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OZET

Diabetes Mellitus, yiiksek kan glukoz seviyeleri ile karakterize kronik, metabolik bir
hastaliktir. Tedavide insiilin subkiitan enjeksiyon ile uygulanmaktadir. Tekrarli ve yasam
boyu enjeksiyon gereksinimi, enjeksiyon yerinde agri, enfeksiyon riski, lipodistrofi gibi
dezavantajlar1 hasta uyuncunun diisiik olmasma yol agmaktadir. Insiilinin subkiitan yola
alternatif olarak, uygulamasi kolay ve hasta uyuncunun yiiksek oldugu oral yol ile viicuda
verilmesi yogun olarak aragtirilan bir konudur. Oral insiilin, pankreas tarafindan salgilanan
endojen insiilinin fizyolojisini taklit eder. Peptit/proteinlerin oral yoldan verilmesi, peptit ve
proteinlerin zayif fiziksel ve kimyasal stabiliteleri yliziinden yetersiz terapotik etkinlik ile
sonuglandigindan oldukga zordur. Calismamizda insiilinin, kitosan (CS) nanopartikiillerine
yiiklenmesi ve enterik kaplama yapilarak oral yoldan verilebilirliginin arastirilmasi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda CS ile sodyum tripolifosfat (TPP) veya siilfobutil-
eter-B-siklodekstrin (SBE-B-SD) kullanilarak iyonik jelasyon yontemi ile insiilin yiikli
kitosan nanopartikiilleri (CS:TPP, CS:SBE-B-SD) hazirlanmis ardindan nanopartikiillerin
Kollicoat® MAE 100 P ile kaplanmasiyla enterik kapli nanopartikiiller (K-CS:TPP, K-
CS:SBE-B-SD) elde edilmistir. Nanopartikiiller hazirlanirken kitosan pH’sinin 3, CS:TPP
oranmin 2:1, CS:SBE-B-SD oraninin 1:1 ve CS: Kollicoat® MAE 100 P oraninin 1:3
olmasina karar verilmistir. Optimum CS:TPP, CS:SBE-B-SD K-CS:TPP ve K-CS:SBE-§-
SD nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliikleri sirasiyla 289,17+34,64, 334,25+25,42,
581,32+79,68 ve 555,32+38,46 nm olarak bulunmustur. In vitro salim sonuclar
incelendiginde kapli nanopartikiillerin insiilini pH 1,2°de kapli olmayan nanopartikiillere
gore ve CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin CS:TPP nanopartikiillerine gore pH 1,2°de daha
az insilin saldigr goriilmustir. Altt ayhik stabilite c¢alismalar1 ise enterik kapl
nanopartikiillerin daha stabil oldugunu ayrica SBE-B-SD ile olusturulan nanopartikiillerin
TPP ile hazirlanan nanopartikiillere gore daha stabil oldugu gostermistir.
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ABSTRACT

Diabetes Mellitus is a chronic, metabolic disease characterized by high blood glucose levels.
Insulin is administered by subcutaneous injection in the treatment. Disadvantages such as the
need for repeated and lifetime injections, pain at the injection site, risk of infection, and
lipodystrophy cause low patient compliance. As an alternative to the subcutaneous route, orally
administration of insulin, which is easy to administer and has high patient compliance, is a
subject that has been extensively researched. Oral insulin mimics the physiology of endogenous
insulin secreted by the pancreas. Oral administration of peptide/proteins is very challenging as
it results in insufficient therapeutic efficacy due to their poor physical and chemical stability. In
our study, it was aimed to load insulin into chitosan (CS) nanoparticles and to investigate its the
oral administration by enteric coating. For this purpose, insulin-loaded chitosan nanoparticles
(CS:TPP, CS:SBE-B-SD) were prepared by ionic gelation method of chitosan (CS) with sodium
tripolyphosphate (TPP) or sulfobutyl-ether-B-cyclodextrin (SBE-B-SD) then enteric coated
nanoparticles (K-CS:TPP, K-CS:SBE-B-SD) were prepared by coating the nanoparticles with
Kollicoat® MAE 100 P. In order to prepare nanoparticles, it was decided that the pH of chitosan
should be 3, the CS:TPP ratio of 2:1, the CS:SBE-B-SD ratio of 1:1 and the CS: Kollicoat®
MAE 100 P ratio of 1:3. The particle sizes of optimum CS:TPP, CS:SBE-B-SD K-CS:TPP and
K-CS:SBE-B-SD nanoparticles were measured as 289,17+34,64, 334,25+25,42, 581,32+79,68
and 555,32+38,46 nm, respectively. In vitro release results revealed that coated nanoparticles
released less insulin at pH 1.2 than uncoated nanoparticles, and CS:SBE-B-SD nanoparticles
released less insulin at pH 1.2 than CS:TPP nanoparticles. Six-month stability studies have
shown that enteric coated nanoparticles are more stable than the uncoated ones and
nanoparticles formed with SBE-B-SD are more stable than the nanoparticles prepared with TPP.
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1. GIRIS

Diabetes Mellitus, yiiksek kan glukoz seviyeleri ile karakterize, bobrek yetmezligi, felg gibi
komplikasyonlara yol agabilen hatta O6liim ile sonuglanabilen kronik, metabolik bir
hastaliktir (Meneguin ve digerleri, 2021; Petersmann ve digerleri, 2019). Diyabet Mellitus,
pankreasin  hiicrelerinin kaybindan dolay1 insiilin iiretilememesi ya da tirettigi insiilinin
yeterli gelmemesi ve insiiline yanit veren dokularda insiiline yeterli yanit alinamamasi ile
olusmaktadir ve bu nedenler Tip 1 ve Tip 2 Diyabetes Mellitus’un temelini olusturmaktadir
(Galicia-Garcia ve digerleri, 2020; Katsarou ve digerleri, 2017). Tip 1 ve Tip 2 diyabetin
yani sira gestasyonel ve diger spesifik diyabet tiirleri de bulunmaktadir (Baynes, 2015;
Johns, Denison, Norman ve Reynolds, 2018). Diyabet tedavisinde 6zellikle Tip 2 diyabetli
hastalarda yasam tarzi degisikligi Onerilse de insiilin ve/veya hipoglisemik ajanlar
farmasotik tedaviyi olusturmaktadir. Tip 1 diyabetli hastalar igin subkiitan enjeksiyon

yoluyla insiilin tedavisi sarttir (S. Tan ve digerleri, 2019).

Insiilinin subkiitan enjeksiyon yoluyla giinde birkag kez ve siirekli uygulanmasi, enjeksiyon
yerinde agriya, lipodistrofiye, kilo artisina neden olarak hasta uyuncunu diigiirmekte ve
subkiitan yol pankreastan salgilanan endojen insiilini taklit edememektedir (lyer,
Dyawanapelly, Jain ve Dandekar, 2022). Bu olumsuzluklarin 6niine gegebilmek igin
insiilinin bagta oral yol olmak iizere alternatif yollar ile viicuda verilmesiyle ilgili caligmalar
yapilmaktadir (Zaric ve digerleri, 2019). Oral yol hasta uyuncunun en yiiksek oldugu yol
olmasina ragmen, insiilinin gastrointestinal sistemdeki zayif stabilitesi, kimyasal ve
enzimatik engeller, yiiksek molekiil agirligi, hidrofilik yapisi nedeniyle zayif emilim
gostermesi dolayisiyla zayif biyoyararlanimi oral yoldan verilisini zorlagtirmaktadir (Seyam,
Nordin ve Alfatama, 2020; M. Wang ve digerleri, 2022). Insiilinin oral yoldan verilebilmesi
icin nanopartikiiler ilag tasiyict sistemlerin kullanilmasi, enterik kaplama yapilmasi,
formiilasyonlara enzim inhibitorlerinin ve absorpsiyon artiricilarin eklenmesi gibi Stratejiler
gelistirilmistir (Alai, Lin ve Pingale, 2015). Biyouyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilen
polimerler ile hazirlanan nanopartikiiler ilag tasiyici sistemler ila¢ molekdiliiniin bagirsak
epiteli boyunca taginmasini kolaylastirmakta ve ila¢ molekiiliiniin gastrointestinal sistemde

stabil kalmasin1 saglamaktadir (Bahman, Greish ve Taurin, 2019; Ismail ve Csoka, 2017).

Tez c¢aligmamiz kapsaminda, subkiitan yola alternatif olarak insiilinin oral yoldan

verilebilmesi i¢in enterik kapl insiilin yiiklii kitosan nanopartikiil formiilasyonlarinin



gelistirilmesi amaglanmigtir. Kitosan katyonik, biyouyumlu ve biyolojik olarak
pargalanabilen bir polimerdir (Bhattacharyya, Mukherjee, Mishra ve Kundu, 2017). Negatif
yiiklii bir ¢apraz baglayici ve pozitif yiikli Kitosanin elektrostatik etkilesimine bagli olarak
iyonik jelasyon yontemi ile kitosan nanopartikiilleri olusmaktadir (Seyam ve digerleri,
2020). Iyonik jelasyon ydntemi ile Kitosan nanopartikiilleri olustururken polianyon olarak
siklikla tripolifosfat kullanilmaktadir (Di Santo, D’ Antoni, Rubio, Alaimo ve Pérez, 2021).
Tripolifosfatin  kitosan ile istenmeyen inter/intra molekiiler etkilesimleri, yiiksek
polidispersite indeksi ve agregasyon gibi istenmeyen Ozelliklere neden olmaktadir.
Tripolifosfatin bu olumsuz sonuglari nedeniyle kitosan nanopartikiillerinin hazirlanmasinda
tripolifosfata alternatif olarak siilfobiitil-eter-p-siklodekstrinin kullanilmasi planlanmistir.
Siklodekstrinlerin ila¢ molekiillerini fizyolojik ortamdaki c¢esitli etkilesimlere karsi
koruyarak ve ilag molekiillerinin permeabilitesini artirmak igin biyolojik membranlar ile
etkileserek ilag molekiillerinin oral biyoyararlanimi artirmasi sayesinde farmasotik
formiilasyonlarda yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir (Carrier, Miller ve Ahmed,
2007). Insiilin siklodekstrinler ile formiile edildiginde veya inkliizyon kompleksleri
hazirlandiginda, siklodekstrinler insiilini agregasyona ve termal denatiirasyona karsi
stabilize etmekte ve membran akiskanligini bozarak insiilinin bagirsak epitelleri boyunca

emilimini artirabilmektedir (Abdel-Moneim ve Ramadan, 2022).

Tez calismamizda dort tip insiilin yiiklii kitosan nanopartikiil formiilasyonu gelistirilmistir.
Kitosan nanopartikiilleri iyonik jelasyon yontemi ile hazirlanmis ve ¢apraz baglayici olarak
tripolifosfat ve stilfobiitil-eter-p-siklodekstrin kullanilmistir. Hazirlanma kosullar1 optimize
edilen kitosan nanopartikiillerinin, Kollicoat® MAE 100 P ile kaplanmasi sayesinde
insiilinin midede pargalanmasinin engellenmesi planlanmistir. Gelistirilen nanopartikiillerin
karakterizasyonlar1 gergeklestirilmis, insiilin salim profilleri incelenmis, sitotoksisite

acisindan degerlendirilmis ve stabilite ¢aligmalar1 yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus (DM) insiilin iiretiminde, insiilinin etkinliginde veya her ikisinden
kaynaklanan bir bozukluk nedeniyle olusan hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir
hastaliktir (Petersmann ve digerleri, 2019). Yiiksek kan glikoz seviyeleri ile karakterize olan
bu hastalik bobrek yetmezligi, korliik, felg gibi bir¢ok komplikasyona yol agabilmekte ve
hatta oliim ile sonuglanabilmekle beraber giliniimiizde yaklasik 463 milyon insani
etkilemektedir (Meneguin ve digerleri, 2021). Diyabetli hastalarda goriilen kronik
hiperglisemi insiilin iiretiminde, insiilin etkisinde veya her ikisinde de goriilen eksiklikten
kaynaklanabilmekte ve bu eksiklikler nedeniyle karbonhidrat, yag ve protein
metabolizmasinda da bozukluklar meydana gelebilmektedir (Sonia ve Sharma, 2012).
Insiilin, karbonhidrat ve yag metabolizmasini diizenleyen énemli bir anabolik hormondur.
Insiilin etkisi ile karaciger, yag ve kas dokularinda glikoz alimi olmaktadir. insiilinin
yoklugunda/eksikliginde organ ve dokular tarafindan glikoz alimi etkilenmekte ve kan
glikoz seviyeleri artmaktadir. Hiperglisemi ve iliskili diger metabolik bozukluklar, sinirlerde
ve kan damarlarinda ciddi hasara neden olmakla beraber viicudun birgok islevinde
bozukluga neden olmaktadir (Rekha ve Sharma, 2013). Gelismis iilkelerde diyabet, baslica
olim nedenlerinden biridir (C. Wong, Al-Salami ve Dass, 2018a). Diyabetin belirtileri
arasinda ¢ok idrara ¢ikma, cok fazla su igme, sik sik yemek yeme istegi, aciklanamayan kilo

kaybi, yorgunluk ve huzursuzluk yer almaktadir (Ramachandran, 2014).

2. yuzyilda Kapadokyali Aretaeus diyabetin dogru tanimini ilk kez yapmuis, 17. ylizyilda
Thomas Willis idrarin asirt tatli tadini tanimlamak amaciyla diyabete Mellitus terimini
eklemistir. 1889 yilinda ise Oskar Minkowski ve Joseph von Mering kopek pankreasini
cikarip yaptiklar1 deneylerde pankreasin glikoz homeostazinin siirdiiriilmesinde 6nemli bir
organ oldugunu gostermisler ve 1921 yilinda Frederick Banting ve Charles Best pankreas
adaciklarindan insiilin izole ederek hastalarin iyilesmesini saglamislardir (Karamanou,

Protogerou, Tsoucalas, Androutsos ve Poulakou-Rebelakou, 2016).

Diyabet tiirleri genellikle Tip 1, Tip 2, gestasyonel ve diger spesifik diyabet tiirleri olarak
siniflandirilmaktadir (Kharroubi ve Darwish, 2015).



2.1.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 DM pankreasin B hiicrelerinin kaybindan dolayr ortaya ¢ikan viicudun insiilin
iiretememesine bagli olarak viicutta olusan hiperglisemi ile karakterize kronik bir otoimmiin
hastaliktir ve ¢ocukluk ¢aginda ortaya ¢ikan en yaygin endokrin rahatsizliklardan biridir
(Katsarou ve digerleri, 2017). Daha ¢ok g¢ocuklarda ve geng eriskinlerde goriilmesi ile
beraber her yasta ortaya ¢ikabilmektedir ve artan insidans ile birlikte tan1 daha kiigilik yaslara
kaymistir (Ilonen, Lempainen ve Veijola, 2019). Hastalarin %70-90’inda (Tip 1la DM)
hiicrelerin kaybi, Tip 1 DM ile iligkili otoimmiinitenin sonucudur. Geri kalan hastalarda
(idiyopatik Tip 1 DM, Tip 1b DM) ise immiin yanit veya otoantikor saptanmaz ve [ hiicre

yikiminin nedeni tam olarak bilinmemektedir (Katsarou ve digerleri, 2017).

Diinyada tip 1 DM yayginlifinda genel olarak yaklasik %2-3 oraninda artis oldugu
bilinmektedir (DiMeglio, Evans-Molina ve Oram, 2018). 1990 ile 2019 yillar1 arasinda 193
makaleden alinan verilere gore tip 1 DM insidansinin 100 000 kiside 15 oldugu ve diinyada
tip 1 DM yayginliginin ise %9.5 oldugu bildirilmistir (Mobasseri ve digerleri, 2020).

