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OZET

ENZIiM REPLASMAN TEDAVISINDE KULLANILMAK UZERE TRiPSIN iCEREN BONCUKLARIN
HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

Sindirim enzimlerinden biri olan tripsin, kistik fibroz tedavisinde terapétik ajan olarak
kullanilabilmektedir. Proteinik yapidaki ilaglar, oral yolla uygulandiginda degradasyona ugrarlar.
Proteinik yapida bir ila¢ aktif maddesi olan tripsin de enzim replasman tedavisinde kullanilirken
oral yolla alindiginda gastrointestinal sistemde bozunmaya ugrar. Buna ilaveten, tripsin mide
agris1 ve bulantiya sebep olur. Ila¢ etken maddelerinin kolona hedeflendirilebilmesi i¢in enterik
dozaj sekillerinin (boncuk, enterik kapsiil, enterik tablet vs.) kullanilmasi, bu problemlerin
¢O6zimi icin Onerilebilir. Bu calismada, enzimi gastrointestinal sistemde korumak icin
boncuklarda tutuklanmasi saglanip karakterizasyonu yapilmistir. Hazirlanan boncuklar, matriks
tipi kontrollii salim sistemleridir ve biyobozunur bir polimer olan aljinat kullanilarak
hazirlanmiglardir. Baryum kloriir, ¢apraz baglama materyali olarak farkli konsantrasyonlarda
kullanilmistir. Ayrica, ¢apraz baglama siiresi ile ila¢c:polimer oraninin ila¢ tutma kapasitesi
tizerine etkileri de arastirllmistir. Tutuklanmis tripsinin stabilitesi incelendiginde, 4°C’de 10 giin
dayanikli kalirken, 30°C’de iki giin icerisinde aktivitesini yitirdigi tespit edilmistir. Sonug olarak,
baryum kloriir capraz baglama ajani ile hazirlanan aljinat boncuklarinda tutuklanan tripsinin,
kistik fibroz hastaliginin tedavisinde terapotik ajan olarak kullanilmasi 6nerilebilir.

Anahtar Kelimeler: tripsin, Kistik fibrozis, aljinat boncuklari, enzim tutuklama.

Damigman: Prof. Dr. Nefise Ozlen SAHIN, Mersin Universitesi, Farmasétik Biyoteknoloji
Anabilim Dali, Mersin.



ABSTRACT

PREPARATION AND CHARACTERIZATIONOF TRYPSIN CONTAINING MATRiX TYPE DRUG
DELIVERY SYSTEMS FOR ENZYME REPLACEMENT THERAPY

One of the digestive enzymes, trypsin can been used as a therapeutic agent in treatment of cystic
fibrosis. The drugs with proteinous structure’re degradaded upon oral administration. Trypsin as
a proteinous drug active substance undergoes degradation in gastrointestinal tract following oral
administration for enzyme replacement therapy. In addition, trypsin causes pain in stomach and
nausea. The use of enteric dosage forms to deliver the drug substance to colon can be suggested
to solve these problems. In this study, in order to protect the enzyme in GIS, it, was immobilized
in beads and characterized. The beads were in matrix type controlled release systems (e.g. beads,
enteric tablets, enteric capsules) and prepared using biodegradable polymer, alginate. Barium
chloride was used as a cross linking agent at different concentrations. Also, the effects of cross
linking time and drug to polymer ratio on drug entrapment efficiency and release were
investigated. The storage stability of entrapped trypsin at 4°C was found upto 10 days, while at
30°C the enzyme lost its activity within two days. In conclusion, trypsin encapsulated using
barium chloride cross linked alginate can be suggested as a therapeutic agent for treatment of
cystic fibrosis.

Keywords: trypsin, cystic fibrosis, enzyme immobilization, aljinatebeads.

Advisor: Prof. Dr. Nefise Ozlen SAHIN, Department of Pharmaceutical Biotechnology, University
of Mersin
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1. GiRiS

Kistikfibrozis, ter bezleri, pankreas, solunum sistemi (akcigerler), gastrointestinal sistem
ve lUreme sistemlerinin miik6z bezlerini tutan [1,2], beyaz irkta en ¢ok karsilasilan [3] epitelyum
hiicrelerinin apikal yiizeylerinde bir klor kanali olarak gérev yapan 1480 aminoasitlik bir
proteinin sentezini saglayan [1] KFTR (Kistik Fibrozis Transmembran Regiilator) geni 230 kb
uzunlugunda olan ve 27 ekzon iceren [4] 7. kromozom {izerinde gen mutasyonu olusturarak,
otozomal resesif kalitim gosteren o6liimciil bir hastaliktir. [5,6]. Kistik fibrozisli hastalar i¢in
standart tedaviler; fiziksel gogiis tedavisi, aerosol antibiyotikler, mukusu azaltan ilaclar ve PERT’i

(Pankreas Enzim Replasman Tedavisi) icermektedir [2].

PERT fonksiyonlari sindirim enzimleri ile yer degistirmekte bunun yanisira gida sindirim
ve emilimini gelistirmektedir [2]. PERT, kistik fibrozisli hastalarda beslenme ile ilgili
miidahalelerin yapilmasi ile en ¢ok kullanilan yéntemlerden bir tanesi olup, enzim replasmani
kullanilan kistik fibrozisli hastalarin yaklasik % 90’nina uygulanmaktadir [2]. Kistik fibrozis ile
karakterize olan kalin mukus, hastalardaki emilim bozuklugu ve sindirim bozuklugu sonucunda

pankreastan ince bagirsaga salinan sindirim enzimlerini salinimini engelledigi bildirilmistir [2].

Kistik fibrozisli hastalarda mortalitenin 6nde gelen sebebini pulmoner kaynakli sorunlar
olusturmakta olup, destek tedavideki ilerlemeler sonucunda sag kalma siiresi aylardan uzun

yillara kadar uzatilmistir [7].

Pankreas yetmezligi olan Kkistik fibrozisli hastalardaki tedavi disaridan [8] PERT ile
yapilmaktadir. Buradaki en 6nemli nokta, enzimin dogru zamanda, dogru yerde ve yeterli
diizeyde bulunmasini saglamaktir [9]. PERT ‘nde pH’ya duyarli mikrokiirecikler kullanilir,
enzimin midede a¢ilmasini ve inaktivasyonu 6nlemek icin mikrokiireciklerin bulundugu vasatin
pH’sinin 5.5-6’dan biyiik olmasi istenir ¢linkii bu pH disinda mikrokiirecikler agilmazlar [10].
Enterik kapli kapsiillerin midede agilmasini 6nlemede mide asidini baskilayic ilaglar

kullanilabilmektedir [11].

Ekzokrin pankreas yetersizligi, kistik fibrozisli bireylerin % 85-90 kadarinda
olusmaktadir. Sindirim enzimlerinin eksikliginden dolay1 bagirsaklarda sindirememe ve emilim
bozuklugu gorilmektedir. Eger ekzokrin pankreas yetersizligi hastaligl tedavi edilmeden
birakilirsa; yetiskinlerde agirlik kaybina, cocuklarda yetersiz biiyiime, bebeklerde fiziksel olarak
gelisim geriligi, yutma gticligt, kilo alamama, karin agrisi, yag bezlerinde salgi artis1 ve cesitli
rahatsizliklara sebep olabilir. Bu hastaligin tedavi yontemi PERT olup, bu tedavi sonucunda amag

normal sindirimdeki iyilesme ve yeterli beslenme durumunu korumay1 basarmak olmaktadir.
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Enzim replasman tedavisi genel olarak; giivenilir, etkili, klinik denemelerdeki limitli sayilar
tistline iyi ve klinik denemelerde yaygin olarak nitelendirilmistir. Pankreatik enzim takviyesi,
Amerikan Gida ve ila¢ dairesindeki (FDA) kararnameden once gelistirilmistir. Ancak, ters
etkilerin bildirilmesine karsilik bazi enzim Kkatkilarinin yiiksek dozlari ile bazi miistahzarlarin
terapotik etkilerindeki eksiklik, 2004 yilinda FDA ile yonetilen pankreatik enzim takviyelerinin
treticileri ile yeni ila¢ uygulamalarimin tutarli verimliligini saglama, gilivenilirligi ve bu
maddelerin kalitesini saglamak ile iliskilendirilmistir. 2004 FDA yetkisi ile Creon kapsiillerinin

son formiilasyonu kesfedilerek iliskilendirilmistir [12].

PERT’de amag, hastalarda yiiksek yag icerikli diyetlerin normal olarak yenmesini
saglamak, hosa gitmeyen sindirim sistemi semptomlarinit durdurmak, kismen de olsa karin agrisi
ve siskinligi gidermeyi saglamak olmalidir. Burada diski 6zellikleri ve bagirsak florasi normal
olmalidir. Iyi beslenme sonucunda bebeklerde, cocuklarda ve yetiskinlerde biiyiime normal

gerceklesmelidir [13].

Canli sistemlerde biitiin biyokimyasal reaksiyonlar icin gerekli biyolojik katalizorler
[kimyasal katalizorlerden farkli olarak) olarak bilinen en énemli biyolojik molekiiller enzimler
olarak bilinir. Tripsin, pankreas 6zsuyundan proteinlerin sindirimi i¢in ince bagirsaga salgilanan
onemli bir serin proteaz enzimdir. Proteinler oniki parmak bagirsagina ulastiginda (burasi
midenin hemen yaninda ince bagirsagin ilk kismi), pankreas tripsinojen (tripsinin proenzimi),
kimotripsinojen (kimotripsinin proenzimi) ve prokarboksipeptidaz salgilar. Tripsinojen
(zimojenin inaktif formu) pankreatik kanallar vasitasi ile ince bagirsaktaki mukozal hiicreler
tarafindan salgilanan enterokinaza bir kere dokundugunda, tripsin aktif hale gelmektedir. Tripsin
daha sonra diger inaktif formda olmayan sindirim enzimleri zimojenler, prokarboksipeptidazlar
ve kimotripsinojeni aktive etmekten sorumludur. Akici bir sekilde, bu enzimler kimotripsin ve
karboksipeptidaza donlismektedir. Buna ek olarak, tripsinin peptileri aminoasitlere
hidrolizinden sorumlu olduguna deginilmistir. Peptidlerden dolay1 proteinlerin emiliminde en
onemli basamagin peptidlerin hidrolizi olduguna, peptidlerin proteinlerden kiiciik olmasina
ragmen, halen peptidlerin ince bagirsak duvarindan emilimi i¢in ¢ok biyiik olduguna
deginilmektedir. Bu sebepten, tripsin peptid baglar1 hidrolize eden biyolojik katalizor olarak islev
gormektedir. Tripsin enzimi ince bagirsaktayken, enteropeptidaz enzimi proteolitik kirilma ile

tripsini etkinlestirmektedir [14].

Kistik fibroz hastalarinda, mukus tikaclari, ince bagirsaga acilan pankreatik kanallari
tripsinojenin ve kimotripsinojenin ince bagirsaga ulasmasini engeller [15]. Bu mukus plaklari
ayrica akcigerdeki kiiciik hava yollarini tikayarak hastanin solunum yolu enfeksiyonlarina ve

kronik akciger hastaliklarina egilimini arttirirlar. Kistik fibroz hastalarinda akciger

2
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komplikasyonlari 6liimcil sonuglara yol acabilmektedir. Pankreas fonksiyonunda bozukluk olan
hastalarda pankreas kanallar1 tikali olabilir veya tripsin ve kimotripsin iceren hiicrelerde hasar
olabilir. Pankreas hiicre hasarinin oldugu ve pankreatik yetmezlige yol acan durumlar siklikla
pankreatitte pankreas kanserinde gozlenir. Bu patolojilerde yeterli miktar enzim iiretilmedigi
icin, proteinleri pargalayacak uygun miktarda enzim ince bagirsaga ulasamaz [16]. Bu durumda

tripsin, kimotripsin gibi enzimler replasman tedavisi ile hastaya disaridan oral yolla verilir.

Tripsin glinlimiizde ila¢ piyasasinda; diger pankreatik enzimlerle kombine halde enterik
kapl tabletleri seklinde mevcuttur. Son yirmi yilda eczacilikta meydana gelen degismeler, ilag
etkin maddelerinin istenilen etki bolgesine hedeflendirilmesini ve\veya istenen hizda (siirekli
veya kontrollii) salinmasini saglayacak dozaj sekillerinin formiilasyonuna imkédn vermektedir.
Biyobozunur polimerik maddelerle hazirlanan boncuklar bu dozaj sekilleri arasinda 6nemli yer
tutar. Ilacin hedeflendirilmesini saglarlar, dagitim alanina selektiftirler ve etkili dagitim yaparlar.
Son zamanlarda; aljinat, pektin ve kitozan gibi dogal polimerlerle hazirlanan boncuklar dikkat

cekmektedir [17].

Aljinat; pH'ya duyarli, maliyeti diistk, toksik olmayan, biyobozunur ve biyouyumlu,
alglerden elde edilen dogal bir polimerdir. Protein ve hiicre enkapsiilasyonunda ilag¢ tasiyici
sistemin formiile edilmesinde en ¢ok tercih edilen polimerdir. Sodyum tuzunun 2 degerlikli
katyonlarla c¢apraz baglanmasi sonucu jelleserek boncuklarinolusmasini saglar. Olusan

boncuklar, kontrollii ila¢ salinim sistemlerinin hazirlanmasinda kullanilirlar [18].

Pankreatin, tripsin, kimotripsin gibi gastrointestinal sistemin st kisimlarinda stabilitesi
diisiik olan ilaglarin kolona hedeflendirilmesi tercih edilmektedir. Midenin asidik pH’sinda
jellerin sisme derceleri az oldugundan, ytiklenen ilag mide vasatinda enzimlerin sindirici etkisine
karsi korunur. Jel gastrointestinal sistemi gecerken pH artar ve artan iyonlasmadan o6tiirii sisme
derecesi yiikselir. Ila¢ etkin maddesini iceren hidrojen, kolona ulastiginda enzimlerin ve ortam
diizenleyicilerin ¢capraz baglara girmesine imkan veren bir sisme derecesine ulasir. Jel, daha sonra

bozunup etkin maddeyi salarak sistemik absorbsiyona veya kolondaki etkiye hazir hale gelir [19].

Bu tez projesinin ana amaci; tripsin yetmezligi olan Kistik Fibrozis’li hastalarda enzim
replasman tedavisinde kullanilmak {izere kolona hedeflendirilmis, midenin asidik ortamina
dayanikli, biyouyumlu ve biyobozunur polimerlerle hazirlanmis ila¢ tasiyici sistemlerin
formulasyonu hedeflenmektedir. Boylece tedavinin daha etkin ve ilacin daha kararli olmasi

saglanacaktir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. KiSTIK FIBROZIS

Kuzey Avrupa’daki her 2500 kisiden 1’inde rastlanan Kistik Fibrozis en yaygin goriilen
otozomal resesif cekiniklik gosteren 6liimciil bir hastaliktir. Bu hastalikta kayda deger bir artis
oldugunun anlasilmasindan sonra, 1989 yilinda Kistik Fibrozis Transmembran iletkenlik
Regiilatér (KFTR) geni tanimlanmistir. 600’den fazla KFTR geninin farkli mutasyonlari
tanimlanarak, genotipik-fenotipik iliskileri kaydadeger bir sekilde kazandirilmistir. Hem kliniksel
hem de besinsel olarak Pankreas Yetmezligine (PI) ve Pankreas yeterliligine (PS) neden olan bu
mutasyonlar1 ayirmanin yararli oldugu bildirilmistir. Pankreas yeterliligi olan olan hastalar
pankreatik hataliga sahiptirler, fakat normal besinlerin sindirimine ve emilimine izin veren
yeterli ekzokrin fonksiyonlarina sahiptirler. Bunlar kistik fibrozis popiilasyonunun % 10-15’ ini
olusturmakta oldugu ve ge¢ yaslardaki teshisle daha ilimli bir hastalik seyrine sahip olduklari,
akciger hastaliklarinda daha yavas ilerleme, beslenme durumlarinin daha iyi ve Pankreas
yetmezligi olan hastalara gore daha iistiin bir hayata sahip olduklar1 bildirilmistir. Agirhiktaki
azalma ile kronik beslenme yetersizligi ve dogrusal biiyiime noksanligl Kistik Fibrozis hasta
popiilasyonlarinda bir problem olarak fark edilmistir [20].

Canli dogumlarda 1/2000-1/3500 oraninda goriilen hastaligin, tasiyicilik orami 1/25
olarak bildirilmistir [21].

Iyi beslenme durumu ve gelismis akciger fonksiyon parametreleri ile birlikte ebebeynlere
ve Kkistik fibrozisli hastalara daha ¢ok motivasyona baghh kalmak i¢in 6ngodriilen besinsel
terapilerin 6rnegin enzimler, vitaminler ve dengeli yliksek enerji alimi vurgusu 6nerilmistir.
Kuzey Amerikan Kistik Fibrozis Kurum Anlasma Komitesinin, biitiin yaslardaki normal biiytime
ve agirlik kazanimi i¢in gerekli olan enerjinin karsilanmasinin uygun olarak degerlendirilmesi ve
beslenme durumu ile ilgili her yasa uygun bir diyet tavsiyesini icermektedir. Kistik Fibrozisli
hastalarda enerji talebini karsilamak i¢in diyetin % 35-40 oranindaki kalorisinin yaglardan
karsilandig belirtilmistir. Yeni dogan kistik fibrozisli hastalar icin beslenme rehberi oybirligi ile
yayinlanmistir. Bebegin ilk birinci yilinda birincil beslenme kaynagi olarak devamli anne siiti
onerilmektedir. Anne siitii ile beslenmenin yeni dogan kistik fibrozisli bebeklerde koruyucu bir
etki gosterdigi bildirilmistir. Italya’da yapilan bir ¢alismada ilk 3 yilda mama ile beslenen
bebeklerle anne siitii ile beslenen bebeklerle kiyaslandiginda anne siitii ile beslenen bebeklerde
akciger fonksiyonlarinda gelismislik ve enfeksiyona yakalanma oraninda azalma oldugu gelisme

gostermistir [22].
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Malniitrisyon ve akciger hastaliginin birbiriyle iligkili oldugu iyi bilinmektedir. Kistik
fibrozise yonelik bakim, en uygun sonuglarin tesvik edilmesi icin beslenme durumuna ve akciger
fonksiyonuna dikkat cekmeyi icerir. Kistik fibroz alaninda tecriibeli bir diyetisyenin, hastalarin
bakiminda 6nemli bir rol oynadig ayrica, kistik fibroz bakimina y6nelik multidisipliner bir ekip
yaklasiminin rutin ziyaretler ve takip ile saglanmasi gerektigi bilinmektedir. Kistik fibrozlu
kisilerin enerji taleplerini karsilamak i¢in yagdan% 35-40 kalori iceren bir diyet dnerilir [23].

Son yillarda tani ve tedavide ilerlemeler olmasina ragmen bu kistik fibrozisli hastalar i¢in
karisik, zaman alici giinliik giinde 2-4 saat zan alan diyet gerektirmektedir. Boylece, kistik fibrozis

tedavi edilecek en zor kronik hastaliklardan biri olma yolunda ilerlemektedir [23].

2.2. TRIPSIN

Tek parcali serin proteazlar sinifinin bir liyesi olan Tripsin [24-27], endistriyel ve
biyokimyasal uygulamalarda, tripsin gibi enzimlerin kullaniminin kanitlanmasi biiyiik 6nem
tasimakla birlikte [25], pozitif yiiklii, substrat 6zgiilliigiine sahip, lizin ve arginin yan zincirlerine
dayanan bir pankreatik enzim kabul edilmektedir [28]. Orta biiytikliikte globiiler bir protein olan
tripsinin, pankreas tarafindan inaktif proenzim olan tripsinojen olarak iiretildigi, gida
maddelerinde bulunan proteinlerin sindiriminde rol oynadig1 da bilinmektedir [28].

Tripsin enzimi, bagirsaga ulasmadan 6nce inaktif formda olan tripsinojen formunda
bulunmakta olup, eger aktif formu olan tripsin seklinde bulunursa pankreasin i¢ yiizeyini tahrip
edecegi bildirilmektedir. Ince bagirsagin ilk ve en kisa kismi olan oniki parmak bagirsaginin
mukoza hiicreleri tarafindan salinan enterokinaz enzimi ile birlikte, tripsinojenin tripsin haline
doniismesinde rol oynadigi ve sonugta tripsin enziminin aktif hale gectigi bildirilmektedir [28].

Tripsinin bilesiminde bulunan Tripsinojenin, bir terminal hekzapeptidin ¢cikarilmasiyla
aktive edilerek tek zincirli B-tripsin tretilebildigi; sonraki sinirl otoliz, disiilfiir bagi ile baglanmis
iki veya daha fazla peptit zincirine sahip diger aktif formlar iirettigi,baslca formlarin, iki peptid
zinciri ve (- tek bir zincire sahip olan a-tripsin oldugu ifade edilmistir [28].

Tripsinin tarihcesine bakacak olursak, hangi yil, kimin tarafindan kesfedildigi ve yapilan
kesfin ne oldugu asagidaki tabloda gosterildigi gibidir. 1876’larda ilk defa s6z edilemeye basladigi

goriilmekte olup, gliniimiizde de halen arastirilmaya devam etmektedir.
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Tablo 2.1 Tripsinin Tarihgesi [28]

-1992: Corey ile Craik

-1989: McGrath ve ark.

Yil Bilim Adami Kesif

1876 Kuhne -Pankreatik enzimin proteolitik
entkinliginin tanimlanmas.

-Tripsin ve pepsin karsilastirilarak ayirici
optimum pH’nin saptanmasi.

1936 Nothrop ve Kunitz - Tripsinin kristallendirilerek
saflastirilmasi.

1974 - - Tripsin iceren serin endopeptidaz S1
ailesinin protoripi olan 3 boyutlu yapinin
belirlenmesi.

1980-1990 -1987: Sprang ve ark. -Rekombinant tripsin ile mutagenez,

belirli amino asit artiklarinin rolinin
belirlenmesi.

ve ark.
1990’larin sonu | - -Kalitsal temelli pankreatit hastaliginda
tripsinin  roliiniin olup olmadiginin
arastirilmasi.
-Argl17His’te bir mutasyonun otolizin
o6nlenmesinden mesul oldugunun ve bu
nedenle, pankreatitin meydana gelmesine
yol actiginin belirlenmesi.
2004 -Manz ve ark. Peptid siralama teknikleri kullanilarak
proteinlerin identifikasyonunun
yapilmasi.
2007 Tzetis ve ark. -T1p alaninda kistik fibroz gibi pankreasla
ilgili hastaliklarda tripsinin roliiniin
incelenmesi.
2008 Wang ve ark. -Eklem  kikirdaginin  osteoartiritteki
ayrismasini modellemek amactyla
tripsinden yararlanilmasi.
2009 - Soleimani ve ark. -Hiicre ve doku kiltiirlerinin
-Banumathi ve ark. gelistirilmesinde  tripsinin ~ 6neminin
-Yang ve ark. saptanmasl.

2009 -Li ve ark -Osteoartritte tripsinin kullanimu.

2009 -Chen ve ark. - Tripsinin  pankreatit hastalifinda

roliiniin belirlenmesi.

2.2.1. Tripsinin Kimyasal yapisi

Tripsin enziminin molekiil Agirlig1 23.3 kDa oldugu bilinmekle birlikte [27], tripsinojenin
tripsinin proenzim formu olan zimojen olarak adlandirilan ekzokrin asinar hiicrelerinde

sentezlenip, inaktif dncili protein seklinde, pankreastan salgilandig, salgilananinsan pankreas

tripsinojeninin g

(tripsinojen-2) ve mezotripsinojen (inhibitdre direncli) (tripsinojen-3)oldugu bilinmektedir [27].

Insanda baskin bulunan izoformlar katyonik ve anyonik tripsinler, 2:1 oraninda ortaya ¢ikan

izoformda salgilandigy;

bunlarin; katyonik (tripsinojen-1),

6
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sindirim sistemindeki proteinlerin parcalanmasindan sorumlu baslica izoformlar1 olarak
bilinirken, mezotripsinojenin pankreatik sekresyonlarinin % 5'inden azini olusturdugu ifade
edilmektedir [27].

Tripsin ile Katalizlenen Reaksiyonlar Tripsinogen'in Tripsin'e Doniistiiriilmesi;
Katalitik slirecteki basamaklar:

1. Substrat baglama. Substrat polipeptidine gelince, ¢ekilebilir peptid bagindan hemen
once amino asit yan zincir tortusu, enzim iizerindeki aktif bolgeye baglanabilir; bu bagin karbonil
karbonu, ntikleofilik serin 195'e yakin konumlandirilmistir[27].

