem de capraz bagl poli(akrilik asit) makromolekiil zincirlerindeki karboksil

gruplarindan dolayi hidrofiliktir.

Poliakrilik asit cok sayida endistriyel uygulamasi olan biyobozunur suda ¢6zinir bir
polimerdir. Bu polimerin molekdl agirig  dagihimi  polimerin  hangi amagla
kullanilacagini etkileyen 6nemli bir parametredir [24]. PAA tirevi olan polikarbofil
(Noveon®) ve karbomerler (Carbopol®), gastrointestinal bolgeye hedeflendirilmek igin

kullanilan mukoadezif ilag tasiyici sistemlerde yaygin olarak kullanilmislardir [25-27].

Polikarbofil (Noveon AA1), Carbopol 971P ve Carbopol 974P capraz baglanma kosullari
farklihk gosteren poliakrilatlardir. Carbopol 971P’in daha fazla capraz bag iceren ve

yiksek viskoziteli analogu Carbopol 974P, deriye (insan), gbze (tavsan) karsl iritasyona
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sebep olmaz ve oral olarak toksik degildir (fare ve kopekler). Bu ylizden bu {i¢ polimer
FDA tarafindan GRAS (Generally Recognized As Safe, Genel Olarak Givenli Olarak

Tanimlanmis) sayilmaktadir [28].

Polikarbofiller sulu ortamda ¢6zlinmez fakat notr pH degerlerinde sisme kapasiteleri
ylksektir ve suyu absorblama ve tutma yetenegine bagl olarak antidiyareik ve laksatif
ozelliklere sahiptir [28-30]. Polikarbofillerin sulu ortamda notr pH’da kitlesi 100 kat
artmaktadir [27, 29]. Buna ek olarak non-iyonize karboksilik asit gruplari hidrojen bag

etkilesimi ile mukozal ylzeylere baglanmaktadir [27, 31].

Karbomer ve polikarbofil capraz baglanma seviyesi ve ¢apraz baglayici ajan segiminde
farkhliklar gosterir. Polikarbofil polimerleri divinil glikol ile ¢apraz baglanirken,
karbomerler alil siikroz veya alil pentaeritritol ile ¢apraz baglanir. Her iki bilesik de
benzer akrilik iskeletine sahiptir ancak icerdikleri ¢apraz bag yogunluklari degiskenlik

gosterir [27].

Bu poliakrilik asitlerin suyu absorplamasi, sismesi, ila¢ salimi ve mukoadezyonu ortamin

pH’si ve iyonik gliclinden etkilenmektedir [28, 32-35].

Literatlire gore poliakrilik asit (PAA), akrilik asitin baslatici olarak benzoilperoksit ile
birlikte toluen icerisinde radikal polimerizasyonuyla ve etil asetatla fraksiyonel cokelme

yoluyla metanolde %3’ten 4’lik ¢6zeltiye fraksiyonlamasiyla hazirlanmaktadir [36].
Poliakrilik Asitin Tipta Uygulamalari

Poliakrilik asit mukozal ila¢g salim formdilasyonlarina mukoadezif bir katki olarak
kovalent gapraz baglanmis formda kullaniimasinin yaninda tipta da uygulamalari

mevcuttur (6rn: dental dolgular). [37].

Poliakrilik polimerleri biyoadezif biylk molekiller oldugundan ve intestinal epitelyum
araciliglyla absorbe olmadigindan herhangi bir sistemik toksisiteye yol agmamaktadir
ve bu nedenle peptid hormonlarinin oral absorpsiyonunun gelistirilmesi icin avantajlar

sunmaktadir.

Cok sayida karboksilik asit grubu iceren poliakrilik polimerleri yerel gecici bir asidik
kalkan yaratarak intestinal limende cok sayida protonu salabilir ve boylece peptid ve

protein ilaglari lumenal enzimlerin saldirisindan koruyabilir. Bu asidik ortamdaki
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optimum pH’si 7.5’dan bulyik olan pankreatik enzimler ¢ok daha diisiik ya da 6nemsiz

olacaktir [38].

2.3.2 Kiiresel Yapida Tasiyici Polimerik Partikiiller

2.3.2.1 Mikropartikiller

Mikropartikuller partikil boyutunun 1 mikrondan birkag milimetreye kadar uzandigi bir
ilag salim sistemi tipidir. Bu mikroenkapsilasyon teknolojisi ilacin ortamdan
korunmasini, hassas ilag maddelerinin stabilizasyonunu, imkompabilitelerin elimine

edilmesini ya da hos olmayan tadin gizlenmesini saglamaktadir [39].

Mikropartiklller enkapstle edilmis ilaci bozunmaya karsi (6rn: enzimatik) etkili sekilde
koruyarak makromolekiillerin gesitli yollarla salinimini saglar ve ilaglarin atilimini birkag
saatten aylara uzanan periyodlarda etkili bicimde kontrol eder [40]. Mikropartikil ilag

salim sistemlerinin avantajlari asagidaki gibi siralabilir:

»Mikropartikillerin partikil boyutu ve ylizey karakteristikleri parenteral yolla
verilisinden sonra hem pasif hem de aktif ilag hedeflemeyi saglamak igin

kolaylikla manipiile edilebilir.

» Lokasyon bolgesinde, gonderim sirasinda ilacin teropatik etkisini arttirmak ve yan
etkilerini azaltmak igin ilacin salimini ilacin organdaki dagilimini ve ilacin

klirensini degistirerek kontrol ederler.

»Kontrollii salim ve partikiil bozunma karakteristikleri matriks igeriklerinin

secimiyle kolaylikla ayarlanabilir.

» Bolge-spesifik hedefleme partikillerin yizeyine hedefleme ligandlari baglanarak
ya da manyetik rehberlik kullanilarak saglanabilir. Sistem oral, nazal, parenteral,

intra-okuler gibi ¢ok gesitli ilag verilme yollarinda kullabilabilir [39, 41].

Bunlarin yaninda mikropartikiillerin bazi dezavantajlari bulunmaktadir: Malzemelerin
maliyeti, polimer matriksin ortama olasi etkisi, plastiklestiriciler, stabilizatorler,
antioksidanlar ve dolgular gibi polimer ek maddelerinin olasi etkileri, tekrar

Uretilebilirligin dislik olmasi, proses kosullarindaki degisimin enkapsiile edilecek
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partikillerin stabilitesine etkisi, polimer matriksin ¢6zlinen Urlinlerinin ortamda

yaratabilecegi etkiler [42].

2.3.2.2 Nanopartikiller

Nanoteknoloji ya da nanobilim, bilim ve teknolojiyi atomik ve molekiler dlgiide (0.1-
100 nm) vyapilar yaratmak, anlamak ve kullanmak ve nano boyutta cihaz ve
malzemeler lretmek icin uygulanan oldukca multidisipliner bir alandir. Nanoteknoloji
mihendislik, elektronik, fizik ve malzeme bilimi, molekiler ya da mikron alti seviyede
Uretim prensiplerini uygular. Nanopartikil, nanosensoér, nanotel, nanobag ve nanoag
gibi bircok malzemenin nanoyapisi gelistirilmistir. Bu malzemeler genel olarak her (g

boyutuyla birlikte 100 nm’den kiguktir [43].

Malzemeler yigin formda sergilemedikleri bazi spesifik fizikokimyasal 6zellikleri
nanoboyutlarda gosterebilmektedirler. Bu 06zellikler nanopartikilleri  birgok
biyomedikal uygulamada ©6ne g¢ikarmaktadir. Mikropartikillerle karsilastirildiginda,
nanopartiklller daha ylksek baglanma verimliligi anlamina gelen daha genis ylzey

alani/hacim orani géstermektedirler.

Farkli pargalarin nanopartikiillere konjugasyonu uygulama alanlarini genisletir ve bu
parcalara yeni ve zenginlestiriimis Ozellikler kazandirir. Parcalarin c¢ogu biyolojik

membrani gecebilme gibi secici ve agik avantajlar gosterir [44].

Nanopartikillerin bu o6zellikleri, hastaliklarda 6nemli rol oynayan protein yapil
biyomolekdillerin yoklugu ya da eksikliginin daha etkili bir sekilde tedavi edilmesinde

kullanilmaktadir [45].

Bu avantajlarin yaninda, polivinil alkoliin asiri kullanimiyla glindeme gelebilecek
toksisite sorunlari, tedavinin duraklatilmasinin miimkiin olmamasi, hiicresel toksisiteye
sebep olabilmesi, pulmoner inflamasyon ya da pulmoner karsinojenite olusturma riski,

alveoler inflamasyon olusturma riski gibi dezavantajlari mevcuttur [46].

29



Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartikiller 10-1000 nm boyutlarinda, lipid, sentetik ve dogal polimerler

gibi cesitli malzemelerden hazirlanan kati kolloidal tastyicilardir [45].

KontrollG ilag salimi igin biyobozunur polimerik nanopartikillerin kullanimi énemli
terapo6tik bir potansiyel gostermistir. Ayni zamanda, hedefli salim teknolojileri bilimsel
arastirmalarda giderek artan bir o6nemli hale gelmektedir [47]. Biyobozunur
nanopartikiller yiksek biyobulunabilirlikleri, daha iyi enkapstle edilebilme yetenekleri,
salim kontroll ve daha az toksik 6zelliklerine bagh olarak ilag salim araclari olarak sikca

kullanilmaktadir [48].

Polimerler adaptasyon (non-toksisite) ve non-antijenite konularinda viicutla uyumlu,

biyobozunur ve biyouyumlu olmalidir [49].

Polimerik nanopartikillerin hazirlanmasinda en vyaygin olarak kullanilan dogal

polimerler; kitosan, jelatin, sodyum aljinat ve albimindir.

Polilaktidler (PLA), poliglikolidler (PGA), poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA), polianhidridler,
poliortoesterler, polisiyanoakrilatlar, polikaprolakton, poliglutamik asit, polimalik asit,
poli (N-vinil pirolidon), poli (metil metakrilat), poli (vinil alkol), poli (akrilik asit),
poliakrilamid, poli (etilen glikol), poli (metakrilik asit) gibi bircok sentetik polimer
bulunmaktadir [50].