Tip 1 DM’de genellikle aile Oykiisii risk faktorii sayllmamakta, hastalarin sadece %10-
15’inin hasta olan birincil ya da ikincil dereceden akrabasi bulunmaktadir. Genetik
caligmalar ve meta analizlerde 50°den fazla Tip 1 DM genetik risk lokusu tanimlanmastir.
Tip 1 DM’ye yatkin olan ana genler genellikle insan 16kosit antijeni (HLA) ve kromozom
6’da bulunan ana histo-uyumluluk kompleksi (MHC) bolgesi icerisindedir. HLA kompleksi
polimerik aleller, Tip 1 DM gelisimindeki genetik riskin %40-50’sinden sorumludur.
Kromozom 11°deki insiilin geni (Insiilin-VNTR, IDDM 2) polimorfizmleri ve kromozom
2’deki sitotoksik T lenfosit iligkili antijen-4 geni (CTLA-4) ise genetik yatkinligin
%15’inden sorumludur. Ayrica bircok genetik lokusun tek basina veya diger otoimmiin
hastaliklarla beraber Tip 1 DM igin genetik duyarliliga daha az katkida bulundugu

bilinmektedir (Paschou, Papadopoulou-Marketou, Chrousos ve Kanaka-Gantenbein, 2018).

Enfeksiyon, diyet, asilar, hava kirliligi, ikamet yeri, aile ortami1 ve stres gibi faktorler tip 1
DM olusumundaki ¢evresel faktorleri olusturmaktadir. Hastaligin daha erken yaslarda
goriilmesi, tiim yas gruplarinda artan insidans ve insidans oranindaki en biiyilik artigin
onceden diisiik insidansl iilkelerde goriilmesi ¢evresel faktorlerin etkisini destekler nitelikte

goriilmektedir (Butalia, Kaplan, Khokhar ve Rabi, 2016).



2.1.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 DM, insiilinin pankreasin 3 hiicreleri tarafindan yetersiz salgilanmasi, dokularda
insiilin direnci gelismesi ve insiiline yanit veren dokularda insiiline yeterli yanit
verilememesi ile iliski olmakla beraber diyabetli kisilerin yaklasik %90’dan fazlasini
olusturmaktadir. Gelisen veriler ise bagirsak mikrobiyotasindaki anormalliklerin ve
inflamasyonun, immiin yetersizlik ve adipokin diizensizliginin Tip 2 DM gelismesindeki
onemli patofizyolojik faktorler arasinda yer aldigin1 gostermektedir (Galicia-Garcia ve
digerleri., 2020).

Tip 2 DM genellikle genetik yatkinligi olan kisilerde gelismekte ve cesitli gevresel
nedenlerle iligkili olabilmektedir. Ana risk faktdrlerinden biri yag/karbonhidrat agirlikli
beslenme ve fiziksel aktivitenin yeterli olmamasi ile iliskilendirilen obezite olmakla beraber
diisitk HDL seviyesi, polikistik over sendromu, baz1 viriisler ve hareketsiz yasam tarzi da
risk faktorlerini olusturmaktadir. Etnik kdoken, kalittm ve yas ise degistirilemez risk
faktorleri arasinda yer almaktadir (Blair, 2016). Tiim bu risk faktorleri kan glukoz
seviyelerinin korunmasini engelleyerek, mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin
gelismesine yol agcmaktadir (DeFronzo ve digerleri, 2015). Bu komplikasyonlar arasinda
kardiyovaskiiler hastaliklar, retinopati, nefropati, dislipidemi ve endotel disfonksiyonu yer
almaktadir ve bu komplikasyonlara bagli olarak Tip 2 DM ile ilgili morbidite ve mortalite

oranlarinda artis gézlenmektedir (Pivari, Mingione, Brasacchio ve Soldati, 2019).

Tip 2 DM’ye sahip kisilerde klasik hiperglisemi ile alakali olan ve tip 1 DM’ye sahip
kisilerde daha sik goriilen sik idrara ¢ikma, ¢ok susama ve asir1 yemek yeme gibi belirtiler
gbzlenebiliyorken genel olarak belirtiler daha belirsizdir. Tip 2 DM’ye sahip kisilerde daha
cok yorgunluk, enfeksiyonlarin siklikla olusmasi, yaralarin ge¢ iyilesmesi ve tekrarlayan

vajinal mantar enfeksiyonlari gibi durumlar gozlenmektedir (Blair, 2016).

2.1.3. Gestasyonel Diyabet Mellitus

Amerikan Diyabet Dernegi gestasyonel diyabeti “gebeligin ikinci veya ti¢lincii trimesterinde
teshis edilen ve dnceden bilinen tip 1 veya tip 2 diyabet Gykiisii olmayan diyabet™ olarak
tanimlamaktadir (Plows, Stanley, Baker, Reynolds ve Vickers, 2018). Bu diyabet tiiriinde

tan1 gebelik oncesinde konmamistir ve gebelik sirasinda diyabet gelismektedir. Gestasyonel



diyabette [ hiicreleri gebelikte artan instilin ihtiyacin1 yeterince karsilayamamaktadir (Johns

ve digerleri, 2018).

Gestasyonel diyabet olusumunda ileri anne yasi, ailede tip 2 DM varhigi, etnik koken gibi
risk faktorleri yer almaktadir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan bir ¢alismada, 40
yasindan biiyiik kadinlarda 30 yasindan kiiciik kadinlara gore gestasyonel diyabet riskinin
iki kattan fazla arttig1 goézlenmistir. Ayrica erkek bebek tasiyan kadinlarda ve ikiz bebek
tagiyan annelerde de bu riskin artti1 raporlanmistir. Etnik kdkene gore riskin degismesi ise
yasam tarzi, genetik yatkinlik ve viicut yaglanmasinda farkliliklar gibi etkenlere
baglanmaktadir. Gebelik 6ncesi asir1 kilolu veya obez olmak, gebelikte sigara tiiketimi ve
beslenme de Onemli risk faktorleri arasindadir. Gebelikte D vitamini ve C vitamini
seviyelerinin diisiikliigii, diyetle yag aliminin artmasi, yiiksek seker iceren igcecekler ve
kizarmis yiyecekler gibi iirlinlerin tliketimi gebelikte diyabet olusunu artirmaktadir

(Mcintyre ve digerleri, 2019).

2.1.4. Diger spesifik diyabet tiirleri

Spesifik diyabet tiirlerinde pankreasin B hiicre fonksiyonlarinda genetik kusurlar veya
insiilin etkinliginde bozukluk mevcuttur. Bu kisilerde genellikle pankreatit veya kistik
fibrozis gibi pankreas hastaliklari, endokrinopatilerle iliskili islev bozukluguna ya da ilaglar,
kimyasallar veya enfeksiyonlarin neden oldugu pankreas disfonksiyonu goriilmektedir

(Baynes, 2015).

2.1.5. Diabetes Mellitus’ta tedavi

Tip 2 DM’ye asil olarak asir1 gida alimi1 ve hareketsiz yasam tarzi neden oldugundan
farmakolojik olmayan miidahaleler ile yasam tarzi degisikligi yapilmasi olusabilecek
semptomlart 6nlemek i¢in umut verici goriilmektedir. Yasam tarzi beslenme diizeninin
degistirilmesi, diyabetin her tipinde hayatidir. Insiilin enjeksiyonu Tip 1 DM igin ana tedavi
olmakla birlikte, Tip 2 DM ig¢in tek basina veya oral hipoglisemik ajanlarla beraber de
kullanilabilmektedir. Oral hipoglisemik ajanlar arasinda; biguanidler, siilfoniliireler,
tiyazolidindionlar, dipeptidil peptidaz-4 (DPP-4) inhibitorleri ve glukagon benzeri peptit 1
(GLP-1) analoglar gibi ajanlar bulunmaktadir (S. Tan ve digerleri, 2019)



Diabetes Mellitus’ta insiilin tedavisi

Subkiitan insiilin uygulamasi, insiilin eksikliginin belirgin oldugu Tip 1 DM hastalarinda ana
tedaviyi olusturmaktadir. Tip 2 DM hastalarinda ise oral antidiyabetik ajanlarin, glikoz ve
HbA Ic diizeylerini diizenlemede yetersiz kaldigi durumlarda, insiilin tek basina veya oral
antidiyabetik ajanlarla birlikte kullanilabilmektedir. Subkiitan insiilin uygulamasi her ne
kadar basarili bir tedavi yontemi olsa da tedavide hasta uyuncu zayiftir ve bu ylizden kan

glikoz seviyelerinin kontrolii yetersiz olmaktadir (S. Tan ve digerleri, 2019).

Gebelerde ise 1-2 hafta i¢inde eger glisemik hedefler gergeklesmezse birincil ilag tedavisi
insiilin tedavisi olmaktadir. Ciink{i insiilin plasentay1 gecemedigi i¢in glivenli goriillmektedir.
En sik kullanilan insiilin analogu insiilin glarjin olsa da insiilin detemir, insiilin aspart gibi

cesitli insiilin analoglar1 da gebelikte kullanilmaktadir (MclIntyre ve digerleri, 2019)

Diabetes Mellitus tedavisinde mevcut subkiitan insiilin tedavisinde karsilasilan zorluklardan,
zayif hasta uyuncundan dolayi insiilinin 6zelikle oral yol basta olmak iizere bukkal, okiiler,
nazal, rektal ve pulmoner yollarla verilmesiyle ilgili ¢aligmalar yapilmaktadir (Zaric ve

digerleri, 2019)

Bukkal yol

Insiilin ag1z bosluguna verilmekte, absorpsiyon agzin i¢ yiizeylerinde gerceklesmekte ve
insiilin buradan sistemik dolagima ge¢mektedir. Bu uygulama yolunda proteolitik enzim
aktivitesinin diisiik olmasi, ag1z i¢i dokularin yiiksek vaskiilerizasyonu, uygulamanin kolay
olmas1 ve emilim i¢in genis bir yiizey olmasi gibi lstlinliikler mevcutken agiz mukozasinda
farkli alanlarda farkli doku gegirgenlikleri olmasi insiilinin bukkal yoldan verilmesini
smirlandirmaktadir (Roy ve Bhattacharjee, 2020). Bir ¢alismada Aleo vera ve insiilinin
bukkal kullanimi i¢in film formiilasyonu olusturulmus ve formiilasyonun kan glikoz

seviyelerini diisiirmede basarili oldugu bildirilmistir (Zulfakar ve Chin, 2020).

Okiiler yol

Okiiler yol subkiitan yola alternatif olarak diisiiniilse de okiiler yoldan emilebilecek insiilin
miktarinin az olmast bu yolun kullanimini siirlamaktadir, bu yiizden formiilasyonlara

emilim artiricilarin ilave edilmesi gerektigi disiiniilmektedir (Olorunsola, Udoh, Ekott,



Alozie ve Davies, 2022). Kitosan ve tripolifosfatin kullanildig1 bir calismada nanopartikiiller
hazirlanmis ve okiiller yoldan uygulanmasi arastirillmigtir. Ex vivo ¢aligmalarda
nanopartikiiler sistem igerisine hapsedilen insiilinin normal insiilin ¢ozeltisine gore okiiler
gecirgenliginin fazla oldugu ve okiiler dokular i¢in toksik olmadig: bildirilmistir (Rathore,

Mahor, Jain, Haque ve Kesharwani, 2020).
Nazal yol

Nazal yol, nazal mukozanin vaskiileritesinin fazla olmasi ve insiilinin ilk gegis
metabolizmasina ugramadan sistemik dolagima ge¢cmesi sayesinde oldukc¢a avantajhi
olmasina ragmen burun igerisinde mukus tabakas1 ve epitel hiicreleri gibi emilimi engelleyen
bircok engel insiilinin nazal yoldan verilmesini sinirlandirmaktadir (Srikanth, Nair ve
Siddharth, 2020). Insiilinin nazal yoldan etkinligini degerlendirmek i¢in hiicreye niifuz eden
peptitlerle (CPP) islevlendirilmis lipozom formiilasyonu hazirlanan bir ¢caligmada gézlenen
antihiperglisemik etki insiilinin nazal yolla uygulanabilecegini gostermistir (Von Zuben ve
digerleri, 2022).

Rektal yol

Insiilini rektal yol ile uygulamanin diyet, mide bosalma siiresi, bagirsak motilitesi gibi
faktorlerden etkilenmemesi avantaj olustursa da insiilinin rektal yolla biyoyararlanimi
subkiitan uygulamaya gore diislik oldugu ve bu yolun hasta uyuncunun zayif oldugu ifade
edilmektedir (ElI Maalouf, Capoccia ve Priefer, 2022). Tip 1 diyabet tedavisi i¢in insiilin
yiikli hidrojel supozituvarlari hazirlanmis ve supozituvarlarin rektal yoldan hayvanlara
uygulanmasinin belirgin bir hipoglisemik etki olusturdugu bildirilmistir (Xue ve digerleri,
2018). Yapilan bagka bir ¢alismada ise insiilinin vajinal ve rektal yoldan verilmesi i¢in jel
formiilasyonlarinin hazirlanmas1 amacglanmistir. Tasiyici olarak kitosan ve penetrasyon
artirict olarak da dimetil-B-siklodekstrin ve sodyum taurokolatin kullanildig1 bu ¢alismada
siklodekstrin tiirevi olan dimetil-B-siklodekstrinin insiilinin rektal ve vajinal membranlardan

penetrasyonunu artirmak i¢in yararli olabilecegi bildirilmistir (Degim ve digerleri, 2005).



Pulmoner yol

Insiilinin inhaler olarak viicuda verilmesiyle gdzlenen dksiiriik gibi yan etkilerin subkiitan
yolla olusan yan etkiler ile karsilagtirilabilir zorlukta olmas1 nedeniyle kullanimi diisiiniilse
de subkiitan yolla elde edilen terapotik yaniti elde etmek i¢in daha yiiksek dozda inhaler
insiiline ihtiya¢ duyulmas: insiilinin bu yolla uygulanmasini sinirlandirmaktadir (Mohanty
ve Das, 2017). Bir ¢aligmada insiilin yiiklii kati-lipit nanopartikiiller viicuda inhalasyon
yoluyla verilmis ve nanopartikiiller siirekli ve kontrollii salim gostermistir. Boylece

aragtirmacilar insiilinin pulmoner yoldan verilmesinin uygun olabilecegini bildirmislerdir

(Yadav ve Yadav, 2022).

Insiilinin oral yol ile verilmesiyle ilgili bilgiler daha sonra ayrintili olarak anlatilacaktir.

Oral antidiyabetikler ile tedavi

Insiilin salgilatic: ilaglar (Siilfoniliireler ve benzoik asit tiirevleri)

En eski oral antidiyabetik ilag grubu olan siilfoniliireler, pankreas B hiicrelerinde potasyum
kanallarina baglanarak, potasyum kanallarini inhibe eder. Olusan membran polimerizasyonu
kalsiyum kanallarmin agilmasini dolayisiyla kalsiyum akiginin artmasinmi saglamaktadir.
Hiicre i¢ine giren kalsiyum, depolanmis B hiicrelerde depolanmis insiilinin sekresyonunu
saglar. Tip 2 diyabetli hastalarda tek basina veya diger oral antidiyabetiklerle beraber veya

insiilin ile beraber kullanilmaktadir (Costello, Nicolas ve Shivkumar, 2022).

Benzoik asit tiirevleri insiilin sekresyonunu artirmakta ve hipoglisemi riski tagiyan hastalara

onerilmektedir (Manu, Rogozea ve Cernea, 2021).

Insiilin direncini azaltmaya yonelik ilaglar (Biguanidler ve tiazolidindion tiirevleri)

Biguanidler, kas ve yag hiicrelerini insiiline duyarli hale getirerek ve hepatik glikoz ¢ikisim
inhibe ederek etki gostermektedirler (He ve digerleri, 2015). Biguanid grubunda bulunan
metformin, Tip 2 diyabetli hastalarda yaygin olarak recete edilmekte ve tek basina veya

kombine kullaniminda giivenli ve etkili bulunmaktadir (R. Song, 2016).
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Tiazolidindion tiirevleri (Pioglitazon) ise serbest yag asidi birikimini azaltarak, enflamatuvar
sitokinlerin azalmasini ve [ hiicre biitlinliigliniin korunmasini saglayarak insiilin direncinin

ve B hiicre kaybinin azalmasini1 saglamaktadir (S. Patel ve digerleri, 2021).