2. Niikleofilik saldiri. Niikleofil Serine 195'in hidroksil grubu, Ser195'in hidroksil
grubundan bir protonu soyutlayan Histidin57 tarafindan kolaylastirilarak karbonil karbonu
etkiledigi, niikleofilik ataklar icin bir kovalent bag olustuguve bir hidrojen bagi, iki proteaz
omurga amidi protonundan (oksanyon deligi) olusan peptid karbonil oksijen iizerinde gelisen
negatif yiikii stabilize edebildigi bildirilmektedir [27].

3. Protonasyon. Substrat amid azotu, His57 tarafindan bir hidrojen verdigi, substratin
Karboksil terminal kismini serbest bir peptit olarak serbest biraktig1 ifade edilmektedir [27].

4. Ester hidrolizi. Su ile peptid ve Ser195 oksijen arasindaki ester bagi lizerindeki
saldirisinin son adim oldugu, normal bir karboksil grubuna sahip peptidin, ikinci bir iirtin ve serin
hidroksil rejenerasyonu yaptigy, ikinci peptidin daha sonra enzimden ayrisarak baska bir katalitik
dongiiniin baslatilmasina izin verdiginin, gercek kataliz Ser195 kalintiyla yapildig1 bilinmekle
birlikte,diger artiklarin Serin konumlandirmada ve ara lriinlerin stabilizasyonu i¢in énemli
oldugu da bildirilmektedir[27].

Tripsinin genel yapisinin kimotripsininkiyle ayni oldugu varsayilmaktadir. Hem tripsinin
hem de kimotripsinin aktif merkezlerinin yakinindaki gruplarin ¢ogunun aynm veya ¢ok benzer
olmasi dikkat cekmekte oldugu, bu iki enzim arasindaki tek 6nemli farkin, kimotripsinin nétr
serin-189'unun, tripsin icinde negatif yiikli aspartik asit-177 haline gelmesi olarak
bildirilmektedir. Kimotripsin ve Tripsinin 6zgtlliiklerinin farkli olma sebebinin iki grubun farkh
olmasindan kaynaklandig bildirilmektedir [29].

Tripsinin, biyoaktif peptitlerin hazirlanmas;, siit tedavisi, kutan6z sarginin hazirlanmasi
ve deterjan endustrisinde katki maddesi olarak ve daha bir¢ok proseste kullanilmakta oldugu
ifade edilmistir [30].

Enzim immobilizasyonunun bir ¢ok avantajinin bulundugu bunlar arasinda, optimum
reaksiyon kosullar1 altinda geri kazaniminin kolaylastirilmasi, tekrar kullanim kolayliginin
saglanmasi, operasyonel ve termal stabiliteyi arttira bilmesi ve enzim performansinin
gelistirilebilmesi sayillmaktadir. Tripsin, farkli yontemler kullanilarak immobilize edilmistir. Bu
yontemler arasindan birkagi; enzimlerin suda ¢oziinmeyen tasiyiciya baglanmasi, adsorpsiyon,

hapsetme ve kovalent baglanmasi sayilmaktadir. Enzimler, tasiyicidan bagimsiz olarak da
7
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immobilize edilebilmektedirler. Capraz baghh enzim agregatlar1 (CLEA) yOnteminin, enzim
molekiillerinin ¢c6kelmesini ve olusan agregatlarin capraz baglanmasini icerdigi bilinmektedir. Bu
yontemde agregatlarin, protein yiizeyi lzerindeki serbest amino gruplari lizerinden ¢apraz
baglanarak, katalitik aktivitesi muhafaza edilirken, agregatlarin kalici olarak ¢oziinmez hale
getirildigi ifade edilmektedir [30].

Proteotik enzimlerin ¢cogunda oldugu gibi tripsin ve kimotripsin, hiicresel proteinlerin
istenmeyen sekilde yok edilmesini 6nlemek ve enzim aktivitesinin ne zaman ve nerede
gerceklestigini diizenlemek icin inaktif zimojen 6nciilleri (tripsinojen ve kimotripsinogen) olarak
sentezlendigi inaktif zimojenlerin, atiimdan once kiiciik ve kalin bagirsaklar1 dolasarak
duodenuma salindiklari, zimojenlerin de kan dolasimina girdigi ve burada idrarla atilmadan 6nce
serumda tespit edilebildigi bilinmektedir[31].

Polipeptit zincirinin, sindirimde yer alan {i¢ serin proteaz tarafindan farkli konumlarda
boliindigi ifade edilmistir. Asagidaki sekil 2.1'de, amino asit tinitelerine katilan peptid baglarinin
azot atomlarinin sagindaki molekiiller oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, biitiin peptid
baglarinin serin proteazlardan tarafindan etkilenmedikleri ifade edilmektedir. Kimotripsinin,
fenilalanin gibi sadece biiylik ve hidrofobik yan zincirlere etki ettigi bildirilmekte iken, Tripsin,
birini takip eden iki pozitif yiiklii yan zincir igeren lisin ve arginindeki peptit baglarini kestigi

bildirilmektedir [32].

Kimotripsin Tripsin

polipeptid
zinciri

fenilalanin

Sekil 2.1 Polipeptid zincirlerinin sematik gosterimi [32]

2.2.2. Tripsin'in fizyolojik fonksiyonlari

Tripsinin, protein sindiriminde kullanilan ince bagirsaklara salinan pankreatik 6zsuyu
icinde bulunan o6nemli bir protein sindirici enzim oldugu,protein, duodenuma ulastifinda
(duodenum, jejunuma yol acan, mideden hemen sonra ince bagirsagin ilk kismidir) pankreasin,
tripsinogen'i  (tripsin proenzimi), kimotripsinogen'i (kimotripsinogen proenzimi) ve
prokarboksipeptidaz1 serbest biraktigl, bir kez tripsinojen (inaktif zimojen) ince bagirsaklarin

8
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mukozal hiicreleri tarafindan pankreas kanalindan salinan enterokinaza dokunursa, tripsinin
aktif hale getirildigi ve tripsinin, diger inaktif sindirim enzimi olan zimojen, prokarboksipeptidaz
ve kimotripsinogen'in aktive edilmesinden sorumlu oldugu, ¢alkantili olarak, kimotripsin ve
karboksipeptidaza doniisiirtiigii, tripsinin, peptidi hidrolize etmek i¢in ¢alistig1 bilinmektedir.
Peptitlerin hidrolizinin, protein emiliminde 6nemli bir adim oldugunu, ¢iinkii peptidlerin
proteinlerden daha kii¢iik olmasina ragmen hala ince bagirsagin astar1 tarafindan absorbe
edilemeyecek kadar biiyiik oldugunu belirtmenin 6nemi ilizerine vurgu yapilmaktadir. Bu
nedenle, tripsinin, peptid baglar1 icin hidrolize edici bir biyolojik katalizor olarak goérevi gordiigii
bildirilmektedir. Ayrica, ince bagirsaktaki, enteropeptidazin, proteolitik aktivite ile tripsin haline
getirildigine de dikkat cekilmistir.Tripsinin, ek tripsinojeni aktive etmek i¢in islev gérebildigi, bu
olayin otokataliz olarak ifade edildigi de bilinmektedir. Bu nedenle, reaksiyonun tekrar
baslatilmas1 gerekiyorsa ya da bu islem gergeklestiginde, enteropeptidazin az miktarda
kullanilmasi gerektigi,bu aktivasyon mekanizmasinin ¢ogu serin proteaz enzimi i¢in ortak oldugu

ve pankreasin otomatik bozunmasini énlemeye yarar sagladigi da bilinmektedir [27].

/CH3
o S
\ \CH
/‘ TNH, ol
H}C\ 5H H H C|> HzC\ .{H H l _
O 8 C N _C C N, _-Cx=
*HyN" “TNe e I ~C” Q
| 4= H Il 4%
o H /CH2 o H /CH2
HO HC.
"g==*°
I -
o
Ala Phe Asn Ser Met Glu

Sekil 2.2 Kimotripsin Ozgiilligii [33]

Yukaridaki sekilde goriildiigii gibi, kimotripsinin, aromatik veya biiyiik hidrofobik amino

asitlerin karboksil tarafindaki proteinleri (golgeli sar1) parcaladigi bilinmektedir [33].
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Val 190
Val 216 -

Val 190

Val 216

Asp 189 Qx:29

Chymotrypsin Trypsin Elastase

Sekil 2.3 Kimotripsin, Tripsin ve Elastaz'in S 1 Cepleri (33]

Tripsinin, o6zellikle pozitif yikli lizin veya argininin C-terminal grubundaki peptid
baglarini parcaladigl, hem basit hem de karmasik matrikslerde kiitle spektrometresiyle protein
tanimlamasi icin en ¢ok kullanilan proteaz oldugu ifade edilmistir [34]. Diger bir ifade ile tripsin,
lizin ve arginin yan zincirlerine dayanan substrat 6zgiilliigiine sahip; arjinin, lizin ve ornitin
karboksilik gruplarindaki ester, amid ve peptid baglarini hidrolize eden, pankreatik bir serin
proteaz olarak tanimlanmaktadir. Proteazin, manyetik kati destek lizerinde immobilizasyonu,
indirgenmis otoliz iirtinleri nedeniyle son yillarda potansiyel olarak gliclii bir prosediir olarak
diistintilmiigtiir. Ornegin, Bayramoglu ve ark. tarafindan bildirildigine lizere, Krogh ve ark;
piyasada bulunan paramanyetik gézenekli cam boncuklara immobilize enzimler kullanarak
proteinlerin hizli sindirilmesini gostermistir. Ayni c¢alismacilar, Yine, Tigrett ve ark.nin,
tripsinden bir paramanyetik ¢ekirdek ile mikropartikiil elde ettiklerini, ayrica Li ve ark. ise,
Tripsin'in immobilizasyonu icin amin ile islevlendirilmis manyetik nanosferleri kullanarak,
proteinlerin analizi ve tanimlanmasini hareketsizlestirilmis enzim ile incelediklerini
bildirmislerdir [35].

Enzimler, ¢esitli enzimatik biyosensorlerin gelisimini kolaylastiran proteom sindiriminde
anahtar rol oynadig1 bilinmekle birlikte, rutin olarak kabul edilen serbest enzim sindiriminde,
serbest proteaz (tipik olarak tripsin) ile uzun kulucka siiresinin (12-20 saat), numune isleme
verimini sinirladgi ve kompleks sterik engellemesiyle eksik protein proteolizini sagladig ifade
edilmektedir. Bir enzimin immobilizasyonu ve 06zelliklerinin, hazirlanma yontemi, destek
matriksinin se¢imi ve matriksin fiziko-kimyasal 6zellikleri tarafindan etkilendigi bildirilmektedir.
Ideal destek matriksinin tasimasi gereken o6zellikler arasinda, basinca kars fiziksel direng,
enzimlere kars1 inertlik, tiiretme kolayligi, biyouyumluluk, mikrobiyal saldiriya direng ve diisiik
maliyetli kullanilabilir olmasi sayilabilmektedir. Tripsin, hidroliz ve yiliksek molekiil agirlikh
proteinlerin kiiciik peptidlere proteolizi i¢in kullanilan 6nemli sindirim enzimlerinden biridir.

Hidroliz islemi sirasinda, tripsin soliisyonunun hizli otolizi ve nétr proteazin en az stabilitesi
10
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sayesinde, istenmeyen ve miidahale edilebilen materyaller iirettigi ve dolayisiyla bunun

sonucunda katalitik reaksiyonlarin verimliliginin ve oraninin diistiigii ifade edilmektedir [36].

2.2.3. Endikasyonu ve Tibbi Kullanimi

Tripsinin, solunum yollar enfeksiyonlarinda (trakeitis, bronsit, bronsektazi, pnémoni,
postoperatif akciger atelektazi vb.], viskoz sivilarin ve eksiidanlarin ¢ikarilmasini kolaylastirmak
icin yardimci madde olarak kullanildig1 bilinmekle birlikte bu gibi durumlarda, tripsin iceren ilag
aerosol formunda inhalasyon yoluyla ya da i.m. enjeksiyonla hastaya uygulandigi bilinmektedir.
Ayrica, tripsinin, balgamin sivilasmasini sagladigi boylece, atiliminin kolaylastigi da
bilinmektedir. Ekstidatif plorezi ve plevral ampiyem olan hastalarda, tripsinin eksiida siv1 alimy,
irin bosaltilmasi ve tahliyesinin kolaylastirilmasi i¢in intraplevral olarak uygulanabildigi,
pankreatit ve diger sindirim sistemi hastaliklarinin tedavisinde kimotripsin ve/veya pankreatin
ile Dbirlikte kullanildigl, tripsinin kristal formunda anti-inflamatuar etkisinden o6tiird,
tromboflebit, periodontitis, osteomyelit, siniizit, otit ve diger inflamatuar hastaliklarin
inflamatuar-distrofik formlari ile kas i¢i enjeksiyonlar i¢in de kullanildig1 bilnmektedir. Tripsin
iceren oftalmik preparatlarin (g6z damlasi veya goz banyosu) ise, iritium, iridosiklit, goziin 6n
kamarasindaki hemorajiler, cerrahi operasyon ve travmayi takiben okolouglas dokularinin
sismesi durumunda topikal olarak kullanildigi da bilinmektedir. Yine, tripsinin yara iyilestirici
ozelliginden dolayi, yaniklar, yatak yaralari, piriilan yaralar1 tedavi etmek icin, topikal

preparatlarindan yararlanilabildigi ifade edilmektedir [37-39].

Tripsin kristali iceren bir preparatin, yetiskin hastalara giinde bir kez 0, 005-0.01g (5-10
mg) dozda, ¢ocuklar icin ise 0, 0025 g (2, 5 mg) dozda enjekte edildigi,enjeksiyonlar igin,
kullanmadan hemen 6nce 0, 005 g (5 mg) tripsin kristalinin, 1 ila 2 ml steril izotonik sodyum

klorir ¢ozeltisi veya% 0.5 ile % 2 novokain ¢ozeltisi icinde ¢oziindiiriildiigi bilinmektedir [40].

Inhalasyon seklindeki uygulamalar igin ise, ilacin 5-10 mg" 2 ila 3 ml izotonik sodyum
kloriir ¢ozeltisi icinde c¢oziindurilip bir inhalasyon cihazindan aerosol olarak
uygulandigi hastaya bir bronkoskop veya endotrakeal prob ile enjekte edildigi,soluma sayisinin
hastaligin seyrine ve tedavinin etkinligine bagli oldugu ve ilag inhale edildikten sonra, hasta agzini

ve burnunu da 1lik su ile durulamasi gerektigi bilinmektedir[41].

11
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2.2.4. Farmakokinetigi

Tripsin, dahilen kullanilan farmasoétik preparatlarda diger enzimlerle kombine halde
bulundugundan tek basina tripsin igeren bir dozaj sekli piyasada olmadigindan sadece bu etken

maddeyi iceren bir ilacin farmakokinetigine dair veriye rastlanmamustir.

2.2.5. Kontrendikasyonlari

Tripsinin kontrendikasyonlarina dair literatiirde yeterli bilgiye rastlanmamistir. Ancak,
yeni doganlarda ve hemofili hastalarinda kullaniminin sakincali olabilecegi bazi tripsin bromelain
kombine preparatlara iliskin tibbi bilgilerde rastlanmistir. Yine, laktasyon dénemi ve gebelikte
kullanilminin 6énerilmedigi, enjeksiyonluk preparatlarinin, kalp yetmezligi, amfizem, solunum
yetmezligi, akciger tiiberkiilozu, karaciger, siroz, hepatit, pankreatit, hemorajik zayiflik

dekompanze olusturdugu da bilinmektedir.

2.3.6. Yan etkileri

Literatiir verileri incelendiginde tripsinin yan etkilerine dair herhangi bir kayda
rastlanmamistir. Tripsin kimotripsin kombine preparatlarinin asir1 hassasiyete yol acabilecegi
belirtilmektedir. Alerjik reaksiyonlar, ates, tasikardi; i.m. uygulamada agri, enjeksiyon yerinde
hiperemi; inhalasyon uygulamasinda ise {ist solunum yollarindaki mukoza zarinin tahrisi, sesin

ses kisiklig1 gibi yan etkilerle karsilasilabildigi belirtilmektedir.

2.2.7. Piyasada mevcut miistahzarlari

Tirkiye piyasasinda tablet formunda preparati mevcuttur. Bu preparatta pankreatin ve
kimotripsin ile kombine halde bulunur. Yurt disinda tlserler, giines yaniklari ve diyabetik ayak
yaralarinin tedavisinde sprey formunda topikal kullanilan preparatlari (miistahzar: Graniilex)
mevcuttur. Osteoartrit tedavisinde ise, yine topikal formiilasyonu bromelain ile hazirlanarak
kullanildigi (Dermasprey, Granulderm) bilinmekle birlikte,yine merhem formunda (miistahzar:
Xenaderm ve Vasolex) peru balsami ve hint yagi ile birlikte yaralarin iyilesmesi ve agr1 kesici
olarak kullanildig1 da bilinmektedir [38].

Tiirkiye'de sigir, buzag, koyun, kegi ve kopek gibi hayvanlarda ytiksek oranda eksudat
birikimi olan bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde destekleyici olarak, 6rn. akciger, meme ve
karin boslugu enfeksiyonlari, artrit, dogumla ilgili hastaliklar, flegmonlar, panarisia ve

aktinomikozlar, papillomatozlar ve malignant tiimoérlerin tedavisinde (operasyon Oncesi ve

12
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sonrasinda) i.m. siispansiyon formunda kullanilan preparatinin (Nekro Veyxym) mevcudiyeti

bilinmektedir [42,43].
2.3. ENZIM

Enzimler, endiistriyel alandaki bir¢cok uygulamada artarak kullanilmakta olan ve organik
bilesim iceren ¢ok yonlii [25], hiicrelerden ekstrakte edilebilen [44], canli organizmalarda
biyokimyasal reaksiyonlar1 hizlandiran ve hiicrelerden cikarilan ve daha sonra ticari olarak
onemli proseslerin katalizorliigiinii yapmak icin kullanilan segici ve son derece verimli, cok yonlii
biyolojik katalizérler olarak tanimlanmaktadir [27,44] Biyolojik siirecteki, hastaliktaki ve
sagliktaki rolleri kapsamli olarak arastirmacilar tarafindan arastirilmistir [26]. Diger bir ifade ile
enzimler, viicuttaki tiim reaksiyonlar1 kendileri degismeden reaksiyon hizini arttirarak islemini
tamamlayan proteinik yapili katalizorler tarafindan yiiriitilmektedirler [45].

Enzimlerin biyokatalitik doniistimlerde kullanilmalarinin baslica avantajlarinin, onlarin
kemo-, regio- ve stereo-spesifikliginden ve ayrica kullanilabilen hafif reaksiyon kosullarindan

olustugu bilinmektedir [46].

v z

Enzim substrat
kompleksi

Sekil 2.4 : Anahtar kilit modeli [47]

En basit sekli ile bir enzimin nasil ¢alistigini gosteren sekil yukarida goriilmektedir. Sekil
2.4.de gorildiigi gibi substrat ile enzimin aktif bolgesine baglanarak enzim substrat kompleksi
olusturdugu ifade edilmektedir [47].

'Enzim' kelimesi ilk 6nce 1878'de Alman fizyolog Wilhelm Kiihne tarafindan mayanin
sekerlerden alkol iliretme yetenegini aciklamasi ile kullamlmistir [44,48]. Insanlar cok eski
caglardan beri enzimatik reaksiyonlardan yararlanarak sarap, ekmek, yogurt, boza, kimiz
tretmelerine ragmen, bu triinleri elde ederken, enzimden ve enzimin katalitik etkilerinden
haberleri olmadan faydalanmislardir. 1833’lerde, Payen ve Persoz alkol kullanmak sureti ile malt

ekstresinden nisastay1 sindiren enzimi presipitasyon yolu ile ayirt etmisler ve bu olusuma

13
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Diyastaz adin1 vermislerdir. Schwan, 1836 yilinda mide suyundan pepsini elde eden Kkisi ise
olmustur. Bu yillan takiben 1926 yilinda Summer kristal halde bulunan ilk enzim olan {ireazi
izole etmistir. 1930-1936 yillar1 arasinda Northrop tarafindan pepsin, tripsin ve simotripsinin
kristal hali elde edilmistir [48].

Enzim 0zgiinliigiiniin, substratin ve onun aktif boélgesinin tamamlayici dogasindan
kaynaklandig1 hipotezi, ilk olarak 1894'te Alman kimyager Emil Fischer tarafindan 6nerilmis ve
Fischer'in "kilit ve anahtar hipotezi" olarak bilinmeye baslanmistir. Bu teorinin, bu enzimlerin
protein oldugu bile belli olmadig1 bir zamanda 6nerilmesinin sasirtici oldugu ifade edilmektedir.
X-1511 kristalografisi gibi teknikler yoluyla enzim yapis1 hakkinda daha fazla bilgi edinildiginde,
enzimlerin saglam yapilar olmadiginin, aslinda sekil bakimindan olduk¢a esnek olduklar
anlasilmistir. Bu bulgu 1s18inda, 1958 yilinda Daniel Koshland, Fischer'in fikirlerini genisletmis ve
enzim molekiiliiniin alt tabakanin baglanmasina uyum saglamak i¢in seklini biraz degistirdigi alt
katmanin ve enzim baglanmasinin "uyarilmis fit modeli” ni sunmustur [44].Kelime olarak, enzim
(Yunanca en=i¢ginde ve zyme=maya) anlami tasimaktadir [27, 44].

Enzimler dikkat cekici 6zgtlliige sahip oldugu, giicll, spesifik katalizorler olarak
bilinmekle birlikte, enzimlerin katalitik aktivitesi; ciro hizi, ciro frekansi veya devir sayisi olarak
adlandirilan sabit bir kcat ile ifade edilebildigi ve bu sabitin, birim zamanda (genelde dakikada
veya saniyede) tek bir enzim molekiilii ile triine doniistiiriilebilen substrat molekiillerinin

sayisini temsil ettigi ifade edilmektedir [44].

= O (e OldKI0 d IO 5 Fi

Sekil 2.5: Bir aktif enzimin yapisi (haloenzim bilesenleri) [44]
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1960'lardan beri enzimler avantajli bir sekilde katalizor olarak kullanilmaktadir. Cesitli
enzim katalizli proseslerden, bazi gida maddelerinin, ilaglarin ve zirai kimyasallarin tiretimi i¢in
enzimler endiistriye basariyla dahil edilmistir [49].

Apoenzim ile koenzimin birlikte bulundugu gruba tam enzim anlamina gelen Haloenzim
olarak ifade edilmektedir. Koenzimlerin enzime gevsek olarak baglandigikoenzim apoenzime
sikica bagli ise o zaman koenzimin “prostetik grup” olarak adlandirildigy, genellikle suda ¢oziiniir
ve renksiz olan enzimlerin etki ettikleri maddelere substrat yani etkinen madde denildigi ve
enzimatik reaksiyon sonucunda olusan maddeye de iiriin ad1 verildigi ifade edilmektedir [50].

Her enzim, genelde Enzim Komisyon numarasi (E.C. sayis1) olarak bilinen bir ad ve dort
basamakli bir sistem kodu ile ifade edilmektedir [27]. Enzimlerin 4 rakamli numaralar1 vardir.
Bunlardan bir numara sinifi, iki numara alt sinifi, iic numara grubu ve dort numara ise kendine
0zgi sira numarasini ifade etmektedir [48]. Dort basamaktan olusan siniflandirma numarasi
enzimi, katalize edilen reaksiyon ile tanimlanir. Bu ayrica, bilgileri diger veritabanlarn ile
iliskilendirmek icin de degerli bir bilgi olarak kabul edilmektedir [51]. Birinci basamagin, bir
enzimin Kkatalize ettigi kimyasal tepkimenin genel tiiriine gore ana simifi belirttigi,ikinci
basamagin, cikarilmis veya aktarilan bir kimyasal grubun dogasina veya boliinmiis veya
olusturulmus herhangi bir baga dayanan alt sinifi karakterize ettigi,liclincli basamagin alt alt sinifi
belirttigi ve alt sinifin daha ayrintili alt béliimi i¢in kullanildig ifade edilirken; AT numarasinin
son basamaginin ise; alt-alt siniftaki her bir enzime rastgele atanmis bir seri numarasini belirttigi
bilinmektedir. Bunun, proteinlerin peptid bagini pargalayan bir enzim sinifi oldugu, aktif
bolgelerinde katalitik bir serin kalintis1 varligi ile karakterize edildikleride ifade edilmektedir
[27].