Polimerik Nanopartikiil Hazirlama Teknikleri

Biyobozunur polimerik nanopartikiiller ilag, gen ve asi salim sistemleri gibi biyomedikal
sistemlerdeki potansiyelleri ylziinden c¢ok ilgi cekmektedirler. Yiklenmis ilaglarin
biyobozunma hizi ve salim kinetikleri kompozisyon orani, polimerin molekiler agirhgi
ve blok/asi kopolimerler vyoluyla kontrol edilebilmektedir. Ustelik, polimer
karakteristiklerinin ayarlanmasiyla, optimal terapoétik etkinlik i¢in hedef bir dokuda
istenilen bir terapotik seviyeyi saglamak adina nanopartikiillerden olusan terapétik bir

ajanin salimi kontrol edilebilir [51].
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Polimerik nanopartikillerin 6zellikleri uygulamasina bagh olarak optimize edilmelidir.
ilgili dzelliklerin gerceklestirilmesi icin hazirlama modu énemli bir rol oynamaktadir.

[50].

Emiilsifikasyon Solvent Evaporasyon/Ekstraksiyon/ Difiizyon Yéntemi

Bu yontem bir emdlsiyonun baslangi¢ fazinin karistirilmasiyla evaporasyonuna baghdir.
Bu nedenle yiiksek sicakliklara veya ajanlari indiikleyerek faz ayirimina gerek yoktur.
Temel olarak asagidaki adimlar ilag yuUkli mikro ve/veya nanopartikiillerin

hazirlanmasini igermektedir.

:f 2*. Sulu ilac cozeltisi

3. Organik fazin siirekli
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5. Mikro/nanopartikillerin
kazanimi&kurutulmasi 4, Organik coziiciilerin
evaporasyon/ekstrasyon/difiizyonu

Sekil 2. 4 ila¢ yiikli mikro/nanopartikiillerin hazirlanmasi icin solvent emiilsifikasyon
yonteminin sematik olarak gosterilmesi [52]

Cift Emiilsiyon (w/o/w) Yontemi

Cift emilsiyon metodunun ilk adimi, sulu c¢ozeltinin hidrofilik aktif komponent ve
organik fazin polimer ve uygun bir sirfaktan icerdigi bir su-yag (w/o) olusumudur.
Miniemdlsiyon yiliksek kayma gerilimi altinda (sonikasyon, mikrosivilastirma, yliksek
hizli homojenlestirme gibi) olusturulur. Sonra, su-yag-su (w/o/w) emilsiyonu olusumu
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damlacik boyutunun indirgenmesi igin sonike edilir ya da homojenlestirilir. Bu ikinci
boyut indirgenmesi harici sulu faza hidrofilik aktif komponent diflizyonunu minimize
etmek igin kontrol edilmelidir. Son adim, evaporasyon, organik ¢dzlicliyu uzaklastirmak
icin kullanilmaktadir. Evaporasyon polimer ve aktif komponentin zarar gérmesini
engellemek ve son nanopartikil boyutunun indirgenmesini saglamak igin vakum

altinda gergeklestirilir.

Cift emilsiyon yonteminin temel dezavantaji bliyik nanopartikillerin olusumu ve
disik tutuklanma verimliliklerinden sorumlu hidrofilik aktif komponentinin sizintisidir.
Dikkate alinmasi gereken 6nemli parametreler: polimer/sirfaktanlar orani, polimer
konsantrasyonu, sirfaktan vyapisi, viskozite, ¢Ozlcli vyapisi, kayma gerilimi,

evaporasyon, ek maddeler ve birinci/ikinci faz oranidir [53].

‘Salting Out’ Yontemi

Salting out suda c¢ozinebilen bir ¢ozicliniin sulu ¢ozeltiden salting-out etkisiyle
ayrilmasina dayanir [54]. Polimer ve ilag ilk olarak salting-out ajanlari (magnezyum
klorid ve kalsiyum klorid gibi elektrolitler ya da stikroz gibi elektrolit olmayanlar) ve
polivinilpirolidon ya da hidroksietilseliiloz gibi kolloidal bir stabilizator iceren sulu bir jel
icinde emdlsifiye edilen bir ¢ozeltide ¢oziindiralur. Bu yag/su emdlsiyonu yeterli
hacimde su ya da sulu ¢ozelti ile ¢ozliclinin sulu faza diflizyonunu arttirmak icin

seyreltilir, boylece nanokirelerin olusumu indlklenir [55].

Salting out sicaklik artisina ihtiyac duymaz bu nedenle i1si hassasiyeti olan maddelerin

islenmesinde kullanish olabilir [56].

Coziicii Yer Degistirme / Cokeltme Yontemi

Cozlict degistirme oOnceden olusturulmus bir polimerin organik bir c¢ozeltiden
¢Okeltilmesi ve organik ¢ozilclinin strfaktan varliginda ya da yoklugunda sulu ortamda
difizyonunu igerir. Polimerler, ilag ve/veya lipofilik sirfaktanlar aseton ya da etanol
gibi yari polar suda ¢ozlinebilen ¢ozeltilerde ¢ozlndurdlir. Cozelti sonrasinda bosaltilir
ya da manyetik karistirma altinda stabilizator iceren sulu bir ¢ozeltiye enjekte edilir.

Nanopartikiller hizli ¢6zicl difizyonu yoluyla hemen olusturulur. Coziicii daha sonra
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indirgenmis basing altinda slspansiyondan uzaklastirilir. Organik fazin sulu faza
eklenme hizlari partikil boyutlarina etki eder [57]. Nano ¢okelme yontemi ¢ogu az

¢Ozlinen ilaglar icin oldukca uygundur [58].

2.4 Biyokonjugasyon

Biyokonjugasyon 6zel bilesenlerinin kombine edilmis 6zelliklerine sahip olan yeni bir
kompleks olusturmak igin iki ya da daha fazla molekiliin baglanmasini igerir.

Biyokonjugasyon teknolojisi biyolojinin bircok alanindan etkilenmistir [59].

Peptid ve proteinlerin sulu kosullar altinda modifikasyonlari igin ydntemlerin
gelistirilmesi hem endustriyel hem de akademik laboratuvarlarda ilgi toplamistir [60].
Protein ve polimerlerden olusmus iyi tanimlanmis hibrit malzemeler sensorlerin,
aktlatorlerin ve ilag salim sistemlerinin yapilmasinda belirgin firsatlar sunmaktadir. Bu
malzemelerin konseptini saglayan proteinin spesifik fonksiyonu ile sentetik
polimerlerin yigin 6zellikleri ve islenebilirligidir. Kismen iyi tanimlanmis bir 6rnekte
Murphy ve ark. biyomolekiler bir capraz bag olusturarak iki spesifik protein bélgesine
polimerin kovalent baglanmasini gostermistir. Bu 6ncl calismalar glzel firsatlar
vadederken, tim protein ve polimerlere genellemenin zor oldugu baglama tekniklerine

bel baglamislardir [61].

Konjuge polimerler yiiksek polarlikta bir ortamda ¢6zlinebilen iyonik gruplar ve
kullanish optik (ve/veya elektronik) 6zelliklere sahip bir p-konjuge iskelet iceren yeni
malzemelerdir. Konjuge polimerler organik optoelektronik cihazlarda ve ¢oklu tabakali
istk yayan diyotlar, i1sik yayan elektrokimyasal hiicreler, floresans bazli biyosensorler

gibi biyolojik assaylerde kullanilmaya baslanmistir [62].

Biyokonjugatlarinin geleneksel yontemlerle sentezlenmesi makromolekillerin sulu
¢Ozeltideki fonksiyonel gruplarinin aktivasyonu ile gerceklesmektedir. Bilinen tim
biyokonjugasyon reaksiyonlarinda tasiyicc molekillerin fonksiyonel gruplarinin
aktivasyonu ve proteinlere baglanmasi icin 1-etil -3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidrokloriir (EDC) gibi cesitli capraz baglayicilar kullanilmaktadir. 1-etil -3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorir araciligi ile polimerlerin karboksil

gruplarinin modifikasyonu ve proteinlerin amino gruplarinin, aktiflestirilmis polimer
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gruplarina amid bagi olusturarak kovalent olarak baglanmasi iki adimda
gerceklesmektedir: ilk adimda tasiyici 6zellikteki polimerin  karboksil gruplari
karbodiimid ile aktive edilmekte ve O-agilizolire kararsiz ara Grini olusmaktadir.
Sonrasinda ortama ilave edilen proteindeki amino gruplari bu kararsiz ara urine
saldirarak reaksiyon vermekte ve amid bagi olusumu (zerinden polimer-protein
biyokonjugatlari sentezlenmektedir. Polimerin karboksil gruplarinin proteinin amino
gruplarina baglanmasiyla gerceklesen kondenzasyon reaksiyonunda yan driin olarak
Ure turevi meydana gelmekte ve diyaliz ya da ultrafiltrasyon gibi gesitli saflastirma

yontemleri ile uzaklastirilmaktadir [63].

Primer Amin
e i e
| (S @
@AO“ + o g /INK N + )N\”
O °

Karboksilik w 0-Agilizolire Capraz bagh izotire
EDC Aktif Ester protein yan Urln

NH

asit
Sekil 2. 5 EDC karbodiimid varliginda biyokonjugasyon mekanizmasi. (1) ve (2)
karboksilat ve primer amin gruplari iceren peptid, protein veya herhangi bir kimyasal
olabilir [64]

2.4.1 insiilinin Lineer Polimerler ile Biyokonjugatlan

Biyoaktif peptidler ve proteinlerin biyokimyasal ve farmakolojik 6zellikleri polimerlerle

konjugasyon yoluyla degistirilebilir.