Inkretin mimetik ilaclar (Glukagon Benzeri Peptid-1 reseptor agonistleri ve Dipeptidil
peptidaz-4 inhibitorleri)

GLP-1 agonistleri glikoza bagimli olarak glukagon sekresyonunu baskilayarak ve
pankreasta insiilin sekresyonunu artirarak kan glikoz seviyelerini diisiirmektedir. Bu
gruptaki ilaglarin gastrointestinal yan etkileri mevcut olsa da bunlar metforminin etkili
olmadig ya da yetersiz geldigi hastalarda sik sik kullamlmaktadir (Kadri¢, Cesi¢ ve Duji¢,
2021).

DPP-4 inhibitdrleri, glikoza bagimli insiilin sekresyonunu uyaran, glukagonu inhibe eden ve
gastrik bosalmay1 yavaglatan GLP-1 hormonunun inaktivasyonunu onlemektedir. Tip 2
diyabetli kisilerde tek basina kullanilabilen DPP-4 inhibitorleri kisiler tarafindan ¢ok az
hipoglisemi riskine neden olmasi sayesinde 1iyi bir sekilde tolere edilebilmektedir

(YYaribeygi, Atkin ve Sahebkar, 2019).
Glikoz emilimini yavaslatan ilaglar (a-glikozidaz inhibitorleri)

a-glikozidaz inhibitorleri hem tek basina hem de diger ilaglar ile kombine olarak
kullanildiginda glikoz emilimini geciktirerek 6giin sonrast kandaki glikoz miktarim
azaltmaktadirlar. Bu gruptaki ilaclar tip 2 diyabetli kisilerde diyabetin ilerleme riskini
azaltirken hipertansiyonda ve kardiyovaskiiler vakalarda da azalma saglamaktadir (Leroux-

Stewart, Rabasa-Lhoret ve Chiasson, 2015).
2.2. Insiilin

Insiilin 6zellikle Diabetes Mellitus tedavisinde en etkili tedavi olarak kullanilan, kandaki
glikoz seviyelerini diizenleyen baslica hormondur. Pankreasin B hiicrelerinde sentezlenen
insiilin hekzamer formundan biyolojik olarak aktif monomer formuna gegis sirasinda birgok
konformasyonel varyasyon gostermektedir (Gorai ve Vashisth, 2022). Insan
metabolizmasinin diizenlenmesinde énemli bir rolii olan bu hormon pankreasin Langerhans

adaciklarindaki B hiicrelerinde 51 aminoasitten olusan anabolik bir protein olarak
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salgilanmakta ve birbirine distilfit baglar1 ile baglanan A ve B zincirlerinden olugmaktadir.
Insiilin, proinsiilin olarak adlandirilan tek zincirli bir dnciiniin translokasyon iiriiniidiir

(Weiss, Steiner ve Philipson, 2015). insiilinin yapis1 Sekil 2.1’de gdsterilmistir.

Sekil 2.1. Insiilinin A ve B zincirlerinin yapis1 (Yilmaz ve Kadioglu, 2012)

Ismi Latince “ada” anlamina gelen insula kelimesinden tiiretilen insiilin, Banting ve Best
tarafindan 1921-1922 yillarinda Toronto Universitesi’nde kesfedilmistir. Insiilin temel
olarak kandaki glikoz derisimini korumaktadir. Insiilin kandaki glikoz derisimi arttik¢a kas,
karaciger ve yag dokusundaki hiicreler tarafindan glikoz alimini arttirarak kandaki derigimi
diistirmektedir. Fazla glikoz bu dokularda glikojene doniistiiriilerek depolanir. Kandaki
glikoz derisimi azaldiginda ise bu dokularda olusturulan glikojen glikoza doniistiiriilmekte
ve kana salinir. Insiilin ayrica lipitlerin yag hiicreleri tarafindan kandan almmasin
saglayarak yag asidi sentezini kolaylastirmakta, DNA’nin kopyalanmasini ve protein
sentezini artirarak aminoasit aliminin diizenlenmesini saglamakta ve lipoliz ve

glukoneogenezi azaltmaktadir (K. Ahmad, 2014).
2.2.1. Insiilin analoglar

Insiilinin siklikla hipoglisemiye neden olmasina sebep olan sinirlayici farmakokinetik
ozellikleri nedeniyle hipoglisemi olusturma riski daha az olan, daha giivenli ve endojen
insiilin salgilanmasini daha 1yi taklit eden insiilin analoglar1 gelistirilmistir (Hirsch, 2005).
Insiilin ilk kez 1921 yilinda izole edildikten sonra 1940’larin sonuna dogru yavas etkili bir

preparat olan notr protamin (NPH) gelistirilmis ve 1977°de daha biiyiik miktarlarda insiilin
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iiretimine olanak veren rekombinant DNA teknolojisi sayesinde insan insiilini tiretilmistir.
1990’larda hizli etkili insiilin analoglart ve 2000’li yillarin basinda ise uzun etkili insiilin

analoglar1 piyasaya siiriilmiistiir (Tibaldi, 2014).

Hizh etkili insiilin analoglari

Daha hizli monomerik hale gecen yani daha az kararli insiilin hekzamerleri tasarlanarak
insiilinin subkiitan uygulanmasindan sonra daha hizli etki gdstermesi saglanmistir. Boylece
oglinden kaynaklanan kanda glikoz artis1 daha kisa siirede engellenebilmektedir. Avrupa ve
Amerika Birlesik Devletleri’nde insiilin lispro, insiilin aspart ve insiilin glulisin olmak iizere

ti¢ hizli etkili insiilin analogu kabul gormektedir (Mathieu, Gillard ve Benhalima, 2017).
Insiilin lispro

Insiilinin B zincirinde 28. ve 29. pozisyonlarda bulunan prolin ve lizinin yer degistirilmesiyle
olusmaktadir. Bu degisiklik ile insiilinin hekzamer yapis1 kararsiz hale gelerek dimer ve
monomer yapisina ayrismasi kolay hale gelmektedir. Boylece kandaki etkinligini
konvansiyonel insiiline goére daha hizli gostermektedir. Ayrica daha az hipoglisemi riski
yaratmakta ve glikoz hedeflerine daha iyi ulasarak hastalarin yasam kalitesini artirmaktadir
(Mathieu ve digerleri, 2017). Yapilan bir ¢alismada insiilin lispronun gebelerde insan
insiilinine alternatif olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Edson, Bracco, Vambergue ve
Koivisto, 2010). Enjeksiyon 6ncesi saklama kosullarinin degerlendirildigi bir calismada ise
insiilin lispro 2-8 ve 21 °C’de 24 saat bekletilmis ve salim profilleri karsilagtirilmistir. Salim
profillerinde anlamli bir fark gozlenmemis, bu durum da insiilin lispronun sicaklik
degisimine kars stabilitesini korudugu hakkinda bilgi vermistir (Kerr, Wizemann, Senstius,
Zacho ve Ampudia-Blasco, 2013).

Insiilin aspart

Insiilinin B zincirinde 28. pozisyondaki prolinin yerine aspartik asitin yerlestirilmesi ile
olusturulmaktadir. Tip 1 diyabetli ¢cocuk ve ergenlerden yapilan bir ¢alismada insiilin
aspartin, yemekten once veya sonra uygulanmasiin etkinliginde degisiklik yaratmadigi

gbzlenmistir. Boylece insiilin aspartin yemeklerden sonra uygulanmasinin, insiilin dozunun
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tilketilen karbonhidrat miktarmma uygun olacak sekilde ayarlanmasina avantaj sagladigi

bildirilmistir (Oiknine, Bernbaum ve Mooradian, 2005).

Insiilin glulisin

Insiilinin B zincirinin 3. pozisyonundaki asparajin yerine lizin, 29. pozisyonundaki lizin
yerine glutamik asit yerlestirilmesiyle olusturulmaktadir. In vitro ve in vivo ¢alismalarin bir
cogu, insiilin glulisinin instilin reseptdriine ve insiilin benzeri biiylime faktorii-1 reseptoriine
regiiler insan insiiline benzer sekilde baglandigini ama etkinligini daha hizli gosterdigini

kamitlamistir (Garnock-Jones ve Plosker, 2009).

Uzun etkili insiilin analoglar

Uzun etkili insiilin analoglar, fizyolojik kosullar altinda ¢oziinebilen g¢okeltiler veya
¢oziiniir oligomerler olusturulmasi esasina dayanmaktadir. Analoglar, olusan bu ¢cokelti veya
oligomerlerin aktif insiilin monomerlerine yavas yavas doniismesi ve insiilin etkisini yavas
yavas ve uzun siire gostermesi igin tasarlanmaktadir (Arai ve digerleri, 2017). Insiilin glarjin
ve insiilin detemir klinik uygulamada kullanilmakta olup ve 6nemli 6lciide kan glikoz

seviyelerini kontrol etme potansiyeline sahiptir (Pickup ve Renard, 2008)

Insiilin glarjin

Insiilin glarjin, Escherichia coli kullanilarak rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilen ilk
uzun etkili insiilin analogudur. Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi (FDA)
tarafindan 2000 yil1 nisan ayinda, Avrupa lag Ajans1 (EMA) tarafindan ise ayn1 y1l Haziran
aymda onay almistir. Tip 1 ve Tip 2 diyabetli kisilerde yatmadan 6nce bir kez olmak tizere

giinde bir defa kullanimi uygun goriilmektedir (F. Wang, Carabino ve Vergara, 2003).

Insiilin detemir

Insiilin detemir Saccharomyces cerevisiae kullanilarak rekombinant DNA teknolojisi ile
iiretilen ndtr, ¢dziiniir ve uzun etkili bir insiilin analogudur. Insiilin detemiri insan
insiilininden ayiran 6zellik, B zincirinin 30. pozisyonundaki treoninin ¢ikarilmis olmasi ve
B zincirinin 29. pozisyonundaki lizinin bir yag asidi olan miristik asit ile acillendirilmis

olmasidir (Keating, 2012). Insiilin detemirin insiilin glarjine gére daha sik uygulanmasi ve
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genelde daha yiiksek dozda uygulanmasi gerekliligi insiilin detemirin dezavantajini

olusturmaktadir (T. Zhang ve digerleri, 2016).

Hazir karisim insiilin analoglari

Hazir karisim insiilin analogu olusturulmasindaki temel amag tek bir formiilasyonda hem
hizli etkiyi hem de orta etkiyi saglayip giinliik gereken enjeksiyon sayisini azaltarak hasta
uyuncunun artirtlmasidir. Bunun i¢in de hazir karisim insiilin analoglar1 hizli etkili insiilin
analogunun bir kismi ve hizli etkili insiilin analogunun bir kisminin protamine edilip

karistirilmasi ile hazirlanmaktadir (Tibaldi, 2014).
2.2.2. Protein ve Peptit Yapih flaclarin Oral Yoldan Verilmesi

Peptitler, aminoasitlerin amit baglariyla baglanmasiyla proteinler ise peptitlerin ii¢ boyutlu
olarak katlanmasi ile olusmaktadir. Peptitler ve proteinler, geleneksel ilaglara kiyasla yiiksek
aktivite, diisiikk toksisite ve spesifik olmayan ilag-ila¢ etkilesimleri gibi avantajlar
saglamaktadir. Biyoteknoloji alanindaki gelismeler proteinlerin, peptitlerin, hormonlarin ve
asilarin biiyiik Olgekli ve ekonomik bir sekilde iiretilmesini saglamistir (Renukuntla,
Vadlapudi, Patel, Boddu ve Mitra, 2013). Proteinlerin sekonder, tersiyer ve kuaterner
yapilar1 arasindaki kovalent olmayan zayif etkilesimler, proteinlerin stabilitesinin zay1f
olmasina neden olmaktadir. Protein ve peptit yapili ilaclar uygulama bolgesinde ya da
farmakolojik etki bolgesine gidene kadar enzimler ve proteazlar tarafindan pargalanirlar.
Boylece terapotik etkinlikleri azalir ve bu durum zayif biyoyararlanima ile sonuglanir. Bu
yiizden in vivo terapotik etki saglamak icin protein ve peptit yapisindaki terepotiklerin
yiksek dozda ve sik uygulanmasi gerekebilir fakat yiiksek doz ve sik uygulama da
istenmeyen yan etkilere neden olabilmektedir. Ayrica protein ve peptitler, hazirlanmalari
sirasinda cevresel faktorlerden (pH, iyonik kuvvet, yiiksek basing, sicaklik, metaller) ve
tiretim proseslerinden (sterilizasyon, liyofilizasyon) etkilenebilmekte ve biyolojik

aktiviteleri azalabilmektedir (M. Tan, Choong ve Dass, 2010).

Protein ve peptitlerin viicutta terapotik etkilerini gosterebilmesi i¢in viicuda paranteral yol
ile verilmeleri gereklidir. Fakat tekrarli ve uzun siireli intramiiskiiler, intravendz ve subkiitan
ilag uygulanmasi zayif hasta uyuncuna sebep olmaktadir. Bu yiizden protein ve peptitlerin

paranteral uygulamaya alternatif verilis yollar1 genis bir arastirma alani olusturmaktadir. Bu
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alternatif yollar arasinda oral, nazal, bukkal, vajinal, rektal, transdermal ve pulmoner
uygulama yer almaktadir (Choonara ve digerleri, 2014). Bunlarin igerisinde oral yol hasta
uyuncunun yiiksek olmasi ve hastanin ilaci kendi kendine alabilmesi nedeniyle oldukc¢a
avantajli goriilmektedir. Protein ve peptit yapili terapotikler oral yoldan verildiginde
enzimatik bozunma ve zayif bagirsak penetrasyonu nedeniyle oral biyoyararlanimlari
olduke¢a diistiiktiir. Bu tiir terapotiklerin oral biyoraralanimini artirmak i¢in molekiillerin
fizikokimyasal oOzelliklerini degistirmek ve Ozel ilag tasiyici sistemler gelistirmekten
formiilasyonlara eksipiyanlarin (absorpsiyon artiricilar, enzim inhibitorleri, stabilite
artiricilar) eklenmesine kadar birgok yaklagim mevcuttur (Bruno, Miller ve Lim, 2013;

Hamman, Enslin ve Kotzé, 2005).
2.2.3. Insiilinin oral yoldan verilmesi

Diyabetli kisilerde insiilininin yan1 sira yemeklerden sonra ve gece boyunca kan glikoz
seviyelerini kontrol etmek amaciyla insiilin analoglar1 ve daha birgok kisa ve uzun etkili
insiilin formiilasyonlar1 insiilinin oral yoldan verilmesi i¢in tasarlanmistir (Muntoni ve
digerleri, 2019). Subkiitan yoldan insiilin iletimi insiilinin en yaygin olarak kullanildig: yol
olmasina ragmen tekrarlayan enjeksiyonlar, enjeksiyon yerinde agr1 ve deri alti yag
dokusunda kayip olusturmasi nedeniyle hasta uyuncunu olumsuz olarak etkilemekte ve
esasen pankreastan salgilanan insiilini taklit edememektedir. Oral insiilin iletimi, 6zellikle
pankreastan salgilanan insiilini taklit edebildigi i¢in olduk¢a Onemlidir ve bu ylizden
alternatif verilis yollar1 arasinda oral yol olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir (Iyer ve digerleri,

2022).