Enzimlerin, basta biyomedikal ve biyoteknolojik alanlarda olmak iizere ¢ok ¢esitli pratik
uygulamalarda, cesitli destek maddeleri ile immobilizasyon yoluyla kullanilmakta oldugu
bilinmektedir. Enzimlerin immobilizasyonu i¢in bir¢ok yontem mevcut olmasina ragmen,
genellikle dort yontemden biri kullanilmaktadir: (i) fiziksel adsorpsiyon; (ii) hapsetme; (iii) ko-
polimerizasyon; (iv) kovalent baglanma. Enzim immobilizasyonu i¢in kullanilan yontemlerin ve
desteklerin, enzim aktivitesinin en ilist dizeyde tutulmasini, stabilitesini ve dayanikliligini
saglamak i¢in secildigi ifade edilmektedir. Adsorpsiyonnun genellikle ¢ok gii¢lii immobilizasyon
yontemi olmadigiciinkii adsorbe edilen enzimin bazilarinin yikama ve ¢alistirma sirasinda
desorbe edildigi, dolayisiyla, adsorpsiyon yoluyla tersinir enzim immobilizasyonunun, enzim ve
destek arasinda giiclii bir hidrofobik veya iyonik etkilesim gerektirdigi bilinmektedir [35].

Miikemmel katalitik 6zelliklerine ragmen, enzim oOzelliklerinin endiistriyel 6lgekte
uygulanmadan o©nce gelistirilmesi gerektigi, genellikle, ¢oziinlir enzimlerin, endiistriyel
reaktorlerde uzun siire tekrar kullanilmak tizere hareketsizlestirilmek zorunda kalindig1 ve buna

ek olarak, diger bazi kritik enzim o6zelliklerinin stabilite, aktivite, reaksiyon iiriinleri ile
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inhibisyon, dogal olmayan substratlara karsi secicilik gibi gelistirilmesi gerektigi ifade

edilmektedir [52].

2.3.1. Endistriyel katalizor olarak enzimlerin avantajlari ve sinirlamalari

Bir enzim olarak nispeten pahali bir katalizoriin kullanilmasi, bircok durumda, ekonomik
olarak uygulanabilir bir islem yapmak icin geri kazanim ve yeniden kullanimini gerektirmekte
olup, dahasi, bir hareketsizlestirilmis enzimin kullaniminin reaktoriin tasarimini biiytik ol¢tide
kolaylastirdigi ve reaksiyonun kontroliiniin basit enzim filtrelemeyi durdurdugu, bu nedenle,
immobilizasyonda genelde bir enzimin bir endiistriyel biyokatalizor olarak kullanilmasi i¢in bir
gereklilik oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte, enzimin tekrar kullanilmasi fikri, son enzim
preparatinin stabilitesinin bu yeniden kullanima izin verecek kadar yiliksek olmasi gerektigi
anlamina geldigi, bu nedenle enzimin, immobilizasyon islemi sirasinda uygun bir islem olmasi

icin cok kararli olmasi gerektigi ya da stabilize edilmesi gerektigi ifade edilmektedir [52].

2.3.2. Enzimlerin Siniflandirilmasi

Enzimlerin, bulunduklarn yerde aktivite gostermelerine ve salgilandiklar1 yere gére 2
gruba ayrildiklari, bunlardan birincisinin, endojen olarak ifade edilen bulunduklar1 hiicrede
aktivite gosteren hiicre ici enzimler oldugu, ikincisinin ise ekzojen olarak ifade edilen,
salgilandiklar1 yerden ayr bir yerde aktivite gésteren hiicre dis1 enzimler oldugu bilinmektedir
[48, 51].

Enzim smiflandirmasinin ve terminolojisinin, katalize ettigi reaksiyonlar acisindan,
enzimlerin belirgin sekilde tanimlanmasina izin veren bir sistem oldugu ifade edilirken, bu,
katilan kimyasal reaksiyonu tanmimlayan reaksiyonun katalizli ve sistematik adlandirmanin
tiplerine gore gruplar halinde simif enzimlere gore sayisal bir sisteme dayandig ifede
edilmektedir [51].

Enzimler icin diger bir siniflandirma ise; etki ettikleri reaksiyon cesidine gére alt1 sinifa

ayrildigi bilinirken, bu enzimlerin siniflandirmasi asagidaki tablo 2:2 ‘de gosterilmektedir.
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Tablo 2.2: Enzim Siniflandirilmasi [44,48,51]

1- Oksidorediiktazlar Oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarini katalizleyen enzimlerdir. Oksitlenme,
molekiile oksijen eklemekle veya molekiilden hidrojen ayrilmasi ile yani arti
degerin artmasi ile olusmaktadir.

2-Transferazlar Hidrojen disinda bir atomun veya atom grubunun bir molekiilden digerine
aktarilmasini saglayan enzimlerdir. C,N veya P tasiyan gruplarin transferini
katalizler. Fosforilazlar ve transamilazlar bu gruba 6rnek enzimlerdir.

3-Hidrolazlar Baglara su sokarak yikmay katalizler. Bu gruba 6rnek enzimler proteazlar,
karbonhidrazlar, lipazlar olarak ifade edilirler.

4-liyazlar Su molekiilt gtkarmadan molekiilleri yikan enzimlerdir. C-C, C-S ve belli C-N
baglarinin yikimini katalizler.

5-izomerazlar Molekiil iginde degisiklik yaparak onun uzayda dizilisini degistiren enzimlerdir.
Optik veya geometrik izomerlerin rasemizasyonunu katalizler.

6-Ligazlar(Sentetazlar) Enerji kullanarak substrat molekdillerinin birbirine baglanmasini saglayan
enzimlerdir. Yiiksek enerjili fosfatlarin hidrolizi ile birlikte yiiriiyen karbon ve O,S,N
arasinda bag olusumunu katalizler. Aminoasitlerin veya yag asitlerinin
aktiflesmesi bu enzimlere iyi bir 6rnek olusturmaktadr.

2.3.3. Enzimlerin Fizikokimyasal 6zellikleri

Bir¢ok enzim protein yapisinda bulunurken bir¢ogu da yapi1 ve goérev bakimindan farkh
olan apoenzim ve koenzim\kofaktor olarak adlandirilan iki ayr1 grubu da kapsadig bilinirken,
protein yapisinda olan apoenzimin, enzimin 6zgilliigiinii diger bir ifade ile spesifikligini yani
baska bir reaksiyonda gorev yapma o6zelligini saglayan kisim olarak bilinirken, 1s1 ile protein
yapili olmasi sebebi ile proteinin dogal 6zelliginin kaybolmasi ile kolayca denatiire olabildigi
bilinmektedir. Enzimin yardimci ve etkin biciminin koenzim diger bir ifade ile kofaktor olarak
bilindigi,etkinlik gdsterebilmesi icin mutlaka apoenzime ihtiya¢ duydugu ve vitaminlerin 6nemli
kofaktorler yani koenzimler oldugu, ayrica koenzimlerin organik ve inorganik maddelerden

olusmakta oldugu ifade edilmektedir [48,50].
2.3.4. Enzimlerin katalitik aktivitelerini etkileyen faktorler
2.3.4.1. Sicaklik

Reaksiyonda 1s1 ylikseldik¢e reaksiyon molekiilleri daha yiiksek kinetik enerjiye sahip
olmakta ve bu da, basarili bir carpisma ihtimalini arttirarak, reaksiyon hizinin arttigi

bilinmektedir. Asagidaki sekilde 2.6’da goruldiigii gibi, bir enzimin katalitik aktivitesinin en
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yliksek oldugu belirli bir sicaklik degeri bulundugu, bu optimum sicaklik degerinin insan
hiicrelerindeki enzimler icin insan viicudu sicakligi olan 37.5 °C civarinda oldugu ve bu sicakligin
lizerinde enzim yapisinin par¢alanmaya basladigi yani denatiire oldugu c¢iinkii enzim molekiilleri
daha fazla kinetik enerji elde ettigi icin yiiksek sicakliklarda molekiil ici baglarin ve molekiiller

arasi baglarin koparildigi ifade edilmektedir [47].

X= Optimum Sicakhk

reaksiyon orani

20 30 40 50
Sicaklik °C

Sekil 2.6: Enzimatik Reaksiyon - Sicaklik Grafigi [47]

2.3.4.2.pH

Her enzimin oldukga kii¢tlik bir pH araliginda ¢alistig1 ve her enzim aktivitesinin en yiiksek
oldugu bir pH sinirinin bulundugu, buna da optimum pH denildigi, pH'daki bu degisikliklerin
sebebinin, molekiil ici baglar1 parcalayabilmesi ve molekiil ici baglar1 meydana getirebilmesi

oldugu bilinmektedir [47].

X=optimum pH

Enzim aktivitesi

Sekil 2.7: Enzim Reaksiyonunda pH grafigi [47]
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2.3.4.3. Enzim ve Substrat Konsantrasyonu

Enzim katalizli reaksiyon hizinin enzim ve substrat konsantrasyonlarina bagh olduguy,
asagidaki sekil 2.8’de goriildiigii iizere, her iki grubun konsantrasyonu arttikca reaksiyon hizi da
arttig1 ifade edilmektedir. Belirli bir enzim konsantrasyonu icin tepkime hizinin, artan substrat
konsantrasyonuyla birlikte artmakta oldugu ve bu artisin istiinde, substrat
konsantrasyonundaki artisin reaksiyon hizinda 6nemli bir degisiklik olusturmadig1 bilinmekle
birlikte bunun nedeninin, belirli bir andaki enzim molekiillerinin aktif alanlarinin substratla
neredeyse doymus olmasindan kaynaklandigi ifade edilmektedir.Asagidaki sekil 2.8'de
gorildigi gibi, enzim / substrat kompleksinin, daha fazla substrat barindirabilmek icin aktif
yerlerinden  serbest birakilmadan ayrilmalar1  gerektigi  bilinmektedir.  Substrat
konsantrasyonundaki artisin reaksiyon oranini belirli bir noktaya kadar yiikseltmekte oldugu
ama belirli bir substrat konsantrasyonundan sonra degismemekte oldugu da ifade edilmektedir

[47].

Reaksiyon orani
Reaksiyon Orani

*

Substrat konsantrasyonundaki artig
reaksivon oranini etkilememekte

Substrat Konsantrayonu .
Enzim Konsantrasyonu

Sekil 2.8: Enzim ve Substrat Reaksiyon Grafikleri [47]

Enzimlerin tepkimeleri ve katalizan yetenekleri onlari onlarca yil boyunca bilim i¢in
vazgecilmez olmakla beraber, enzimlerin hareketsizlestirilme isleminin ¢ok énem arz etmekte
oldugusebebinin ise enzimlerin daha uzun yar1 6mrii ve daha az bozunmayla ayni reaksiyon i¢in
birden ¢ok kez kolaylikla tekrar kullanilmasina izin vermis olmasi bunlarin yanisira tepkime
hizinin yani sira reaksiyon baslatma ve durdurma siiresinin kontrol edilmesi i¢in 6nemli
sayllmaktadir. Substratin enzim/protein veya diger bilesiklerle kontaminasyonunu onlemeye
yardimci olmasi ile birlikte aritma maliyetlerini diisiirerek fayda sagladigi bilinmekle beraber,
hareketsizlestirilmis enzimlerin bu yararlarinin gelisen biyoteknolojiye son derece uygun oldugu

ifade edilmektedir [53].
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2.3.5. Enzim Formiilasyonlari

2.3.5.1. Kat1 Dozaj sekilleri formu

Toz, havanda doviilerek, toz haline getirilen ila¢ karisimlar1 kati ilaglar olarak
adlandirildig1 ve toz seklindeki ilaclarin Pulvis, Poudre, Powder olarak isimlendirilirken, haricen
serpme sureti ile ve dahilen kasik dlciisii ile kullanilmakta oldugu, bu toz ilaglarin da; partikiil
biiyiikliigiine gore de kaba, ince sekilde toz edilmis, iki veya daha fazla sayida etken madde ve
yardimci madde iceren homojen karisimlar oldugu ifade edilmektedir. Toz preparatlarin
kullanim seklinin oral yol ve haricen olmak iizere iki ¢esit oldugu ve bu toz ilaglarin tek bir etken
madde icerir ise basit, birden fazla etken madde igerir ise bilesik olarak isimlendirildigi ifade

edilmektedir [54].

Toz preparatlarin
tretiminde etkili faktorler

Formiildeki toz Uretimin yapildig Karistirma islemi ile ilgili
maddelere ait faktorler gevreye ait faktorler faktorler
Kimyasal yap1 151 Karistirici
segimi
Pargaciklarin

biiytikligi Toz maddelerin
miktariile

_Sekh- P —— kanstiricimin
Yiizeysel K sitesi
Yiizeyi etkiler apasitesi

arasindaki oran

n Olusan Karistiricini
Yiizey gerilimi — elektromanyetik hiz

alan
Maddenin
itme-gekme
kuvvetleri

basing

Sekil 2.9: Toz preparatlarin liretiminde etkili faktorler [54]

En dayanikli ilag sekillerinden olan toz seklindeki ilaglarin siklikla kullanildigi,toz halinde
hazirlanan ilaclarin, spesifik ylizey alanlarinin biiyiik olmasi nedeni ile sikistirilmis tozlardan
daha cabuk dagilmasinin yaninda, daha ¢abuk ¢o6zilinduriilerek organizmada siirekli etki
gosterdigi bilinmekle beraber,toz seklinde hazirlanan ilaglarin kullanim alanlarinin; 1-Tablet
veya kapsiil gibi preparatlar giicliikkle yutabilen cocuklar ve yetiskinlere ila¢ verilmesinde, 2-
Soliisyon halinde stabilite sorunu olan etken maddelerin boliinmiis toz seklinde hazirlanan ilag

formiilleri halinde kullanildig1 ifade edilmektedir [54]
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Kontrollii sahm sistemlerinde dozaj formunun, Birlesik Devletler Farmakopesi (USP)
modifiye salinimli (MR) dozaj formunu, zamana bagli rotasyonun veya kullanildiklar yerdeki ila¢
salim o6zelliklerinin, konvansiyonel dozaj formlar1 tarafindan sunulmayan terapotik veya
uygunluk hedeflerini gerceklestirmek icin secildigi doz olarak soliisyonlar, merhemler ya da
derhal ¢6zililen dozaj formlari olarak tanimlamakta oldugu bilinmekle birlikte, MR dozaj
formunun bir sinifi, diger bir sinifin ise uzun siireli salinimli (ER) dozaj formu oldugu ve dozlama
sikliginda en az 2 kat azalma veya hasta uyumlulugunda veya terapotik performansda anlaml bir
artis saglayan ila¢ olarak tanimlandigi; konvansiyonel dozaj formunun da bir soliisyon oldugu
veya cabuk ila¢ salinim yapan dozaj formu oldugu ifade edilmektedir. "Kontrollii salim (CR)",
"uzun siireli salinim", "siirekli veya yavas salinim (SR)" ve "uzun etkili (LA)" terimleri, "uzun
streli salinim" ile eszamanli olarak kullanildig1 da ifade edilmektedir. Monolitik oral ER dozaj
formlarinin neredeyse tamaminin asagidaki iki teknolojiden birine dahil oldugu; bunlardan 1.
Hidrofilik, hidrofobik veya eylemsiz matriks sistemleri olarak bilinmekle birlikte, ilacin
¢oziindiigii veya dagildig, hiz kontrol eden bir polimer matriksten olustugu 2. icerisinde ¢ekirdek
ihtiva eden rezervuar (kaplamali) sistemlerin bir polimer kaplama icine alinmis oldugu ifade
edilmektedir [48]. Kullanilan polimere bagh olarak iki tip rezervuar sistemi diistinilmektedir.
Bunlardan (a) ilag iceren bir damarin hidrofilik ve / veya suda ¢oéziinmeyen polimer kaplamalari
icine alindig1 basit diftizyon/erozyon sistemleri olupilacin saliverilmesi ve ilacin kaplama yoluyla
veya polimer kaplamanin erozyonundan sonra difiizyonla saglandig1 (b) Ila¢ ¢ekirdeginin ilag
iletiminde mekanik/lazerle delinmis yar1 gecirgen bir polimer zarinda bulundugu ozmotik
sistemler oldugu ve ila¢ salinimini, tablet c¢ekirdegi icerisinde iiretilen ozmotik basing ile

saglanmakta oldugu ifade edilmektedir [55].

2.3.6. Enzim immobilizasyonu

"Immobilize enzim" terimi, "katalitik faaliyetlerinin devam etmesi ile belirlenmis bir alana
fiziksel olarak sinirlanmis veya lokalize edilmis ve tekrar tekrar ve siirekli olarak kullanilabilen
enzimlere" denilmektedir [56]. Hareketsizlestirilmis bir molekiiltin, uzayda hareketi tamamen ya
da kat1 bir yapiya baglanarak kiiciik bir sinirli bolgeyle sinirlandirilmis bir molekiil oldugu
bilinmekle beraber, genel olarak immobilizasyon terimi, sinirlayici hareketi veya hareketsiz hale
getirme hareketini ifade ettigi yani hareketi geciktirdigi [56,57,58] katalitik aktivitelerinin en
azindan bir kismini koruyarak kati matrikslere enzim baglamay1 amaclayan ¢ok sayida teknige
karsilik gelmekte oldugu ifade edilmektedir [59]. Endiistriyel proseslerde uygulanmasinin yani
sira, immobilizasyon tekniklerinin, teshis, biyo-afinite kromatografisi ve biyosensor
uygulamalarinda bulunan bir takim biyoteknolojik lirtinler yapmak icin temel olusturtudugu,

hareketsizlestirilmis bir enzim sisteminin ana bilesenlerinin, enzim, matriks ve baglanma
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bicimioldugu ifade edilmektedir. Enzimlerin, tersinir fiziksel adsorpsiyon ve iyonik baglardan
dengeli kovalent baglara kadar uzanan etkilesimlerle destege tutturulabilindigi, sik kullanilan
kovalent reaksiyonlarin, amid, eter, tio-eter veya karbamat baglar1 yoluyla bag olusturdugu da
ifade edilmektedir [57]. Immobilizasyonun sagladig1 faydalar arasinda, hedef enzimi arindirarak,
zaman ve emek tasarrufu saglamak, daha genis araliktaki pH degerlerinde, sicaklikta, organik
¢ozgen varliginda kullanilabilmek, inhibisyonu énleyebilme veya en azindan azaltilabilme olarak
sayilabilmekte,genel olarak, tiim bunlarin disinda, endiistriyel islemler sirasinda daha yiiksek
verimlilik elde etmeyi miimkiin kildig1 da ifade edilmektedir [59].Enzimlerin serbest formlarina
kiyasla, hareketsizlestirilen enzimlerin genellikle daha kararli ve ele alinmas1 daha kolay oldugu,
enzim immobilizasyonunun temel amacinin, diisiik sentez maliyetli ve yiiksek baglama
kapasitesine sahip bir destek kullanarak miimkiin olan enzim katalizoériinlin avantajlarini en tist

diizeye ¢cikarmak oldugu da vurgulanmaktadir [60].

{1k enzimatik immobilizasyonu, 1916'da Nelson ve Griffin'nin invertaz enzim aktivitesinin
(E.C.3.2.1.26), komiir veya aliiminyum hidroksit gibi kati bir matriks tizerinde fiziksel olarak
adsorbe edildiginde zaman enzim aktivitesinin engellenmedigi gosterilmistir [51,52].Uygun
immobilizasyon kosullarinin seciminde sayilabilecek kritik degiskenlerden bazilarinin reaksiyon
stresi, pH degeri, sicaklik, tamponlar, inhibitorler veya diger protein koruyucular oldugu ifade
edilmektedir [52].Hareketsiz enzim terimi, 1971'de ilk Enzim Miihendisligi Konferansi'nda kabul
edilmis olup bunun Kkatalitik aktiviteyi koruyarak belirli bir uzay bélgesinde fiziksel olarak
sinirlanmis (lokalize olan) ve stirekli olarak kullanilabilen enzimleri tanimlamakta oldugu da
bilinmektedir. Bir enzimin kararliliginin esas olarak kendi i¢ yapisi ile belirlenebildigi, immobilize
enzimin kararliliginin, tasiyiciyla olan etkilesimine, baglanma konumuna ve bag sayisi gibi bircok

faktore bagl oldugu da ifade edilmektedir [60].

Immobilizasyon teknikleri;fiziksel ve kimyasal yontemler olarak ikiye ayrilirken; fiziksel
yontemler dekendi arasinda hapsetme, adsorpsiyon, mikrokapsiilasyon olarak ti¢ grup altinda
toplanirken; kimyasal yontemlerin de; kovalent baglanma, c¢apraz baglama, iyonik
baglama,afinite ligandlarina gore konjligasyon olarak gruplara ayrildig1 ifade edilmketedir
[49,61].
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a- enzim ve ¢ozeltideki '
substrat @
Enzim
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b-enzime bagh kati faz g 2 : l @

Sekil 2.10: Farkli enzimatik reaksiyon tiirleri [61]

Yukaridaki sekil 2.10’da farkl enzimatik reaksiyon tiirleri goriilmekte olup, bunlardan,
(a)’da enzim katalizi, ¢6zelti fazinda enzimleri, (b)’de ise iyi belgelendirilmis bir polimerik destek

lizerine hareketsiz kililabilir enzimlerifade edilmektedir [61].

immobilize edilen enzimin, daha kolay triin ayirma, tekrar kullanilabilirlik, asir yiik
altinda yiiksek stabilite, enzimin bir yerden digerine kolay tasinmasi, enzim kullanilan herhangi
bir islemin immobilize edilerek maliyetinin diisiirtilmesi gibi elverisli bir ¢cok isleme sahip oldugu

ayrica daha kolay proses kontrolii saglamakta oldugu da bilinmektedir [62].

Tablo 2.3: immobilize enzimlerin performansini etkileyen faktorler [64]

Hidrofobik bolim Hidrofobik substratin reaksiyon hizinin arttinimas:

Tagtyrcinin mikro ortami Hidrofobik dogal enzim stabilize

Tagyiainin gok uglu tutturulmasi Enzim termal kararhliinin arttinimasi

Hareketsizlestirilen enzimlerin gesitli parcalan veya Enzimin etkisiz hale gelmesini onler

aralayicilan

Yayima kisitiamalan Enzim aktivitesi azalir ve istikrar artar

Yzeylerin veya inhibitorlerin varlig Daha yuksek etkinlik tutma

Fiziksel son iglemler Enzim performansinin iyilestirilmesi

Farkli baglama modu Etkinlik ve istikrar etkilenebilir

Tagyianin fiziksel yapisi gozenek boyutu gibi Etkinlik tutma siklikla gozenek boyutuna bagh

Tagiyainin fiziksel yapist Blyuk gozenek boyutuna sahip tasmcilar difuzyon
sinirlamasini hafifletirve daha yuksek aktivite
alikoyma saglar.
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Enzimlerin hareketsizlestirilmesi, bir enzimin ¢éziinmez matriks icinde veya iizerinde
¢ozlinmesini iceren gelismekte olan bir teknik olarak bilinmekle beraber, enzim
immobilizasyonunun Onemli sayllmasinin nedenlerinden birinin de ayni enzimi ard arda
kullanmayr miimkiin kilinmasi olarak bilinmektedir. Boylece, her islem sonunda muhtemel
kayiplar 6nlenerek ve slirecin tamamini daha uygun hale getirecek stirekli sistemlerin tasarimini
kolaylastirdig1 bilinmektedir. Immobilizasyon isleminde, biyokatalizérler icin daha kararli bir
aktiviteye neden oldugundan dolay1 islemi kontrol etmenin daha kolay oldugu da ifade
edilmektedir. Hareketsizlestirme sistemlerinde, enzim-substrat oraninin da ¢ok yiiksek oldugu,
bu sebeple substratin ilave kullaniminin da 6nlenebildigi ifade edilmektedir. Her islemin sonunda
enzim, reaksiyon karisimindan kolaylikla cikarilabilir olmasindan dolayi, kontaminasyondan

kaynaklanan biyolojik islemler icin olas1 tehditleri ortadan kaldirdig1 da bilinmektedir[64].