Tip 1 diyabetin tedavisinde kullanilan insilinin oral yolla salimi diyabet arastirmalarinin
en 6nemli uzun dénem hedeflerinden biri olarak goriilmektedir. Ancak oral olarak
uygulanan instlinin biyobulunurlugu, gastrointestinal bolgede enzimatik bozunmasiyla
ve makromolekiiler boyut ve hidrofilligine bagli olarak proteinin zayif intestinal
absorpsiyonuyla tehlikeye girmektedir [65]. insilinin viicuda verilmesinde en etkili
yollarin arastiriimasiyla birlikte, insilinin daha biyik makromolekiillerle biyokonjugat

haline getirilerek viicuda verilmesi stratejisi de gelismistir.

Bir calismada, instlinin GlyA1 insiilin amino grubu araciligiyla karboksimetil dekstranin

(CMD, MW=51 000) aktive edilmis karboksil gruplarina bolgeye-spesifik baglanmasi
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saglanmistir. Calismanin sonucunda, instlinin CMD’ye konjugasyonunun uzatilmig yanit

ile biyoaktif bir konjugata gotlrdigi sonucuna varilmistir [66].

insan insilini dort farkli konjugatla sonuglanan PheBl ya da LysB29’un amino
gruplarina kisa zincirli (750 ve 2000 Da) metoksipoli (etilen glikol)’'un (mPEG) kovalent
olarak baglanmasiyla modifiye edilmistir: mPEG(750)-PheB1-insilin, mPEG(2000)-
PheB1-insiilin, mPEG(750)-LysB29-insiilin ve mPEG(2000)-LysB29-insiilin. In vivo
farmakodinamik assayler, mPEG(750)'in insilin B-zinciri Uzerindeki konuma
konjugasyonundan sonra biyolojik aktivitesinde bir kayip olmadigi ortaya konmaktadir.
Ancak, mPEG(2000)'in baglanmasi %85 civarinda konjugatlarin biyoaktivitesini

azaltmistir [67].

Baska bir calismada, ipek serisin peptidleri ¢apraz baglayici reaktif glutaraldehit ile
birlikte insilinle kovalent olarak konjuge edilmistir. ipek serisin-insiilin
biyokonjugatlarinin biyolojik aktiviteleri in vitro ve in vivo saptanmistir. insan
serumunda in vitro sonuglar sentezlenen ipek serisin-insiilin tirevinin yarit dGmrindn
sigir serum albimin-insilin konjugatlarindan ve tam insilinden sirasiyla 2.3 ve 2.7 kat
daha fazla oldugunu goéstermektedir. ipek serisin- insiilin biyokonjugatlarinin
farmakolojik aktivitesi farelerde in vivo dogal inslilinden doért kat uzun olarak 21 saat
olarak olgiilmistiir. insilinin ipek serisin ile biyokonjugasyonu insiilinin hem

fizikokimyasal hem de biyolojik stabilitesini arttirmistir [68].

Bir calismada, sivi ipek fibroin glutaraldehit kullanilarak glicli polar yan gruplar
araciligiyla insiilin molekiilleriyle kovalent olarak birlestirilmistir. ipek fibroin- inslin
biyokonjugatlarinin fizikokimyasal 6zellikleri insilinin kantitatif olgimi icin enzim-bagh
immiinosorbent assay (ELISA) vyoluyla arastirilmistir. insiilin biyokonjugatlarinin
biyolojik aktiviteleri in vitro ve in vivo karakterize edilmistir. 5 saatlik ¢apraz baglama
yoluyla elde edilen ipek fibroin-insilin yapilari insan serumunda in vitro sigir serum
albiimin-insiilin  tirevlerinden daha vyiiksek stabilitedir. ipek fibroin- insilin
biyokonjugatlarinin farmakolojik aktivitesi farelerde in vivo dogal insilinden dort kat
uzun olarak 21 saat olarak élctilmustir. insilinin ipek fibroin ile biyokonjugasyonu

instlinin hem fizikokimyasal hem de biyolojik stabilitesini arttirmistir [69].
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2.4.1.1 insiilinin Lineer Yapih Polimerler ile Biyokonjugasyonu igin Capraz

Baglayicilar

Biyokonjugatlarin geleneksel ydntemlerle sentezlenmesi makromolekiillerin sulu
cozeltideki fonksiyonel gruplarinin aktivasyonu ile gerceklesmektedir. Bilinen tim
biyokonjugasyon reaksiyonlarinda tasiyict molekillerin fonksiyonel gruplarinin
aktivasyonu ve proteinlere baglanmasi igin 1-etil -3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid

hidroklorir (EDC) gibi cesitli capraz baglayicilar kullanilmaktadir [70].

Yeni bir baglama reaktifi olarak, meta-maleimidobenzoil N-hidroksisiksinimid ester
sentezlenmistir. Bu reaktifler kullanilarak, insilin nétral, sulu ¢ozeltide B-D-
galaktosidaz ile kolaylikla konjuge edilmistir. Baglanma prosediri esnasinda enzim

aktivitesinde herhangi bir indirgenme goézlemlenmemistir [71].

Protein amino gruplarinin modifikasyonu igin spesifik reaktifler grubu olarak
imidoesterlerin olasi kullanimi arastiriimistir. Model bilesiklerin kullanimi yoluyla
proteinlerde bulunan reaktif gruplardan yalnizca amino grubunun sulu ¢ozeltilerde
imidoesterlerle reaksiyon verdigi belirlenmistir. pH 9.5’da glisin ve metil benzimidat
arasindaki reaksiyonun denge calismalari amino grubunun tek bir reaksiyon Uriiniine
dénistirildiigiine isaret etmistir. insilin-imidoester reaksiyonlari oda sicakliginda ve
pH>7 ve pH<10 degerlerinde yuratilmustir. Cok miktarda reaktif ile reaksiyon, protein
a- ve g-amino gruplarinin, reaksiyondan sonra tripsine direngli olan lizil peptid baginin
tam kaybi ile sonuglanmistir. Hem lizil hem de N-terminal glisil rezidiisii benzer amidine
tamamiyle donidsmdstir fakat N-terminal fenilalanin rezidisiinde veya yakininda bazi
kiicik yan reaksiyonlar alifatik imidoesterlerle proteinin reaksiyonu esnasinda

gerceklesmistir [72].

2.4.2 insiilinin Polimerik Nanopartikiiller ile Biyokonjugasyonu

Son yillarda polimerik nanopartikiller igin yapilan sayisiz galisma insilinin farkli salim
yollari Uzerine odaklanmistir. insiilinin nanopartikiiller ile birlikte kullanimi insdlini
bozunmadan korumak ve ince bagirsak icerisinde emilimini arttirmak icin

tasarlanmistir.
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Son yillarda insilin salimi igin tasiyici olarak hem hidrofilik hem de hidrofobik polimerik
nanopartikiillerin kullanimina yénelik ilgi artmistir. insiilin salimi icin kitosan, dekstran
stlfat — vitamin B12, kati lipid nanopartikilleri, polilaktid asit (PLA), poliglikolik asit
(PGA), Poli(€-kaprolakton) (PCL) ve poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) en sik kullanilan
yapilardir [73].

Poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA) en iyi gelistirilmis biyobozunur polimerlerden biridir.

0 o)
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HO * Ho
CH,

Laktik asit | Glikolik asit

0
0 H
HO/’JH/ \H\l/\cy%nf
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poli-{laktik-ko-glikolik asit)

Sekil 2. 6 Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) nin yapisi ve monomerleri [74]

Polimerik nanopartikiller olusturmak igin gelistirilmis farkh polimerler arasinda, PLGA
cekici ozelliklerine bagl olarak belirgin bir ilgi toplamistir: (i) biyobozunurluk ve
biyouyumluluk, (ii) paranteral ila¢ salimi icin ilag salim sistemlerinde FDA ve European
Medicine Agency onayi, (iii) hidrofilik ya da hidrofobik kigcik molekil ya da
makromolekiiller gibi farkli tip ilaclara uyarlanmis formilasyon ve Uretim
yontemlerinin iyi tanimlanmasi, (iv) ilaci bozunmadan korumasi, (v) devamh salim
saglayabilme (vi) biyolojik malzemelerle daha iyi etkilesimi ya da gizliligi saglamak igin
yuzey Ozelliklerini modifiye edebilme ve (vii) nanopartikilleri spesifik organ ya da

hiicrelere hedefleyebilme [75].

Farkli fiziksel karakteristiklerde (boyut, boyut dagilimi, morfoloji, zeta potansiyel)
poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), kullanilan sentez ydntemine goére spesifik

parametrelerin kontroliyle sentezlenebilir [76].
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Literatlirde yapilan PLGA-insilin nanopartikillerine ait partikiil boyutu c¢alismalari

sonuglari Cizelge 2. 1’ de verilmistir.

Cizelge 2. 1 Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)-insilin nanopartikiillerinden elde edilen
bazi boyut degerleri [77-79]

Polimer oran Siirfaktan Partikiil Boyutu (nm)
PLGA (50:50) PVA %1 43714
PVA %2 256+17

Pluronik %1 1289 + 232

Pluronik %2 426+ 13

Tween %1 455 + 23
Tween %2 565+ 34
PLGA [75:25] Pluronik %1 419 + 28

Pluronik %2 357 +22

Tween %1 374 +61
Tween %2 121 +12
PLGA (oran | PVA 615
belirtiimemis)
PLGA (oran | ~400

belirtiimemis)
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BOLUM 3

MATERYAL VE METOT

3.1 Deneylerde Kullanilan Malzeme ve Ekipmanlar

3.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Deneysel galismalarda kullanilan kimyasallarin isimleri, alindiklari firmalar ve katalog

numaralari Cizelge 3. 1’de verilmistir.

Cizelge 3. 1 Deneysel calismada kullanilan kimyasal maddelerin 6zellikleri

Kimyasalin Adi Alindigi Firma Katalog No
Insulin human MP BIO Sigma 12643
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) .

karbodiimid hidroklorid (EDC) >igma E-7750
Sodyum dihidrojen fosfat, . .