Oral yol siirekli ve kontrol edilebilir uygulama imkani sunmasi, uygulanmasinin kolay
olmas1 ve dolayisiyla iyi hasta uyuncu saglamasi sayesinde en ¢ok dikkat ¢eken ilag
uygulama yollar1 arasindadir. Ayrica oral yolun 300 m?’yi asan, viskoz bir mukozal tabaka
ile ¢evrili genis bir ylizey alanina sahip olmasi ve ince bagirsakta 6zellikle mikrokat hiicreleri
olmak iizere ¢esitli enterositlerin fazla olmasi sayesinde emilimin yiiksek olmasi oral yolun
diger stiinliiklerindendir. Fakat oral yoldan emilim diger yollara gére daha karmasiktir.
Oral yoldan uygulanan ilaglar; transseliiler, paraseliiler, tagiyici aracili transseliiler ve
kolaylastirilmis tasima gibi mekanizmalarla emilebilmektedir (Homayun, Lin ve Choi,

2019).
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Insiilinin oral yoldan verilmesi, hasta agisindan en kabul edilebilir, en giivenli ve en uygun
yol olmasi, subkiitan yol ile uygulandiginda uygulama yerinde komplikasyona neden
olmamasi ve hipoglisemiyi dnlemesi gibi noktalarda avantajli olmaktadir. Fakat insiilin oral
yoldan verildiginde biyoyararlaniminin instilinin yiliksek molekiil agirligi, hidrofilik yapisi,
gastrointestinal sistemde zayif stabilitesi ve proteazlar tarafindan hidrolize kars1 dayaniksiz
olmas1 nedeniyle %2’den az olarak bildirilmektedir (M. Wang ve digerleri, 2022). Ayrica
insiilin oral yoldan verildiginde gastrointestinal sistemde kimyasal, enzimatik ve fiziksel

bariyerlerle karsilasmaktadir (Hu ve Luo, 2018).

Oral voldan verildiginde insiilinin karsilasabilecegi engeller

Insiilin oral yoldan verildiginde insiilinin karsilastig1 kimyasal, enzimatik ve fiziksel engeller
insiilinin biyoyararlanimin1 sinirlandirmakta ve oral yoldan verilmesini engellemektedir

(Seyam ve digerleri, 2020).

Kimyasal engeller

Insiilin gibi birgok protein yapil ilag gastrointestinal kanaldaki pH degisimlerine duyarlidir.
Mide pH*s1 kuvvetli asidik, bagirsak pH's1 ise hafif baziktir, insiilin gibi protein yapili ilaglar
bu pH degisikliklerine baglh olarak oksidasyon, deamidasyon ve hidrolize ugrayabilmekte
ve etkinliklerinde kayip olusabilmektedir (M.Chen, Sonaje, Chen ve Sung, 2011).

Enzimatik engeller

Gastrointestinal sistem insiilin gibi protein ve peptit yapili terapotikleri pargalayabilen ve
onlar1 inaktive edebilen pepsin, tripsin, kimotripsin, elastaz ve karboksipeptidaz gibi
enzimler bakimindan olduk¢a zengindir. Insiilin agirhikli olarak mukus tabakasinda ve
bagirsak liimeninde tripsin ve karboksipeptidazlar tarafindan parcalanmaktadir (Pang,
Huang, Xu, Chen ve Han, 2022). Yumurta akindan elde edilen Ovomukoid ad1 verilen enzim
inhibitdriiniin in vitro ¢alismalarla insiilini tripsin ve kimotripsine karst yiiksek oranda

korudugu bildirilmistir (C. Wong, Martinez ve Dass, 2016).
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Fiziksel engeller

Gastrointestinal sistemde siirekli salgilanan mukus, negatif yiikiinden dolay1 pozitif yiiklii
ilag etkin maddeleri ve proteinlerle elektrostatik etkilesime girmektedir. Bagirsak epiteli ise
molekiil agirligi 700 daltondan az lipofilik etkin maddelerin pasif difiizyonla ge¢isine izin
vermekte ve bu ylizden insiilinin transseliiler pasif diflizyonla gegisini sinirlandirmaktadir
(Gedawy, Martinez, Al-Salami ve Dass, 2018). Safra tuzlari, trisodyum sitrat gibi emilim
artiricilar ve bagirsak epitelindeki siki baglantilarin ag¢ilmasina yardimer olan kitosan vb.

polimerler kullanilarak emilimin artirtlmasi saglanmaktadir (Alai ve digerleri, 2015).
2.2.4. Insiilinin oral yoldan verilmesi ile ilgili yaklasimlar

Insiilin zayif bagirsak gecirgenligi, yiiksek molekiil agirhig: ve hidrofilik yapisi nedeniyle
gastrointestinal sistemde bir¢ok engelden etkilenmektedir, insiilinin bu engellerin iistesinden
gelmesi ve oral yoldan uygulanan insiilinin biyoyararlanimini iyilestirilmesi i¢in birgok
yaklagim bulunmaktadir. Formiilasyona enzim inhibitdrleri ve absorpsiyon artiricilarin
eklenmesi, enterik kaplama yapilmasi ve mikropartikiiler, nanopartikiiler veya vezikiiler ilag

tagima sistemleri gelistirilmesi gibi yaklagimlar mevcuttur (Mutlu-Agardan ve Han, 2021).

Formiilasyonlara enzim inhibitorleri eklenmesi

Gastrointestinal sistemde insiilini hedef alan enzimleri inhibe etmek amaciyla kamostat
mesilat, kromostatin, basitrasin ve sodyum glikolat gibi enzim inhibitorleri kullanilmaktadir.
Enzim inhibitorlerin ince bagirsakta enzim aktivitesinin ¢ok daha fazla olmasindan dolay:
kalin bagirsakta daha etkili oldugu goriilmiistiir. Ayrica enzim inhibitdrlerinin uzun siireler
kullanilmas1 bu inhibitdrlerin hedef dis1 enzimleri de inhibe edebilecegi i¢in bir dezavantaj

olusturdugu bildirilmistir (El Maalouf ve digerleri, 2022).

Formiilasyonlara absorpsiyon artiricilar eklenmesi

Absorpsiyon artiricilar, lipit ¢ift tabakasi yapisinda degisiklige neden olabilen ve transseliiler
ve paraseliiler absorpsiyonu iyilestirebilen maddelerdir. Absorpsiyon artiricilarin iglevlerini
geri doniisimlii olarak gergeklestirmesi, toksik olmamasi, farmakolojik etkinliginin
bulunmamasi, alerjik olmamasi ve emilim bdlgesinde bulundugunda gecirgenligi hizli bir

sekilde artirmasi istenmektedir (Macedo ve digerleri, 2020). Yapilan bir calismada
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insiilininin absorpsiyon artirici olan L-arjinin ile formiilasyonu gelistirilmis ve oral yoldan
verildikten sonra emilimi degerlendirilmistir. Sonuglar L-arjininin bagirsaklarda emilimi
artirdig1r ve bunu yaparken hiicre zar1 biitiinliiglinde ve paraseliiler sik1 baglant1 noktalari
tizerinde herhangi bir istenmeyen etki olusturmadig: bildirilmistir (Kamei, Khafagy, Hirose
ve Takeda-Morishita, 2017). Baska bir ¢aligmada ise absorpsiyon artirici sodyum taurokolat
kullanilarak instilinin lipozom formiilasyonu hazirlanmis, bu formiilasyonlarin Caco-2 hiicre
tek tabakalarinda penetrasyon oOzellikleri incelenmistir. Calismada absorpsiyon artirici
kullanilmasinin insiilin benzeri proteinlerin gegirgenligini, hiicre sik1 baglantilarini hiicreye

hasar vermeden agarak artiracag bildirilmistir (Degim, Unal, Essiz ve Abbasoglu, 2004).

Enterik kaplama yapilmasi

Midenin asir1 asidik kosullar1 enkapsiile olan protein yapili ilag molekiillerini
parcalayabilmekte ve oral dozlamadan sonra istenen terapotik etkiyi gdsterememesine neden
olabilmektedir. Buna ¢6zlim olusturmak i¢in metakrilik asit-metarilat tiirevleri gibi enterik
kaplama polimerleri kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin ve mikrokiirelerin enterik
kaplanmasi i¢in sprey kurutma, nanopresipitasyon veya emiilsiyon-¢oziicii buharlastirma
teknikleri kullanilmaktadir. Son zamanlarda bu geleneksel yontemlere alternatif olarak flag
nanokompleksasyon olusumu ile enterik kaplama popiilerlesmistir. Bu yaklagimda partikiil
kaplanmas1 iki veya daha fazla zit elektriksel yiiklii polielektrolitin sulu ¢dzeltilerinin
tiirbiilansh olarak karistirilmasiyla gergeklesmektedir. Bu yontemle olusturulan enterik kapli
partikiiller daha tekdiize partikiil biiyiikliigiine ve daha yiliksek enkapsiilasyon etkinligine
sahip olmaktadir ve bu iglem daha giivenilir olarak gériilmektedir (Sun ve digerleri, 2018)
Yapilan bir ¢alismada kendi kendine nanoemiilsifiye olan ilag tagiyici sistem hazirlanarak,
Eudragit® L[100 ile kapli kapsiillere koyularak insiilinin oral yoldan verilmesi igin
kullanilmis ve bu kombinasyonun insiilinin oral absorpsiyonunu artirdigi bildirilmistir (P.
Li, Tan, Prestidge, Nielsen ve Miillertz, 2014). Baska bir c¢alismada ise aljinat
nanopartikiilleri sert jelatin kapsiillere konulmus ve kapsiiller Eudragit L 100-55 ile enterik
kaplanmistir. Arastirmacilar tarafindan, hazirlanan formiilasyonun oral insiilin ¢ozeltisine
gore 8.saatte sicanlarin kan glikoz seviyesini onemli derecede azalttig1 bildirilmistir (Arpag

ve digerleri, 2022).
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2.2.5. Insiilinin oral yoldan verilmesinde ila¢ tasiyici sistemler

Insiilinin gastrointestinal sistemdeki engelleri asabilmesini hedefleyen yaklasimlardan sonra
arastirmalar insiilinin stabilitesini korumak ve biyoyararlanimini artirmak amaciyla insiilinin
nanopartikiiller, mikropartikiiller ve hidrojeller gibi uygun bir ilag tasiyici sisteme enkapsiile
edilmesi iizerinde yogunlasmaktadir. ilag tastyici sistemin insiilini agregasyondan ve
enzimatik pargalanmadan korumasi, emilimi artirmak igin insiilinin bagirsakta tutulma
stiresini artirmasi ve insiilinin epitel hiicrelerden taginmasini kolaylagtirmasi beklenmektedir
(T. Wong, 2010). Protein ve peptit yapili terapotiklerin oral yoldan basarili bir sekilde
verilebilmesi i¢in ilag tasiyici sistemin partikiil boyutu, zeta potansiyel, enkapsiilasyon
etkinligi ve salim kinetigi gibi bir¢ok faktor géz 6niline alinmahidir (C. Wong ve digerleri,

2018a).

Mikropartikiller

Uygun polimerler ile formiile edildiklerinde mikropartikiiller, protein ve peptitlerin
stabilitesini saglamak, kontrollii salim saglamak ve gastrointestinal absorpsiyonu i¢in artmis
yiizey/hacim orani saglamak icin uygun ilag tagiyici sistemler olarak goriilmektedir (Singh,
Hemant, Ram ve Shivakumar, 2010). ideal bir mikropartikiiler tastyic1 sisteminin insiilin
enkapsiilasyonunun yiiksek olmasi, biyouyumlu olmasi ve enkapsiile insiilinin kontrollii
salimina izin vermesi beklenmektedir. Ayrica mikropartikiiller, enterik polimerler ile
formiile edildiklerinde yiiklenen etkin maddeyi korumakta ve gastrointestinal sistemdeki
stabilitesini artirarak biyoyararlanimi iyilestirmektedirler (D’Souza, Bhowmik, Uddin,

Oettinger ve D’Souza, 2015).

Yapilan bir calismada miisin ve sodyum aljinat kullanilarak instilin yiiklii mikropartikiiller
hazirlanmis ve mikropartikiiller sert jelatin kapsiillere konulmustur. Arastirmacilar insiilinin
polimerler ile kovalent olmayan kompleksler olusturabilecegini ve kompleks olusumunun
insiilinin mikropartikiiller igerisindeki stabilitesine katkida bulunacagmi bildirmislerdir.
Ayrica insiilin yliklii mikropartikiillerin oral uygulanmasindan 5 saat sonraki kan glikoz
seviyelerindeki diigiisiin insiilin ¢6zeltisinin subkiitan verildikten sonraki kan glikoz
seviyelerindeki diisiise esdeger oldugu bildirilmis ve diger tiim c¢alismalarla birlikte
mikropartikiillerin insiilinin oral yoldan verilebilmesi i¢in iyi adaylar olacag: diisiiniilmiistiir

(Builders ve digerleri, 2008).
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Insiilinin polisakkarit jellerde mikrokiireler seklinde enkapsiile edilmesi oral ilag tasyici
sistem olarak arastirilmistir. Insiilinin mikroenkapsiilasyonunun insiilini midede bozulmaya
kars1 koruma ve salimin hedeflendirilmesi gibi birgok avantaji bulunmaktadir (Martinez-

Lopez ve digerleri, 2019).

Bir caligmada fitik asit ile iyonik capraz baglanma yoluyla kitosan bazli insiilin yiiklii
mikrokiireler gelistirilmis ve mikro kiirelerin yiiksek enkapsiilasyon etkinligine sahip
oldugu, mide sivisinda ani bir salim olusturmadigi, bagirsak ortaminda siirekli salim
gosterdigi, biyouyumlu oldugu ve Caco-2 hiicrelerinde insiilinin bagirsak gegirgenligini

artirdigi bildirilmistir (J. Kim ve digerleri, 2020).

Hidrojeller

Hidrojeller, terapotik ajanlar ve proteinler i¢in tastyici sistem olarak kullanilabilen {i¢
boyutlu polimerik aglardir. Hidrojeller, biyolojik sivilar1 veya fazlaca miktar suyu absorbe
edebilme kabiliyetine sahip olmalar1 ve biyouyumlu olmalar1 sayesinde kontrollii salim
sistemlerin tasarimi igin kullanilabilmektedir (Cikrikci, Mert ve Oztop, 2018). Insiilini
midenin asidik ortaminda enzimatik bozunmadan koruyan ve bagirsakta etkili bir sekilde
salan polimerik hidrojeller insiilinin oral yoldan verilebilmesi i¢in arastirilan sistemlerden
biridir. Bu sistemin en biiylik avantajlarindan biri viicudun degisen pH kosullar1 altinda
hidrojelin sisme mekanizmasiyla insiilinin salimimi kontrol edebilmesidir (Chaturvedi,

Ganguly, Nadagouda ve Aminabhavi, 2013).

Yapilan bir ¢calismada pH duyarli sisme yetenekleri olan, tekdiize gézenek dagilimina sahip
insiilin ytiklii hidrojeller gelistirilmis ve hidrojeller farkli pH ve iyonik kuvvete duyarli sigme
davramslar1 sergilemislerdir. In vitro salim calismalar1 hidrojellerden insiilin salimimin
asidik kosullarda olduk¢a az oldugunu ve salimin nétr ortamlarda 6nemli Olglide artigini

gostererek sistemin pH duyarliligini kanitlamistir (S. Li, Qin, Chen, Wang ve Zeng, 2021).

Lipozomlar

Lipozomlar, bir veya daha fazla fosfolipit cift tabakadan olusan kiiresel vezikiillerdir.
Lipozomlar, ila¢ molekiillerini ya hidrofilik ¢ekirdek de ya da hidrofobik fosfolipit cift

tabakada enkapsiile edebilmekte ayrica ilag molekiillerini vezikiilin ylizeyine
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baglayabilmektedir (C. Wong, Al-Salami ve Dass, 2018b). Lipozomlarin biyouyumlu olma,
biyomembranlara benzerlik gésterme ve ¢ozliniirliigii az olan etkin maddelerin ¢oziiniirliigii
artirmak i¢in safra tuzlari ile misel yapilar1 olusturabilme gibi pek c¢ok avantaji
bulunmaktadir. Lipozomlar ile ilgili temel problem gastrointestinal kosullardaki
stabiliteleridir. Lipozomlarin gastrointestinal sistemdeki stabilitelerini artirmak i¢in uygun
lipit bilesenlerinin secilmesi, polimer kaplama yapilmasi, lipozomal yapilara stabilize
edicilerin eklenmesi, ¢ift lipozomlarin ve prolipozomlarin hazirlanmasi1 gibi pek c¢ok

yaklasim bulunmaktadir (Dacihamed, Dadashzadeh, Haeri ve Faghih Akhlaghi, 2017).