Enzim immobilizasyonu, enzimin substrat ve iriinler icin farkli olan bir fazda inert
polimerler ve inorganik malzemeler gibi genellikle tasiyict matriksler kullanilarak sinirlanmasi
islemidir. Bu kullanilan matrikslerin uygun fiyath olmanin yani sira fiziksel dayaniklilik, stabilite,
yenilenebilirlik, enzim 6zgilliigiinii/etkinligini arttirma ve iiriin inhibisyonu, spesifik olmayan
adsorpsiyonu ve mikrobik kontaminasyonu azaltma yetenegi gibi O6zelliklere sahip olmasi

bilinmektedir [64].
2.3.6.1.1. Hapsetme (Tutuklama)

Tutuklama metodunun, bir materyalin kafes yapisinda veya polimer zarlarinda enzimi
tutsak etmeyi icerdigi, bu yontem ile genellikle enzim sizintisin1 en aza indirilebilindigi ve
stabilizasyonunun iyilestirildigine isaret edilmistir. Enzimlerin, enzimin substrat cozeltisinde
kaybolmasini dnlemek icin proteinlerin ¢6zlinmez bir destege ¢apraz baglanmasi yoluyla

hareketsiz kilinabilecegi ifade edilmektedir [56].

Bu teknik ile immobilizasyonda, enzim molekiillerinin ¢ézeltide serbest oldugu, ancak
sekil 2.11 'de gosterildigi gibi; bir jelin elastik yapisi tarafindan hareketle sinirlandirildigi,
adsorpsiyon ve kovalent baglanmadan farklilik gosterdigi bilinmektedir. Jel Orgisiiniin,
gozeneklilik yapisinin enzim veya hiicrelerin sizintisin1 6nleyecek kadar siki olmasini saglamak
icin kontrol edildigi fakat ayn1 zamanda substratin ve iirtinlin serbest dolasimina izin verdigi de
ifade edilmektedir. Destek materyalinin ayni zamanda bir bariyer gérevi gordigii ve immobilize
enzimin zararll hiicreler, proteinler ve mikro ortamdaki enzimlerden gelen mikrobiyal

kontaminasyondan korudugu icin avantajli olabildigi bilinmektedir [57].
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Sekil 2.11:Tutuklama teknigini kullanarak enzimin immobilizasyonu [57]

Tutuklama teknigini kullanarak immobilize enzimlerin avantajlari arasinda enzim
yliklemesi cok yiliksek oldugu,tutuklama teknigini kullanarak immobilize edilen enzimlerin
dezavantajlar1 arasinda destekten enzim kacagi, substratin enzime difiizyonu ve iriiniin

enzimden uzakta difiizyonu (difiizyon sinirlamasi) sayilabilmektedir [57].
2.3.6.1.2. Fiziksel Adsorbsiyon

Adsorpsiyon ile immobilizasyon en basit yontem olarak ifade edilirken geri cevrilebilir
ylzeyi ile enzim ve destek malzemesi arasindaki etkilesimler. Sekil 2.13"'de gosterildigi gibidir

[57].

Destek

! ! 1 . : i
P -k —t

Sekil 2.12:Adsorpsiyon teknigi ile enzimlerin immobilizasyonu [57]

Adsorpsiyon teknigi ile immobilize enzimlerin avantajlar1 arasinda sadece proteinlerin
saflastirllmasim1  degil aym1 zamanda tasiyicilarin tekrar kullanilmasinmi saglayan geri
cevrilebilirlik; hafif kosullar altinda enzim immobilizasyonunu saglayan sadelik; herhangi bir
kimyasal degisiklik yapilmadigi icin aktivitenin muhafaza edilmesi olasilig1 yiiksek olmasi, ucuz
ve hizli bir yontem olmakla birlikte, destekte veya enzimde hicbir kimyasal degisiklik meydana
gelmedigi ifade edilmektedir. Adsorpsiyon teknigi ile immobilize edilen enzimlerin dezavantajlari
arasinda ise adsorpsiyonla hazirlanan hareketsiz enzimlerin, yiiksek iyonik kuvvete, pH’ya, vb.
gibi desorpsiyon kuvvetleri tarafindan tahrip edilebilmesi, enzim ve tasiyic1 arasindaki nispeten
zaylf etkilesim nedeniyle, tasiyicilardan sizinti egilimi gostermesi, trtintin kirlenmesi,

sayilabilmektedir [57].
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Adsorpsiyon isleminin, ¢cok zayif kuvvetler olan Van der Waals kuvvetleri, iyonik ve
hidrojen baglanmasi ve hidrofobik etkilesimler {izerine kurulu oldugu, ancak ¢ok sayida, yeterli

baglanma kuvveti verdigi ifade edilmektedirdir [59].

A- Adsorbsiyon

B-Kovalent baglama

C-Entrapment & &
(Tuzak,hapsetme) H E

D-Capraz baglama

Sekil 2.13:Cesitli enzim immobilizasyon yontemlerinin sematik gosterimi [59]

Adsorban seciminde, kullanilan enzimin sizintisini en aza indirmenin 6zellikle istenilen
bir 6zellik olmasi vekimyasal modifikasyonu ve enzim hasarini 6nlemek icin enzimlerin ve
desteklerin mevcut ylizey 0zelliklerinin géz oniinde bulundurulmasi gerektigi, pH veya iyonik
giicte alisiimadik degisikliklerin uygulanmasi sirasinda baglanma kuvvetlerinin zayiflamamasina
dikkat edilmesi gerektigi belirtilmektedir. Fiziksel yontemle adsorpsiyonda genellikle protein
mikro ortaminda biiyiik degisiklige yol actig1 ve tipik olarak tek bir protein molekiilii ile
immobilizasyon ylizeyi iizerindeki bir dizi baglanma bodlgesi arasindaki c¢oklu protein

adsorpsiyonunu icerdigi de ifade edilmektedir [59].

Mevcut destek malzemelerinin ¢ogunun, adsorbsiyon ile immobilizasyon i¢in uygun
yeterli ylizey sarj ozelliklerine sahip olmasi gerektigi,enzim immobilizasyonunda inorganik
tasiyicilar olarak seramik, aktif karbon, kaolinit, bentonit, gdzenekli cam sayilirken, organik
sentetik tasiyicilar olarak naylon, polistiren ve dogal organik tasiyicilar olarak ise kitozan,
dekstran, jelatin, seliiloz, nisastanin kullanilabilecegi ifade edilmektedir. Adsorbsiyon tekniginde
usuliin, sulu bir enzim soliisyonunun bir siireligine destek malzemesi ile karistirilmasindan
olustugu, bundan sonra, fazla enzimin, destek ilizerindeki hareketsizlestirilmis enzimden

uzaklastirildigr belirtilmektedir. Prosediiriin, pH ve iyonik kuvvetin siki kontroliinii
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gerektirdigiciinkii bunlarin enzim ve destegin yiiklerini degistirebildigini ve dolayisiyla
adsorpsiyon seviyesini etkileyebildigi ifade edilmektedir. pH'taki basit bir degisimin, iyonik
etkilesimleri iptal edebildigi ve enzimin destekten salinmasini saglayabildigi bildirilmektedir.
Adsorpsiyonun avantajlar1 arasinda, yontem sadeligi, biyokatalizoriin konformasyonu/aktivitesi
lizerindeki az etki ve taze enzim ilavesiyle inaktif enzimin yenilenmesi sayilabilmektedir. Temel
dezavantaji ise, kurulan zayif etkilesimlerden dolay1 biyokatalizériin destege olan desorpsiyonu

olarak ifade edilmektedir [60].

Bir enzimin bir destek veya film malzemesi lizerine adsorpsiyonu, hareketsizlestirilmis
bir enzim elde etmenin en basit yolu olarak bilinmekle birlikte, temel olarak enzimin, kovalent
olmayan baglar ile destek malzemesine baglandig1 ve destegin herhangi bir 6n aktivasyon adimini
gerektirmedigi belirtilmektedir. Enzim ve destek malzemesi arasinda olusan etkilesimlerin,
destegin mevcut ylizey kimyasina ve enzim molekiiliiniin yiizeyinde ac¢iga cikan amino asit tipine
bagli olacagienzimin adsorpsiyon yoluyla immobilizasyonunun, iyonik veya hidrofobik
etkilesimler, hidrojen baglanmasi ve van der Waals kuvvetleri gibi destek ve enzim arasindaki

zayif etkilesimleri icerdigi de ifade edilmektedir [60].

Fiziksel adsorpsiyon, endiistride immobilizasyon i¢in kullanilan en kolay tekniklerden
biri olarak kabul edilmekle birlikte, fiziksel adsorpsiyonun, yiiksek katalitik aktiviteyi muhafaza
eden basit ve daha ucuz bir teknik oldugu bu nedenle, diger yéntemlerden daha yaygin olarak
kullanildig: da bilinmektedir. Bu teknigin, pahali destek malzemelerinin tekrar kullanilmasina da
izin verdigi; sonu¢ olarak, bu destek malzemesinin yeniden kullanilabilirligi, endiistriyel
tretimler icin ekonomik avantajlar sagladigi fakat bu teknigin yiiksek stabiliteye sahip olmadigy,
yikama ve ¢alisma sirasinda hareketsiz kilinmis biyomolekiillerin kaybina neden olabildigi de
ifade edilmektedir [63].

2.3.6.1.3. Enkapsiilasyon

Enkapstilasyon teknigini kullanarak immobilize enzimlerin avantajlar1 arasinda
enzimlerin hiicre icinde kapsiillenebilmeleri, hiicrelerin ve /veya enzimlerin belirli uygulamalara
uyacak sekilde istenen herhangi bir kombinasyonda hareketsiz kalabilecegi yerlerde ortak
harekete gecirme imkani sayilabilmektedir. Enkapsiilasyon teknigini kullanarak immobilize
edilen enzimlerin dezavantajlar1 arasinda ise difiizyon ile ilgili problemler akut olmasi ve bir
reaksiyona giren Uriinlerin hizla birikmesi sonucu membran kopmasina neden olabilmesi
sayllmaktadir [57]. Asagidaki sekil 2.14’de enzimlerin kapsiilleme teknigini kullanarak

immobilizasyonu sematik olarak gosterilmektedir.
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Sekil 2.14: Enzimlerin kapsiilleme teknigini kullanarak immobilizasyonu [57]

Asagidaki sekil 2.15’ de immobilizasyon i¢in hapsetme yonteminde, aktif bilesenlerin bir
film, jel, fiber, kaplama veya mikrokapsiilasyona fiziksel olarak yakalanmasim icerdigi ifade
edilmekle beraber, bu ydontemin, bir enzim veya aktif molekiiliin bir polimer ile karistirilmasi ve
daha sonra, enzimi yakalayan bir kafes yapisi olusturmak iizere polimerle capraz baglanmasi
sonucu gerceklestirilebildigi de ifade edilmektedir. Mikrokapsiillenmis enzimlerin, kontrolli
gozeneklilik ile kiresel yari-gecirgen polimer membranlar icindeki enzim soliisyonunun
cevrelenmesiyle olusturuldugu da bilinmektedir. Bu immobilizasyon yonteminin avantajlari
arasinda, substrat ve enzim arasindaki nispeten kii¢lik bir hacimdeki asir1 biiyiik yiizey alani ve
ayni anda immobilizasyon gerceklesme olasiliginin olmasi sayilirken, en biiyiik dezavantajlari
arasinda, mikrokapsiilasyon sirasinda zaman zaman enzimin inaktivasyonu ve gerekli yiiksek
enzim konsantrasyonu bulundugu ve enzimi muhafaza etmek icin, gozenek boyutunun ¢ok diisiik
olmas1 gerektigi ve bu sistemlerin ¢ok difiizyonla sinirli olma egiliminde oldugu da ifade

edilmektedir [60].
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Sekil 2.15: (a) Enzim kapsiilleme, (b) elyaf veya (c) kapstl [60]
2.3.6.1.4. Capraz baglama yontemi

Bu tiir immobilizasyonun, asagidaki sekil 2.16'da gosterildigi gibi destek malzemesi
kullanilmaksizin buyiik, iic boyutlu bir kompleks yapi1 olusturmak iizere enzim molekiillerinin
birbirine katilmasini icerdigi ve kimyasal veya fiziksel yontemle bu baglanma isleminin
gerceklestirilebildigi bilinmektedir. Capraz baglamanin kimyasal yontemlerinin, normal olarak,
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glutaraldehit, dikarboksilik asit veya tollien diizosiyanat gibi bir iki veya ¢ok islevli ayirag
vasitasiyla enzimler arasinda kovalent bag olusumunu icerdigi, poliaminler, polietilenimin,
polistiren stlfonatlar ve cesitli fosfatlar gibi topaklayici ajanlarin ise, fiziksel baglar kullanarak

hiicreleri capraz baglamak i¢in yaygin sekilde kullanildig1 da ifade edilmistir [57].

Sekil 2.16: Capraz baglama teknigi [57]

Capraz baglama teknigi ile immobilize enzimlerin avantajlar1 arasinda hareketsizlik
desteksiz olup, ayni enzim molekiilleri arasinda ¢apraz baglanma, yapinin saglamligini arttirarak
enzimleri dengelemek olarak sayilabilmektedir. Capraz baglama teknigi ile hareketsiz hale
getirilen enzimlerin dezavantajlar1 arasinda ise ¢apraz baglamanin reaktiflerinin sert olmasi, bu
yontemin uygulanmasina sinirlayict bir faktér oldugu sayilabildigi gibi buna ilaveten
dezavantajlar1 arasinda; capraz baglama reaktifinin aktif bolge boyunca reaksiyona girmesi
durumunda, enzim kismen aktivite kaybedebilir veya tamamen inaktive olabilmesi

sayilabilmektedir [57].

Capraz baglama yodnteminin, iki veya ¢ok islevli ayiraglar vasitasiyla enzim veya aktif

molekiiller arasindaki kovalent baglarin olusturulmasina dayandigi da bilinmektedir [60].

Sekil 2.17: Capraz baglama (a) vasitasiyla hareketsiz kilinan ve atil molekiiller ile birlikte ¢apraz

baglanan biyokatalizorler (b) [60]
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Capraz baglama yontemi, biokatalizorlerin iki veya cok fonksiyonlu reaktif veya
ligandlarla birbirine eklenmesini igerir. Bu sekilde, ¢ok yliksek molekiil agirlikh tipik olarak

¢oziinmeyen agregatlar olusmaktadir [60]. En sik bilinen immobilizasyon tekniklerinin avantaj

ve dezavantajlar1 Tablo 2:3 'de gosterilmistir.

Tablo 2.4 : Baz1 Immobilizasyon Tekniklerinin Avantaj ve Dezavantajlar1 [63]

immobilizasyon Avantajlari Dezavantajlan
Tekniklerinin

Fiziksel
Adsorbsiyon

Enkapsiilasyon ve
Hapsetme

Capraz Baglama

Kovalent Baglama

Basit ve ucuz

Yiiksek katalitik aktivite

Biyokatalizériin konformasyonel degisikligi yok
Reaktiflerin kullanilmasina gerek yok

Pahali malzemenin yeniden kullaniimasi

Biyokatalizorii koruma

Distik molekdl agirlikli bilesiklerin tasinmasinaizin verir
Bakim hiicre yogunlugu nedeniyle sirekli calisma saglar
Hucrenin ayrilmasini kolaylastirir ve asagi akigli islemi
basitlestirir

Guclu biyokatalizér baglama
Sizmayi 6nler

Desorpsiyonu azaltir
Biyokatalizoriin stabilitesini arttirir

Guclu baglayic

Yiiksek isi kararliligi

Enzim temasini substratiyla kolaylastirir
Biyokatalizorlerin elisyonunu énler

Destek malzemesi ve yontemi tasariminda esneklik

2.3.6.1.4. Kovalent baglama

Disik stabilite

Olasi biyomolekiil kaybi

Zayif baglar biyokatalizériin
desorpsiyonuna neden olabilir

Kiitle Transferi Uzerindeki
Sinirlamalar
Diisiik enzim ylklemesi

Aktif sit alanlarinda
degisikliklere neden olabilir
Yayilma kisitlamalari

Enzim aktivitesinin
kaybedilmesi

Sinirli enzim hareketliligi azalan
enzim aktivitesine neden olur
Hiicrelerinimmobilizasyonu
icin daha az etkili

Destek malzemeleri
yenilenemez

Bu hareketsizlestirme yontemi, asagidaki sekil 2.18 'de gosterildigi gibi, enzim ve destek
malzemesi arasinda bir kovalent bag olusturmayi icerdigi ifade edilmektedir [57,61]. Kovalent
baglarin genellikle enzim hareketsizlestirme yontemleri ile karsilastirildifinda enzim ve tasiyici
arasindaki en kuvvetli baglar1 sagladig1 bu nedenle, kullanilan matriksten enzimin sizintisinin
genellikle kovalent bagli immobilize enzimlerle asgariye indirildigi vebaglarin normalde destegin
ylizeyinde bulunan fonksiyonel gruplar ile enzim yiizeyindeki amino asit kalintilarina ait

fonksiyonel gruplar arasinda olustugu da ifade edilmektedir [57].

¥ A

JARWARWER VA

Enzim

—» Destek

Sekil 2.18:Enzimlerin kovalent baglama teknigi ile immobilizasyonu [57]
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Kovalent baglam teknigi kullanilarak immobilize edilen enzimlerin avantajlar1 arasinda
enzimde sizintis1 olmamasi, enzim destek malzemelerine enzimin lokalizasyonu nedeniyle
substrata kolayca temas edebilmesi, 1sil kararliligin artmasi seklinde ifade edilirken
dezavantajlari arasinda ise iyi desteklerin cok pahali olmasindan dolay1 maliyetin oldukga yiiksek

olmasi, ayrica enzim aktivite kaybi sayilabilmektedir [57].

Kovalent baglamada teknigi ile immobilizasyonda enzim ve destek matriksi arasinda
kovalent baglarin olusumunu igerdigi ve enzimlerde bulunan fonksiyonel gruplarin, bu
fonksiyonel grupta katalitik aktiviteden sorumlu olmadig icin destek matriksine baglandiklar

ifade edilmektedir [60].

Kovalent baglanma tekniginde; enzimin, kovalent baglarla matrikse baglandig1 ve bu
hareketsizlestirme yonteminin, asgari konformasyonal degisikliklere neden olan zorunlu

olmayan amino asitleri icerdigi de bilinmektedir [63].
2.3.6.1.5. Enzim Immobilizasyonunda Boncuklarin Kullanimi

Hastaliklarin tedavisi icin ila¢ dozlarinin geleneksel olarak uygulanmasinda, ilacin esit
araliklarla tekrarl girisini igerdigi, bununla birlikte, bu yontemin ila¢ konsantrasyonunun
dalgalanmasina neden olabilecegi ve diisiik seviyede tedavi edici olmadigl veya yiiksek toksik
etkilere yol acabilecegi ifade edilmektedir. Kontrollii ila¢g salim sistemlerinin, bu dalgalanmay1
dengelemeyi ve belirli bir stire boyunca sabit bir ilag seviyesi saglamay1 amacladigi da bilinmekle
birlikte, kontrollii ila¢ salim sistemlerinin, geleneksel ila¢ haplarina kiyasla daha giivenilir oldugu
ve yliksek terapotik tasiyicilar olarak kabul edildigi de ifade edilmektedir. Polimerik boncuklar,
ylksek biyoyararlanim ve stabiliteye hizmet ettikleri icin kontrollt ilag salim sistemleri icin iyi
adaylar olarak kabul edilmektedir. Ayrica terapotik aralikta sinirh dalgalanma, azaltilmis yan

etkiler, azalan doz siklig1 ve daha iyi hasta uyumu gibi avantajlar sundugu da bilinmektedir [67].

llaglar icin kontrollii salim sistemlerde aljinat boncuklarinin kullanimina olan ilginin
giderek arttigi, bununla birlikte, jel erozyonu, ilacin salinmasini hizlandirdig1 icin aljinat
boncuklari ile dnemli bir sorun olusturdugu bilinmektedir. Son zamanlarda, aljinat boncuklarinin
jel matriks erozyonunu baskilamak i¢in kitozanla islenmis aljinat jel boncuklar gelistirilmistir.

Bununla birlikte, kitozanla islenmis aljinat boncuklar1 hakkinda sinirl bilgi bulunmaktadir [68].

Terapotik ajanlarin etkili olmasi ve etkili bir sekilde verilisini saglamak icin arastirilan
cesitli ilag verme sistemleri arasinda, boncuklar dikkat ¢ektigi icinson zamanlarda, alginat ve
kitozan gibi dogal polimerler ile hazirlanan boncuklara odaklanildig: bildirilmektedir. Bununla
birlikte, jel erozyonunun, ilacin salinmasinmi hizlandirdigl icin aljinat boncuklarinin énemli bir

problemi olarak bilinmektedir. Bu nedenle, aljinatin jel erozyonunun bastirilmasi icin kitozan

31



Nafize Didem YUKSEK, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

iceren aljinat boncuklar hazirlandigi belirtilmektedir [68, 69]. Kitozanin hem ¢apraz bagh aljinat
matriksten erozyonla ilag kaybini onlemekte oldugu, hem de ila¢ salimini kontrol ettigi

bilinmektedir.
2.4. KOLONA ILAC HEDEFLENDIRILMESI
2.4.1. Gastrointestinal Sistem

Gastrointestinal sistemin (GIS), i¢i bos bir liimenden olusan, agiz bolgemizden aniis
bolgesine kadar uzanan, tiikriik bezleri, pankreas ve karaciger gibi glandiiler organlarla birlikte
islev gordigi ifade edilirken, bu sistemin en dnemli organlarindan bir olan midenin ise,
yiyecekleri sindiren ve hormon salgilayan, diaframin alt kisminda, epigastrik, umbilikal ve sol
hipokondriak boélgede lokalize olmus hem ekzokrin hem de endokrin 06zellik gosteren
gastrointestinal sistemin en genis bolimii oldugu ifade edilmektedir [70]. Salgilanan mide
usaresinin miktarinin 8-15 ml. civarinda oldugu bunun yaninda kuvvetli asit reaksiyonu gdsteren
mide sivisinin pH sinin 0.9-1.5 oldugu ifade edilmekle beraber, mide sivisinin, mukus, tuzlar,
hidrolitik asit ve enzimler ihtiva ettigi bilinmektedir [71].

Ince bargirsagin, 3m boyunda 4cm ¢apinda olan, midenin pilor kismindan baslayip, kalin
bargirsaklara kadar uzanan bir organ oldugu ve birbirini izleyen ii¢ kisimdan olustugu, bu
kisimlarin duodenum, jejunum ve ileum olarak adlandirildig: belirtilmektedir. Ince bagirsagin
mideden sonra gelen ilk kismi duodenum olarak adlandirildig1 ve boyunun 25-30 cm civarinda
oldugu ve seklen "C"harfi biciminde goriildiigl ifade edilmektedir. Jejunumun ise, ince barsagin
duodenum'dan sonraki kismi olmakla birlikte, kesin bir sinir1 olmadan ileum ile devam ettigi,
duodenumun, ince barsagin en kisa parcasi oldugu, 25 cm uzunlugunda ve hareketsiz oldugu
belirtilmektedir. [leumun ise; jejunum'un devami bigciminde olup, bu iki kisim arasinda kesin bir
sinir mevcut olmadig, fakat bazi yapisal farkhiiklar ile birbirlerinden ayrildiklar
belirtilmektedir.Ornek olarak, jejunumun, ileum'a kiyasla daha kalin bir duvar yapisi ihtiva ettigi
ve ileumun kapak yapida bir olusum ile kalin barsaga acildig1 ifade edilmektedir [71,73].