(NaH2PO4) Riedel-de Haén 04361
Sodyum hidrojen fosfat,

(Na2HPO4.7H20) Fluka 71647
Sodyum kloriir, (NaCl) Fluka 71376
Sodyum hidroksit, (NaOH) Fluka 06203
Hidroklorik asit, (HCI) Riedel-de Haén 07102
Sodyum azid, (NaN3) Applichem A1430
Diklorometan (DCM) Riedel-de Haen 24233
Polivinilalkol (PVA) Aldrich 363073
Poli-Laktik-ko-Glikolik Asit .

(PLGA) Aldrich 719900
Poliakrilikasit (PAA) Aldrich 52392-5
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3.1.2 Kullanilan Cihazlar
eFinnpipette Micropipet (1-10 mL, 100-1000 pL, 5-50 pL)
oWTW pH level 1 pH metre
eHanna Instruments pH 211
ePrecisa XB 220A Terazi
eSartorius CP 225D Hassas Terazi
eHeraeus Biofuge Stratos Santrifiij Cihazi
eHeildolph MR 3000 Manyetik Karistirici
eHeildolph MR 3001 Isiticil Manyetik Karistirici
o|KAMAG Coklu Karistiric
eMilipore-Q Gradient Ultra Saf Su Cihazi
eJasco V-530 UV-VIS Spektrofotometre
e Zetasizer Nano ZS (Malvern)
e Jel Gegirgenlik Kromatografisi (Gel Permeation Chromatography-GPC)
eShimadzu Scanning Probe Microscope-SPM 9600

e Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi (FT-IR) (Shimadzu)

3.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler

3.2.1 0,01 M"’lik PBS Tamponu (pH=7)

2,6807g Na,HPO,4.7H,0 (Mw=268,07 g/mol) tartilarak 500 ml ultra saf suda ¢ozunr.
Daha sonra 1,56g NaH,P04.2H,0 (Mw=156,01 g/mol) tartilarak 450 ml ultra saf suda
¢Ozlinlr. Hazirlanan 400 ml’lik NaH,PO, ¢oOzeltisi 1 L’lik balon joje icerisindeki Na,HPO,4
¢Ozeltisinin Uzerine eklenir ve karistirilir. Bu karisima son olarak 8.766 g NaCl eklenir ve
tekrar karistirilir. Karisimin pH’1 6l¢iilir ve 1 M NaOH ya da 1 M HCI kullanilarak
pH=7'ye ayarlanir. Ultra saf su kullanilarak ¢ozelti hacmi 1 L olacak sekilde hacim

tamamlanir.
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3.2.2 % 2,5’lik PVA Cozeltisi

2,5 g polivinil alkol tartilir ve izerine 100 ml ultra saf eklenip homojen ¢ozelti elde

edilene kadar karistirihr.

3.3 Deneysel Calismalarda Kullanilan Olgiim Yéntemleri

3.3.1 GPC (Jel Gegirgenlik-Molekiiler Eleme Kromatografisi)

Kromatografi, kimyasal yapilari birbirine yakin olan kimyasal madde veya karisimlarin,
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerine goére ayrilmasinda kullanilan bir y&ntemdir.
Kromatografide genel olarak bir sabit (stasyoner) faz, bir de hareketli (mobil) faz
bulunmaktadir. Kromatografide durgun faz, bir kati veya kati ylizeyine kaplanmis bir
sivi fazdir. Durgun fazin Gzerinden akan hareketli faz ise bir gaz veya sivi fazdir.
Hareketli fazin sivi oldugu kromatografi tiirline sivi kromatografi; hareketli fazin gaz
oldugu kromatografi tliriine ise gaz kromatografi denir. Gaz kromatografi, ucucu sivi ve
kati karisimlar icin uygulanan bir tekniktir. Sivi kromatografi ise 6zellikle 1sil kararsiz ve
ucucu olmayan o6rnekler icin uygulanir. Gaz ve sivi kromatografinin uygulama alanlari
farkhdir; ancak bircok bilesen her iki kromatografiyle de ayrilabilir. Amaca uygun se¢im

yapihr [80].

Kromatografi, diizlemsel veya bir kolonda uygulanabilir. Dizlemsel Kromatografi klasik
anlamda Uge ayrilmaktadir. Kagit kromatografi, ince tabaka kromatorafisi ve jel
kromatografi dlzlemsel kromatografiye ornek gosterilebilir. Bu kromatografik
yontemler, ¢ozlicinin dogal hareketi ile gerceklestirilebildigi gibi elektriksel alanda
gerceklestirilen  elektroforez  teknigi de dizlemsel kromatografide sikca

kullaniimaktadir.

Molekiiler eleme kromatografisi proteinleri molekil blyikligine gore ayirir. Kolon, jel
boncuklar [dekstran ya da agaroz veya poliakrilamid gibi polimerler-ticari isimleri;
sephadex, sepharose, biojel-, (genellikle 0,1 mm caphdirlar) polisakkarid veya
poliakrilamid polimer] ile doldurulur. Protein karisimini iceren tampon, kolondan

gegcirilir.
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Proteinlerin, matriksteki porlara takilma yizdesi, buyuklGgi ile ters orantilidir. Porlara
takilan proteinler daha yavas suriklenirler. Bu yontemin blyik miktarda protein
karisimini  saflastirabilmesi gibi bir avantaji varken, yavas ayirrm yapmasi da
dezavantajidir. En iyi ayrisma igin kolon igine konulan érnek hacmi kolon hacminin

%5’ini asmamalidir. Bu ylzden elde edilen 6rnegin hacmi kiiclik olmaktadir [81].

Calismamizda kullanilan insilinin molekil boyutu, PAA polimerinden cok daha
kiguktlr. Bu sekilde farkli boyutlardaki molekdllerin karisimindan olusan ¢6zeltide her
bir molekilin hidrodinamik capi ve hidrodinamik hacmi birbirlerinden farkh olacaktir.
Konjugat karisiminda bulunan serbest insilin gibi kiigiik molekiller gozeneklerde daha
uzun kalarak kolondan daha gec cikacaklardir. Bunun yaninda molekiil capi cok daha
blyuk olan polimer gibi molekiillerin gbzenekler ile etkilesimi ¢ok daha az olacagindan
kolonda daha kisa siire kalacak ve sistemden daha gabuk ¢ikacaktir. Bu sekilde molekiil
¢ap! blytdikce kolonda kalma siiresi buna ters orantili olarak azalacaktir. Sistemi terk
eden molekiller ise UV ve isik sagilmasi detektorlerinde saptanacak ve sinyale

dondistirilerek kromatogram elde edilecektir.

3.3.2 Floresans Spektroskopisi

Floresans spektroskopisi oldukca yiksek hassasiyet ve seciciligine bagli olarak analitik

bilimin bircok alaninda énemli bir aractir [82].

Floresans analitin molekdllerinin belli bir dalga boyunda radyasyon yoluyla harekete
gecirildigi ve farkh bir dalga boyunda radyasyonun yayildigl bir analiz metodudur.
Uygun bir dalga boyunun isini bir molekdl tarafindan absorplandigi zaman molekilin
elektronik hali zemin halinden harekete gecen elektronik hallerin birindeki bir¢ok
titresimsel seviyelerin birine donislr. Harekete gegcmis elektronik hal genellikle ilk
harekete gecen singlet S1 halidir. Molekdl bir kez bu harekete ge¢mis haldeyken, bazi
prosesler araciligiyla dinlenme meydana gelebilir. Floresans isigin emisyonu da bu

proseslerden ve sonuglardan biridir [83].
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| Numune
hiicresi
eksitasyvon
monokromatori
Xe lamba
emisyvon
monokromatirii \
foto dedektir

Sekil 3. 1 Floresans spektrofotometre cihazi ve pargalari [84]

3.3.3 Boyut ve Zeta Potansiyel Ol¢iimleri

Bir maddenin kendisi i¢in ¢6ziicii olmayan bir ortamda 10°-107 cm boyutlarinda
dagiimasiyla olusan ¢o6zeltiye kolloidal ¢bzelti denir. Kolloidal sistemlerin dogalarini

gosteren en dnemli 6zelliklerden ikisi, partikil boyutu ve yuzey 6zellikleridir.

Kolloidal partikil difiiziviteleri genellikle elektroforetik hareketliliklerden saptanan isik
sacilmasi ve zeta potansiyel yoluyla oOlclilmektedir. Hidrodinamik cap Stokes-Einstein

esitliginin kullanimiyla difGiziviteden hesaplanabilmektedir [85].

Calismamizda kullandigimiz Zetasizer Nano ZS agregatlarin daha gicli saptanmasi ve
‘NIBS’ optikleriyle dinamik isik sacilmasini kullanarak kiiclik ya da seyreltik 6rnekler ve
cok disuk ya da yiksek konsantrasyonlardaki ornekler icin yiksek performansl iki acili
partikiil ve molekiil boyut analizleyicisidir. Ayrica partikiller, molekiiller ve yizeyler igin
elektroforetik 1sik sacilmasini kullanan bir zeta potansiyel analizatori ve statik i1sik

sacilmasiyla molekdil agirhigi analizatoridur.

Asagidaki denklikle partikil boyutu hesaplanmaktadir:
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D= k.T
3.z.n.R

k= Boltzman Sabiti, T = Mutlak sicaklk, n = Cozlci vizkozitesi  (3.1)

Calismamizda zeta potansiyel 6l¢imi icin pH=7'de negatif yukli olan insilin ve PAA
polimeri temel alinmistir. Olusturulan insilin - PAA konjugati negatif yiikli oldugundan
ortamda pozitif yikli iyonlari ¢eker ve partikil ylzeyinin disinda Stern tabakasi denen
pozitif yukli iyon tabakasini olusturur. Bu tabakadaki elektrik potansiyeline Stern
potansiyeli adi verilir. Stern tabakasinin ardindan iyonlarin daha serbest oldugu difiiz
bolgesi bulunur. Bu bolgede varsayimsal olarak bir kayma diizlemi bulunur ve bu
bolgedeki elektrik potansiyeline de Zeta potansiyeli adi verilir. Zeta potansiyeli

asagidaki denklikle hesaplanmaktadir.