Yapilan bir caligmada insiilinin oral yoldan verilebilmesi i¢in yiiksek gecis sicakligina sahip
fosfolipitlerin kullanildig: folik asit ile hedeflendirilen lipozom formiilasyonu tasarlanmistir.
Sonuglara gore stabilitenin iyilestirildigi ve lipozomlarin folik asit ile hedeflendirilmesinin
bagirsak epiteli boyunca absorpsiyona katki sagladigi ve sonug olarak oral biyoyararlanimi

artirdig1 bildirilmistir (Yazdi ve digerleri, 2020).

Tim bu ilag tasiyict sistemlerin yani sira pek c¢ok ilag tastyici sistem insiilinin oral yoldan
verilmesi amaciyla arastirilmistir. Ornegin, yapilan bir galismada insiilinin oral yoldan
verilebilmesi i¢in mikroemiilsiyon formiilasyonu gelistirilmistir. Caligmada sicanlara
mikroemiilsiyonlarin oral yoldan uygulanmasindan sonra gézlenen plazma glikoz ve insiilin
seviyelerinin insiilin ¢ozeltisine gore Onemli Olgiide farkli oldugu bildirilmistir.
Aragtirmacilar mikroemiilsiyon formiilasyonunun insiilini gastrointestinal sistemde
enzimatik bozunmadan koruyacagini ve formiilasyonun insiilinin oral yoldan verilmesi i¢in
uygun bir tastyict sistem oldugunu bildirmislerdir (Cilek, Celebi, Tirnaksiz ve Tay, 2005).
Baska bir ¢calismada ise karbon kuantum noktalarinin insiilinin oral yoldan verilmesi i¢in
kullanilip kullanilamayacag arastirilmak istenmistir. In vitro calismalarda hazirlanan
karbon kuantum noktalarinin membranlara hizli bir sekilde niifuz ettigi ve in vivo

caligmalarda ise diisiik kan glikoz seviyeleri gézlenmistir (Camlik ve digerleri, 2022)
2.2.6. Insiilinin oral yoldan verilmesinde nanopartikiiler ilac tasiyic1 sistemler

Biyouyumlu, stabil ve toksik olmayan polimerler ile hazirlanan nanopartikiiler ilag tasiyict
sistemler bagirsak epiteli boyunca ilag molekiili tasimmasimi kolaylagtirmakta ve
peptit/protein yapisindaki molekiilleri gastrointestinal sistemde hidrolizden ve enzimatik

bozunmadan koruyabilmektedir. Bu nedenle nanopartikiiler ilag tasiyict sistemler
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makromolekiillerin oral yoldan verilebilmesi i¢in umut verici olarak goriilmektedir (Ismail

ve Csoka, 2017).

Insiilinin oral yoldan verilmesinde nanopartikiiler ilag tastyici sistemlerin,

* Asidik mide ve bagirsak pH’sina kars1 direngli olmasi,

« Insiilini gastrointestinal sistemde enzimatik parcalanmaya karsi korumasi,

+ Insiilinin bagirsakta kalma siiresini uzatmast,

* Endojen insiilini taklit edebilmesi,

 Epitel hiicrelerden absorpsiyonundan sonra kan dolagimina yapisal olarak bozulmamis
biyolojik olarak aktif insiilin verebilmesi,

 Siki baglantilar1 geri doniisiimlii olarak gevseterek ya da transseliiler emilim i¢in spesifik
gastrointestinal reseptorleri hedefleyerek gastrointestinal sistemde gegirgenligi ve insiilin
emilimini artirmasi,

+ Insiilin yiikleme kapasitesinin fazla olmast,

* Giivenli olmasi,

* Biyouyumlu olmasi1 ve

» Uygun maliyetli olmasi istenmektedir (C. Wong, Al-Salami ve Dass, 2017).

Nanopartikiiller dogal ya da sentetik polimerler ile ¢esitli yontemlerle hazirlanabilmektedir.
Insiilinin oral yoldan verilmesi i¢in en ¢ok kullanilan dogal polimerlerin basinda kitosan,
dekstran, aljinat ve kazein gelmektedir. Bunlar hidrofilik yapida, toksik olmayan,
biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilen polimerlerdir. Biyouyumlu olmalar ve
biyoparcalanabilir olmalar1 nedeniyle oral insiilin tasinmasinda kullanilan sentetik
polimerlerin bazilar ise poli e-kaprolakton (PCL), poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve
poli (laktik asi) (PLA)’dir (Bahman ve digerleri, 2019). Polimerik nanopartikiiller, sicaklik
ve pH gibi gevresel uyaranlara bagli olarak yapilarinda enkapsiile ettikleri ilag molekdillerini
salmak iizere formiile edilebilmektedir. Ayrica nanopartikiiller bolgeye 6zgii ilag taginmasi
icin hedefleyici ligand ile de tasarlanabilmektedir (Seyam ve digerleri, 2020). Yapilan bir
calismada pH bagimli insiilin salimi saglamak igin poliiiretan-aljinat nanopartikiilleri,
sodyum aljinatin kalsiyum kloriir ile ¢apraz baglanmasiyla hazirlanmistir. pH 1,2°deki salim
caligmalarinda nanopartikiillerin insiilini enzimatik bozunmaya kars1 korudugu ve fosfat
tamponundaki salim ¢aligsmalarinda ise nanopartikiillerin insiilinin 8 saate kadar kontrollii

salimini sagladig bildirilmistir (Bhattacharyya, Mukherjee, Mishra ve Kundu, 2016). Baska
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bir ¢aligmada ise folik asit ile modifiye edilmis pektin nanopartikiilleri gelistirilmistir ve
hedeflendirme ligandi olan folik asidin insiilinin transepitelyal taginmasina katki sagladigi

bildirilmistir (F. Zhang ve digerleri, 2022)

Nanopartikiiler ilag tagiyici sistemlerin bagirsak mukozasi boyunca insiilinin paraseliiler ve
transseliiler tasinmasini tesvik etmesi istenmektedir (M. Song ve digerleri, 2018). Yapilan
bir calismada deoksikolik asit ve hyaluronik asit ile modifiye edilmis insiilin yiiklii katmanli
hidroksit nanopartikiiller gelistirilmistir. Nanopartikiillerin hiicre siki1 baglantilarinin
acilmasin indiikleyerek insiilinin paraseliiler yol ile tasindig1 ve emiliminin iyilestirildigi

bildirilmistir (Huang ve digerleri, 2021).

Insiilinin oral yoldan verilmesinde nanopartikiiler ilac tasiyici sistem tasarimi

Nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin tasariminin temel amaci partikiil biytikliigiini,
yiizey alanin ve ylizey 6zelliklerini kontrol etmektir. Bu 6zellikler kontrol edildiginde belli
bir miktarda ila¢ molekiilii tasiyan nanopartikiiller yiiklenen ilag molekiiliinii kontrollii

olarak salarak hedeflenen farmakolojik aktiviteyi saglamaktadir (Hong ve digerleri, 2020).

Partikiil biiyiikliigii

Nanopartikiiler ilag tastyici sistemin partikiil bliyiikliigiiniin 100-1000 nm arasinda olmas1
gerekmektedir. Nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigi fiziksel engelleri asma ve hedef
bolgeye ulagsma yeteneklerini etkilemektedir (Mansoor, Kondiah, Choonara ve Pillay, 2019).
Kiigtik partikiil biiytikliigline sahip nanopartikiiller, ince bagirsak ve kolonda hiicresel alimi1
ve bagirsak epiteli boyunca permeabiliteyi saglamak i¢in uygun goriilmektedir (C. Wong,
Luna, Martinez, Al-Salami ve Dass, 2019).

Partikiil buliytlikliigli ayrica nanopartikiillerin insiilin yiikleme kapasitesini, instilinin salim
performansini  ve in vivo etkinligini de etkilemektedir. Nanopartikiillerin,
mikropartikiillerden daha yiiksek hiicresel alim sagladigi bilinmektedir (Alai ve digerleri,
2015).
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Polidispersite indeksi

Polidispersite indeksi partikiil biiytikliigii dagilimini temsil etmektedir ve 0 ile 1 arasinda bir
degere sahiptir. Sifira yakin degerler homojen bir dagilimi gosterirken, 0,5’den biiyiik
polidispersite indeksleri ise heterojenligi gostermektedir (M.R. Avadi ve digerleri, 2010).
Kitosan ve tiirevleri kullanilarak insiilin yiiklii nanopartikiiller hazirlanan bir ¢alismada

kitosan ¢ozeltisi pH’sinin ve kitosan tipinin degigmesiyle polidispersite indeksinin degistigi

bildirilmistir (Mahjub, Dorkoosh, Amini, Khoshayand ve Rafiee-Tehrani, 2011).

Yiizey Ozellikleri

Nanopartikiillerin yilizey 6zellikleri, mukus ve epitel hiicrelere penetrasyon yeteneklerini
belirlemektedir. Ornegin nétr veya negatif yiizey yiikiine sahip hidrofilik nanopartikiiller
negatif yiiklii mukusa yapismazlar. Polietilen glikol ile kaplanmis nanopartikiillerin bagirsak
epitel hiicrelerine diisiik afinite gosterdigi ve bu durumun zayif epitel alimla sonuglandigi
bildirilmistir (J. Li ve digerleri., 2022). Kitosan gibi pozitif yiiklii nanopartikiiller, negatif
yiiklii epitel hiicrelere yiiksek afinite gostermektedir (Asal, Shoueir, EI-Hagrasy ve Toson,
2022).

Nanopartikiillerin taginmasini tyilestirmek i¢in nanopartikiil yiizeyi
fonksiyonlanabilmektedir. Fonksiyonlama islemi kitosan-metal (demir veya ¢inko)
arasindaki organometalik etkilesimler ile ger¢eklesebilmektedir (De Marchi ve digerleri,
2022).

2.3. Calismada Kullamlan Etken Madde ve Polimer

2.3.1. Insan insiilini (Humulin®-R Flakon)

Calismada insiilin kaynagi olarak Lily firmasina ait Humulin®-R flakon ticari preparati
kullanild: (Resim 2.1). Flakon her 1 mL’de 100 iinite (IU) insan insiilini igermektedir.
Humulin®-R, 1000 IU insan insiilinine esdeger 10 mL ¢ozelti icermektedir. 1 U ise 34,70
pg’a esdegerdir. Buna gore hesaplama yapilirsa bir flakonda 34700 pg yani 34,7 mg insan

insulini bulunmaktadir.
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10mi HI0210

Humulin’

100 IU/mL

Cozelti Iceren Flakon
Regiiler
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(rDNA kékenli)
Nétral

Subkutan kullanim
igindiir.

Intravenéz olarak da
uygulanabiir.
Steril

e,

Resim 2.1. Humulin®-R flakon ticari preparati

Humulin®-R normal glikoz seviyesinin korunmasi i¢in insiiline gereksinim duyan Diabetes
Mellitus hastalarinin tedavisinde endikedir. Preparat yardimec1 madde olarak metakrezol (25
mg), gliserol, enjeksiyonluk su, hidroklorik asit (HCI) ve/veya sodyum hidroksit (NaOH)
(pH ayarlanmasi i¢in) igermektedir. Raf 6mrii 36 ay olan Humulin®-R kullanilmadan 6nce
2-8 °C arasinda buzdolabinda saklanabilirken flakon agildiktan sonra 30°C altinda 28 giin
etkisini devam ettirebilmektedir. Ayrica Humulin®-R dondurulmamali, asir1 sicak ve direkt

giines 15181 altinda birakilmamalidir.

Insiilin, izoelektrik noktasi 5.3 ve molekiil agirligi 5.8 kDa olan hidrofilik bir proteindir
(Panigrahy ve Kumar, 2022). Insiilinin stabilitesi pH, derisim ve iyonlarm varligindan
etkilenebilmektedir. Cozeltide insiilin monomerleri, dimerleri ve hekzamerleri bir arada
bulunmaktadir. Ornegin yiiksek insiilin derisimlerinde (>5 mg/mL), insiilin, insiilin
monomerlerinin hidrofobik etkilesimi yoluyla dimer ya da hekzamer yapilar1 olusturarak pH
7,4’de stabilitesini korurken, diisiik insiilin derisimlerinde (<100 pg/mL) insiilin monomer
yapisinda bulunur. Diisiik insiilin derisimlerinde insiilin monomerleri kismi agilmaya ugrar
ve bu monomerler stabiliteyi olumsuz yonde etkileyecek fibriller olusturmaktadir. Cinko

varliginda ve pH 4-8 araliginda ise dimerler birleserek heksamerleri olusturur bdylece
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insiilin stabilitesi aritirtlir (C. Wong ve digerleri, 2016). Rekombinant DNA teknikleri veya
domuz insiilininin enzimatik modifikasyonu ile insan insiilini iiretilebilmektedir. Domuz
insiilininin ve insan insiilininin subkiitan yolla uygulanmasini takiben hipoglisemik

aktivitesinde absorpsiyon farkliliklarina dayandirilan klinik 6neme sahip olmayan hafif

farklar bulunmaktadir (Brogden ve Heel, 1987).

2.3.2. Kitosan

Kitin, ilk olarak 1811 yilinda Henri Braconnot tarafindan mantarlar {izerine arastirma
yapilirken kesfedilmistir. 1859 yilinda Prof. C. Rouget kitinin alkalizasyonundan sonra
kitinden farkli olarak asitlerde ¢oziinen bir maddeyi kesfetmis ve Hoppe Seiler
deasetillenmis kitine “’kitosan’’ adin1 vermistir (Divya ve Jisha, 2018). Kitin ve kitosanin
kimyasal yapist Sekil 2.2°de gosterilmistir (Cankaya ve S6kmen, 2016). Kitosan, kabuklu
canlilarin dis iskeletinde bulunan kitin adi verilen polisakkaritin deasetilasyonu ile elde
edilen bir aminopolisakkarittir. N-asetil-D-glukozamin ve D-glukozaminlerin [-(1-4)-
glikozidik bagiyla baglanmasiyla olusmaktadir. Polimer zincirleri arasindaki molekiiller
aras1 giiclii H baglar1 nedeniyle suda ¢éziinmeyen bu polimer pH’nin 6,5’den kiigiik oldugu
asitlestirilmis sulu ¢ozeltilerde ¢oziinmektedir (Meneguin ve digerleri, 2021) (Herdiana,
Wathoni, Shamsuddin ve Muchtaridi, 2021). Kitosaninin ¢oziniirliigii deasetilasyon
derecesine de bagli olarak degismektedir, kitosanin deasetilasyon derecesi <%40 oldugunda
kitosan pH 9’a kadar sulu ¢ozeltilerde ¢oziiniirken deasetilasyon derecesi >%80 oldugunda
pH 6,5’den kii¢iik olan asidik ¢ozeltilerde ¢oziinebilmektedir (Choi, Nam ve Nah, 2016).
Kitosanin bu dezavantaji kitosanin karboksimetilasyon ile kimyasal modifikasyonu ile
asilabilmektedir. Bu modifikasyon islemi kitosanin sulu ve alkali ortamdaki ¢oziiniirliigiiniin

yani sira aktivitesini de iyilestirmektedir (El-Dakroury, Zewail ve Amin, 2022).
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OH OH

Sekil 2.2. a) kitinin kimyasal yapis1 b) kitosanin kimyasal yapisi (Cankaya ve Sokmen, 2016)

Kitosan biyouyumlu, biyoparcalanabilir, mukoadezif, toksik ve immiinojenik olmayan ayni
zamanda antimikrobiyal 6zellikte dogal bir polimerdir (Bhattacharyya ve digerleri, 2017).
Kitosanin toksisitesi deasetilasyonu derecesine, yiizey yiikiine ve ¢oziniirligiine bagh
olarak degigmektedir (Di Santo ve digerleri, 2021). Pozitif yiikli bir yiizeye sahip olan
kitosan doku miihendisligi, yara iyilestirme, gen tedavisi, ilag tasiyici sistem yapimi ve
bircok farmasétik/ tibbi uygulamada kullamlmaktadir (Pang ve digerleri, 2022). Iyi bir
mukoadezif ajan olan kitosan, hidrofilik ilaglarin emilimini artirmak igin paraseliiler
gecirgenligi artiric1 olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Sonaje ve digerleri, 2009).
Kitosan alerjik reaksiyonlara neden olmadigindan canli dokularla biyouyumludur ve
organizmadan kolayca uzaklastirilabilmektedir (Agnihotri, Mallikarjuna ve Aminabhavi,
2004).