Kalin barsagin toplam boyu 120-150 cm civarindadir. Cekum, kolon ve rektum olmak tizere
i¢ kisimdan ibarettir.Cekum, kalin barsagin, ince barsak ile birlestigi yerin altinda kalan pargadir.
Barsak duvarinda olusmus koér bir cikinti bicimindedir. Karin boslugunun sag alt kisminda
bulunur. Boyu, 6-7 cm civarindadir ve kalin barsagin hemen hemen en genis kismidir.Kolon, kalin

barsagin cekum'dan sonraki kismidir. [71,73,76]
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Sekil 2.19. Kolonun yapisinin sematik gosterimi. [72]

Ince bagirsagin aksine kalin bagirsakta kivrim ve cikintilarin bulunmadigi, bu yiizden,
ylizey alaninin daha az oldugu, 6te yandan, sindirim amagh enzim salgilanmasinin da olmadigi
belirtilmektedir. Bakteri liremesinin kolonda, daha ¢ok ¢ikan kolonda olmasinin nedeninin;
burada bulunan besin kaynaklarinin fazla olmasindan kaynaklandig: ifade edilmektedir. Kalin
bagirsagin gorevleri arasinda; bagirsak salgisi ile emilmeyen seliilozun, atilan epitel hiicreleri ve
bakteriler gibi sindirilemeyen materyalleri viicuttan itrah etmek, suyu ve elektrolitlerin geri
emilimini saglamak oldugu belirtilmektedir. Sonugta, cekum ve c¢ikan kolonda, yar1 kat1 olan
bagirsak icerigi gittikce katilasmakta oldugu ve itrah edilene kadar inen kolonda depolandig1 da
belirtilmektedir. Kolona hedeflenen ilag¢ tasiyici sistemlerden etkin madde serbestlenmesini
etkileyen baslica fizyolojik faktorler arasinda; mide iceriginin bosalmasi, gastrointestinal kanal
pH’s1, ince bagirsaktan gecis siiresi, kolondan gegis stiresi, kolondan emilim, kolon mikroflorasi,

kolon hastaliklar1 sayilabilmektedir. [72-75].
2.4.2. Gastroiintestinal Sistemde ila¢ Serbestlenmesi

Hastaya oral yolla uygulanan ilaglarin baslica emilim bélgesinin ince bagirsaklar oldugu,
bunun iki ana nedeni oldugu, ilkinin; ince bagirsak mukozasinin anatomik yapisindan
kaynaklandig1 ve oral uygulanan ilacin veya gidanin ince bagirsagin sonuna ulasmasi igin
ortalama 5 saat gecmesi gerektigi belirtilmektedir. Bu siirenin ortalama 1/2-1 saatinin midede,
kalan kisminin ise ince bagirsak gectigi ifafde edilmektedir. Ilacin GiS'te kalis siiresinin kisa
olmasindan ve mide mukoza yiizeyinin kiiciik olusundan dolay1 midenin, emilime genellikle cok
daha az elverisli oldugu belirtilmektedir. Mide-bagirsak kanalinin pH’s1 ve gecis siireleri

incelendiginde; midede pH'nmin 1,5 olup, gecis stiresinin (s) >3, duodenumun pH’sinin 5-
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6,1arasinda; jejunum pH’sinin ise 6-7; ileum pH’sinin 7-8 oldugu belirtilmekle beraber, ticiiniinde
gecis sliresinin 3-4 saat arasinda gercgeklestigi, kolonun pH’sinin ise 5,5-7 arasinda olup kii¢iik
dozaj sekilleri i¢in gecis siiresinin bilindigi belirtilmektedir [73].Genel olarak, agiz yoluyla
uygulanan ila¢ saliminin ve sogurmanin gastrointestinal pH'dan etkilenmekte oldugu ve
midedeki, aclik ve beslenme kosullardaki, pH'nin sirasiyla 1.5-2 ve 2-6' arasinda degistigi
belirtilmekle birlikte, cesitli pH duyarli ilaglarin bozunmasindan asidik pH’nin sorumlu oldugu ve
bu sorunun enterik kaplama yolu ile engellenebildigi ifade edilmektedir. ince bagirsaktaki pH’nin
6.6-7.5'dan biraz fazla oldugu ve kolonda pH’'nin 6.4'e diistiigi belirtilmektedir [76].

Ilag verme sistemlerinde, ilacin 6nce agiz yoluyla mide ve ince bagirsak icine girdigi ve
daha sonra kolona ulasarak, mide salgisinin ve gastrik mukusun dogasin1 ve pH'sini, ilacin
salimini ve emilimini etkilemekte oldugu ifade edilmektedir. ilacin saglam bir formda kolonuna
basarili bir sekilde ulasabilmesi i¢in, mide ve ince bagirsaktaki engelleri asmasi gerektigi
belirtilmekle birlikte, gastrointestinal sistemden gecisin, kosula bagh olarak 1 saat ila 3 saat
arasinda degistigi belirtilmektedir. Normal olarak, ince bagirsak gecisinin; fiziksel durumdan,
dozaj formunun biiytikliiglinden ve midede gida mevcudiyetinden etkilenmemekte olmasindan
dolay1, doz formunun ortalama transit siiresi ileogcekal birlesme noktasina ulasmak icin yaklasik
3-4 saat oldugu ve zaman periyodunun tutarl oldugu ifade edilmektedir. Bu siire zarfinda dozaj
formunun ince bagirsakta bulunan enzimlere maruz kaldigi belirtilmektedir. Bir kapsiiliin
yetiskinlerde kolonik gecis siiresinin 20-35 saat arasinda oldugu ifadde edilmektedir. Daha uzun
gecis sliresi ile iyilestirilmis kalma stliresinin ve kolondaki mikro flora ile dozaj formunun
temasinin, ilacin dozaj formundan salinimini ve emilimini yonetmekte oldugu da ifade

edilmektedir [76].
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Sekil 2.20: Gastrointestinal sistemde biyobozunur ve pH-duyarli oral ila¢ serbestleyen

formiilasyonlarin kullanimi [77]
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Yukarida sekil. 2.20’de gastrointestinal sistemde biyobozunur ve pH-duyarli oral ilag¢
serbestleyen formiilasyonlarin kullaniminin sematik gosterildigini ve X: ¢apraz baglardaki
azoaromatik gruplari gosterilmektedir [77].

Oral uygulamanin, sistematik dolasimda herhangi bir ila¢ uygulamasinda en uygun ve en
¢ok tercih edilen yolu oldugu belirtilmekle birlikte, oral kontrollii salim ilac1 verilisinin, dozlama
uygulama kolayligi, hasta uyumu ve formiilasyonda esneklik gibi iyilestirilmis terapotik
avantajlar elde etmek igin oral uygulamanin farmasotik alana olan ilgisinin arttig1 ifade
edilmektedir. Gastrointestinal sistemden (GIS) kolayca emilen ve kisa yar1 6miirlii olan ilaglarin,
sistemik dolasimdan hizli bir sekilde elimine edildigi ve bu ila¢larin sik dozlanmasinin, uygun
terapotik aktiviteye ulasmak icin gerekli oldugu da belirtilmektedir. Bu sinirlamay1 6nlemek icin,
oral kontrollii kontrollii salim formiilasyonlarinin gelistirilmesinde, ilacin yavas yavas mide-
bagirsak sistemine (GIS) salinmasi ve uzun bir siire sistemik dolasimda etkili bir ilag¢
konsantrasyonunun muhafaza edilmesi i¢in bir girisim oldugu ifade edilmektedir [78].

GIS ve oral yolun, ila¢ uygulamasi agisindan ¢ok kullamildigi, ancak bu yolun asilmasi
gereken onemli zorluklarinin bulundugu belirtilirken, safra kesesinden ince bagirsaga salgilanan
ve yaglar1 emiilsifiye eden ytizey aktif 6zellikteki safra tuzlarinin, sindirime yardimci enzimlerin
etkileri ve degisik pH degerine sahip bolgelerin, etkin maddenin parcalanmasina ve
biyoyararlaniminin azalmasina yol acabilecek baslica etkenler oldugu ifade edilmektedir. Mide
usaresinde pepsin vaya asit etkisi ile par¢alanan ya da mide mukozasini tahris eden ilaglarin mide
vasatinda ayrismayan ancak barsakta ¢6ziiniip ortadan kalkan formiilasyonlarla hazirlandig1 da
belirtilmektedir. Bu formiilasyonlarin bagirsak pH’sinin 5’ten yukar1 oldugudurumda
parcalanarakicerdikleri etkin maddeyi serbest biraktiklari bilinmektedir. Bu tiir farmasoétik dozaj
sekilleri enterik kaph farmasotik sekiller olarak adlandirilmaktadirlar. Oral olarak uygulanan
ilaclarin ince barsagin yukari kisimlarinda tam olarak emilmemislerse, bagirsakta kalan kisimlari
asag1 dogru ilerledikge, bagirsak mikroflorasi tarafindan serbestlenen enzimlerce parcalandigi,
bagirsak mikroflorasinin, bagirsagin yukar1 kisimlarinda emilmeyen bazi ilaglar
biyotransformasyona ugratarak onlari ileum ve kolonda emilebilir hale getirip, emilime yardim

edebildigi de ifade edilmektedir [79].

2.4.3. Kolona Ilag¢ Serbestlenmesinde Kullamlan Yéntemler

Farmasotik Teknoloji alaninda yapilan ¢alismalarin 6nemli bir kismini konvansiyonel ilag
dozaj formlarinin dezavantajlarinin giderilmesi ve hastaya daha az etkin madde verilerek ila¢
alim sikliginin azaltilmasi ve bu suretle, daha uzun araliklarla ila¢ salimi saglayan tedavi
yontemlerinin gerceklestirilmesi olarak bilinmektedir. Az ilagla az yan etkinin saglanmasi, kisa

siirede etkin tedavi saglanmasi ve ylksek hasta uyuncu esas alinmaktadir.Kolona ilag
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serbestlenmesinde, ila¢ yada biyoaktif maddenin dozaj formundan serbestlenmeden {ist
gastrointestinal sistemden ge¢mesi hedeflendigi, bazi ilaglar i¢in nétr pH, diisiik enzim aktivitesi,
uzun transit zamani, sistemik yan etkilerin engellenebilmesi, diisiik dozlarin uygulanabilmesi,
belirli bir alana hedeflenme yapilabilmesi, baz1 enflamatuvar bagirsak hastaliklarinda bolgesel
ilac hedeflemesine olanak saglanmasi, etki bolgesinde yiiksek ila¢ konsantrasyonun elde
edilebilmesi,hidrolitik enzim aktivitesinin ince bagirsaklara oranla kolonda daha az olmasi peptid
protein yapisindaki ila¢ etken maddelerinin emilimleri icin daha iyi bir bdlge olmasi,
gastrointestinal sistemde ciddi yan etkileri olan etkin maddelerin uygulanabilmesi, geciktirilmis
salim yapan formiilasyonlarin gelistirilmesi, emilim bolgesi kolon olan etkin maddelerin viicuda
uygulanabilmesi, kolonun absorpsiyon emilimi artirici maddelere ¢ok daha fazla ilgi gostermesi,
ilaclarin gecis siirelerinin kolonda daha uzun ve enzim aktivitesinin ¢esit ve miktarinin az
olmasindan dolayi tercih edilen bir yer ve yontem oldugu belirtilmektedir [80].

Kolona ila¢ hedeflenmesini saglamak i¢in pH duyarl jellerin, 6n ilag veya zamana bagh
terapoOtik sistemlerin hazirlanabildigi ifade edilirken, mide igeriginin bosalmasinin,
gastrointestinal kanalin pH’sinin, ince bagirsak ve kolondan gegis siirelerinin, kolondan emilimin,
kolon mikroflorasinin, kolon hastaliklarinin, kolona hedeflenen ilag tasiyici sistemlerden etkin
madde serbestlenmesini etkileyen fizyolojik faktérlerin baslicalari olarak ifade edilmektedir. ince
bagirsagin tst kisimlarinda mikrofloranin midedekine benzerlik gosterdigi de belirtilmektedir.
Alt kisimlarda ise, Gram negatif bakteri miktarinin artmakta oldugu, bakteriyel floradaki bu
artisin, ortam pH’sinin nétrallesmesinin ve hareketliliginin azalmasinin neticesi sonucunda
olustugu ifade edilmektedir. Kolondaki bakteri florasinin ¢gogunlugunun anaerob bakterilerden
ibaret oldugu, bakteri liremesinin kolonda daha c¢ok, o6zellikle ¢cikan kolonda goéruldiigi de
bilinmektedir. Bunun nedeninin; burada bulunan gida kaynaklarinin fazla olusundan
kaynaklandig1 belirtilmektedir. Temel gida maddeleri olan karbonhidratlardan nisastanin,
polisakkaritlerin (seliiloz, hemiseliiloz, guar, pektin) ve oligosakkaritlerin (laktoz, sorbitol,
ksilol), bakteri kaynakli polisakkaridaz ve glikozidaz enzimleri tarafindan yikima ugratildigi da

ifade edilmektedir [81].

2.4.4. pH-Duyarh Sistemlerin Gastrointestinal Sistemdeki Ilag Salm Uygulamalari

Gastrointestinal kanalin pH’sinin midede asidik oldugu ve ince bagirsaklar ile kolonda ise
pH’nin alkali oldugu bilinmekle birlikte, GiS’in kanalinin farkli segmentlerindeki pH degerlerinin
farklihginin kolona 6zgi ila¢g tasiyici sistemlerin gelistirilmesinde kullanildig1i da ifade
edilmektedir. Etkin maddenin pH’ya duyarli polimerlerle kaplanmasinin, bu amagla kullanilan en
basarili yontem olarak kabul edildigi de bilinmektedir. Bu polimerlerin; midenin asidik

ortaminda ¢dziinmezken, pH 6 ve tlizerindeki pH’da ¢6ziliniir 6zellikte oldugu, bu sekilde yapilan
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enterik kaplama ile etkin maddelerin mide ve iist-bagirsak kanalinda bozunmadan korunarak alt
segmentlere gecisinin saglanabildigi de ifade edilmektedir. Etkin maddelerin pH’ya duyarh
polimerler ile enterik kaplama yapildig1 bu sistemlerin kolona hedefleme teknolojisinde sik
kullanildigi, bunun nedenleri arasinda, bu sistemlerin basitligi, pratikligi ve maliyetin diisiik
olmasi sayilabilmektedir. Fakat, bu sistemlerin bélgeye 6zgiinliik acisindan pek ¢ok sinirlamaya
sahip oldugu belirtilmektedir.Bu sistemlerin ila¢ serbestleme mekanizmasinin gastrointestinal
kanaldaki pH farkina dayanmakta oldugu ama gastrointestinal kanal pH’sinin i¢ ve dis pek ¢ok
faktorden (6rn: diyet, hastaliklar, yas, cinsiyet, aclik tokluk durumu, ortamdaki kisa zincirli yag
asitlerinin, safra asitlerinin, karbondioksit ve fermentasyon triinlerinin bulunmasi gibi)
etkilenmekte oldugu da belirtilmektedir. Dolayisiyla, degiskenlik gdsteren gastrointestinal kolon
pH’sinin bu tarz sistemlerin giivenilirligini sarsmakta oldugu da ifade edilmektedir [82]. Enterik
bir formitlasyonun gelistirilmesindeki en 6nemli basamaginen uygun biyo¢6ziiniir polimerin
secimi oldugu belirtilirken, genelde bu polimerlerin polisakkarit yapisinda olduklar1 ve suda

¢oziinlr olduklari belirtilmektedir [83].

2.4.5. Kolona ila¢ Hedeflendirilmesinde ve Enzim immobilizasyonunda Kullanilan Polimerler

Destek seciminde matriksin 6zellikleri, immobilize enzim sisteminin performansinin
belirlenmesinde biiyiik énem tasimaktadir. ideal destek maddelerinin 6zellikleri arasinda
basinca fiziksel direng, hidrofiliklik, enzimlere kars1 inertlik, tiiretme kolayligi, biyouyumluluk,
mikrobik saldiriya karsi direng ve diisiik maliyetli kullanilabilirlik bulundugu belirtilirken, yapisi
biribiri ile ayn1 veya birbirinden farkli olan molekiillerin kimyasal baglar ile ve degisik sekillerde
kimyasal baglarla baglanmasi sonucunda zincir yapisi uzun yiiksek molekiil agirlikli bilesikler
tarafindan olusan yapilarin polimer olarak adlandirldigi ifade edilmektedir. Enzim
Immobilizasyonunda kullanilan polimerlerin kimyasal olarak siniflandirilmas agagidaki tablo

2.5'de gosterilmektedir [84].
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Tablo 2.5: Enzim immobilizasyonunda kullanilan polimerlerin siniflandirilmasi [84]

Polimerler Polimer Gruplari Numuneler
Dogal ve biyolojik olarak Proteinler Albumin, Kolajen, Jelatin, Sigir
parcalanabilenler ve Insan Serum Albuminleri
(BSA ve HSA)
Polisakkaritler Seliiloz, dekstran, kitozan,

Kondroitin stlfat, aljinat
Nisasta, hiyaluronik asit

Poliamidler Poliamino asit, polipeptid
Sentetik ve biyolojik olarak Polyesterler Poli(laktik asit) Poli(glikolik
pargalanabilenler asit) Poli(laktik-ko-glikolik
asit)* Poli(kaprolakton)
Poli(dioksanon)
Poli(hidroksibiitirat)
Polianhidridler Polifosfat,
Poliortoesterler polifosfonat,
Polifosfoesterler polifosfit
Sentetik ve biyolojik olarak Silikon elastomerler
par¢alanamayanlar Poli(etilen-ko-vinil asetat) Poli(metil metakrilat)
Poliakrilatlar

Bir immobilizasyon siirecinin gelistirilmesi sirasinda, ilk tercihin uygun bir kati destegin
secilmesi oldugu belirtilirken, bu destegin secilmesindeki dikkat edilmesi gereken hususlarin;
uygun maliyetli olmalari, desteklerin ve reaktiflerin hem saglik hem de gevresel agidan zararsiz
olmalari, kimyasal ve mikrobik inertlige sahip olmalari, genellikle istenen bir 6zellik olmakla
birlikte, mekanik 6zelliklerinin de pratik uygulamalarla uyumlu olmasi1 gerektigi
belirtilmektedir.Bunlarin disinda; yiliksek ytlizey alani, biiyliik gozeneklilik ve yeterli parcacik
boyutunun bir hareketsizlestirme islemi icin uygun bir matriks secerken kontrol edilmesi
gereken temel gereksinimler arasinda oldugu da bilinmektedir. Yaygin olarak kullanilan
matriksin agaroz oldugu belirtilirken, bu matriksin proteinler icin yiiksek kapasiteye yol acan
yliksek gozeneklilide sahip olmasina ilaveten, agarozu matriks olarak kullanmanin diger
avantajlar1 arasinda hidrofilik karakter, tiiretme kolaylig, yiiklii gruplar (substrat ve iiriinlerin
spesifik olmayan adsorpsiyonunu oénler) ve ticari kullanilabilirlik olarak ifade edilmektedir.
Bununla birlikte, agaroz ve diger gozenekli desteklerin kullaniminda énemli bir kisitlamanin

yliksek maliyet oldugu belirtilmektedir [58].

Bir immobilizasyon siirecinin gelistirilmesi sirasinda ilk tercihin, uygun bir kati destegin
secilmesi oldugu ve secilen bu desteklerin ve reaktiflerin hem saglik hem de c¢evresel acidan,
bunlarin yaninda kimyasal ve mikrobiyolojik acidan zararsiz olmasinin genellikle istenen bir
ozellik oldugu belirtilmektedir. Yiizey alaninin, genis gézeneklilik ve yeterli partikil boyutunun,
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bir immobilizasyon islemi icin matriks secilirken kontrol edilmesi gereken temel sartlardan

oldugu da ifade edilmektedir [59].

Enzim immobilizasyonunda igin bir tasiyicinin gerekli olma sebebinin; geometrik
parametrelerin ve ¢éziinmez tasiyicilart kullanmanin birincil hedefinin enzimi ¢6ziinmez hale
getirmek ve bdylece enzimin ayrilmasini ve tekrar kullanilmasini kolaylastirmak oldugu
belirtilmektedir. Tasiyic1 se¢iminin, elde edilen hareketsizlestirilmis katalizoriin, katalitik
olmayan ozellikleri iizerinde kolay kontrol sagladigi belirtilirken, secilen tasiyicinin, enzimin
fonksiyonel kiitlesine eklenebilecegi ve iskele olarak islev gormekle kalmadigi, ayn1 zamanda
fiziksel ve kimyasal (g6zenek boyutu, hidrofilik / hidrofobik denge, akifiliklik ve ytlizey kimyasi)
katalitik 6zelliklerini de kuvvetle dikte ettigi ifade edilmektedir [65].
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Sekil 2.21: Belirli boyut ve sekillerde tasiyiciya bagli immobilize enzimler. Céziinmeyen
tasiyicilar, geometrik parametrelerinde farkliik gostermektedirler, farkli sekiller ve enzim

tasiyici tiirleri gosterilmektedir: (a) boncuk, (b) lif, (c) kapsiil, (d) film ve (e) zar [65].

Enzim immobilizasyonunda kullanilan polimerlere 6rnek olarak kollajen, seltiloz, pektin,

nisasta, jelatin, aljinat verilebilir.
2.4.5.1. Kollajen

Kollajenin, ¢ogunlukla biyouyumluluk, dogada bulunabilirlik ve hiicre baglama yetenegi
nedeniyle immobilizasyon i¢in kullanildig1 bilinerken; bunun sonucunda immobilizasyon i¢in
umut verici bir malzeme haline geldigi belirtilmektedir. Kollajen izolasyonu i¢in kaynaklar
arasinda tendon, deri, kemik ve kikirdak gibi dokularda bol miktarda bulundugu ve bu dogal

polimerin gozenekli siingerler ve filmlerle islenerek birlestirilebildigi ifade edilmektedir [63,64].
2.4.5.2.Seliiloz

En bol dogal polimer olan seliilozun, mantar lakkazi, penisilin G-asilaz, glikoamilaz, a-
amilaz, tirozinaz, lipaz ve [-galaktosidazin hareketsizlestirilmesi icin yaygin bir sekilde
kullanildig1 belirtilmektedir. Dietilaminoetilin (DEAE) modifiye seliilozik destekler i¢in daha
uzun depolama kapasitesine sahip oldugu ve seliilloz kapli manyetit nanopargaciklarin, a-

amilazin seliiloz dialdehid ile kaplanmis manyetit nanopartikiillerine eklenmesinin, yeni bir
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nisasta parcalayici sistemin olusumuyla nisastanin parcalanmasi i¢in kullanildig1 ifade edilmistir

[64].
2.4.5.3. Pektin

% 0,2-0,7 gliserol ile birlikte bu yapisal heteropolisakkaritin, destek gevrekligini azalttig
icin plastiklestirici olarak islev gordiigii ve papaini hareketsiz hale getirmek ve cilt yaralanmasi
tedavisi icin yeni malzemelerin gelistirilmesi icin kullanildig1 belirtilirken,pektin-kitin ve pektin-
kalsiyum aljinat desteginin, enzim ve pektin kapl destek arasinda yiiksek kararli polielektrolit
komplekslerinin olusmasi nedeniyle tutulan enzimlerin termal ve denatiirant direncini ve

katalitik 6zelliklerini arttirdig1 ifade edilmektedir [64].
2.4.5.4.Nisasta

Lineer amilaz ve dallanmis amilopektin iinitelerinden olusan nisasta enzim immobilizeri
olarak kullanildig: ve kalsiyum alginat-nisasta melez destekleri ile, yilizey hareketsizlestirilmesi
ve acl kabak peroksidazinin tutulmasi i¢in uygulandigi belirtilirken, tutulan enzimin, i¢
karbohidrat yarilarina bagh olarak iire gibi denatiire edicilerde daha kararl iken, yilizey
immobilize enzimin ustiin etkinligi oldugu ifade edilmektedir. Akrilamit ve dimetilaminoetil
metakrilat gibi maddelerin nisastaya radyasyonla asilanmasi, yiiksek iiriin verimi i¢in yaygin

olarak kullanilan endiistriyel teknikler arasinda oldugu belirtilmektedir [64].
2.4.5.5 Jelatin

Jelatinin, aminoasitlerde yiiksek hidrokolloid bir malzeme oldugu ve agirliginin on katina
kadar su adsorbe edebildigi ifade edilirken, sinirsiz raf omri, enzim immobilizasyonu igin
kullanima uygun hale getirdigine dikkat cekilmektedir. Jelatinin, krom (III) asetat ile ¢apraz
baglanmasinin krom (III) stilfat ve potasyum krom (III) siilfattan daha iyi oldugu kanitlanarak

poliakrilamid ile karisik tasiyici sistemde kullanildig1 ifade edilmektedir [64].
2.4.5.6.Karragen

Dogrusal siilfatlanmis bir polisakkarit olan Karragenin, istikrari iyilestirmek icin lipaz gibi
cesitli enzimleri immobilize etmek i¢in siirekli olarak kullanildig1 belirtilirken, bu destek
matriksinin, yapisal olarak psédoplastik oldugu kayma gerilmesi altinda inceltmeye yardimci

olarak ve gerilme giderildikten sonra viskozitesini diizelttigi ifade edilmektedir[64].
2.4.5.7. x-karragen

k-karragenin, hiicre immobilizasyonu icin alternatif bir destek matriksi olarak

kullanilabildigi, ¢linkii k-karragenon jellerinin, alginata kiyasla kenetleme maddelerine karsi
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daha az duyarl oldugu bununla birlikte, k-carrageenan ile olusan boncuklarin kirilgan olabildigi
ve hareketsiz hale getirilmis malzemenin ortam i¢inde bozulmasina neden olabildigi
belirtilmektedir. k-karragenonlu boncuklarin, az miktarda keci cekirdegi sakizi koyarak

glclendirilebilindigi ifade edilmektedir [63,64].
2.4.5.8. Kitozan ve kitin

Kitin ve kitozan gibi dogal polimerler immobilizasyon icin destek olarak kullanilmistir.
Enzimlerin protein veya karbonhidrat kisimlarinin bunlari kitozana baglamak icin kullanildigi,
kitozanin, enzim ve destek arasindaki fiziksel ve iyonik etkilesimler nedeniyle, kitozanla
kaplanmis enzimlerin alginata kiyasla daha az sizdirma etkisi yaptig1 i¢in alginat ile kombinasyon
halinde kullanildig: ifade edilmektedir. Kitozan ile hazirlanan boncuklarin, enzimlerin iki kati

kadarini hapsedebilme 6zelligine sahip oldugu da belirtilmektedir [63,64].