2.¢.2.f(ka)
Ug=—FT—7—7
3n (3.2)
U = Elektroforetik hareketlilik,
¢ = Ortamin dielektrik sabiti,
n= Ortamin vizkozitesi ve

f(ka) = Henry Fonksiyonu

3.3.4 UV-VIS Spektroskopisi (Ultraviyole-Gériiniir Bélge Spektroskopisi)

Elektromagnetik dalgayla (enerjiyle), maddenin etkilesimini inceleyen bilim dalina

spektroskopi denir. S6z konusu madde ¢ekirdek, atom veye molekiil olabilir.

Bir madde, lizerine disirilen cesitli dalga boylarindan (ultraviyole i1sinlarindan radyo
dalgalarina kadar) ancak bazilarini absorplar. Maddenin bu 6zelliginden yararlanilarak
yapisi, konsantrasyonu vs. tayin edilebilir. Bunun icin madde (zerine dalga boyu 110
nm den 3000 nm ye kadar degisen isinlar distralir. Biitiin bu dalga boylarini verecek
ve hangi dalga boylarinin absorplandigini tespit edecek tek bir cihaz mimkiin
olmadigindan, belirli dalga boylarindaki isinlarla galisan cihazlar gelistirilmistir. 110-
1000 nm dalga boylarinda calisan cihazlara ultraviyole ve gérinir alan, 2500-25000 nm
dalga boylarinda calisan cihazlara infrared ve dalga boylar yizlerce metreye kadar
degisen radyo dalgalariyla calisan cihazlara da nikleer manyetik rezonans cihazlari

denir. Bu cihazlarin gecerli olduklari alan spektroskopilerine de sirasiyla ultraviyole UV
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ve gorinir (elektronik), infrared IR (titresim) ve nikleer magnetik rezonans (NMR)

spektroskopileri adi verilir.

Elektronik spektroskopide maddenin absorpladigli enerji, yapisinda bulunan bir

elektronu bir Ust eneriji seviyesine gikarir.

Hem organik, hem de inorganik maddeler UV ve goriiniir alanda absorpsiyon yaparlar

[86].

Elektromanyetik Spektrum: Gorianir (visible) spektrum toplam radyasyon spektrumun
sadece kuguk bir kismini olusturur. Etrafimizi saran radyasyonun ¢ogunu géremeyiz
ama cihazlarla farkedilir. Bu elektromanyetik spektrum c¢ok kii¢lik dalga boylarindan
(gama ve x-ray leri igerir) ¢ok uzun dalga boylarina kadar uzanir (mikro dalgalar ve

radyo dalgalarini igerir).

Elektromanyetik Spektrum

Giriiniir
Xasmlan Mikrodalga
: k=1
Gama | i I i
. i | IR , Radvo
1smlan I { | i .
-~ —
IIIE'['I"E' L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
10713 1ot 10 107 1073 108 101 10
Dl IJ . CI L 1 1 1 1 | | | 1 | | 1 1 1 ]
alga boyu 1ot 109 107 10 103 10! 10 108
nm 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |
10 102 10° 10?2 10* 105 107 10°
Frekans Hz 1 1 1 1 1 1 1 1
1021 1pt® 10t7? 1p0ls 103 1ot 10? 107
Enerji kcal 1 1 1 ] 1 ] 1 1
! 10% 10® 104 102 10? 102 1074 107®

Sekil 3. 2 Elektromanyetik spektrum

Spektrumun verilen bir bolgesiyle ilskilendirilmis enerji frekansiyla orantilidir. Alttaki

esitlik bu iliskiyi tanimlamaktadir:
u=c/A v =frekans, A= dalgaboyu, c=isik hizi (c=3x10" cm/sn) (3.3)
AE=h x u E= enerji, u=frekans, h= Planck sabiti (h= 6,6x 10 erg/sn) [87] (3.4)

Bir molekilin fiziksel ve kimyasal Ozellikleri atomlara, dayanima ve kimyasal
baglanmanin tirlerine baghdir. Kimyasal reaksiyonlarin blyik bir cogunlugu

¢Ozeltilerde gerceklesir. Hidrojen bagi ve Van der Waals baglarinin ikisi de bir ¢ozelti
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ortaminda onemlidir. Bir molekiler sistemin elektronik yapisi, molekdllerin boyutu,

geometrisi, konsantrasyonu ve molekiller arasi uzaklik etkilesim tiirlerine baghdir.

Bir molekuldeki 1s1gin absorpsiyonu ortamdaki etkilesim tirlerine baghdir. Absorpsiyon
yogunlugu hakkinda iki ampirik yasa formilize edilmistir. Lambert yasasi absorbe
edilen gelen 151gin kirillimasinin kaynagin yogunlugundan bagimsiz oldugunu belirtmistir.
Beer yasasl absorpsiyonun absorbe eden molekillerin sayisiyla orantil oldugunu

belirtmistir. Bu yasalardan asagidaki esitlik tanimlanmistir:
log lo/I =A =¢.c.| (3.5)

lo ve | sirasiyla gelen ve iletilen 1sigin yogunluklaridir, [ santimetrede absorbe eden
¢ozeltinin yol uzunlugu ve c mol/litrede konsantrasyondur. Logio(lo/l) absorbans ya da

optik yogunluk; € molar ekstinksiyon olarak bilinir.

Molar absorptivite 1sinin dalga boyuyla degisir. Bu ¢alisilan atomik ya da molekiler
sistem icin karakteristik bir niteliktir. Bu ylzden, molar absorptivite farkli ortamdaki

atomik ya da molekdler sistem igin hesaplanmahdir.

Lambert- Beer yasasi seyreltik ¢ozeltiler icin sinirlandirilmis bir yasadir. Lambert- Beer
yasasina gore hem sicaklik hem de dalga boyu sabittir. Oysa ki, eger sicaklik degisirse,

¢Ozeltinin konsantrasyon, hacim ve refraktif indeksi de degisebilir.

Eger bir ¢Ozeltinin konsantrasyonu degisirse, absorbans egrisinde de bazi degisimler
olacaktir. Bu olay bir ¢oziici ve bir ¢oziinen arasindaki etkilesimlerle olusturulabilir

[88].

3.3.5 FT-IR Spektroskopisi (Fourier Transform Infrared Spektroskopisi)

FTIR matematiksel Fourier donlisimi yontemi ile 1si8in infrared yogunluguna karsi
dalga sayisini 6lgcen bir kimyasal analitik yontemidir. Elektromanyetik isik dizisinin kizil
Otesi bolgesi 14000 cm™ile 10 cm™ arasindadir ve yakin dalga boylu kizil 6tesi (NIR;
4000~14000 cm™), orta dalga boylu kizil Gtesi (MIR; 400~4000 cm™) ve uzak dalga

boylu kizil 6tesi (FIR; 4~400 cm™) olmak tizere ti¢ ana bélgeden olusmaktadir [89].

Kizilotesi bolgesinde absorpsiyon, molekiillerin titresim ve donme dizeylerini uyarir.

Teknik, bu uyarimin o6lgimi esasina dayanir. Kizilbtesi i1sinin absorpsiyonu, cesitli
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titresim ve donme halleri arasindaki enerji farklarinin kiigiik olmasi nedeniyle
cogunlukla molekiler yapilarla sinirlidir. Dalga sayisi hem enerji hem de frekans ile
dogru orantih oldugundan FT-IR spektroskopisi incelemelerinde dalga sayisi dlcek

olarak kullantlir [90].

Calismada kullanilan ve w/o/w ikili emilsiyon ydntemi ile olusturulan PLGA-insilin
nanopartikilleri kati olarak ve higbir 6n islem uygulanmadan FTIR cihazi ile analiz

edildi.

3.3.6 AFM (Atomik Kuvvet Mikroskopisi)

AFM bir kantilevere baglanmis sivri bir probtan olusur. Problar tipik olarak silikon ya da
yaklasik 5-20 nm egrilik yarigapl bir tip ile silikon nitritten yapilmaktadir. Prob numune
ylzeyini taradiginda, tip ile numune ylzeyindeki atom arasindaki etkilesim Van der
Waals kuvvetleri ve diger kimyasal bag ve kuvvetlerin sonucu olarak kantileverin
egilmesine sebep olur. Kantileverin egilmesi ya da bukilmesi Hook Yasasiyla ilgilidir.
Kantileverin bikilmesi, kantileverin arkasindan isik sagan bir lazer isiniyla saptanir, bir

fotodiyot ya da lazer dedektoriine yansitilir ve bilgisayar aracihigiyla islenir.

Elektronik Kontrol

B&lumo
Lazer.
Dedektdr
Tarayicl
—_—
Kantilever&Tip
Fotodiyot dedektdr

Sekil 3. 3 AFM cihazinin sematik diyagrami [91]

w/o/w ikili emulsiyon yontemi ile olusturulan nanopartikiiller Shimadzu Scanning

Probe Microscope-SPM 9600 ile incelenmistir.
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AFM cihazinin prob ylizeyine 6nce 20 pl saf su damlatildi ve 10 sn sonrasinda su
uzaklastirildi ve 5 ul 6rnek prob yizeyine yiklendi. 5 dakika bekletildikten sonra 6érnek
sivisi tekrardan uzaklastirildi. 10 pl su ile prob yizeyi tekrar yikandi ve 30 dakika

kurumasi beklendikten sonra ornekler AFM cihazinda analiz edildi.
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BOLUM 4

DENEYSEL KISIM

4.1 insiilinin Poliakrilikasit (PAA) Polimeri ile Biyokonjugatlarinin Sentezi

Bu tez ¢alismasinda insiilin ile Poliakrilikasit (PAA) kullanilarak EDC c¢apraz baglayicisi

varliginda farkli molar oranlarda konjugatlar sentezlendi.

4.1.1 insiilin - PAA Biyokonjugatlarina Ait Hesaplamalar

insiilinin artan oranlarinda (nins/Npan=0,1; 0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11) konjugatlar sentezlendi.