Kitosan nanopartikiilleri, biyouyumlu ve biyobozunur o6zellikleri, katyonik yapilar
nedeniyle ilag tasiyici sistem hazirlanarak protein ve peptitlerin, gen ilaglarinin ve antikanser
ilaglarin oral, nazal, okiiler ve intranazal gibi ¢esitli yollar ile viicuda verilmesinde olduk¢a
ilgi gormektedir (J. Wang ve digerleri, 2011). Kitosanin 6zellikleri ve bu 6zelliklerin ilag
tastyict sistemlerde sagladigi avantajlar Cizelge 2.1°de gosterilmistir (Mukhopadhyay,
Mishra, Rana ve Kundu, 2012).
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Cizelge 2.1. Kitosanin 6zellikleri ve ilag tastyici sisteminde sagladig1 avantajlar

Kitosanin ozelligi

Tlac tasiyica sisteminde sagladign avantaj

Dogal polimerdir.

Maliyetin uygun olmasini saglar.

D-glukozamin yapisina sahiptir.

Kararli ve nanoyapida formiilasyonlar
olusturulmasini imkan verir.

Yapisinda pek ¢ok reaktif grup
bulunur.

Kitosanin dezavantajlarini 6nleyen kitosan
tiirevleri olusturulmasini saglar.

Suda ve organik ¢oziiciilerde
¢cozlinmez, seyreltik asidik
cozeltilerde ¢oziiniir.

Ilag tasiyici sistemler hazirlanirken toksik
organik ¢oziiciilerin kullanilmasini gerektirmez.

Katyonik bir polimerdir.

Negatif yiiklii maddeler ile etkilesime girerek
nanopartikiillerin olusumunu saglar.

Biyoadhezif bir maddedir.

Yapisindaki pozitif yiikler ile negatif yiiklii
mukoza ile kolayca etkilesir.

Kitosan nanopartikiillerinin genel hazirlanis yontemleri ve kullanim alanlar1 Sekil 2.3’te

gosterilmistir (Divya ve Jisha, 2018).

Iyonik jelasyon
Mikroemiilsiyon

Emiilsifikasyon

Coziicii Difiizyon
Policlektrolit
kompleks

Kitozan
nanopartikiilleri

Doku miihendisligi
Kanser tedavisi

Antioksidan

. Ha'(; tas1yict
sistemler

Antimikrobiyal ajan

Su aritma

Tarm

Sekil 2.3. Kitosan nanopartikiillerinin genel hazirlanis yontemleri ve kullanim alanlar

Oral insiilin verilmesinde kitosan nanopartikiilleri

Insiilinin oral yoldan verilmesi i¢in en yaygin kullanilan dogal polimer kitosandir. Kitosanin

tripolifosfat varliginda hatta sadece insiilin ile polielektrolit kompleksi olusturarak,



29

nanopartikiillerinin hazirlanmast en sik kullanilan yontemdir. Kitosan ve polianyonlarin
etkilesimi, sulu bir ortamda nanopartikiillerin kendiliginden olusumunu saglamaktadir.
Nanopartikiillerin hazirlanis1 sirasinda organik ¢oziiciiye ve 1siya ihtiyag duyulmamasi,
sitotoksisite ve insiilin stabilitesi ile iliskili sakincalardan kag¢inilmasinmi saglamaktadir

(Fonte ve digerleri., 2015).

Kitosan iyi ¢capraz baglanma yetenegi ve sisme kontrolii sayesinde ilag tastyici sistemin ilag
molekiilinii salim hizim1 yonetebilmektedir. (Safdar ve Thanabalan, 2022). Biyolojik
stvilarda nanopartikiillerden kontrollii etkin madde salimi, etkin maddenin absorpsiyonunu,
plazma seviyelerini ve dolayisiyla terapotik etkinligini etkileyen en 6nemli 6zelliklerdendir.
Kitosan nanopartikiillerinden etkin madde salimi polimer erozyonu/bozunmasi, difiizyon ve
polimer sismesi gibi mekanizmalar ile gerceklesmektedir. Polimer erozyonu/bozunmasi
mekanizmasinda polimerin tamamen bozunmastyla veya polimerin dis yiizeyinden i¢e dogru
erozyonunuyla etkin madde salimi gerceklesir. Difiizyon ile salimda ise etkin madde
derisim farkina bagli olarak polimerik matristen ortama Fick’in difiizyon yasasina gore
salinmaktadir. Nanopartikiillerin sismesi ile etkin madde saliminda ise polimer zincirleri
acilana kadar polimere su girer ve polimer zincirlerinin ¢6ziinmesiyle etkin maddenin

polimer matristen salinimi gergeklesir (Jhaveri, Raichura, Khan, Momin ve Omri, 2021).

Kitosan, insiilinin oral yoldan verilebilmesi i¢in en yaygin kullanilan polimerlerden biri
olmasina ragmen kitosanin diisiik pH’lardaki yiiksek ¢6ziiniirliigii midede parcalanmasina
ve protein peptitlerin bagirsaga kadar tasinmasina engel olabilmektedir. Bu sorunun 6niine
gecmek i¢in sadece protein peptit yapili molekiillerinin gastrointestinal sistemde
parcalanmasin1 Onlemek ile kalmayan ayn1 zamanda siirekli salim saglayabilen kitosan
tirevleri gelistirilmistir. Kitosanin modifikasyona imkan saglayan serbest amino ve
hidroksil gruplarina sahip olmasi ¢esitli kitosan tiirevlerinin sentezini miimkiin kilmigtir
(Chaudhury ve Das, 2011). Kitosan tiirevleri arasinda N-alkil veya kuaterner kitosan
tiirevleri (N-trimetil kitosan, N-(2-hidroksil) propil-3-trimetil amonyum kitosan kloriir),
tiyolathi kitosan tiirevleri, hidrofobik kitosanlar ve mono-N-karboksimetil kitosan yer
almaktadir (Ahmed ve Aljaeid, 2016).

Yapilan bir ¢aligmada iyonik capraz baglanma yolu ile pH duyarli bir polimer olan
hidroksipropil metilseliiloz ftalat ile kitosan nanopartikiilleri insiilinin oral yoldan verilmesi

icin hazirlanmis ve yapilan in vitro ¢alismalar nanopartikiillerin asidik ve pepsin iceren
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ortamda nanopartikiillerin stabil kaldigin1 gostermistir (Makhlof, Tozuka ve Takeuchi,
2011). Yapilan baska bir calismada ise kitosan nanopartikiillerinin Caco-2 hiicre tek
tabakalarindaki siki baglantilar1 gecici ve geri doniisiimlii olarak agabildigini ve Caco-2

hiicre tek tabakalarin paraseliiler gecirgenligini artirdigi bildirilmistir (Lin ve digerleri,

2007).

Kitosan nanopartikiillerin hazirlanmasinda iyonik jelasyon yontemi

Kitosan seyreltik asetik asitte ¢oziiniirken, tripolifosfat gibi bir anyonik c¢apraz baglayici
distile suda ¢oziilerek hazirlanir ve daha sonra oda sicakliginda mekanik karistirma altinda
katyonik kitosan ¢ozeltisine anyonik ¢apraz baglayici ¢ozeltisi damla damla eklenir ve
bdylece iyonik jellesme gerceklesmektedir. Negatif yiikli bir polianyon ve pozitif yiikli
kitosanin amin grubunun elektrostatik kuvvetler sayesinde komplekslestirilmesi sonucunda
nanopartikiiller olusturulmaktadir. Bu teknigin kolay olmasi, organik coziicliye ihtiyag
duyulmamas1 ve oda sicakligi kosullarinda hazirlanmasi en biiylik avantajlarini
olusturmaktadir. Fakat hazirlanan nanopartikiillerde goriilen en biiyiikk problem
polidispersite indekslerinin nispeten yiiksek olmasidir (Seyam ve digerleri, 2020). Iyonik
jelasyon yontemi ile kitosan nanopartikiilleri hazirlanirken yiiksek molekiil agirlikli kitosan
kullanilmast hem nanopartikiillerin partikiil biiytikliigiinii hem de polidispersite indeksini
artirmaktadir, bu durum kitosanin viskositesinin artmasi ile iligkilendirilmektedir (Yien, Zin,
Sarwar ve Katas, 2012). Ayrica diisiik molekiil agirlikl kitosanin, yiiksek molekiil agirlikli
kitosana gore ¢Oziiniirliigiiniin ve biyoaktivitesinin daha iyi olmasi, daha az toksisite
gostermesi nedeniyle diisiik molekiil agirlikli kitosan nanopartikiilleri ilag tasiyici

sistemlerde biiylik potansiyel olusturmaktadir (Fan, Yan, Xu ve Ni, 2012).

Iyonik jelasyon yontemi genellikle dogal polimerler ile hazirlanan nanopartikiiller igin
kullanilsa da sentetik polimer ile hazirlanan nanopartikiillerin ve ligand ile modifiye edilmis
nanopartikiillerin hazirlanmasinda da kullanimina dair ¢aligmalar mevcuttur (C. Wong, Al-

Salami ve Dass, 2021).

Kitosan nanopartikiillerini olusturmak icin iyonik jelasyon yonteminde siklikla kullanilan
tripolifosfat, diisiik toksisiteye ve diisiik maliyete sahip bir polianyondur. Tripolifosfat uzun
polimer molekiillerinin amino gruplar ile etkilesime girer ve kitosan o6zelliklerine ve

derisimine bagl olarak nanopartikiillerin veya homojen olmayan sistemlerin olusumuna yol
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acan iyonik capraz bagli iic boyutlu bir ag olusturur. Kitosan ¢ozeltisine tripolifosfat
cozeltisi eklendikten sonra nanopartikiiller, tripolifosfatin fosfat gruplari ile kitosanin amino
gruplar1 arasinda molekiil i¢i ve molekiiller aras1 ¢apraz baglar ile kendiliginden olusturulur,
nanopartikiillerin olusumu Sekil 2.4°te gosterilmistir. Nanopartikiillerin 6zellikleri kitosanin
deasetilasyonu derecesine, molekiil agirligina ve yiizey yiikiine bagli olarak degismektedir.
Tripolifosfatin capraz baglanma kuvveti ise kitosan amin gruplarin sayisina, pH’ya ve
iyonik siddete baglidir. Bu nedenle kitosan/tripolifosfat orani, kitosan derisimi ve pH gibi
etkenlerin degismesi ile nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigi, partikiil biiyiikligii dagilimi

ve zeta potansiyelleri kontrol edilebilmektedir (Di Santo ve digerleri, 2021).

*/  NANOPARTIKUL

" N-asetil glukozamin ve D-glukozaminin
P(1-4) glikosidik baglarla baglanmass

RZ2 2 Molekiil i¢i gapraz baglar
Molekiiller arast ¢apraz baglar

Sekil 2.4. Kitosan ve tripolifosfat arasindaki molekiil i¢i ve molekiiller aras1 ¢apraz baglar
ile nanopartikiillerin olusumu (Di Santo ve digerleri, 2021)
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2.3.3. Sodyum tripolifosfat

Tripolifosfatin nanopartikiillerin hazirlanmasinda ¢ok biiyiikk rolii oldugu yukarida

anlatilmistir. Sodyum tripolifosfatin yapisi ise Sekil 2.5’te gosterilmistir.

0 O
I |C|) 1

P P.. P,
faly™} 0 SO O

Sekil 2.5. Sodyum tripolifosfatin yapis1 (Morocco, 2013)

Nanopartikiillerin olusumasinda kullanilan polianyonlar arasinda tripolifosfat toksik
olmamast ve hizla jellesebilme 0Ozelligi sayesinde nanopartikiiler sistemlerde en sik
kullanilan polianyondur (Gan, Wang, Cochrane ve McCarron, 2005). FDA tarafindan
giivenilirligi  onaylanan tripolifosfat elektrostatik etkilesimler ile biyouyumlu
nanopartikiillerin olusumunu saglayabilmekte ve ilag¢ tasiyici sistemlerde verimli bir sekilde

kullanilabilmektedir (Wu, Wang, Yang, Liu ve Lu, 2017)

2.3.4. Siilfobiitil-eter-p-siklodekstrin (Siklodekstrinler)

Siklodekstrinler ilk kez 1891 yilinda Villiers tarafindan tanimlanmstir. Villiers, 1903-1911
yillar1 arasinda hem o hem de B siklodekstrinleri tanimlayarak siklodekstrin kimyasinin
temellerini atmistir (Loftsson ve Duchéne, 2007). Siklodekstrinler, a-1,4-baglar1 ile bagh
alt1 veya daha fazla glukopiranoz biriminden olusan siklik oligosakkaritlerdir (Ogoshi ve
Harada, 2008). En yaygin olarak kullanilan siklodekstrinler sirasiyla 6, 7 ve 8 D-
glukopiranoz biriminden olusan a, B ve y siklodekstrinlerdir. Siklodekstrinler hidrofilik bir
dis yiizeye ve lipofilik merkezi bir bosluga sahip olan halkali molekiillerdir (Jansook, Ogawa
ve Loftsson, 2018). Kimyasal olarak modifiye edilmis siklodekstrinlerden siilfobiitil-eter-f3-
siklodekstrin suda yiiksek ¢Oziiniirliigli ve minimum toksisitesi nedeniyle genis capta
arastirtlmaktadir (Nagase ve digerleri, 2001). B-siklodekstrinlerin genel yapis1 Sekil 2.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 2.6. B-siklodekstrinlerin genel yapist (Szente ve Fenyvesi, 2017)

Siklodekstrinler ilag molekiillerini fizyolojik ortamdaki c¢esitli etkilesimlere karsi
koruyabilmekte, ilag molekiillerinin permeabilitesini artirmak i¢in biyolojik membranlarla
etkilesime girebilmekte, ila¢ salimin1 iyilestirmekte ve genel olarak giivenilir goriilmektedir
(Adeoye ve Cabral-Marques, 2017). Farkli molekiiler yap1 ve fizikokimyasal 6zellikleri
sayesinde siklodekstrinler, nanopartikiillerin ve mikropartikiillerin hazirlanmasinda

kompleksasyon ajani olarak da son zamanlarda oldukga ilgi ¢ekmektedir (Jacob ve Nair,
2018).

Insiilin ~ siklodekstrinler ile formiile edildiginde veya inkliizyon kompleksleri
hazirlandiginda, siklodekstrinler insiilini agregasyona ve termal denatiirasyona karsi
stabilize etmekte ve membran akiskanligini bozarak insiilinin bagirsak epitelleri boyunca

emilimini artirabilmektedir (Abdel-Moneim ve Ramadan, 2022).
2.3.5. Kollicoat® MAE 100 P

Kollicoat® MAE 100 P, 1:1 oraninda metakrilik asit ve etil akrilat icermekedir. Kopolimeri
notralize etmek i¢in sodyum hidroksit ile muamele edilmistir. Bir polimetakrilat iiriinii olan
Kollicoat® MAE 100 P, ila¢ molekiillerini midenin asidik ortamindan korudugu ve pH
5,5’in lizerinde ¢dziiniirliige sahip oldugu i¢in enterik kaplama ajani olarak kullanilmaktadir
(Nguyen, Tran ve Tran, 2019). Suda ve pH 1 ile 5 arasinda ¢6ziinmeyen Kollicoat® MAE
100 P pH 5,5’in iizerinde sismeye ve ¢oziinmeye baslar (Amado ve digerleri, 2017).