Asagidaki sekil 2.22’de, kitin, seliiloz ve kitozan yapilarini gostermektedir. Kitozanin,
cesitli derecelerde glukozamin kalintilarinin N-asetillenmesi ile birlikte $-1,4-bagh glikozaminden

olusan dogrusal bir ikili heteropolisakkarit olarak kabul edildigi belirtilmektedir [87,88].
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(A) kitin, (B) sellGloz ve (C) kitosan yapilari.

Sekil 2.22:Kitozanin Kimyasal Yapisi (C) [88]

Kitozanin, kabuklu kabuklarinda, mantarlarda, boceklerde ve yumusakcalarda bol
miktarda bulunan kitin deasetilasyonu ile elde edildigi belirtilirken, kitozanin, glutaraldehitle
iyonik veya kimyasal capraz baglarla hidrojel olusturabildigi ve enzimatik olarak hidrolize

edilebildigi belirtilmektedir. Kitozanin, ilag, gida ve biyoteknolojik uygulamalar icin yaygin olarak
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kullanildigi, kitozanin miikemmel biyouyumluluk gosterdigi bu nedenle, bir¢ok biyolojik

uygulama icin kolayca kullanilabilecegi de ifade edilmektedir [64,65].
2.4.5.10.Agar ve agaroz

Agarozun, agardan olusan bir jel formu oldugu ve saflastirilmasiyla hazirlandig: ifade
edilirken, Agarozjelinin, bir¢ok proteinin difiizyonel erisimine izin vermek i¢in orantili boyuttaki
bes koseli gozenekleri icerdigi ifade edilmektedir. Agarda bulunan iki ana bilesenin
belirlenebilindigi bunlarin: agaroz ve agaropektin oldugu belirtilirken, agarozun, agarin biiyiik
kismini olusturan, notr bir jellesen heteropolisakkarit oldugu da ifade edilmektedir. Bunun da,
hem o hem de -glikozidik baglar1 (dekstran da dahil olmak iizere en yaygin polisakkaritlerin
cogunlugundan farkli olarak) iceren yinelenen birimi olan lineer bir polimer oldugu

belirtilmektedir [64].
2.4.5.11.Poliakrilamid ve polianhidritler

Poliakrilamitlerin, farkli boyut ve sekillerde molekiillerin ayrilmasi i¢in siklikla kullanilan
sentetik polimerler oldugu belirtilirken,poliakrilamidin, Au *3, Cu *2, Hg *2 ve Zn *2 gibi metal
iyonlarinin baglanmasi ve segici olarak geri kazanimi i¢in tiim hiicre immobilizasyonu i¢in de
kullanilabildigi de belirtilmektedir. Polianhidritlerin, diger destek malzemeleri ile
karsilastirildiginda yliksek mukavemeti nedeniyle hiicre hareketsizligi icin kullamildigy,
parcalanmasinin ylizey erozyonu ile kontrol edilebilindigi ve bunun da bu polimerleri mikro ve

makro gozenekli yapilarin tasarimi icin cazip kildig1 ifade edilmektedir [64].

2.4.6. Kontrollii Salm Sistemi Hazirlanmasinda Destek Materyali Olarak Kullanilan Inorganik

Maddeler

Zeolitlerin veya 'molekiiler elekler'in iyi tanimlanmis yapilara ve sekil secici 6zelliklere
sahip mikro g6zenekli kristal halinde katilar oldugu belirtilirken molekiiler adsorpsiyonda yaygin
olarak kullanildig1 ifade edilmektedir. Kontrollii salim sistemi hazirlanmasinda destek materyali
olarak kullanilan diger inorganik maddelerin seramik, selit, silika, cam, aktif karbon, aktif komiir
oldugu belirtilirken, selitin, cok gdzenekli silikath biyoafinite malzemesi oldugu ve lipaz, polifenol
oksidazlar ve -galaktozidazin immobilizasyonu i¢in kullanildig: ¢iinkii diisiik polarite ve genis
yapisma alani olan ucuz bir destek olmasindan kaynaklandig1 belirtilmektedir. Ayrica Selitin
yliksek pH'ya veya sicakliga, lireye, deterjanlara ve organik ¢oziiciilere karsi direnc sagladigi da
ifade edilmektedir. Kimyasal inertligi ve birbirine baglh gozenek yapisi nedeniyle tercih edildigi
de belirtilmektedir. Camin ise, oldukga yapiskan bir siv1 oldugu ve a-amilazi immobilize etmek

icin kullanildig belirtilmektedir [64].
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2.5. ALJINIK ASIT

Aljinik asitin, L-guluronik asit ve D-mannuronik asit'in bir hetero polimeri oldugu, degisen
miktarlarda 1,4'-baglh 3-D-mannuronik asit ve a-L-guluronik asit kalintilar1 igeren, lineer dalsiz
polisakkaritlerailesinin bir iiyesi oldugu belirtilirken, genellikle ila¢ formiilasyonlarinda sodyum
tuzu (aljinat) olarak kullanildig1 belirtilmektedir. Aljinatlarin ¢ogunlukla deniz yosunundan
ekstrakte edilerek elde edildigi ve isledikten sonra suda ¢oziinlir sodyum tuzlari halinde
bulunduklari belirtilmektedir. Kahverengi alglerin hiicre duvarlarindan tiiretilen aljinatin, aljinik
asitin kalsiyum, magnezyum ve sodyum tuzlari oldugu ve aljinatin iki degerli iyonlarla (Ca*2 gibi)
ve glutaraldehitle capraz baglanmasi sonucunda enzimlerin stabilitesini arttirdig1 bilinmektedir

[64].

Alginatin, tipik olarak kahverengi deniz yosunundan elde edilen dogal olarak olusan bir
anyonik polimer oldugu bilinmekle birlikte; buna ek olarak Ca 2+ gibi iki degerlikli katyonlarin
eklenmesiyle biyo-uyumluluk, diistik toksisite, nispeten diisiik maliyet ve hafif jelasyon nedeniyle

bir¢ok biyomedikal uygulama i¢in kapsaml bir kullanildigr bilinmektedir [85].

Aljinatin; immobilizasyon ve mikrokapstilasyon teknolojileri i¢in bugiine kadar en ¢ok
kullanilan polimer oldugu belirtilmektedir [86]. Aljinat polimerinin kendisi anyonik oldugu
belirtilirken, (yani negatif yiikliidiir) polivalan katyonlarin iki komsusu guluronik asit tortusu
oldugunda, polimere baglanabilidigi ifad edilmektedir. Boylece, polivalan katyonlarin hem farklh
polimer molekiillerinin hem de ayni polimer zincirinin farkli bdliimlerinin c¢apraz
baglanmasindan sorumlu oldugu belirtilmektedir. Jellesme siirecinin, basitce sodyum iyonlari
icin kalsiyum iyonlarinin degisimi ile nispeten yumusak kosullar altinda gergeklestirildigi ifade

edilmektedir [89].
2 Na (Aljinat) + Ca **------- > Ca (Aljinat) 2+ 2 Na *

Aljinatin iyonik olarak bagh jel yapisinin 0-1002C araliginda 1siya dayanikli oldugu; bu
nedenle 1sitma jelini sivilastirmadigi belirtilirken, gida, ilag, tekstil ve kagit iirtinlerinde yaygin
olarak kullanilmakta oldugu belirtilmektedir. Bu firiinlerde kullanilan aljinatin 6zelliklerinin
sirasiyla koyulastiricy, stabilize edici, jel olusturucu ve film olusturucu oldugu, tek bir monomer
tirinin (-M-M-M-) (-G-G-G-) homopolimer bloklarinin béliimleri olabildigi veya alternatif
monomerlerin  kisimlarinin(-M-G-M-G-M-)olabilecegi ifade edilmektedir.Mannuronik ve
guluronik asitlerin molekiil agirliginin ve goreceli kompozisyonun temelinde her uygulama icin
farkli aljinat tiirlerinin secildigi belirtilirken, 6rnegin, koyulastirma islevinin (viskozite 6zelligi)

esas olarak polimerin molekil agirligina bagh oldugu; oysa jellesmenin (katyona olan afinite),
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guluronik asit icerigi ile yakindan iliskili oldugu belirtilmektedir. Boylece, yiiksek guluronik asit

iceriginin daha kuvvetli bir jel olusturdugu bilinmektedri[90].

Aljinatin hem biyopolimer hem de biyo-uyumlu, toksik ve immiinojenik olmayan ve
biyolojik olarak pargalanabilen oldugu diisiiniilen bir polielektrolitten olustugu belirtilirken,
degisken oranlarda GG, MG ve MM bloklarinin diizensiz bir blok seklinde diizenlenmis
mannuronik asit (M blogu) ve guluronik asit (G blok) birimlerinden olusan bir anyonik kopolimer
olarak karakterize edilebildigi belirtiimektedir. Mannuronik asit formlari (1 — 4) baglantilarinin,
M blok boéliimleri ile lineer ve esnek konformasyon gosterdigi; guluronik asitin, farkl olarak,
karboksil gruplari etrafinda sterik bir engellemeye hizmet eden (1 — 4) baglantilara yol actig
ifade edilmektedir. Bu nedenle, G blok boélimlerinin, molekiiler zincirlerin belirgin bir
sertliginden sorumlu olan katlanmis ve sert yapisal konformasyonlar sagladig: belirtilmektedir
[91].Aljinat polimerlerinin, 1,4-bagh B-D-mannuronik asit (M) ve oa-L-guluronik asit (G)

kalintilarinin bloklarindan olusan anyonik polisakkaritler oldugu belirtilmektedir [92].
2.5.1. Yapisi ve Ozellikleri

Aljinat; ilk olarak 1881 yilinda Ingiliz kimyager E:E.C. STANFORD tarafindan
tanimlanmistir. Daha 6ncede belirtildigi gibi, dogada genel olarak kahverengi deniz alglerinde
bulunmakla beraber, Azotobacter vinelandii gibi toprak bakterilerinde ve bazi Pseudomonas
tirlerinde de aljinata benzeyen hiicre dis1 polimerik yapilar belirlenmistir. Aljinat; kahverengi
deniz algisinin kuru maddesinin % 40'1n1 olusturmaktadir. Hiicre i¢i matrikste sodyum, kalsiyum

magnezyum, stronsiyum ve baryum iyonlari iceren jel halinde bulunur [93].
2.5.2. lyonik capraz baglama

Aljinatin, hidrojel olusturmak tizere iki degerlikli katyonlarla kenetlendigi ifade
edilmektedir. Asagidaki sekil 2.23’de aljinatin zincir konformasyonu ve blok dagilimi
goriilmektedir. Jel olusumunun, iki degerlikli katyonlarin mevcudiyetinde siki bicimde kavsaklar
olusturmak iizere iliskilendirilen, G-bloklar1 arasindaki etkilesimler tarafindan yonlendirildigi
belirtilmektedir. G-bloklarina ek olarak MG bloklarinin da katilmakta ve zayif kavsaklar
olusturmakta oldugu ifade edilmektedir. Boylece, yiiksek G icerigine sahip aljinatlarin daha giiclii
jeller tretebildikleri belitrilmektedir. Aljinatlarin iki degerli iyonlara olan egilimi asagidaki
sirayla azaldig1 ve bu sira Pb> Cu> Cd> Ba> Sr> Ca> Co, Ni, Zn> Mn olarak ifade edilmektedir.
Bununla birlikte, Ca*?, alginat jel olusumunu indiiklemek i¢in en yaygin olarak kullanilan katyon

oldugu da belirtilmektedir [90].
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Sekil 2.23: Aljinatin yapist: (a) zincir konformasyonu ve (b) blok dagilimi [90]

Aljinatlarin kalsiyum ¢apraz baglanmas iki yontemle gerceklestirilebildigi belirtilirken,
ilkinin, capraz baglayici iyonlarin aljinat ¢ézeltisine dis bir rezervuardan dagildig: bir "difiizyon"
yontemi olduguy, ikincisinin ise, iyon kaynagi alginat ¢6zeltisi icinde bulunan ve kontrollii bir tetik
(tipik olarak iyon kaynaginin pH'si veya ¢oziiniirliigii), capraz baglayici iyonlarin ¢ozeltiye

salinmasini sagladig belirtilmektedir [90].

. suluveya organik ortamda
+ tam veya kismi ¢6zintrlik
* jel-faz reaksiyonu

iki sekonder OH grubu

bir - COOH gruplan

M ile G'nin reaktivitesi
bozulmay: en aza indirmek

reaktivite

%+ M\ G oran arali§indaki tirevier
karakterizasyon " zenginlestirilmis M, G veya MG bloklanndan tiirevier
: ' ileri analitik teknikler

Sekil 2.24: Degisik formlarda aljinat eldesine ait dGnemli parametreler [90]
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2.5.3. Molekiiler agirlik ve ¢oziiniirliik

Piyasada bulunan sodyum alginatlarin molekiiler agirliklar1 32,000 ila 400,000 g/mol
araliginda oldugu, aljinat c¢o6zeltilerinin viskozitesinde pH distiikce artttign ve aljinatin
omurgasindaki karboksilat gruplarinin protonlanmis hale geldigi ve hidrojen baglari olusturdugu
icin pH'nin 3-3.5 civarinda maksimuma ulastif1 ve aljinatin molekiiler agirliginin arttirilmasi

sonuctaki jellerin fiziksel 6zelliklerini iyilestirebilecegi ifade edilmektedir [85].
2.5.4. Jellestirme yontemleri

Aljinatin, tipta, yara iyilesmesi, ilag verme ve doku miihendisligi uygulamalar1 da dahil
olmak iizere tipik olarak bir hidrojel formunda kullanildig1 bilinirken, hidrojeller, su icerigi
ylksek olan hidrofilik polimerlerden olusan {i¢ boyutlu olarak ¢apraz bagh aglar olarak
bilinmektedir. Yapisal olarak viicuttaki makromolekiilerin esasli bilesenlere benzer olduklari igin
hidrojeller genellikle biyolojik olarak uyumlu ve genellikle minimal invaziv uygulama yoluyla

viicuda verilebildigi ifade edilmektedir [85].

Aljinatin, mannuronik asit (M blogu) ve guluronik asit (G blok) birimlerinden olusan
anyonik bir kopolimer olarak, degisken oranlardaki GG, MG ve MM bloklarinin diizenli olmayan
blokajli bir dlizeninde diizenlenebildigi belirtilirken,mannuronik asit formlarinin (1-4), boylece
M blok segmentlerinin dogrusal ve esnek konformasyon gosterdigi; guluronik asitin, farkl olarak,
karboksil gruplari ¢evresinde sterik bir engel olusturmaya yarayan (1 — 4) baglantilara neden
oldugu belirtilmektedir. Bu nedenle G blok pargalarinin, molekiiler zincirlerin belirgin bir
sertlikten sorumlu katlanmis ve kati yapisal konformasyonlar sagladigi, aljinatin mikroyapisal
ozellikleri, hiicre immiinizasyonu, doku miihendisligi, ilag verme, kontrolli salinim,
mikroorganizmalarin immobilizasyonu gibi gida uygulamalarinda oldugu gibi bircok alanda
istenen biyomalzeme tipinde yaygin olarak kullanilan biyouyumlu ikili kopolimerler oldugu ifade
edilmektedir. Sekil 2.25’de-D-mannuronik asit ile a-L-glukronik asit kalintilarim1 gosteren
aljinatin yapis1 gosterilmektedir. Aljinat, aljinat zincirlerinin fonksiyonel gruplari arasinda
capraz baglayici olarak islev goren kalsiyum (Ca*2) gibi iki degerlikli katyonlarin varliginda bir
hidrojel olusturdugu bilinmektedir. Divalan katyonlar tarafindan indiiklenen hidrojellerin yam
sira, alginatin tironik asit kalintilarinin pKa degerinin altindaki pH'da asit jel olusturabildigi de

ifade edilmektedir [93,94].
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Sekil 2.25: 3-D-mannuronik asit ile a-L-glukronik asit kalintilarini gosteren aljinatin yapisi [94]

Aljinat taneciklerinin, istenen proteini ihtiva eden bir sodyum aljinat ¢6zeltisini,
damlaciklar halinde, Ca, Srveya Ba gibi iki degerli bir capraz baglama cozeltisine ekleyerek
hazirlanabildigi belirtilmektedir. Monovalent katyonlarin ve Mg iyonlari jelasyona neden
olmadigi, Ba ve Sr iyonlarinin Ca'dan daha giiclii aljinat jelleri tirettigi ifade edilmektedir. Pb, Cu,
Cd, Co, Ni, Zn ve Mn gibi diger iki degerlikli katyonlarin ayrica aljinat jellerini de caprazladigi,
ancak bunlarin toksisiteleri nedeniyle kullanimi sinirli oldugu belirtilmektedir. Polimerlerin
jelasyonu ve ¢apraz baglanmasinin, esas olarak, iki degerlikli katyonlarla guluronik asitlerden
sodyum iyonlarinin degisimi ve bu guluronik gruplarin Sekil 2.27'de gosterilen karakteristik
yumurta kutusu yapisini olusturmak tizere istiflenmesi ile elde edildigi ifade edilmektedir. Her
bir aljinat zincirinin, bircok baska zincir ile birlesme meydana getirmek tizere dimerize olabildigi

ve sonuc olarak, c6ziinmeyen ¢okeltilerden ziyade jel aglari olustugu belirtilmektedir [94].

Aljinat polimerlerin, 1,4-bagh B-D-mannuronik asit (M) ve a-L-guluronik asit (G)
artiklarindan olusan anyonik polisakkaritler oldugu ve bloklarin homopolimerik (MM ve GG)
olabildigi veya alternatif MG dizisinden olusabildigi belirtilmektedir. Aljinatlarin Ca*2, Al*3 gibi
cok-degerli katyonlarla etkilesime girebildigi ve alginatlarin ¢apraz baglanma kabiliyetinin
polimerin bilesimi ile kuvvetli sekilde iliskili oldugu belirtilmektedir. Sodyum aljinatin, iyi bilinen
bir iyon aktive jellestirme ajani oldugu, kontrollii ila¢ dagitim sistemleri i¢in birgok oktiler jel-jel

gecis sisteminde kullanildig1 da ifade edilmektedir [92,94,95].

Alginatlarin, kahverengi deniz yosundan (Phaeophyceae) izole edilen dogal polisakkarit
polimeri oldugu,deniz yosununun, mevcut aljinik asidi ¢6zlindtiren seyreltik bir alkali ¢6zeltisiyle
ekstre edildigi ve elde edilen kalin ve viskoz kiitlenin mineral asitlerle muamele edilmesinde
serbest aljinik asit elde edidigi ifade edilmektedir. Aljinik asidin daha sonra su anda kullanilan
ana formu olan sodyum aljinatin bir tuzuna donustiiriilebildigi belirtilmektedir. Aljinik asitin,
bloklardaki polimer zincirinde diizenlenmis olan D-mannuronik asit ve L-guluronik asit

kalintilarindan olusan dogrusal bir polimer oldugu ve bu homojen bloklarin (tek basina asit
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kalintisindan olusur) rastgele veya degisken mannuronik ve guluronik asit birimlerinden olusan

bloklarla ayrildig1 ifade edilmektedir [96].

Sekil 2.26: iki aljinat monomer, guluronat (G) ve manuronat (M) kimyasal yapisi ve konformasyon

[97]

iki aljinat monomer, guluronat (G) ve manuronat (M) kimyasal yapisi ve konformasyon
yapisi Sekil 2.26’da gorilmektedir. Sodyum aljinatin, aljinik asitin suda ¢éziiniir bir tuzu oldugu;
dogal olarak olusan toksik olmayan bir polisakkarit, tiim kahverengi alg tiirlerinde bulundugu,
gida ve ila¢ endiistrisinde yaygin olarak kullanilmakta oldugu ancak son zamanlarda
uyusturucular, makromolekiiller ve biyolojik hiicrelerin tuzaklanmas i¢in bir matriks olarak
kullanildig1 belirtilmektedir. Magnezyum haricindeki bir¢ok divalent katyon ile etkileserek
hidrofilik jel olusturabildigi, jellesmenin, ironik asit tinitelerinin iki degerlikli katyonlarla ¢apraz

baglanmasiyla olustugu ifade edilmektedir [97].

Sodyum aljinatin; Ca*2, Ba+2, Sr+2 gibi ¢ift degerlikli katyonlar ile uygun kosullar altinda
hidrojel olusturma yetenegine sahip oldugu, sodyum aljinatin yap1 birimi olan gluronik asit
bloklarinin katyonlar ile bir bag olusturmakta bunun sonucunda da iyonik etkilesimler ile
birbirini tutan aljinat flamentleri ag1 olusturdugu belirtilmektedir. Aljinatlarin su igindeki
¢ozlnirliklerinin solventin pH"s1, ortamin iyonik giicii ve solvent i¢indeki jellestirici iyonlarinin
varligina bagh oldugu ifade edilmektedir. Aljinik asit ve kalsiyum aljinatin suda ¢6ziinmezken,
¢Ozlnir hale gecmeleri icin protonlanmis karboksilik asit gruplar1 ve pH"nin belirli kritik
degerlerin tizerinde tutulmasi gerekli oldugu belirtilirken, amonyum aljinat, potasyum aljinat ve
sodyum aljinat suda ¢o6ziinmekte oldugu belirtilmektedir. Ortamin degisen iyonik giiciiniin,
polimer konformasyonu, zincir uzamasi, viskozite ve bu nedenle de ¢6zeltinin ¢6zlinirligiini
etkilemekte oldugu ifade edilmektedir. Ca*2, Sr+2 ve Ba*2 gibi iki degerlikli katyonlarin varhiginda
jellesebilen aljinatlarin ¢6ziinebilmesi icin ¢capraz baglama iyonlarinin sulu serbest solvent olmasi

gerektigi de belirtilmektdir[98].
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Sekil 2.27: Yumurta-kafes kutusu modeli [98]

Aljinatlarin kalsiyum ve baryum iyonlar1 gibi iki degerlikli katyonlarin varliginda
iyonotropik capraz baglama yoluyla hidrojel olusturma yetenegine sahip oldugu, jellesme
kapasitesini diizenleyen bu mekanizmanin zincir boyunca mevcut G bloklarinin miktan ile
dogrudan iliskili oldugu belirtilmektedir. Ciinkii yalnizca gluronik asidin bu hidrojelin
olusumunda aktif rol oynamakta oldugu belirtilmektedir. Bir baska deyisle bir aljinat
solisyonunun Ca*? ve Ba*2? gibi iki degerlikli katyonlarin varhiginda hidrojel yapiya
doniisebilmekte, bu hidrojel yapinin, gluronik asit kalintilar1 ve iki degerlikli katyonlarin
molekiiller arasi capraz baglanmasi sonucu, kalsiyum iyonlarinin etkisi altinda iyonik
etkilesimler yardimiyla birbirine tutunan {i¢ boyutlu aljinat filamentleri olusturarak “-yumurta-
kafes” ad1 verilen jel yapiya dontstigi ifade edilmektedir.Sekil 2.27’de “yumurta-kafes modeli”
modelinin olusumu gosterilmistir. Bu reaksiyonnun ¢ok hizli bir sekilde gerceklestigi ve bu jelin
stabilitesinin soliisyona eklenen iyonlarin miktarina ve stabil birlesmelerin olusumundaki G

bloklarinin uzunluguna bagli oldugu belirtilmektedir [98].
2.6. Calismanin Amaci

Tripsin, kimotripsin ve pankreatin kistik fibroz hastaliginin tedavisinde kullanilan
sindirim enzimleridir. Proteinik yapida olan enzimlerin oral uygulamasini takiben
gastrointestinal sistemde degrade olmasini engellemek kolona hedeflemekle miimkiin olabilir.
Aljinat boncuklari, kolona ilag hedeflemede kullanilan dnemli ila¢ tasiyici sistemlerdendir.
Literatiirde kalsiyum Kkloriir ¢apraz baglama materyali kullanilarak hazirlanmis tripsin iceren
aljinat boncuklara ait calismalar mevcut olsa da baryum kloriir ile hazirlanmis tripsin iceren ilag
formiilasyonlarina ait calismaya rastlanmamaistir. Bu tez galismasinda, farkl bir capraz baglayici
ile kistik fibroz tedavisinde kullanmak tizere tripsin igceren boncuklar hazirlanip optimize
edilmistir. Boylece, hasta uyuncu yiliksek, yan etkileri azaltilmis ve daha stabil ilag

formiilasyonunun hazirlanmasi miimkiin olacaktir.
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Kullanilan Maddenin Adi: Firma Markas\ Ulke
Sodyum Aljinat Sigma\St. Louis/ABD
Baryum Kloriir Merck\ Almanya
Porcine Trypsin Merck\ Almanya
Sodyum Klorir Merck\ Almanya
Susuz dibazik sodyum fosfat Merck\ Almanya
Sitrik Asit Monohidrat Merck\ Almanya
Hidroklorik asit Merck\ Almanya
Sodyum hidroksit Merck\ Almanya
Mono bazik potasyum fosfat Merck\ Almanya
Tripsin 6l¢iim kiti (BCA kiti) Sigma\St. Louis/ABD

3.1.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

Kullanilan Araglar: Firma Markas1\ Ulke

Analitik terazi 0’Haus Advanturer\ Almanya

Buzdolabi Regal Nofrost\ Tiirkiye

Calkalayici Isitmali su banyosu Memmert\Almanya

Disoliisyon cihazi DT GE, Aymes)\ Tiirkiye

Distile su cihazi Milipore\ ABD

DSC cihaz1 Shimadzu DT-40 Thermal
Analyser\Japonya

Elek seti (vibrasyonlu) Fritsch Analysette\ Almanya

Erime derecesi tayin cihazi Thomas Hoover Capillary Melting Point
Apparatus) Ingiltere

Etiiv Binder\ Almanya

FT-IR Spektrofotometre Perkin Elmer 1720 X\ ABD

Manyetik karistirici Velp Scientifica\ Almanya

Otomatik mikropipetler Eppendorf\ Almanya

pHmetre Mettler Toledo\ ABD

Polarizan mikroskop Nikon) Japonya

UV-Visible spektrofotometre Shimadzu) Japonya

Vorteks MVS-1 Multimixer\ Almanya

3.1.3. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Tampon ¢6zeltilerin hazirlanisi: pH 1.2 hazirlanirken, 2 g sodyum klortr bir miktar distile
suda ¢oziindiiriilerek, iizerine 7 ml hidroklorik asit ilave edilip 1litre distile suya tamamlanir. pH
6.8 hazirlanirken, 1 litre suda, 21,72 g susuz di-bazik sodyum fosfat ve 4.94 g sitrik asit
monohidrat distile suda ¢oziindiirilir. pH 7.4 fizyoyolojik fosfat tamponu hazirlanirken ise; 900
ml distile suda 1.6 g sodyum hidroksit ve 6.8 g monobasic potasyum fosfat ¢oziindiiriilerek, 1 N

NaOH ile 1litreye tamamlanarak pH 7.5’e ayarlanir [99].
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3.1.4. Kullanilan istatistik Yontemler

Tez calismasi kapsaminda, farkli boncuk serileri arasindaki etkin madde tutma kapasitesi

acisindan farkliligin anlamli olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla Student t-testi kullanildi. “p

degerinin 0.05’den kiiciik olmasi aradaki farkin anlaml olmasi seklinde tanimlandi.