4.1.1.1 insilinin Artan Oranlarinda Konjugasyon

Klasik Konjugasyon Yontemi ile EDC varliginda ni,s/npaa= 0,5; 1; 3; 5; 7; 9 ve 11 olmak

Uzere 7 farklh oranda konjugat sentezlendi.
PAA konsantrasyonu ¢ozelti icerisinde 0,5 mg/ml olacak sekilde hazirlandi.
(MPAA= 100 000 Da; Mins[jlin = 5807,57 Da)

1. nins/Npaa = 0,5 olan 5 ml instilin - PAA Konjugati icin hazirlanan ¢dzelti icerisinde;

Mos _ CinsMemn 5 G 200000 o 0796 mg insiiling 5 ml
5807,57.05

2. nins/Npaa = 1 olan 5 ml insiilin - PAA Konjugati icin hazirlanan ¢ézelti icerisinde;

. - C. ..100000
Mins _ Cins: M ppn = 1="""" = Cis=0,145 mginsilin/ 5 ml
Moo Com M. 5807,57.0,5

3. Nins/Npaa = 3 olan 5 ml insiilin - PAA Konjugati icin hazirlanan ¢ézelti icerisinde;
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ins_ _ Cins-M pa = 3= w = Cins = 0,435 mg insilin/ 5 ml
Noan Coma-Mins 5807,57.0,5

4. njns/Npaa = =5 0lan 5 ml insiilin - PAA Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti icerisinde;

Nye _ CusMom _ g _ Cins:100000

Ins

= = =" = Cins = 0,726 mg insiilin / 5 ml
Npaa Cpma-Mins 5807,57.0,5

5. Nins/Npaa = 7 0lan 5 ml insiilin - PAA Konjugati icin hazirlanan ¢ézelti icerisinde;

. . C. ..100000
Mins _ Cins:M ppn = 7= = Cins = 1,016 mg insiilin / 5ml
Mo ComM . 5807,57.0,5

6. Nins/Npaa = 9 olan 5 ml insiilin - PAA Konjugati icin hazirlanan ¢ézelti icerisinde;

Mins _ Cins-M e = 9= w = Cins = 1,306 mg insilin / 5ml
Noas Coan-Mine 5807,57.0,5

7. Nins/Npaa = 11 olan 5 ml insiilin - PAA Konjugati icin hazirlanan ¢ozelti icerisinde;

Noe _ CueMom _ 1 Cis100000

Ins

= = = = Cins = 1,597 mg insiilin / 5ml
Noan Coma-Mins 5807,57.0,5

insiilinin olacag hesaplanarak insiilin ana stok ¢ozeltisi hazirlandi. Herbir konjugat icin
sabit konsantrasyondaki polimer c¢ozeltisi lzerine belirtilen konsantrasyonlardaki
instlin ¢cozeltisinden eklendi ve karisimlarin pH degerleri 5’e ayarlandi, ¢ozeltiler 4°C’'de
karistirildi aktivasyon igin her bir ¢ozeltiye EDC eklendi. Olusturulan karisim gece boyu
soguk odada 4 °C’de karistirildi. Ertesi giin tim ¢ozeltilerin pH degerleri 7’ye ayarlandi.
Ornekler 2 saat karistirildi ve sentezlenen konjugatlarin olusum mekanizmasi,
fizikokimyasal 6zellikleri ve elektriksel yiikleri Viscotek, Floresans Spektrofotometre ve

Zetasizer cihazlari ile incelendi.

4.2 Poli(Laktik-ko-glikolik) Asid (PLGA) Nanopartikiillerinin Olusturulmasi

PLGA nanopartikiller ikili emdilsiyon yontemiyle uretilmistir. 150 mg PLGA 2 ml
diklorometan igerisinde ¢6zlildi ve 200 pul su fazini olusturan ¢ozelti ile karistirilarak 3
dakika 50 W enerji altinda sonikasyona tabi tutuldu. Daha sonra olusan w/o
emilsiyonu 4 ml %2,5’luk polivinilalkol (PVA) ¢ozeltisi ile karistirildi ve w/o/w
emilsiyonunu elde etmek icin 3 dakika 50 W enerji altinda tekrar sonikasyon yapildi.
Elde edilen oOrnekler ¢ozlclinin uzaklagsmasi icin 12 saat manyetik karistiricida
karistirildi. 12 saat sonrasinda 6rnekler 10000 g’'de 20 dakika santrifiij edildi, ultra saf

su ile yikandi ve santrifiij islemi tekrar yapildi. Ust fazin uzaklastiriimasi ile elde edilen
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kati nanopartikiller liyafilizasyon yontemi ile kurutularak analiz edilmek Uzere

donduruldu.

4.2.1 Yikleme Veriminin Hesaplanmasi

Hazirlanan nanopartikillerin yiikleme verimi, santrifij asamasinda tlp igerisinde
ayrilan Ust fazlardaki serbest instlin miktarinin UV spektrofotometre ile 280 nm dalga
boyunda yapilan élgiimlerden alinan sonuglarla gergeklestirildi. 1. Np -Bos nanopartikdil
blank olarak kabul edildi. Ust faz ¢ézeltisinden 1 ml alinarak UV okundu ve daha
onceden konsantrasyonu bilinen insiilin ¢ozeltilerinden yola ¢ikilarak hazirlanan
kalibrasyon egrisi yardimi ile nanopartikiilln icerisine girmeyen serbest haldeki insiilin
miktari tayin edildi. Serbest haldeki instlin miktarinin hesaplanmasinin ardindan %

yukleme miktari asagida verilen genel formiil ile hesaplandi.

[Eklenen madde (mg) - Uzaklastiran madde (mg)]
% Yikleme = x100
[Eklenen madde (mg)]

(4.1)

4.3 insiilinin PAA Polimeri ile Biyokonjugatlarinin Analizi

4.3.1 GPC Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan nj,s/npaa= 0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11 oranlarindaki
konjugatlar GPC cihazi ile analiz edildi ve elde edilen GPC kromatogramlari Sekil 4. 1 -

4. 5'de verildi.
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}] ;iii[lfil D T -F g
gifs | Numygppt

105 nnpaNN

UV (Arbitrary Units)

ALIKONMA 24 POLIMER (PAA)
ZAMANI (dak.) 24

Sekil 4. 1 pH 7’de hazirlanmis polimer (PAA), insilin ve inslilin-PAA biyokonjugatina ait
3 boyutlu GPC UV dedektori grafigi

RALS (Arbitrary Units)

ALIKONMA 14
ZAMANI (dak.)

Sekil 4. 2 pH 7’de hazirlanmis polimer (PAA), insilin ve instilin-PAA biyokonjugatina ait
3 boyutlu GPC RALS grafigi
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Sekil 4. 3 pH 7’de hazirlanmis ni,s = 0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11 insiiline ait 3 boyutlu GPC UV
dedektori grafigi
% Ui
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ALIKONMA ' r!nsuli!\ I”.PAA
ZAMANI (dak.) RPN &
Sekil 4. 4 pH 7’de hazirlanmis nins/npaa =0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11 insilin-PAA

biyokonjugatlarina ait 3 boyutlu GPC UV dedektori grafigi
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Sekil 4. 5 pH 7’de hazirlanmis nins/npaa =0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11 insulin-PAA
biyokonjugatina ait 3 boyutlu GPC RALS grafigi

4.3.2 Floresans Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan ni,s/npaa= 0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11 oranlarindaki
biyokonjugatlarin Floresans Spektrofotometre ile o6lclimleri yapildi ve elde edilen

spektrumlar Sekil 4. 6 ve 4. 7'de verildi.

0,5 1 3 7 9 11

160000

140000

‘= 120000
100000
80000

60000

FLORESANS DEGERLE

40000

20000

280 290 300 310 320 330 340 350
DALGA BOYU (NM)

Sekil 4. 6 pH 7’de hazirlanmis instlinin 0,5 (¢); 1 (¢); 3(#); 7(#);9(¢); 11 ()
oranlarina ait Floresans spektrumlari
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60000

FLORESANS DEGERLERI

50000

40000

30000

20000

10000

0
280,00 290,00 300,00 310,00 320,00 330,00 340,00 350,00

DALGA BOYU (NM)

Sekil 4. 7 pH 7’de hazirlanmis nins/Npaa =0,5(¢); 1 (¢); 3 (¢);5(¢); 7(#);9(e); 11 (¢)
insulin-PAA biyokonjugatina ait Floresans spektrumlari

4.3.3 Zetasizer Analizi

Karbodiimid yontemi ile hazirlanan ni,s/npaa= 0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11 oranlarindaki
biyokonjugatlar Zetasizer cihazi ile analiz edildi ve elde edilen sonuglar Cizelge 4. 1’de

verildi.

Cizelge 4. 1 pH 7’de hazirlanmis nins/npaa= 0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11 biyokonjugatlarina ait
Zetapotansiyel degerleri

Zeta Potansiyel

Numune Adi
mV
insiilin -8,22
PAA -25,8

Nins/Npaa= 0,5 -22,2

Nins/Npaa= 1 -19,1

Nins/Npaa= 3 -22,8
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Cizelge 4. 1 pH 7’de hazirlanmis nins/npaa= 0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11 biyokonjugatlarina ait
Zetapotansiyel degerleri (devami)

Zeta Potansiyel

Numune Adi

mV
Nins/Npaa= 5 -21,2
Nins/Npaa= 7 -20,8
Nins/Npaa= 9 -17,2
Nins/Npaa= 11 -20,9
Nins/Npaa= 5 -21,2

4.3.4 UV Analizi

nins= 0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11 oranlarinda instlinin ve karbodiimid yontemi ile hazirlanan
Nins/Npaa= 0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11 oranlarindaki biyokonjugatlarin UV Spektrofotometre ile

Olciimleri yapildi ve elde edilen spektrumlar Sekil 4. 8 ve 4. 9’ da verildi.