34



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

o Asetik asit

e Dipotasyum hidrojen fosfat
e Disodyum hidrojen fosfat
e Etanol

e Hidroklorik asit

e Insiilin (Humulin®)

e Kitosan (Diisiik molekiil agirlikli, LMW)

e Kollicoat® MAE 100 P
e Mannitol
e MTT

Sigma, Almanya
Merck, Almanya
Merck, Almanya
Sigma, Almanya
Sigma, Almanya
Lilly, ABD

Sigma, Almanya
BASF, Almanya
Merck, Almanya

Sigma, Almanya

(3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolyum bromit)

e Potasyum dihidrojen fosfat

e Sodyum tripolifosfat (penta basic %90-95)

o Siilfobutil-eter-p-Siklodekstrin
e Sodyum hidroksit
e Sodyum kloriir

3.1.2. Kullanmilan arac ve gerecler

e Bidistile su Unitesi

e Diferansiyel taramali kalorimetri cihazi

e Diyaliz membran (MWCO:12.000 Da)

e 96 gozlii plakalar

e -80°C derin dondurucu
e Enjektor

e Eppendorf tiip

e Flasklar (25 cm?ve 75 cm?)

Merck, Almanya

Sigma, Almanya

Cylolab, Macaristan

Sigma, Cek Cumbhuriyeti

Merck, Almanya

Mes mp Minipure®, Tiirkiye
DSC 60, Shimadzu, Japonya

Serva, Almanya

35

Thermo Scientific, Danimarka

Thermo Scientific, ABD

Ayset, Tiirkiye

Isolab, Almanya

SPL Life Sciences, Kore
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e Fourier transform kizildtesi spektrofotometri
cihazi-(FT-IR)

e Hassas terazi

e Hiicre kiiltiirii sarf malzemeleri

e Insiilin enjektorii

e Kilips

e Laminar hava akim kabini

e Manyetik karistirict

e Otomatik pipetler
(10-100 pl, 100-1000 pl, 1000-5000 pl)

e Partikiil bliylikliigii ve zeta potansiyel 6l¢iim
cihazi

e pH-metre

e Santrifiij cihazi

e Santrifiij tiipleri (15 ve 50 mL’lik)

e Stabilite test kabinleri (4°C ve 25°C)

e Steril pipetler

e Su banyosu

e Ultrasonik banyo

e UV-Vis spektrofotometrik analiz cihazi

e Vorteks

3.1.3. Kullamlan yazilimlar

e Istatistiksel analiz yazilim1 Graphpad® Prism 8

e Istatistiksel analiz yazilimi1 DDSolver®

3.2. Yontem

Spectrum 400, Perkin Elmer,
ABD

Ohaus®, Cin

Granier GmbH, Almanya
Beybi, Cin

Bevara, Hindistan

Clean Air, Almanya

Thermo Scientific, Almanya

Eppendorf, Almanya

Malvern Zetasizer Nano,
Ingiltere

(Sartorious, Almanya
Allegra X-30R, Almanya
Isolab, Almanya

TK252, Sanyo, Hindistan;
Niive; Tiirkiye

Costar, AB

Niive, Tiirkiye

Brainsonic 221, Almanya
Shimadzu UV 1700, Japonya
Niive-NM 110, Tiirkiye

Bu boliimde insiilinin karakterizasyon c¢alismalari, miktar tayini yontem validasyonu,
tripolifosfat (TPP) ve siilfobiitil eter-p-siklodekstrin (SBE-B-SD) ile kitosanin iyonik
jelasyon yontemi sayesinde insiilin yiiklii formiilasyon gelistirilmesne dair c¢aligmalar,

insiilin yiiklii nanopartikiillerin enterik kaplanmasina dair c¢aligmalar, insiilin yiiklii
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nanopartikiillerin karakterizasyonuna dair ¢alismalar, in vitro salim ¢alismalari, sitotoksisite
caligmalari, in vitro stabilite ¢calismalar1 ve alt1 aylik stabilite caligmalar1 ayrintili bir sekilde

sunulacak ve bu ¢alismalara ait bulgular verilecektir.

3.2.1. In vitro cahsmalarda kullanilan cozeltiler

pH 7.4 fosfat tamponu (Avrupa Farmakopesi Ek 6.4)

KH2PO4 0649
NaHPO4 6,4 ¢
NaCl 5859
Distile su ym 1L

pH 6,8 fosfat tamponu (Avrupa Farmakopesi Ek 6.4)

KH2PO4 1049
K2HPO4 209
NaCl 8,50
Distile su ym 1L

pH 1,2 HCI ¢ozeltisi

0.1 N HCI ¢ozeltisinin pH’s1 1,2’ye ayarlanarak hazirlandu.

Etkin maddenin ve diger maddelerin karakterizasyon calismalari

Tez c¢alismamizda kullanilan etkin madde, yardimci maddeler ve hazirlanan
formiilasyonlarin FTIR (Fourier doniisiimlii spektrometre) ve DSC (Diferansiyel taramali

kalorimetre) analizleri yapildi.

3.2.2. Fourier doniisiimlii kizil6tesi spektrometresi (FT-IR) analizi

Fourier doniisiimlii kizilotesi spektrometresi (FT-IR) maddelerin yapisinda bulunan

fonksiyonel gruplarin temel titresimlerine karsilik gelen karakteristik kizilotesi absorpsiyon
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bantlariyla  iligkilendirilmesine dayali olarak maddelerin  kimyasal yapisinin

aydinlatilmasinda kullanilmaktadir (Berthomieu ve Hienerwadel, 2009).

Insiilin ve yardimc1 maddelerin yapisindaki fonksiyonel gruplari belirlemek ve formiilasyon
olusumlarin1 aydinlatabilmek amaciyla Fourier dontisiimlii kizil6tesi spektrometresi (FT-IR)

kullanild1. Calismada analizler 650-400 cm™ dalga boyu araliginda yapildi.
3.2.3. Diferansiyel taramal kalorimetre (DSC) analizi

Calismada insiilinin, yardimci maddelerin ve liyofilize formiilasyonlarin Diferansiyel
taramal1 kalorimetre (DSC) termogramlar1 alindi. Bunun i¢in analizi yapilacak her madde 2
mg olarak tartildi ve aliiminyum o6rnek kaplarma konuldu. Ornek kaplarinin iizerine
aliminyum kapaklar konuldu ve kap-kapak sistemi icerisinde toz sikistirildi. Daha sonra
kap-kapak sistemi DSC cihazinin numune bdlgesine yerlestirildi ve azot gazi altinda
10°C/dk 1sitma hizinda 350 °C’ye kadar 1sitilip 24 °C’ye kadar sogumasi bekletilerek
termogramlar alindi. Alman pikler incelenerek maddeler arasinda etkilesim olmadigi,

karakteristik pikleri degerlendirilerek kontrol edildi.
3.2.4. Insiilinin miktar tayini yonteminin gelistirilmesi ve validasyonu

Yontem validasyonu, analiz yonteminin beklenen sonuclar1 gosterip gostermedigini ve
kabul edilebilir bir 6l¢giim i¢in uygun olup olmadigim1 kontrol etmeyi amaglayan cesitli
degerlendirmeleri iceren bir ¢aligmalar biitiintidiir. (Chikanbanjar, Semwal ve Jyakhwa,
2020). Yontemin valide edilmesi, o yontem ile elde edilen sonuglarin dogrulugunu,

Ozgiinliigiinii, kesinligini ve giivenirliligi gostermektedir.

Calismamizda insiilinin miktar tayini icin UV-Vis spektrofotometresi kullanildi. Dalga boyu
taramasi ve diger tim validasyon calismalar1 i¢in 1 cm 151k yoluna sahip kuvars kiivet

kullanildi.

Yontem validasyonunda ICH Q2(R1) kilavuzu esas alinanarak; dogrusallik, kesinlik (deney
ici-deneyler arasi), dogruluk ve geri elde, 6zgiinliik ve segicilik, saptama ve tayin sinir1 ve

stabilite parametreleri incelendi ve yorumlandi.
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Validasyon calismalarina baslamadan Once insiilinin distile su igerisinde 100 pg/mL
derisimindeki ¢ozeltisi hazirlandi ve UV-Vis spektrofotometrede 200-800 nm dalga boyu
aralifinda dalga boyu taramasi yapilarak insiilinin en fazla absorbans verdigi dalga boyu

(max) kaydedildi.

Validasyon ¢alismalar1 pH 1,2 ¢ozeltisi ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponu igin ayr1 ayr1 yapildi
ve parametreler incelendi. Her pH icin ¢alismalara baslamadan 6nce o pH’daki dalga boyu
taramasi insiilinin o pH’daki 100 pg/mL’lik ¢ozeltisinin kore kars1 dalga boyu taramasi
yapilarak Amax degeri bulundu. Validasyon ¢aligmalar1 kapsaminda asagidaki parametreler

incelendi.

Calismamizda insiilin kaynagi olarak Humulin-R ¢6zeltisi kullanilda.

Dogrusallik (Linearity)

Dogrusallik, hazirlanan bir seri 6rnegin derisimi ile bu Orneklerin verdigi yanitin
(absorbansin) arasindaki dogru orantiyr gostermektedir. Derisim ve absorbanslar
kalibrasyon grafigine gecirildiginde elde edilen kalibrasyon dogrusu ve kalibrasyon

dogrusuna ait korelasyon katsayis1 (R%) dogrusallik hakkinda bilgi vermektedir.

Dogrusallik i¢in, insiilinin pH 1,2 ¢6zeltisinde ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponunda ayr1 ayri
200 pg/mL’lik stok ¢ozeltileri hazirlandi ve bu stok ¢ozeltilerinden hareketle 100, 90, 80,
70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 ve 5 pg/mL’lik standart ¢ozeltiler hazirlandi. Daha sonra bu
standart cozeltilerin absorbans degerleri UV-Vis spektrofotometrede 272 nm’de kor
cozeltilere kars1 olgiildii ve degerler ile derisim-absorbans kalibrasyon grafikleri en kiigiik

kareler yontemi ile olusturuldu. Dogrunun denklemi ve R? degeri hesapland.

Kesinlik (Precision)

Deney sonuglarinin tekrarlanabilirliginin bir kanit1 olan bu parametre, ayni kosullar altinda
calisildiginda aymi derisimdeki ¢ozeltilerin absorbans sonuclarinin birbirine yakinlhigini

gostermektedir.
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Deney ici kesinlik (Intraday precision) (Repeatability)

Belirli bir derisimdeki etken madde ¢ozeltisinin absorbansinin ayni giin igerisinde art arda
Olciilerek miktar tayininin hesaplanmasiyla miktar tayini yonteminin tekrarlanabilirligi ile

ilgili bilgi veren bir parametredir.

Calismada insiilinin pH 1,2 ¢ozeltisinde ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponunda 20 pg/mL
derisimindeki ¢oOzeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerin - absorbanslart  UV-Vis
spektrofotometrede art arda 10 kez dlgiilerek kaydedildi. Daha sonra bu absorbanslardan
yola ¢ikarak hesaplanan derisimlerin ortalama (Xort), standart sapma (SS) ve yiizde bagil
sapma degerleri (%BS) hesaplanarak tekrarlanabilirlik degerlendirildi.

Deneyler arasi kesinlik (Interday precision)

Belirli bir derisimde etken madde iceren ¢ozeltinin farkli giinlerde yapilan miktar tayini
analizlerinden elde edilen sonuglarin tekrarlanabilir olup olmadigin1 gdsteren bir

parametredir.

Calismada insiilinin pH 1,2 ¢ozeltisinde ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponunda hazirlanan 10,
30 ve 60 pg/mL derisimindeki ¢ozeltilerinin  absorbans degerleri UV-Vis
spektrofotometrede art arda 3 giin boyunca her defasinda 3 kez olgiilerek kaydedildi ve bu
absorbans degerlerinden yola ¢ikilarak hesaplanan derisimlerin Xort, SS ve %BS degerleri

hesaplandi. Boylece yontemin tekrarlabilir olup olmadigi hakkinda bilgi elde edildi.

Dogruluk (Accuracy) ve Geri elde (Recovery)

Dogruluk olctim sonuglarmin gercek degerlere yakin olup olmadigin1 gdsteren bir
parametredir. Dogrulugu sayisal olarak gosterebilmek i¢in ise % geri elde verileri kullanilir.
Elde edilen verilerin %95-105 geri eldeye sahip olmasi istenir boylelikle yontem

dogrulugunu kanitlamig olacaktir.

Calismada insiilinin pH 1,2 ¢6zeltisi ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponundaki 70, 80 ve 90
pg/mL derisimindeki ¢o6zeltileri hazirlandi ve UV-Vis spektrofotometrede absorbans

degerleri 6l¢iildii. Absorbans degerlerinden haraketle hesaplanan derisimin bilinen derisime
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oranlanmasi ile de % geri elde degeri hesaplandi. Daha sonra bu geri elde degerlerinin Xor,

SS ve %BS degerleri de hesaplanarak yontemin dogrulugu hakkinda bilgi sahibi olundu.

Ozgiinliik ve secicilik (Spesificity, Selectivity)

Kullanilan analiz yonteminin sadece analizi yapilacak maddeyi saptayip saptamadigini
gosteren bir parametredir. Bu amag dogrultusunda galigilan dalga boyunda diger maddelerin

absorbans verip vermedigine bakilir.

Calismada Kitosan, TPP, SBE-B-SD, Kollicoat® MAE 100 P, mannitol, kitosan-TPP-
Kollicoat® MAE 100 P karisimi ve kitosan-SBE-B-SD-Kollicoat® MAE 100 P karisiminin
pH 1,2 ¢ozeltisi ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponunda dalga boyu taramalar1 yapildi ve bu
maddeler ve karigimlarin insiilinin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda pik verip

vermedigi arastirildi.

Saptama ve tayin stnir1 (Limit of Detection and Limit of Quantification)

Saptama sinir1 (LOD-Limit of Detection), bir numunedeki saptanabilen ancak 6l¢iilemeyen

en diisiik madde miktarin1 gosterir ve agsagidaki denklem ile hesaplanir.

Saptama sinir1 (LOD) = (3,3%0)/S

Tayin smirt (LOQ-Limit of Quantification), bir numunedeki kesin ve dogru olarak 6l¢iilen

en kii¢iik madde miktarin1 gésterir ve asagidaki denklem ile hesaplanir.

Tayin sinir1 (LOQ) = (10x6)/S

o: kalibrasyon araliginda yer alan en kii¢iik derisimin standart sapmasi

S: Kalibrasyon dogrusunun egimi

Stabilite (Stability)

Numunelerin analize edilinceye kadar, belli saklama kosullarinda, madde miktarinin degisip

degismedigini gdsteren bir parametredir.
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Calismada insiilinin pH 1,2 ¢ozeltisi ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponunda hazirlanan 5, 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ng/mL derisimindeki ¢ozeltileri hazirlandi ve hem oda
sicakliginda hem de 4°C buzdolabinda 24 saat boyunca bekletildi. Cozeltilerin absorbans
degerleri 0. ve 24. Saatlerde dlgiilerek stabiliteleri degerlendirildi.

3.3. Cahsmalarda Kullanilan Insiilin Formiilasyonlari

Diyabet tedavisinde kullanilan insiilinin subkiitan uygulanmasindan dolay1 bir¢ok yan etki
gozlenmekte ve bu uygulama ile hasta uyuncu oldukca diisiik olmaktadir. Caligsmada
instiilinin oral yoldan verilmesine odaklanildi ve hasta uyuncunun bu sayede de hasta yasam
kalitesinin arttirilmas1 hedeflenerek formiilasyonlar tasarlandi. Insiilin oral yoldan
verildiginde bircok engelle karsilasip, engelleri asamadigindan dolayr diisiik terapotik
etkinlik ile karsilasilmakta, calismada insiilinin bu engelleri asabilmesini saglamak ve
terapotik etkinligini artirmak i¢in nanopartikiiler sistem ve enterik kaplama stratejileri
denendi. Calismada esas olarak dort farkli insiilin yiiklii nanopartikiil formiilasyonu

gelistirilerek optimize edildi.

1. insiilin yiikli kitosan:tripolifosfat (CS:TPP) nanopartikiilleri iyonik jelasyon
yontemi ile hazirlandi (CS:TPP NP) (Calvo, Remuiian-Lopez, Vila-Jato ve Alonso,
1997).