3.1.5. Kullanilan Bilgisayar Programlari

Tez metninin yazilmasi, grafiklerin ¢izimi, c¢izelgelerin olusturulmasi ve istatistik
hesaplarinin yapilmasinda asagida belirtilen bilgisayar programlari kullanildi. a. Microsoft Word
2000 (Microsoft Corp., ABD) b. Microsoft Excel 2000 (Microsoft Corp., ABD) c. SigmaStat 1.0
Istatistik programi (Jandel Corp., ABD)

3.2. YONTEMLER
3.2.1. On Formiilasyon ¢aligmalari

Hag etkin maddesi tripsin ve yardimci maddeler (Na-aljinat, BaCl;) FTIR, erime derecesi,
termal analiz (DSC) ile karakterize edilip gecimlilik ¢alismalar1 yapilmistir. Ayrica, tripsinin

¢Oziiniirliikk ve miktar tayini (UV-visible spektrofotometrik) ¢calismalari yapilmistir.
3.2.1.1. FT-IR Analizi

Polimer filmler, fiberler, su, proteinler, diisiik molekiil kiitleli hidrokarbonlar, tarim, gida
ve petrol iiriinleri gibi bircok maddenin analizinde; kimya, eczacilik, biyoloji, gida, jeoloji ve gevre
gibi bir¢ok alanda yapilan ¢alismalarda kullanilan bir cihazdir. Dozaj seklinin hazirlanmasinda
kullanilan polimerlerle ila¢ etkin maddesinin etkilesip etkilesmediginin belirlenmesi, polimerin
formiilasyon i¢in uygunlugunun tespit edilmesi agisindan bu analiz énemlidir. Ilag¢ etkin maddesi
olan tripsin, ila¢ tasiyic1 sistem hazirlanmasinda kullanilan baryum klorir, sodyum aljinat ile
hazirlanan bos ve ilag yiiklii boncuklarin ayr1 ayr1 FT-IR spektrumlari elde edilmistir. Bunun i¢in
maddeler ve boncuklar agat havanda ezilip toz edilmistir. Perkin Elmer cihazi ila FT-IR analizleri

gerceklestirilmistir.
3.2.1.2. DSC Analizi

Boncuklarin DSC analizlerinin sonuglari, Shimadzu (Japan) marka diferansiyel taramali
kalorimetre kullanilarak elde edilmistir. Orneklerin DSC termogramlari 30 °C’ den 300 °C ‘ye 10

°C/dak. 1sitma hizinda alinmstir.
3.2.1.3. Fe-SEM Analizi

Boncuklarin elektron mikrograflari, vakum altinda altin ile kaplandiktan sonra Zeiss /
Supra 55 (Almanya) model taramali elektron mikroskobu kullanilarak elde edilmistir.
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3.2.2. Tripsin yiiklii sodyum-aljinat boncuklarinin hazirlanmasi

Tripsin ytkli matriks tipi tasiyici sistemlerde sodyum-aljinat boncuklar1 hazirlanirken
faktoriyel dizayn yontemi ile kullanilarak farkl ilag:polimer oranlarinda, farkli baglayici
konsantrasyonlarinda farkli capraz baglama siireleri uygulanarak “sivida olgunlastirma yontemi”
ile boncuklar hazirlanmistir. Sodyum aljinat ¢ozeltileri uygun oranlarda hazirlanip 12 saat
sismeye birakilmistir. Sisen karisima belirlenen miktarda tripsin tartilip, eklendikten sonra
homojen bir sekilde karismasi saglanmistir. Bu slispansiyon, peristaltik bir pompa yardimiyla bir
enjektérden sabit hizla 5 cm ylikseklikten siirekli karismakta olan Baryum Kkloriir ¢6zeltisine
damlatilmigtir. Belirlenen siire boyunca boncuklar BaCl; icinde olgunlastirlmistir. iyonik
jelasyon sonucu ortamda olusan boncuklar filtrasyonla ¢apraz baglama ¢dzeltisinden ayrilmisir.
iki kez distile su ile yikanip ve 37°C’ de 24 saat kurutulmustur. Steril flakonlara aktarilip

fizikokimyasal karakterizasyon i¢in saklanmistir. Her 6l¢tim icin en az 3 seri hazirlanmistir (n =3).

NaAlg

C‘ 1 Baryum kloriir

Baryum kloriir “ s e ﬁ
solusyonu sisirilmis Na-Alg

200 rpm de 15dk. Sisirilmis NaAlg'in BaClz Cozeltisi
magnetik kanistincida icerisine enjektor yardimi ile
karistirma damlatiimasi ile olusan boncuklar

Sekil 3.1 Boncuk tiretim igsleminin akis semasi [67]

Tripsin yiiklii boncuklar, 1:1 ve 1:3 olarak farkl ilac: polimer oranlarinda, 0.1 M, 0.5 M ve
1 M olarak farkli ¢apraz baglayicr konsantrasyonlarinda farkli ¢apraz baglama siireleri
uygulanarak “sivida olgunlastirma yontemi” ile hazirlanmistir. Asagida yer alan tabloda tripsin

yukli boncuklarin hazirlanmasinda uygulanacak degiskenler goriilmektedir.
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Tablo 3.1. Tripsin yiikli boncuklarin hazirlanmasinda uygulanan degiskenler

Formiilasyon | Polimer Capraz Baglayici | Capraz  Baglama | ilag:polimer
Kodu: Konsantrasyonu (M) | Siiresi (dk.) orani
FTB 01 Na-Aljinat | 0,1 M BaCl, 5 dk. 1/1
FTB 02 Na-Aljinat | 0,1 M BaCl, 5 dk. 1/3
FTB 03 Na-Aljinat | 0,1 M BaCl; 15 dk. 1/1
FTB 04 Na-Aljinat | 0,1 M BaCl; 15 dk. 1/3
FTB 05 Na-Aljinat | 0,5 M BaCl; 5 dk. 1/1
FTB 06 Na-Aljinat | 0,5 M BaCl; 5 dk. 1/3
FTB 07 Na-Aljinat | 0,5 M BaCl, 15 dk. 1/1
FTB 08 Na-Aljinat | 0,5 M BaCl; 15 dk. 1/3
FTB 09 Na-Aljinat | 1 M BaCl; 5 dk. 1/1
FTB 10 Na-Aljinat | 1 M BaCl; 5 dk. 1/3
FTB 11 Na-Aljinat | 1 M BaCl; 15 dk. 1/1
FTB 12 Na-Aljinat | 1 M BaCl; 15 dk. 1/3

Yukarida belirtilen oranlarda hazirlanan sulu polimer ¢ozeltilerine farkl ilag:polimer (1:1
ve 1:3) oranlarinda tripsin ilave edilip dispersiyon hazirlanarak, elde edilen polimer:ilag karisimy,
peristaltik bir pompa yardimiyla bir enjektérden sabit hizla 5 cm yiikseklikten stirekli karismakta
olan baryum Kkloriir ¢ézeltisine damlatilmistir. Iyonik jelasyon sonucu ortamda olusan boncuklar
filtrasyonla capraz baglama ¢ozeltisinden ayrilmistir. Her bir iiretim 3 seri halinde tiretilerek, oda
sicakliginda (24°C), 48 saat boyunca yagh kagitlarin iizerine alinarak kurutulduktan sonra,
formiilasyon numaralart bulunan steril flakonlara aseptik ortamda laminar akim kabininde

aktarilip fizikokimyasal karakterizasyon i¢in saklanmistir.
3.2.3. Mikroskobik Analiz

Hazirlanan bos ve ilac¢ yiiklii boncuklar, polarize 151k mikroskobu (Nikon Binokiiler)
altinda ve Mersin Universitesi ileri Teknoloji Egitim ve Aragtirma Merkezinde bulunan SEM
(Taramali Elektron Mikroskobi) cihazinda da partikiil boyutu ve sekli agisindan incelenip

fotograflanmistir.
3.2.4. Bos Boncuklarin denge su igerikleri tayini

Bos boncuklarin, sisme yeteneklerini belirlemek amaciyla, 50 mg’lik 6rnekler ayr1 ayri1 50
ml'lik distile su, pH 1.2, pH 6.8 ve pH 7.4 tampon ¢ozeltileri icerisinde 24 saat slireyle bekletilerek,

bu stirenin sonunda, sismis boncuklarin iizerindeki ylizey suyu uzaklastirilarak tartilmistir.
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Denge su icerigi degerleri asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.
% Denge su icerigi = [ (Ws-Wk)/Wk]x 100
Ws : sismis boncuklarin kiitlesi;

Wk : Kuru boncuklarin Kkitlesini ifade etmektedir. Deney, en az 3 seri halinde

gerceklestirilecektir [101].
3.2.5. Ilag Yiikleme Kapasitesi

Teorik olarak yiiklenmesi gereken ilag etkin maddesinin gercekte ne kadar ytiklendiginin
belirlenmesi amaciyla hesaplandi. 50 mg tripsin ytiklii boncuk agat havanda ezilip lizerine pH 7.4
fosfat tamponu ilave edildi. 1 saat stireyle ve oda sicakliginda manyetik karistiricida 500 rpm’de
karistirildi. Elde edilen ekstre siiziilerek ilag icerigi spektrofotometrik olarak tayin edildi. ila¢

yukleme kapasitesi; asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandu.
flac¢ Yiikkleme Kapasitesi = [D/T] x 100
D: Boncuklarin icinde bulunan ila¢ miktari;

T: Teorik olarak hesaplanan boncuklarin iginde tutulmasi gereken ila¢ etkin maddesi

miktari (mg) [102,103].
3.2.6. Sisme Hizinin Saptanmasi

50 mg tripsin yiiklii boncuk distile suda stispanse edilip, 3 saat oda sicaklifinda inkiibe
edilerek, sonrasinda, boncuklar stziiliip, ayrilip, ¢aplar1 kumpas (mikrometre) ile dlgiilmiistiir.

Sisme Oncesi ve sonrasi ¢aplar1 karsilastirilmistir [100].
3.2.7. Asinma Tayini

Sisme medodu kullanilarak gerceklestirilen asinma tayininde, 50 mg boncuk tartilip, 5 ml
fosfat tamponu ile erlen mayerde calkalayicili su banyosunda 37 + 0.5°C ‘da 24 saat siirekli

calkalanarak tutulmus, daha sonra, gravimetrik olarak agirlik kaybi tespit edilmistir [104].
3.2.8. Partikiil Boyutu Saptama

Bos ve ila¢ yiiklii boncuklar, tartildiktan sonra farkli mesh boyutlarina sahip (20 pm-
1mm) eleklerin yer aldig1 elek sarsma cihazina konup 5 dakika siiresince mekanik olarak elenerek
her bir elek iizerinde kalan boncuklarin miktar1 belirlenmistir. Boncuklarin partikiil boyutu
dagilim tespit edilmistir. Boncuklarin boyutu ayrica, mikroskobik olarak polarize 151k mikroskobu
ve gratikiil kullanilarak da belirlenip her bir seri icin ortalama partikiil boyutu hesaplanmistir
[105].
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3.2.9. In Vitro Dezentegrasyon Calismalar1

Tripsin ytikli boncuklar, PharmaTest dezentegrasyon cihazi kullanilarak farkli pH’lara
sahip ¢ozeltilerde ( pH 1.2, 6.8 ve 7.4), 37 £+ 0.5°C sicaklikta, 100 rpm’de siirekli karistirilarak
dezentegrasyon (dagilma) siiresi tayin edilmistir. Boncuklar sert kapsiil igerisine yerlestirilerek

calismalar gerceklestirilmistir [106].

3.2.10. in vitro Salim Calismalar

Boncuklardan etkin madde salimi, sise metodu kullanilarak gergeklestirilmistir. 100 mg
ilac yiikli boncuk, 100 ml hacimli tampon c¢ozeltisine ilave edilerek sisede c¢alkalanmali su
banyosuna yerlestirilmis ve salim ¢alismalari; 37 + 0.5°C’da ve 100 rpm karistirma hizinda 2’ser
saat siireyle sirasiyla pH 1.2, 6.8 ve 7.4’de gerceklestirilmistir. iki saatlik siire sonunda siiziilen
boncuklar diger tampon ¢ozeltiye konularak viicutta mideden kolonun degisik kisimlarina gecis
ve bu bolgedeki salim incelenmistir. Onceden belirlenmis zaman araliklarinda (5., 15.,30,45,60.,
90., ve 120. dakika) 5 ml numune alinip daha sonra, sink kosullari saglanarak, alinan 5 ml
numuneden salinan tripsin miktar1 spektrofotometrik olarak belirlenmistir [68,69].

llag yiikleme kapasitesi, sisme ve asinma degerleri ile ila¢ salim profilleri g6z 6niinde
bulundurularak en iyi formiilasyonlar secilip sert kapsiilde doze edilmislerdir. Hazirlanan
kapsiillerden etkin madde salimi ise, [107] USP XXII'de verilen pedal ydntemi ile

gerceklestirilmistir.
3.2.11. istatistiksel Analizler

Serilerin partikil boyutu, ilag ylkleme kapasiteleri, sisme ve asinma degerleri

aralarindaki farklarin anlaml olup olmadigy, Student t-testi kosullari belirlenmistir.
3.2.12. Enzim Stabilitesi

Hazirlanan tripsin yiikli boncuklardan hassas olarak tartilan ve 120 mAU/ml enzim
aktivitesine sahip olan boncuklar, 4°C £ 0.5°C ile 30°C % 0.5°C’lik stabilte kabinlerinde 15 giin
sliresince On-stabilite ¢alismasina tabi tutulmustur. Siire sonunda, tripsin enzim tayin Kkiti
kullanilarak kolorimetrik yontemle enzim aktivite tayini yapilarak stabil kaldigi siireler

belirlenmistir [108].
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Tripsin, kistik fibroz tedavisinde kullanilan bir enzimdir. Proteinik yapiya sahip olmasi
nedeniyle oral yolla uygulandiginda gastrointestinal sistemde degrade olarak biyoyararlanimi
biiylik olciide diismektedir. Terapotik hedefe ulasilmasini zorlastiran bu olumsuz etkilerin
ortadan kaldirilabilmesi i¢in degisik formiilasyonlar (6rnegin enterik tablet hazirlama, kolona
hedeflendirme vb.) 6nerilebilir.

Tripsinin kolona hedeflendirilmesi bu yaklasimlardan sadece biridir. Burada
kullanilabilecek kontrollii salim saglayan sistemlerden biri de boncuklardir. Boncuklar; sodyum
aljinat, pektin, karagen gibi miisilaj yapisindaki maddelerin divalent katyonlarla iyonik
jelasyonuyla olusan kiiresel ila¢ tasiyici sistemler olarak hazirlanabildigi gibi kitozanin asit
ortamda olusturdugu mikropartikiiler sistemler de boncuk olarak formiile edilebilir. Boncuklar
ila¢ etkin maddesinin kontrolli salimi, GIS enzimlerinin degrade edici etkisinden koruma ve

hedeflendirme saglarlar.

41. ON FORMULASYON CALISMALARI: TRIPSIN VE YARDIMCI MADDELERIN
KARAKTERIZASYONU

Farmasotik Biyoteknolojide ila¢ formiilasyonu gelistirme c¢alismalarinda ila¢ etkin
maddesi ile yardimci maddelerin fizikokimyasal o6zelliklerinin ve bunlarin gec¢imliliginin
incelendigi 6n formiilasyon g¢alismalari biiyiik 6énem tasimaktadir. Bu calismalar sonucunda,
kullanilacak ila¢ formiilasyonunun igerigi, hazirlama kosullar1 saptanmaktadir. Fizikokimyasal

calismalar olarak FTIR, X-1s1n1 kirimi, DSC ve SEM analizleri gibi yontemler kullanilabilir [109].

4.1.1 FTIR Analizleri

FTIR, organik bilesiklerin tanimlanmasinda, saflik tayininde, molekiiler yap1
aydinlatmada ve on formilasyon c¢alismalarinda yardimcr madde-ilag gecimliliginin
belirlenmesinde 6nemli bir analizdir. Infrared bolgesi, elektromagnetik spektrumun goriiniir
bolgesi (4000-450 cm! dalga boyu arasinda) ile mikrodalga bolgesi arasinda yer alir. Dogru
yardimci maddelerin secilmesine yardimci olur.

Bu ¢alisma kapsaminda yapilan Na-Aljinat'in FTIR analizine ait spektrumunda 3442 cm-
de goriilen genis bandin yapidaki O-H gerilmesine; 2925 cm!’ de diisiik siddette alifatik C-H
gerilme bandina; 1611 cm*’ de >C=0 gerilme bandina; 1418 cm-!’ de C-C gerilme bandina ve 1091

cm1ile 1030 cm-! de ise C-0-C grubuna ait simetrik ve asimetrik gerilme bantlarina rastlanmistir.
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Sekil 4.1: Sodyum aljinata ait FTIR spektrumu

Bu tez calismasinda yapilan FTIR analizlerinde Tripsin’e ait spektrumda 1275 cm-''de
goriilen pik C-H gerilme bandina aittir. 1600 cm! - 1700 cm¥de amid I bag bolgesini
gostermektedir ki bu proteinik yapidaki tripsinin sekonder yapisi agisindan 6nemlidir [110].
Tripsinin sekonder yapisina ait bu band bdélgesi aljinat ve aljinat + baryum klorir ile olan
karisimlara ait FTIR spektrumlarinda da goriilmektedir. Tripsinin sekonder yapisini gosteren pik
bolgesini karisimda da gérmekteyiz. Bu da boncuklarin hazirlanmasinda kullanilan polimer ve

¢apraz baglayicinin inert oldugunu, proteini dekompoze etmedigini gostermektedir.

Sekil 4.2: Tripsin’e ait FTIR spektrumu
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Sekil 4.3: Tripsin + Aljinat karisimina (1:1) ait FTIR spektrumu.

Sekil 4.4: Tripsin + Aljinat + Baryum Klortr karisimina (1:1:1) ait FTIR spektrumu.

4.1.2 Erime Derecesi Tayini

Etkin madde ile yardimc1 maddelerin erime derecesi tayinleri MEITAM’da erime derecesi
tayin cihaz1 [Mettler Toledo, USA] kullanilarak yapilmistir. Buna gore, sirasiyla tripsinin erime
derecesi 114°C, sodyum aljinatin erime derecesi 342°C, baryum Kkloriiriin erime derecesi ise;
960°C olarak bulunmustur. Elde edilen degerler, (111) literatiirle uygunluk géstermektedir. Bu
da formiilasyon ¢alismalarinda kullanilan etkin madde ve yardimci maddelerin saflig1 konusunda

glvence teskil etmektedir.
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4.1.3. Tripsin Coziiniirliik Testi

Tripsinin 6nce asir1 doymus c¢ozeltisi hazirlanarak 24 saat siiresince 37 + 0.52C'ta
calkalayicili su banyosunda tutulmasinin ardindan filtre edilerek gravimetrik usulle distile suda
¢6zlinen miktari tespit edilmistir (n = 6). 6 (alt1) 6l¢limiin aritmetik ortalamasi alinmistir. Buna
gore; tripsinin sudaki ¢oziiniirligii 10 + 0.341 mg/ml olarak bulunmustur. Bu deger, (112)

literatiir ile uygunluk gostermektedir.

4.1.4. Tripsin Miktar Tayini
Tripsin miktar tayini icin valide edilmis kit kullanilmistir. Ol¢ciimler spektrofotometrik

yontemle gerc¢eklestirilmistir.

4.1.5. DSC Analizleri

Termal analiz calismalar1 (DTA/TG, DSC), genellikle yapilan FTIR analiz ¢alismalarindan
elde edilen bulgular1 desteklemek amaciyla kullanilir. DSC analizi, formiilasyonun hazirlanmasi
esnasinda kristallik 6zelliginde meydana gelebilecek bir degisikligin belirlemesi amaciyla
maddenin erime derecesinin saptanmasi i¢in yapilir. DSC analizi, 1sitildiginda veya
sogutuldugunda, numune tarafindan emilen veya salinan enerji miktarini, endotermik (is1
emilimi) ve ekzotermik (1s1 evrimi) stirecleri lizerinde niceliksel ve niteliksel veriler saglayarak
olger. DSC spekturumlari, ayrica, etkin madde ile yardimci maddelerin gecimliligi konusunda da
bilgi verir. Tripsin, baryum kloriir ve sodyum aljinatin DSC sonuglar1 asagidaki sekillerde

verilmistir.
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Sekil 4.5: BaCl; ‘e ait DSC diyagrami

Baryum Kkloriiriin DSC diyagramina baktigimizda 120°C civarinda bir egzotermik pik

verdigini gormekteyiz. 180°C civarinda dekompoze oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.6: Tripsin’e ait DSC diyagrami

Tripsinin DSC diyagraminda 160°C civarinda ve 210°C’de egzotermik pik goriilmektedir.
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Sekil 4.7: Na-Alg’a ait DSC diyagrami
DSC diyagramlarinda Na-Aljinat'in 114°C’de dehidratasyonu gosteren bir endotermik pik

mevcuttur; 244°C'deki egzotermik pik dekompozisyonun basladigini gostermektedir; en
sonunda karbonik materyalin dekompozisyonu 300°C ve Ustiinde gerceklesitr. Bu da literatiirle

uygunluk gostermektedir(113).