=@=_V 280nm ——Dogrusal (UV 280 nm)
0,3
0,25 y=0,015x+0,1015
0,2
0,15
0,1 A
0,05
0 ;
0 2 4 6 8 10

Sekil 4. 8 pH 7’de hazirlanmis 0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11 insiilin oranlarina ait UV
spektrofotometre degerleri
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—+— Abs 280nm  —— Dogrusal (Abs 280nm)

0’9 y= n’n?sz + n’nng?

0.8 R? = 0,093 — |
0,7 P

0,6 —
0,5 /

0,4 =

0,3
0,2 /
0’1 /

Sekil 4. 9 pH 7’de hazirlanmis nins/npaa= 0,5; 1; 3; 5; 7; 9; 11 insulin-PAA
biyokonjugatina ait UV spektrofotometre degerleri

4.4 Poli(Laktik-ko-glikolik) Asit (PLGA) Nanopartikiillerinin Analizi

4.4.1 Zeta Sizer Analizi

PLGA polimeri ve bu polimer kullanilarak su/yag/su emilsiyon (w/o/w) ¢o6zici
buharlastirma teknigi ile iretilen nanopartikiillere ait boyut 6lglimleri Cizelge 4. 2’de
verildi.

Cizelge 4. 2 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan (1. Np: Bos nanopartikul, 2. Np:
FITC yiikli, 3. Np: insdlin yukld, 4. Np: FITC ve insilin yikli) nanopartikillere ait boyut

degerleri
Numune Boyut (nm) PDI
1.Np |[290,1 0,938
2.Np 315,9 0,887
3.Np | 465,3 0,953
4.Np | 4827 0,902
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4.4.2 FTIR Analizi

PLGA polimeri ve bu polimer kullanilarak su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan

nanopartiklllere ait FT-IR spektrumlari Sekil 4. 10-Sekil 4. 14’de verildi.

120
100
2004-2946
“CH 1460-1424
B0 -CHz
i 11‘:‘:] t1170
1770 -
%T 60 C-0
-c=0
40
20
)
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga boyu, cm-1
Sekil 4. 10 PLGA polimerine ait FT-IR spektrumu
120
100
29947046 T
B0 _CH 1460-1424
-CHz
1770 1180 1
%T 60
-C=0 -C-C 1170
-C-0
40
20
0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga boyu, cm-1

Sekil 4. 11 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan bos nanopartikillere ait FT-IR
spektrumu (1. Np)
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T -CH2 #
1770
-’ 1180 1170
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40
20
1]
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga boyu, cm-1

Sekil 4. 12 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan FITC yikli nanopartikillere ait
FT-IR spektrumu (2. Np)

102
100
98 2994-2946
CH 4
95 1460-1424
-CHz2
%T 94
92
90
=0 -C-C
88 1170
-C-0
B5
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Dalga boyu, cm-1

Sekil 4. 13 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan insilin yukli nanopartikillere ait
FT-IR spektrumu (3. Np)
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80 -CH 1460-1424
T -CHz T
1180
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-C=0 -C-0
40
20
0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Sekil 4. 14 Su/yag/su emdilsiyon teknigi ile olusturulan FITC ve instlin yiklG
nanopartikillere ait FT-IR spektrumu (4. Np)

4.4.3 AFM Analizi

PLGA polimeri ve bu polimer kullanilarak su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan

nanopartiklllere ait AFM goriintileri Sekil 4. 15-Sekil 4. 25’de verildi.

137.01
[nm]

0.00 0.00
1000.00 x 1000.00 [nm]  Z 0.00 - 137.01 [nm]

s 0.
500.00 nm 1.00 x 1.00 um

hos-np-yeni

hos-np-yeni

Sekil 4. 15 Su/yag/su emdilsiyon teknigi ile olusturulan bos nanopartikullere (1. Np) ait
sirasiyla 2D ve 3D AFM gérintisu (1x1 pm?lik alan)
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157.90
[nm]

0.00
d 0.
1.00 um 2.00 x 2.00 um 2.00x2.00[um] Z 0.00 - 157.90 [nm]

Sil

bos-np-yeni bos-np-yeni

Sekil 4. 16 Su/yag/su emduilsiyon teknigi ile olusturulan bos nanopartikillere (1. Np) ait
sirasiyla 2D ve 3D AFM gorintisi (2x2 um2’lik alan)

155.89
[nm]

0.
0.00 000
200um . 4:00.%%:90 tm 4.00%4.00 [um] Z 0.00 - 15539 [nm]
0s-np-yeni

Sekil 4. 17 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan bos nanopartikillere (1. Np) ait
sirastyla 2D ve 3D AFM goriintusu (4x4 um?®lik alan)
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2.00 um 8.00 x 8.00 um

tos g

Sekil 4. 18 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan bos nanopartikillere (1. Np) ait
sirastyla 2D ve 3D AFM goriintusii (8x8 um?®lik alan)

e |

0.00

——

1.00 um 3.00 x 3.00 um

Sekil 4. 19 Su/yag/su emilsiyon teknigi ile olusturulan FITC yukli nanopartikullere (2.
Np) ait sirasiyla 2D ve 3D AFM gériintiisii (3x3 pm”lik alan)
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Sekil 4. 20 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan insilin yikli nanopartikillere (3.
Np) ait sirasiyla 2D ve 3D AFM gériintiisti (2x2 pm?lik alan)

258.49
fnm]

0 064 0.00
2.00 um 400x4.00um 4.00x4.00[um] Z 0.00 - 25849 [nm]

PYIVEOOrRreTeh plga-ins-np-yeni-ornek

Sekil 4. 21 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan insilin yikli nanopartikillere (3.
Np) ait sirasiyla 2D ve 3D AFM goriintiisti (4x4 pm?lik alan)
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325.59
[nm]

-
00 000

0.00
2.00 um 8.00 x 8.00 um 8.00x8.00[um] Z 0.00 - 325.59 [nm]

plga-ins-np-yeni-omek plga-ins-np-yeni-ornek

Sekil 4. 22 Su/yag/su emdilsiyon teknigi ile olusturulan insulin yukli nanopartikillere (3.
Np) ait sirasiyla 2D ve 3D AFM goriintiisti (4x4 pm?lik alan)

69.42

L ) 0.00
500.00 nm 1.00 x 1.00 um 0. 1000.00 % 1000.00 [nm]  Z 0.00 - 69.42 [nm]

plga-ins-ftic-np-yeni-ornek plga-ins-ftic-np-yeni-ornek

Sekil 4. 23 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan FITC + insilin yuklu
nanopartikillere (4. Np) ait sirasiyla 2D ve 3D AFM goriintisi (1x1 um?lik alan)
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L 0.00
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Sekil 4. 24 Su/yag/su emdilsiyon teknigi ile olusturulan FITC + insilin yuklu
nanopartikillere (4. Np) ait sirasiyla 2D ve 3D AFM gorintlsi (4x4 umz'lik alan)

157.98
[nm]
— 00 g
|| 000
—_— 0.00 8.00x8.00([um] Z 0.00 - 157.98 [nm]
2.00 um 8.00 x 8.00 um

plga-ins-fitc-np-yeni-omek-yikanmOs

Sekil 4. 25 Su/yag/su emdilsiyon teknigi ile olusturulan FITC + insilin yuklu
nanopartikillere (4. Np) ait sirasiyla 2D ve 3D AFM goriintiisi (8x8 umz'lik alan)

4.4.4 Yiikleme Veriminin Hesaplanmasi

Hazirlanan nanopartikdller icin ylikleme verimi santriflij sonrasi elde edilen (st fazlarin
UV spektrofotometre ile 280 nm dalga boyunda yapilan olglimleri ile hesaplandi. Elde
edilen degerlere ait insiilin miktarlari Sekil 4.8’deki insilin standart egri grafigi

kullanilarak saptandi. Nanopartikiillerin ylikleme verimleri de serbest insilin
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miktarlarindan yola c¢ikilarak hesaplandi. Elde edilen yikleme oranlari Cizelge 4.3'te

verildi.

y =0,0157x+ 0,0996.
0,25 R? =0,9958

0,2

0,15

UV 280nm

0,1

0,05

0 2 4 6 8 10 12
insiilin Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4. 26 insiilin UV standart egrisi

Cizelge 4. 3 Nanopartikilllere ait UV280nm degerleri ve % yikleme miktarlari

Ornek | UVag0nm | Serbest insiilin (mg/ml) | % Yiikleme

3.Np | 0,1000 | 0,0301 74,77

4.Np | 01001 | 0,0330 72,38
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda ilk olarak insiilin ile Poliakrilikasid (PAA) polimerinin
biyokonjugatlari sentezlendi ve karakterizasyon calismasi yapildi. ikinci olarak ise bos,
Floresansizotiyosiyanat (FITC), insilin ve FITC + insilin iceren PLGA nanopartikillerinin
ikili emulsiyon w/o/w ¢o6zlicli buharlastirma teknigi ile Uretilerek, karakterizasyonu ve

gorintilenmesi gergeklestirildi.

5.1 insiilin — Poliakrilik asit (PAA) Biyokonjugatlarina Ait Sonuglar

Bu tez calismasinda insilin-Poliakrilik  asit  biyokonjugatlari  1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid hidroklorid (EDC) karbodimidi varliginda
sentezlenmistir. Biyokonjugasyon reaksiyonu polimer molekdillerinin sahip oldugu
karboksil (-COOH) gruplarinin aktivasyonu ve olusan aktif O-acilisolire ara Urlininin
peptidlerin yapisinda bulunan amino (-NH,) gruplari ile baglanmasi sonucu insiilin-PAA
kovalent biyokonjugatlarinin eldesi ile sonuglanmistir. Sentezlenen biyokonjugatlar
GPC, Floresans Spektrofotometre ve Zetasizer cihazlarinda analiz edilerek karakterize

edilmistir.

Bu biyokonjugatlara ait GPC kromatogramlari incelendiginde UV dedektori ve isik
sacllmasi (RALS) detektorlerinden elde edilen kromatogramlarda ise PAA ve insilinin
birbirine baglanmasiyla elde edilen biyokonjugatlarin insilin oranlari arttikca molekiil

boyutunun da giderek blytdigi Sekil 4.4 ve Sekil 4.5'te gorilmektedir.
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GPC cihazinin Sekil 4.1’de UV dedektoriinden elde edilen kromatogramlardan da 10. ile
15. dakikalar arasinda biyokonjugasyon olusumu net bir sekilde gézlemlenmektedir.
Saf insllinin alikonma zamani 21 ile 23. dakikalar arasinda iken polimere kovalent
olarak baglanmis insilin ile olusan insilin-polimer biyokonjugatinin molekil agirlig
arttigindan saf insilinin alinkonma zamanindan daha erken kolondan ayrilmistir. Sekil
4.2’de ise polimer, insillin ve insilin-polimer biyokonjugatinin karsilastirmah 1sik
sacllmasi dedektorinden elde edilen kromatogramlardan, insilinin polimer zincirine
kovalent baglanmasi ile biyokonjugat olusumunun sonucunda molekiil boyutunun
blyludugl biyokonjugata ait pik alaninin polimerden daha biylik olmasindan
anlasiimaktadir.

GPC cihazinin UV dedektoriinden elde edilen kromatogramlarda ise, I. Pik bolgesinde
(10 ve 15. dakikalar arasinda) biyokonjugatdaki instilin konsantrasyonunun artmasi ile
degisen mol oranlarinda belirgin bir sekilde piklerin siddetlerinin arttig1 gérilmektedir.
Biyokonjugatlardaki insllin konsantrasyonu arttiginda, polimer ile baglanan insilin

molekdillerinin miktari artmaktadir (Sekil 4.4).

GPC cihazinin stk sacilmasi dedektoriinden elde edilen kromatogramlarda ise,
sentezlenen farkli mol oranlarindaki biyokonjugatlarda polimer zincirine baglanan
instlin miktari arttik¢a yani mol orani arttik¢a instlin-polimer biyokonjugatina ait 1sik

sacilmasi piklerinin de siddetlerinin arttig1 gortilmektedir (Sekil 4.5).

insiilin yapisinda icerdigi 4 tirozin ve 3 fenilalanin aminoasiti sayesinde floresans 6zellik
gostermektedir. Tirozin aminoasitinin en 6nemli Ozellikleri arasinda hidroksil grubu
hidrojen bagi yapabilmesi gelmektedir. Fenilalanine gére daha polardir. Tirozinin bir

baska ozelligi de alkali pH’da bir proton kaybedebilse de nétral pH’da yliksiizddir.

Hazirlanan insiilin — PAA biyokonjugatlari icerdigi aminoasitlerin yapisindan dolayi
Floresans spektrofotometresiyle analizi 270 nm’de gergeklestirildi. Sekil 4.7’de
gosterildigi gibi, biyokonjugat icerisinde artan insiilin oranlarina bagh olarak inslin

miktari arttikca elde edilen floresans degerleri artmaktadir.

Floresans spektrometre cihazi ile yapilan oOlglimlerde Sekil 4.6’da gorildiugi gibi
instlinin artan mol oranlarinda floresans siddetlerinin de arttigi gézlenmektedir.

Maksimum floresans dalga boyu 297 nm olarak gozlenmistir. Sekil 4.7'de ise insilin-
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polimer biyokonjugatlarina ait floresans spektrumlari gorilmektedir. Polimerin tim
mol oranlarinda sabit oldugu ve insiilinin artan konsantrasyonlarinda sentezlenen
biyokonjugatlarda, artan inslilin konsantrasyonu ile floresans siddetinin de arttig
gozlenmistir. Ancak Tirozin aminoasitinin spektral 6zelliklerinden dolayi dalga boyunda
kayma gozlenmemektedir. Ayni mol oranindaki serbest insilin molekilli ve polimer
zinciri ile kovalent baglanmis insiilin-polimer biyokonjugati arasinda sadece floresans
siddetlerinde bir fark gézlenmektedir. Ancak ayni mol oranindaki insulinlere kiyasla
inslilin-polimer biyokonjugatlari daha dusiik floresans siddetine sahiptir. Ayni miktarda
inslilin icermesine ragmen biyokonjugatta olusan floresans siddeti azalmasi bize

biyokonjugat olusumunu ispatlamaktadir.

Biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerleri insilinin ve PAA polimerinin zeta potansiyel
degerleri ile karsilastirildiginda, biyokonjugatlarin zeta potansiyel degerlerinin PAA’ya
kiyasla sifira yaklastigi gériilmektedir (Cizelge 4.1). insiilin ve PAA gibii negatif yike
sahip molekillerin konjugasyonu sonucunda zeta potansiyel degerinin daha sifira
yaklasmasi PAA (zerindeki negatif ylkli karboksil gruplarinin (-COOH) peptid
Uzerindeki amino gruplari ile (-NH2) baglandigini géstermektedir. Bu sekilde olusan
amid baglari karboksil gruplarinin notirlesmesine neden olarak zeta potansiyel
degerinin sifira yaklasmasiyla sonuglanmaktadir. Bu durum biyokonjugasyon

reaksiyonunun gergeklestigini kanitlamaktadir.

Biyokonjugatlara ait UV Spektrofotometre sonuglari da insilin oraninin artmasiyla
biyokonjugatlarin UV absorbans degerlerinin dogru orantih olarak arttigini

gostermektedir (Sekil 4.9)

5.2 insiilin — Poli (laktik-ko-glikolik) asit (PLGA) Nanopartikiillerine Ait Sonuglar

Su/yag/su ikili emilsiyon ¢6zlict buharlastirma yontemi ile hazirlanan nanopartikillere
(1. Np: Bos, 2. Np: FITC yikli, 3. Np: insilin yikli, 4. Np: FITC+insilin yikli) ait
Zetasizer cihazindan elde edilen boyut degerleri incelendiginde (Cizelge 4.2) bos
nanopartikilin (1. Np) boyut degerinin en disik oldugu goruldi. Nanopartikile FITC
boya vyiklendiginde (2. Np) boyutun 25,8 nm degerinde arttigi, insilin yakla

nanopartikilde (3. Np) ise bu degerin 175,2 nm’ye ulastigi gorildi. Nanopartikil
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icerisine FITC boya ve insilinin ayni anda yiklendigi (4. Np) durumda ise boyuttaki

artisin 192,6 nm oldugu elde edilen Zetasizer sonuglarindan gorildi.

482,7
465,3
500
315,9

400
E 290,1
— i
% 300 4.Np
o S
2 200 3.Np &
g &
I~

100 2.Np ,§9Q

<>
1.Np 2.Np 3.Np 4. Np

Sekil 5. 1 Su/yag/su emdilsiyon teknigi ile olusturulan (1. Np: Bos, 2. Np: FITC yukl, 3.
Np: insiilin yikli, 4. Np: FITC+insilin yiikli) nanopartikiillere ait Zetasizer boyut
degerlerinin karsilastirilmasi

insiilin — Poli(laktik-ko-glikolik) asit nanopartikiillerine ait FTIR spektrumlarindan elde
edilen fonksiyonel grup ve dalga boylari Cizelge 5.1’de verilmistir. insiilin — PLGA

nanopartikillerinde bulunan fonksiyonel gruplar ile FTIR spektrumundan elde edilen

fonksiyonel gruplarla eslesmistir.

Cizelge 5. 1 insiilin — PLGA nanopartikiillerinde bulunan fonksiyonel gruplar ile FTIR
spektrumundan elde edilen fonksiyonel gruplarin eslestirilmesi

Fonksiyonel Gruplar  Dalga boyu (cm™)

-0 1170
-C-C 1180
-CH, 1424 - 1460
C=0 1770
-CH 2946 - 2994
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Polimerik nanopartikiller terimi her tip polimerik nanopartikil igin verilmis genel bir
terimdir ama 0Ozellikle nanokiire ve nanokapsiiller igin kullaniimaktadir. Nanokdireler
partikiilin tamaminin kiire ylizeyine adsorbe oldugu ya da partikdl icerisinde enkapsiile
edildigi matriks sistemlerdir. Nanokireler ise vezikller sistemlerdir; kati dis kabuk ile
sarilmis sivi bir kabuk icererek bu icerigi kire icerisindeki bosluga hapsederler [92].
FTIR analizine gore lineer poli(laktik-ko-glikolik)asit (PLGA), 1. Np, 2. Np, 3. Np ve 4. Np
spektrumlari arasinda farklilik géziikmemektedir. Bunun sebebi w/o/w yontemiyle
sentezlenmis insilin-PLGA nanopartikiillerinin enkapsiilasyonu sirasinda insiilin ile

PLGA arasinda kimyasal bir bag olusumunun gergeklesmemis olmasidir.

AFM analizinden elde edilen sonuglara gore 1. Np, 2. Np, 3. Np ve 4. Np icin kiresel
nanopartikiil olusumu gozlemlenmektedir.  Elde edilen nanopartikillerin AFM

gorintilerinden nanopartikillerin agrege olmadan ayri ayri olustugu gorilmektedir.

-

155.89 261.47

[nm]

T

0.00

4 0. —_——
2.00 um 4.00 x 4.00 um 1.00 um 3.00 x 3.00 um

bos-np-yeni P rOn



128.78

258.49
(nm) [nm]
= -
" 000 ' 0.00
2,00 um 4.00 x 4.00 um 2.00 um 4.00 x 4.00 um

POITACO RreTes o

Sekil 5. 2 Su/yag/su emiilsiyon teknigi ile olusturulan sirasiyla 1. Np: Bos (4x4 umz), 2.
Np: (3x3 pm?) 3. Np: insiilin yikli (4x4 um?), 4. Np: FITC+insilin yikli (4x4 pm?)
nanopartikillere ait 2D AFM gérintisi
Bu tez calismasi, diinya ¢apinda oldukca yaygin olan diyabet hastalig§inda glinimizde

uygulanan insilin tedavilerine alternatif olarak insilin icin kontrolli salim sistemi

modellerinin gelistirilmesine dair yapilacak ¢alismalara isik tutacak bir 6n ¢alismadir.
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