4.2. BONCUKLARIN HAZIRLANMASI VE KARAKTERIZASYONU

4.2.1. Hazirlanan Boncuklarin Polarize Isik Mikroskobu ve SEM ile Incelenmesi

Na-Aljinat,in polimer olarak kullanildigi Tripsin yiiklii boncuklarin, 1/3 oraninda ilag
polimer iceren 15 dak. siire ile 0,5M BaCl; konsantrasyonunda ¢apraz baglanarak olusan
formulasyondaki “sivida olgunlastirma yontemi” ile hazirlanan boncuklarin fotografi asagidaki
Sekil 4.8 ve Sekil 4.9'da gorildiugii gibi elde edilmistir. Elde edilen boncuklarin polarize 151k
mikroskobu ve taramali elektron mikroskobu kullanilarak ¢ekilen fotograflari incelendiginde bos
boncuklarin piiriizsiiz bir ylizeye sahip oldugu, boncuklarin yapisina tripsinin girmesi ile ylizeyin
puriizlendigi ve kiiresel yapinin arttif1 gézlenmistir. Tutuklanan tripsin enziminin miktarinin

artmasi ile ylizey morfolojilerinin ¢ok fazla degismedigi tespit edilmistir.

61



Nafize Didem YUKSEK, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

Sekil 4.8: Tripsin yiiklii boncuklarin polarize 151k mikroskobunda ¢ekilmis fotografi.

Sekil 4.9: Bos boncuklarin fotografi (1/3 oraninda ila¢ polimer iceren 15 dak. siire ile 0,5M BaCl;

konsantrasyonunda ¢apraz baglanarak olusturulmus formiilasyonlar) .

Resim 4.1-4.3.’de FTB1 8.1-8.3 formiilasyonlariyla elde edilen boncuklara ait (ilag:polimer
orant: 1/3, ¢apraz baglayici: 0,5M BaCl,, capraz baglama siiresi: 15 dak) 500 kV biiyiitmeli (200
nm) SEM optik mikroskop goriintiileri verilmistir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda formiile edilen
aljinat boncuklarinin yiizey morfolojileri SEM analizi ile incelendiginde, ila¢ yiiklii boncuklarin
yiizey 6zelliklerinin farkli oldugu saptanmustir. ila¢ yiiklii olan boncuklarin olduk¢a piiriizli,
kiiremsi goriiniimlii olduklar: gériilmektedir.

SEM goriintiilerine dayanarak ilacin matriks i¢inde dispers halde oldugu, bu yiizden,
herhangi bir yiizeyel tabakada tripsinin tutuklanmadig: tespit edilmistir. Bu da hazirlanan ilac¢

tasiyicl sistemin matriks tipi olduguna isaret etmektedir.
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Resim 4.1. FTB-8-1 Formiilasyonuna ait boncuklarin 500kV biiytitmeli (1 pm °) SEM fotografi

Resim 4.2. FTB-8-2 Formiilasyonuna ait boncuklarin 500kV biiytitmeli (1 pm °) SEM fotografi

Resim 4.3. FTB-8-2 Formiilasyonuna ait boncuklarin 500kV biiyiitmeli (1 pm °) SEM fotografi

4.2.2. Hazirlanan Boncuklara Ait Enzim Tutuklama Verim Hesaplari ve Partikiil Boyutu Analizleri
Farkli boncuk formiilasyonlarina ait enzim tutuklama verim hesaplar1 asagida Tablo
4.1’de verilmistir. Mikroskobik ve elek analizi ile yapilan partikiil analizlerinden elde edilen

ortalama partikiil boyutu degerleri de tabloda yer almaktadir.
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Capraz baglayic1 konsantrasyonu, capraz baglama siiresi ve polimer konsantrasyonu
arttikea, boncuk tutuklama veriminin azaldig1 gériilmistiir. Capraz baglayici ve capraz baglama
sliresi arttikca yiikleme Kkapasitesi azalirken, polimer Kkonsantrasyonu arttikca yiikleme
kapasitesi artmistir. Enzim aktivitesi acisindan degerlendirildiginde, 0.5 M baryum kloriir ile
hazirlanan formiilasyonlarin 100 enzim iinitesi yiiklemeye imkan verdigi goriilmiistiir.

Baryum Kkloriir miktari arttik¢a, boncuklarin boyutlarinin azaldig tespit edilmistir. Bu,
muhtemelen polimerik zincir yapisinda aktif baryum baglanma noktalarinin fazlaligindan

otaruddar.

Tablo 4.1. Farkli formiilasyonlara ait boncuk hazirlama verimi degerleri.

Formiilasyon Kodu EnzimTutuklama | Yiikleme Partikiil Boyutu
Verim Degeri (%) | Kapasitesi(%) (um #£SS)
FTB 01 23.360+0.112 48.35+1.234 856,65+78,10
FTB 02 22.377+0.148 47.33+1.461 857,23+82,00
FTB 03 22.156+0.234 48.12+1.611 862,55+79,21
FTB 04 22.481+0.533 46.33+1.231 672,50+£78,21
FTB 05 6.103+0.126 41.12+1.675 619,11+£56,16
FTB 06 5.370+0.567 39.82+1.231 524,25+67,21
FTB 07 5.931+0.453 40.98+1.133 567,75+706
FTB 08 6.172+0.321 39.31+1.111 571,45+67,06
FTB 09 2.212+0.175 37.63+1.239 528,45+ 8,45
FTB 10 1.547+0.123 35.32+1.141 519,5+56,06
FTB 11 1.844+0.177 38.34+1.217 570,14+23,12
FTB 12 1.792+0.186 36.21+1.561 570,25+89,24

Boncuk boyutunun da enzim tutuklama verimi iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir.
Boncuk boyutu arttikca, tutuklama orani da artis gostermistir. ilag: polimer oran arttikca (1:1)
boncuk boyutu biiytimiistiir. Capraz baglanma siiresi ile ise, boncuk ¢aplar: arasinda ters oranti
oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni, yumurta kafes modeli olabilir. Buna gore; capraz baglayici

miktar arttikca daha siki bir kafes olusur; bu da ¢apin kii¢iilmesine sebep olur [101,102].
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4.2.3. Hazirlanan Boncuklarin Denge Su i¢eriklerinin Tayini

Hazirlanan boncuklarin denge su icerikleri Boliim 3.2.4’de belirtildigi gibi tayin edilip
Tablo 4.2’de verilmistir. Bu tabloda degisik formiilasyonlarda hazirlanan tripsin igeren
boncuklarin degisik pH'larda (1.2, 6.8 ve 7.4) denge sisme degerleri verilmistir. Tabloda
goriildiigi gibi boncuklara ait en yiiksek sisme degerleri pH 6,8'de ve pH 7,4’de elde edilmistir.
Buna gore, mide vasati ve barsagin pH 6.8lik kisminda denge sisme degerlerinde diisme
gozlenmistir. Bu; boncuklarin yapisinda bulunan Na-Alg'in midenin asidik ortamda sismesinin az
olmasindan otiirii olabilir.

Tablo 4.2. Boncuklarin denge su icerikleri

Formiilasyon pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4
FTB 01 101,99+1,56 Parcalanma Parcalanma
FTB 02 94,22+2,74 Parcalanma Parcalanma
FTB 03 85,64+4,21 Par¢alanma Par¢alanma
FTB 04 83,03+1,14 Par¢alanma Par¢alanma
FTB 05 82,21+2,22 Parcalanma Parcalanma
FTB 06 80,12+3,15 Parcalanma Parcalanma
FTB 07 78,98+%2,25 Parcalanma Parcalanma
FTB 08 74,9149,11 Parcalanma Parcalanma
FTB 09 77,10+2,38 761,32 +3,25 (835,23 +1,69
FTB 10 78,73%4,60 796,09+ 4.62 884,33+ 6,12
FTB 11 75,21+3,18 886,34 16,72 923,23+7,10
FTB 12 72,64+3,15 851,35 +3,25 865, 23 +1,69

4.2.4. Boncuklarda Tutulan Protein Miktar Tayini

Hazirlanan boncuklarda tutulan protein miktar tayini BCA kiti [25] kullanilarak
gerceklestirilmistir. Bunun icin Sekil 4.10’da yer alan standart dogru denkleminden
yararlanilmistir. En ytlksek ytlikleme kapasitesine sahip boncuk formiilasyonunda ortalama

protein miktar1 120 mg/g olarak bulunmustur.

65



Nafize Didem YUKSEK, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2018

(2562 nm)

BSA konsantrasyonuna karsi

Net i
Z,Esgm)enesljhmhanm;a_ndart grafigi

1,5

/—L'Dﬁ?cmmx-o,ozx

1610 R?=0,9933

/ @ BSA STANDART

1 1,101 GRAFIGI
/0/0,712

0,5 0,439

i

500 1000 1500 Konsantrasyon

Sekil 4.10: Protein miktar tayinine ait standart dogru grafigi.

4.2.5. Sisme Hizinin Saptanmasi

Bolim 3.2.6’deanlatildig1 sekilde, partikill boyutlarinin sisme oncesi ve sonrasi

dagilimlan tespit edildi. Partikiil boyutlar1 Tablo 4.3’te verildi. Capraz baglanma arttik¢a sisme

hizinin azaldig1 gorilmektedir.

Tablo 4.3. Boncuklarin sisme dncesi ve sonrasi partikiil boyutu

Formiilasyon | Partikiil boyutu sisme éncesi (um) | Partikiil boyutu sisme sonrasi (um)
FTB 01 856,65+78,10 1027,50£23,46
FTB 02 857,23+82,00 1035,43+19,67
FTB 03 862,55+79,21 1022,83+31,16
FTB 04 672,50+78,21 942,25+34,12
FTB 05 619,11+56,16 824,25+12,34
FTB 06 524,25+67,21 786,17+17,43
FTB 07 567,75+706 736,25+12,56
FTB 08 571,45+67,06 765,12+23,37
FTB 09 528,45+ 8,45 853,75+12,78
FTB 10 519,5+56,06 817,25+34,46
FTB 11 570,14+23,12 733,46+17,34
FTB 12 570,25+89,24 697,23+16,25

4.2.6. Asinma Tayini

Bu calisma kapsaminda hazirlanan boncuk formiilasyonlari iizerinde barsak ortaminda

yapilan asinma tayini incelemelerinde gerceklestirilen 24 saatlik calismanin sonunda

boncuklarin parcalandigi saptanmistir.
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4.3. in vitro Dezentegrasyon Calismalari

Boliim 3.2.9.’debelirtilen yontem kullanilarak, tripsin iceren boncuklarin dezentegrasyon
streleri saptandi. Buna gore, elde edilen dezentegrasyon verileri Tablo 4.4'de verilmistir.
Hazirlanan tripsin iceren boncuk formiilasyonlarinin barsak pH degerlerinde (6.8 ve 7.4)
dagildigi, ancak, yapisindaki aljinat nedeniyle midenin asidik ortaminda dagilmadan kaldigi
gorilmektedir. Boncuklarin barsagin farkli pH’lardaki kisimlarindaki dagilimi incelendiginde pH
6.8’'de pH 7.4’e kiyasla daha uzun siirede dagildig1 saptanmistir. Elde edilen veriler 1s181nda,
hazirlanan tripsin yiiklii aljinat boncuklarinin kolona hedeflendirmede uygun tasiyici sistemler

olabilecegi goriilmektedir.

Tablo 4.4. Boncuklarin dagilma stireleri

Formiilasyon pH 1,2 pH 6,8 pH 7,4
FH 1 Dagilmadi 34 dk 31dk
FH 2 Dagilmadi 36 dk 33dk
FH 3 Dagilmadi 38 dk 35dk
FH 4 Dagilmadi 35dk 32 dk
FH 5 Dagilmadi 37 dk 32 dk
FH 6 Dagilmadi 36 dk 33 dk
FH 7 Dagilmadi 37 dk 32 dk
FH 8 Dagilmadi 38 dk 34 dk
FH9 Dagilmad: 38 dk 36 dk
FH 10 Dagilmadi 37 dk 33dk
FH11 Dagilmadi 32dk 30 dk
FH 12 Dagilmadi 34 dk 30 dk

4.4. ilag Yiiklii Boncuklardan Tripsin Salim Calismalari
Degisik formiilasyonlarda hazirlanan boncuklarin salim hizlar1 Bélim 3.10’da belitilen

yontemle 6l¢iilmustiir.

4.4.1.1lag/Polimer Oraninin Tripsin Salimina Etkisi

Ilag/polimer oraninin tripsinin Na-Aljinat boncuklarindan salimina etkisi Sekil 4.11. ve
Sekil 4.12.’ de verilmistir. 0,1 M BaCl; capraz baglama ¢ozeltisinde 5 dk ve 0,5 M BaCl, ¢apraz
baglama ¢ozeltisinde 15 dk olgunlastirilarak 1/12 ve 1/3 ilag/polimer oranlari ile formiile edilen
boncuklarin salim profillerinin gosterildigi grafikler incelendiginde ila¢ /polimer orani ile tripsin
yukli boncuklarda tutuklanan enziminin serbestlenmesi arasinda dogru oranti oldugu tespit

edilmigtir.
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Sekil 4.12: 0.5M BaCl; ¢ozeltisinde hazirlanan tripsin ytklii boncuklardan % tripsin salinimi

4.4.2. Capraz baglama siiresinin salim hizina etkisi

Hazirlanan formiilasyonlardan tripsin salimi iizerine ¢apraz baglama siiresinin etkisini
arastirmak icin 0,1 M BaCl; ¢ozeltisi ve ilag/polimer orani 1/3; ¢apraz baglama siiresi 5 dak ve 15
dak olan boncuklar kullanildi. Capraz baglama siiresinin tripsin salimi lzerine etkisi Sekil
4.13’dea gosterildi. Sekilden de goriildigii lizere, ¢capraz baglama siiresi arttikca boncuklardan
tripsin salimi azalmaktadir. 120 dakika sonunda 5 dakika ¢apraz bagli boncuklardan % salim
%95,1 ve 15 dakika ¢apraz bagh boncuklardan %90,1 olarak saptanmistir. Bunun nedeni; boncuk
olusumunda ¢apraz baglama siiresinin artmasi ile Na-Aljinat "in karboksil gruplarina baglanan
Ba*2 iyonlarinin sayisinin artmasi ve bundan dolayi, ¢apraz baglanma derecesi yiiksek
boncuklarin olusmasi olabilir. Bu durum, yine yumurta-kafes modeli ile izah edilebilir. Burada

meydana gelen boncuklarin sahip oldugu yogun yapiya ¢oziiciiniin difiize olmas1 ve boncuklarin
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sismesi ile tripsinin matriks disina difiizyonla salimi giiclesmektedir. Benzer bulgular literatiirde

farkl etkin maddeler icin aljinat boncuklari ile yapilan ¢alismalarda da goriilmiistiir [114].

4.4.3. Capraz Baglayic1 Konsantrasyonunun Tripsin Salim Hizina Etkisi

Bu calismada boncuk formiilasyonlar1 hazirlanirken farkli c¢apraz baglama
konsantrasyonlari ile calisilmistir (0.1-1M). Hazirlanan tripsin ytiklii boncuklar icin ¢apraz
baglama konsantrasyonunun tripsin salimina etkisi Sekil 4.13’ de gosterilmistir. Bu c¢alisma
kapsaminda sodyum aljinat ve 0,1 M; 0,5 M ve 1,0 M BaCl; ¢apraz baglayici ¢ozeltileri kullanarak
15 dak. olgunlastirmayla hazirlanan boncuklardan 120 dakika sonunda % serbestlenen tripsin
miktarlar sirasiyla 90,7; 87,6 ve 71,4 olarak bulunmustur. Formiilasyonlarin hazirlanmasinda
kullanilan capraz baglayic1t BaCl2 ¢6zeltisinin konsantrasyonunun arttirilmasi ile boncuklardan
tripsin saliminin azaldig1 tespit eidlmistir. Boncuklarin hazirlanmasi esnasinda kullanilan ¢apraz
baglayicinin konsantrasyonunun arttirilmasiyla ¢apraz baglama stlresine paralel olarak
polimerin monomerik birimlerine baglanan Ba*2 iyon sayis1 artacagi icin yumurta-kafes modeline
gore, daha siki bir yapi meydana gelmektedir. Bundan dolayi, tripsinin matriksten difiizyonu i¢in
ihtiya¢ duyulan serbest hacim azalmakta, bunun sonucu olarak da boncuklardan salinan tripsin

miktarinda diisme goriilmektedir.
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Sekil 4.13. Capraz baglayic1 konsantrasyonunun salim hizina etkisi

4.4.4. pH'nin Tripsin Salim Hizina Etkisi
Tripsinin baryum Kkloriir ile olgunlastirilmis sodyum aljinat boncuklarindan saliminin
incelendigi bu tez ¢alismasinda boncuklardan 2 saat (120 dak) stresince ilag salimi arastirildi.
Elde edilen veriler incelendiginde mide vasatinda (pH 1,2’de) tripsinin boncuklardan géz ardi
edilebilecek kadar ¢ok diisiik oranda salindig, ancak, salim ortaminin pH’sinin artmasiyla tripsin
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serbestlenmesinin de arttifl, boncuklardan tripsinin en yiiksek salim hizinin pH 7,4’de
gerceklestigi tespit edilmistir. Bunun sebebi, diisiik yani asidik pH degerlerinde salim ortaminda
mevcut fazla miktardaki H+ iyonlarinin polimer yapisindaki Ba+*2 iyonlariyla yer degistirmesi ve
bu iyonlarin daha kii¢lik olmasindan dolay1 matriks yapiy1 daha siki hale getirmesi, bunun da
tripsin salimini azaltmasi olabilir. Ayrica, mide vasatinda tripsin salimin gerceklesmemesinin
oteki sebebi de bu pH’'da tripsinin ¢6ziiniirliigiiniin ¢ok diisiik olmasidir. Baryum kloriir ile
olgunlastirmayla hazirlanan Na- Alg boncuklar1 pH ve ¢6zlinme ortaminda bulunan iyonik
bilesenlere gore sisme 6zelligi gostermektedir. Yapilan bu tez calismasinda, olusturulan polimer
matriksin asidik pH degerinde ¢oziiniirligiiniin diisiik oldugu goriilmiistiir. Ote yandan, ¢6ziinme
ortaminin pH’s1 arttik¢a boncuklarin dagilma ya da pargalanma 6zelligi gosterdigi belirlenmistir.
Literatiirde yer alan baryum aljinat boncuklariyla yapilmis c¢alismalar incelendiginde, bu
matriksin, mide vasatinda Ba*2 iyonlarinin H* iyonlari ile yer degistirmesi nedeniyle Na-Aljinat'in
aljinik aside doniistiigii ve bundan dolayi, matriksin asidik mide ortamindaki ¢éziiniirligiintin
azaldig1 goriilmektedir. Buna ilaveten,Vaithilingam V. ve ark.’larinin yapmis oldugu bir calismada

da Na-Aljinat’in boncuklarinin mide vasatinda sismesinin az oldugu rapor edilmistir(115).

4.5. Enzim Stabilitesi

Baryum Kkloriir ile olgunlastirilmis sodyum aljinat boncuklarinda tutuklanmis tripsinin
stabilitesi, enzim aktivitesi iizerinden incelenmistir. Sigma enzim kiti kullanilarak kolorimetrik
olarak yapilan calismalar neticesinde boncuklarda tutuklu tripsin 4°C’de 10 giin dayanikl
kalirken (t=0’da enzim aktivitesi: 120,2 * 1,3 mAU/ml; t=10’da ise 115,6 + 0,4 mAU/ml), 30°C’'de

iki glin icerisinde aktivitesini yitirdigi tespit edilmistir.
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5.SONUCLAR ve ONERILER

Bu calismada, kistik fibroz hastaliginin tedavisinde ila¢ olarak kullanilacak dozaj
formunun hazirlanmasinda yani tripsin enziminin tutuklanmasinda destek malzemesi olarak
NaAlg'tan yararlanilmistir. Sodyum aljinat boncuklar1 ftretilirken, ¢apraz baglayici olarak
kalsiyum kloriir yerine baryum kloriirden yararlanilmistir. On denemelerde hazirlanan
boncuklar PVA ile de muamele edilmis; ancak istenen 6zelliklerde boncuk olusumu
saglanamadigindan PVA kullanimindan vazgecilmistir. Boncuklarin {iretiminde kullanlan ¢apraz
baglayicinin farkli konsantrasyonlari (0.1 M-1 M) ile ¢alisilmus, farkli capraz baglama stireleri (5
ve 15 dakika) kullanilarak bu iki faktoriin etkileri incelenmistir. Burada ila¢ polimer oranlar1 1/1
ve 1/3 olarak belirlenmistir. Tripsin yiiklii hazirlanan aljinat boncuklarin karakterizasyonu;
denge su icerikleri tayini, SEM kullanilarak mikroskobik analizler, ila¢ yiikleme kapasitesi
(tutuklama), boncuklarin sisme hizinin saptanmasi, asinma tayini, elek analizi, invitro
dezentegrasyon ve salim c¢alismalari ile FTIR ve DSC analizleri yapilmistir. Enzim stabilitesinin
belirlenmesi i¢in 15 giinliik bir 6n stabilite ¢alismasi yapilarak enzim aktivitesine formilasyonun
ve sicakligin etkisi incelenmistir. Buna goére, baryum Kkloriir ile olgunlastirilmis sodyum aljinat
boncuklarinda tripsin 2-8°C’de 10 giin enzim aktivitesini yitirmeden stabil kalabilmektedir.
Laboratuvarimizda stabilite ¢calismalar siirdiiriilecektir.

Son 20 yilda, farmasoétik biyoteknoloji alanindaki dnemli gelismelere karsin, oral yolla
uygulanan proteinik yapidaki ilaglarin dayanikli formda hasta tarafindan alinmasina imkan
verecek bir dozaj sekli heniiz tam anlamiyla gelistirilmemistir. Dolayisiyla, bu tez ¢alismasi,
literatiirdeki bu onemli boslugu doldurabilmek amaciyla gerceklestirilmistir. Biiyiik ¢aph
endtstriyel iiretime elverisli, basit ve ekonomik bir yontem kullanarak, peptid ve proteinik etkin
maddeleri gastrointestinal sistemde enzimatik hidrolizden koruyabilecek, kolona
hedefleyebilecek ve kontrollii sahm saglayan bir dozaj seklinin gelistirilmesi bu tezin ana
hedefidir.

Bu amagla, tripsin gibi kistik fibroz tedavisinde kullanilan bir proteinik yapidaki ilag¢ etkin
maddesinin molekilliniin boncuk formunda hazirlanmasi islemi sirasinda dayanimini (enzim
aktivitesi) olumsuz yonde etkilemeyecek, bir polimer kullanilmistir. Dogal bir polimer olan
sodyum aljinat, kolona ila¢ hedeflendirmede enterik tablet formiilasyonlarinda, etkin maddeyi
gastrik vasattan koruyucu etkisi nedeniyle kullanilmaktadir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda,
sodyum aljinatin ayni zamanda bir enzim olan tripsin gibi bir proteinik etkin madde iceren
enterik boncuk hazirlanmasindaki etkinligi, enzim molekiiliiniin enzimatik aktivite acisindan
dayanimi ve kontrollii salimin saglanmasi gibi 6nemli hususlar incelenmistir. Burada, boncuk
hazirlamada kullanilan sivida olgunlastirma yontemi; basit, hizli, biiylik ¢apli liretime elverisli,

tekrarlanabilir, ekonomik, peptid ve protein molekiillerinin dayanimi yoéniinden uygun
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olmasindan dolay1 tercih edilmistir. Tripsinin sodyum aljinat boncuklarinden mide vasatinda
salimi glic olmakta ve matriks icinde salinmadan kalmaktadir. Bu sekilde, etkin maddenin gastrik
ortamda korunmasi miimkiin olmaktadir. Sodyum aljinat boncuklarinden suni barsak vasatinda
pH 6,8 ve 7.4’de tripsinin salimi incelendiginde ise, difiizyon kontrollii olarak gerceklestigi tespit
edilmistir.

Bu calismada elde edilen veriler goz oOniine alindiginda, kistik fibroz tedavisinde
kullanilmak tizere tripsin gibi proteinik bir ila¢c etkin maddelesinin oral uygulamasinda baryum
Kloriir ile olgunlastirilmis sodyum aljinat boncuklarindan yararlanilabilecegini ileri siirmek

mumkuindir.
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