2. Insiilin  yiikli  kitosan:siilfobutil  eter-B-siklodekstrin ~ (CS:SBE-B-SD)
nanopartikiilleri CS:TPP nanopartikiilleri gibi iyonik jelasyon yontemi ile hazirland:
(CS:SBE-B-SD NP) (Calvo ve digerleri, 1997).

3. Insiilin yiiklii CS:TPP nanopartikiilleri Kollicoat® MAE 100 P ile enterik kaplanarak
enterik kapli CS:TPP (K-CS:TPP) nanopartikiilleri hazirlandi (K-CS:TPP NP) (Xu
ve digerleri, 2018).

4. Insiilin yiiklii CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri Kollicoat® MAE 100 P ile enterik
kaplanarak enterik kapli CS:SBE-B-SD (K-CS:SBE-B-SD) nanopartikiilleri
hazirland1 (K-CS:SBE-B-SD NP) (Xu ve digerleri, 2018).
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3.3.1. Formiilasyon ¢calismalarinda optimize edilen parametreler
e Kitosan ¢ozeltisinin pH’s1
e CS:TPP oran

e CS:SBE-B-SD orani
e (CS:Kollicoat® MAE 100 P oram

Kitosan ¢ozeltisinin hazirlanisi

100 mL’lik meziire bir miktar distile su konuldu, iizerine ¢eker ocakta 500 pL glasiyal asetik
asit ilave edildikten sonra meziir distile su ile 100 mL’ye tamamlanarak %0,5’lik asetik asit
¢ozeltisi hazirlandi. Daha sonra 250 mg Kitosan tartildi ve %0,5’lik asetik asit ¢ozeltisi ile
bir kapakli kavanoza alindi. Kitosan ve asetik asit ¢ozeltisi oda sicakliginda 5 saat manyetik
karistiricida karistirildi. Daha sonra Kitosan ¢ozeltisinin pH’s1 0,1 N HCI ¢ozeltisi ile 3’e
ayarland1 ve yarim saat daha karistirildi. Boylece deneylerde kullanilmak tizere pH’s1 3’¢
ayarlanan %0,25’1lik Kitosan ¢ozeltisi hazir hale geldi. Kitosan ¢6zeltisinin hazirlanig1 Sekil
3.1°de gosterildi.

Distile su ile
20,51k asetik

9%0,5’lik asetik Asetik asit ¢ozeltisi ve

asit ¢ozeltisine kitosan 5 saat boyunca

asit ¢ozeltisi 250 mg kitosan manyetik karigtiricida

hazirland. eklendi. karistirildi.

Hazirlanan kitosan ¢ozeltisinin pH’s1
0,1 N HCI ¢ozeltisi ile pH 3’e

ayarlandi.

Formiilasyon gelistirme ¢aligmalarinda

farkli pH degerlerinde kitosan

¢ozeltileri de hazirlandi.

Sekil 3.1. Kitosan ¢ozeltisinin hazirlanisi
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Sodyum tripolifosfat (TPP) ¢cozeltisinin hazirlanisi

15 mg/mL’lik TPP ¢ozeltisi hazirlamak amactyla 150 mg TPP bir miktar distile suda ¢oziildii

ve meziirde distile su ile 10 mL’ye tamamlandi.

Sulfobiitil eter-p-Siklodekstrin (SBE-B-SD) Cozeltisinin Hazirlanisi

15 mg/mL’lik SBE-B-SD ¢ozeltisi hazirlamak amaciyla 150 mg SBE-B-SD bir miktar distile

suda ¢oziildii ve meziirde distile su ile 10 mL’ye tamamlandi.

3.4. Formiilasyonlarin hazirlanmasi

3.4.1. Kitosan:sodyum tripolifosfat (CS:TPP) nanopartikiillerinin hazirlanisi

CS:TPP nanopartikiillerinin hazirlanmasi i¢in kitosan pH’s1 3, 4,6, 5,2 ve 6 olarak ve
CS:TPP oram1 2:1, 1:1 ve 0,5:1 olmak {iizere formiilasyonlar hazirlandi ve deneyler

sonucunda kitosan pH’sinin 3 ve CS:TPP oraninin 2:1 olmasina karar verildi.

CS:TPP nanopartikiillerini hazirlamak igin Kitosan ¢ozeltisinin pH’s1 3’e¢ 0.1 N HCI ¢ozeltisi
ile ayarlandi. 6 mL %0,25’lik yani 15 mg Kitosan igeren kitosan ¢ozeltisi bir behere alinip
900 rpm hizindaki manyetik karistirictya konuldu. Manyetik karistirict {izerindeki Kitosan
cozeltisine CS:TPP oram1 2:1 olacak sekilde 0,5 mL TPP c¢ozeltisi (7,5 mg TPP
icermektedir.) damla damla ilave edildi. 30 dakika manyetik karistiricida karistirilds,
ardindan {izerine 2 mg insiiline esdeger miktarda insiilin i¢ceren ¢ozeltisi eklenerek 10 dakika
daha karigtirildi. Daha sonra 15000 rpm hizda 30 dakika santrifiij edilerek nanopartikiiller
¢oktiiriildii ve stipernatant ayrildi. Siipernatanttan UV spektrofotometre ile instilin miktar
tayin edildi, indirekt yontem ile % enkapsiilasyon etkinligi esitlige gore hesaplandi. Es.
3.1’de Tinsulin, baslangicta eklenen toplam insiilin miktarini (mg), Sinsulin ise santrifiij sonrasi

supernatantta tayin edilen insiilin miktarini ifade etmektedir.

T — S
% Enkapsiilasyon Etkinligi = Insulin_“Insulin 100 (3.1)

Tinsulin
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6 mL %0,25°1ik kitosan

¢ozeltisi (pH:3) 900 rpm Behere 2 mg insiiline

30 dk karistirma
hizda karistirilirken {izerinde >

0,5 mL TPP ¢ozeltisi damla

esdeger Humulin®-R

cozeltisi eklendi.

damla ilave edildi.

10 dk
Insiilin yiikli karistirma

nanopartikiiller 15000

rpm hizda 30 dk santrifiij

ile ¢oktiirtldii.

Sekil 3.2. CS:TPP nanopartikiillerinin hazirlanisi

3.4.2. Kitosan:sulfobiitil eter-B-Siklodekstrin (CS:SBE-B-SD) nanopartikiillerinin

hazirlanisi

CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin hazirlanmasi i¢in kitosan pH’s1 3, 4,6, 5,2 ve 6 olarak ve
CS:SBE-B-SD orani 2:1, 1:1 ve 0,5:1 olmak iizere formiilasyonlar hazirlandi ve deneyler

sonucunda kitosan pH’sinin 3 ve CS:SBE-B-SD oraninin 1:1 olmasina karar verildi.

CS:SBE-B-SD nanopartikiillerini hazirlamak igin kitosan ¢ozeltisinin pH’s1 0.1 N HCI
¢ozeltisi ile 3’e ayarlandi. 6 mL %0,25°lik yani 15 mg kitosan iceren kitosan ¢ozeltisi bir
behere alinip 900 rpm hizindaki manyetik karistiricitya konuldu. Manyetik karigtirict
tizerindeki Kitosan ¢ozeltisine CS: SBE-B-SD orani 1:1 olacak sekilde 1 mL SBE-B-SD
¢ozeltisi (15 mg SBE-B-SD igermektedir.) damla damla ilave edildi. 30 dakika manyetik
karistiricida karistirildi, ardindan iizerine 2 mg insiiline esdeger Humulin®-R ¢ozeltisi
eklenerek 10 dakika daha karistirildi. Daha sonra 15000 rpm hizda 30 dakika santrifiij
edilereck nanopartikiiller ¢oktiiriildii ve siipernatant ayrildi. Siipernatanttan UV
spektorfotometre ile insiilin miktar1 tayin edildi, enkapstilasyon etkinligi indirekt yontem ile

esitlige gore hesaplandi.
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6 mL %0,25°1ik kitosan

cozeltisi (pH:3) 900 rpm Behere 2 mg’a esdeger

30 dk karistirma
hizda karistirilirken {izerinde

1 mL SBE-B-SD c¢ozeltisi
damla damla ilave edildi.

S miktarda insiilin igeren

¢oOzelti eklendi.

10 dk
Insiilin yiiklii karistirma

nanopartikiiller 15000

rpm hizda 30 dk santrifiij

ile ¢oktiirtldi.

Sekil 3.3. CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin hazirlanis

3.5. Kollicoat® MAE 100 P kaph nanopartikiillerin hazirlanisi

Nanopartikiillerin enterik kaplanmasi i¢in,

e Kollicoat® MAE 100 P’nin hem etanolde hem de pH 6,8 fosfat tamponunda 1, 3 ve 5
mg/mL derisimindeki ¢ozeltileri hazirlandi ve bu c¢ozeltilerden 1 mL nanopartikiil
dispersiyonunun tizerine damla damla ilave edildi.

e Formiilasyona eklenecek CS:Kollicoat® MAE 100 P oran1 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 ve 1:3 olacak
sekilde Kollicoat® MAE 100 P’nin hem etanolde hem de pH 6,8 fosfat tamponundaki 4
mL’lik ¢ozeltileri hazirland1 ve bu ¢ozeltiler lizerine nanopartikiil dispersiyonu damla

damla ilave edildi.

Kollicoat® MAE 100 P kaplamada kullanilan ¢ozeltilerin ve nanopartikiillerin hazirlanisi
Sekil 3.4°te gosterildi.



Kollicoat® MAE
100 P ¢ozeltisi
nanopartikiil
dispersiyonu

uzerine ilave edildi.

Enterik kaplama
yapilabilmesi i¢in
iki yontem

belirlendi.

Kollicoat® MAE
100 P ¢ozeltisi
uzerine

nanopartikiil

dispersiyonu ilave
edildi.
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Kollicoat® MAE 100 P’nin etanolde
1, 3 ve 5 mg/mL derisimlerde

¢oOzeltileri hazirlandi.

Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8
tamponundaki 1, 3 ve 5 mg/mL

derisimlerde ¢ozeltileri hazirlandi.

Formiilasyonda CS:Kollicoat®
MAE 100 P oran1 3:1, 2:1, 1:1, 1:2
ve 1:3 olacak sekilde Kollicoat®
MAE 100 P’nin etanolde ¢ozeltisi

hazirlandi.

Formiilasyonda CS:Kollicoat®
MAE 100 P oran1 3:1, 2:1, 1:1, 1:2
ve 1:3 olacak sekilde Kollicoat®
MAE 100 P’nin pH 6,8 tamponunda

¢Ozeltisi hazirlandi.

Sekil 3.4. Kollicoat® MAE 100 P kapli nanopartikiillerin hazirlanist

3.5.1. Enterik kaph kitosan:tripolifosfat (K-CS:TPP) nanopartikiillerinin hazirlamsi

CS:TPP nanopartikiillerinin enterik kaplamak i¢in hazirlanan nanopartikiil dispersiyonu

iizerine farkli derisimlerde hazirlanan Kollicoat® MAE 100 P ¢ozeltisi (etanol igerisinde)

farkli derisimlerde damla damla ilave edildi, ayni ¢aligmalar Kollicoat® MAE 100 P’nin pH

6,8 fosfat tamponunda ¢6ziilmesi ile de yapilarak enterik kaplamanin basarili olup olmadigi

incelendi. Ardindan farkli derisimlerde hazirlanan Kollicoat® MAE 100 P ¢ozeltisi (etanol

veya pH 6,8 fosfat tamponu igerisinde) iizerine hazirlanan CS:TPP nanopartikiil
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dispersiyonu damla damla ilave edilerek de enterik kaplamanin basarili olup olmadigi
incelendi. Enterik kaplamanin basarili olup olmadigina partikiil biiyiikligii, polidispersite
indeksi ve zeta potansiyel degerleri degerlendirilerek karar verildi. Calismalar sonunda,
CS:Kollicoat® MAE 100 P orani 1:3 olacak sekilde (15 mg:45 mg) Kollicoat® MAE 100
P’nin pH 6,8 fosfat tamponundaki 4 mL ¢ozeltisine CS:TPP nanopartikiil dispersiyonunun

damla damla ilave edilmesine karar verildi.

K-CS:TPP nanopartikiillerini hazirlamak i¢in Kitosan ¢ozeltisinin pH’s1 3’¢ 0.1 N HCI
¢ozeltisi ile ayarlandi. 6 mL %0,25°lik yani 15 mg kitosan i¢eren kitosan ¢6zeltisi bir behere
alinip beher 900 rpm hizindaki manyetik karistirictya konuldu. Manyetik karistirict
tizerindeki kitosan ¢ozeltisine CS:TPP orani 2:1 olacak sekilde 0,5 mL TPP ¢ozeltisi (7,5
mg TPP icermektedir.) damla damla ilave edildi. 30 dakika manyetik karistiricida
karistirildi, ardindan {izerine 2 mg insiiline esdeger Humulin®-R ¢ozeltisi eklenerek 10
dakika daha karistirildi. Hazirlanan nanopartikiil dispersiyonuna ayni rpm hizda karistirilan
45 mg Kollicoat® MAE 100 P igeren 4 mL Kollicoat® MAE 100 P ¢ozeltisi (pH 6,8 fosfat
tamponu igerisinde) damla damla ilave edildi ve 30 dakika daha karistirildi. Daha sonra
15000 rpm hizda 30 dakika santrifiij edilerek enterik kapl nanopartikiiller ¢oktiiriildii ve
siipernatant ayrildi. Siipernatanttan UV spektorfotometre ile insiilin miktar1 tayin edildi,

enkapsiilasyon etkinligi indirekt yontem ile esitlige gore hesaplandi.

Hazirlanan nanopartikiiller 900

Insiilin yiiklii CS:TPP

rpm hizda karismakta olan

nanopartikiilleri _
Kollicoat® MAE 100 P ¢ozeltisi

hazirlandi.
uzerine damla damla ilave edildi

30 dk

Olusan insiilin yiiklii enterik karistirma

kapli nanopartikiiller 15000 rpm

hizda 30 dk santrifiij ile
coktiirtildi.

Sekil 3.5. K-CS:TPP nanopartikiillerinin hazirlanis
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3.5.2. Enterik kaph Kitosan:siilfobutil eter-B-sikolodekstrin (K-CS:SBE-B-SD)

nanopartikiillerinin hazirlanisi

CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin enterik kaplamak i¢in hazirlanan nanopartikiil
dispersiyonu tizerine farkli derisimlerde hazirlanan Kollicoat® MAE 100 P ¢ozeltisi (etanol
icerisinde) farkli derisimlerde damla damla ilave edildi, ayn1 deneyler Kollicoat® MAE 100
P’nin pH 6,8 fosfat tamponundaki ¢ozeltisi ile de yapilarak enterik kaplamanin olup
olmadig1 incelendi. Ardindan farkli derisimlerde hazirlanan Kollicoat® MAE 100 P ¢6zeltisi
(etanol/pH 6,8 fosfat tamponu igerisinde) {izerine hazirlanan CS:SBE-B-SD nanopartikiiller
dispersiyonlari damla damla ilave edilerek de enterik kaplamanin olup olmadig: incelendi.
Deneyler sonunda CS:Kollicoat® MAE 100 P orani 1:3 olacak sekilde (15 mg:45 mg)
Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat tamponundaki 4 mL’lik ¢6zeltisine CS: SBE-f-

SD nanopartikiil dispersiyonunun damla damla ilave edilmesine karar verildi.

K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerini hazirlamak igin Kitosan ¢6zeltisinin pH’s13’¢ 0.1 N HCI
¢ozeltisi ile ayarlandi. 6 mL %0,25°1ik yani 15 mg kitosan i¢eren kitosan ¢ozeltisi bir behere
alinip 900 rpm hizindaki manyetik karistirictya konuldu. Manyetik karistiric1 tizerindeki
kitosan ¢ozeltisine CS: SBE-B-SD orani 1:1 olacak sekilde 1 mL SBE-B-SD ¢ozeltisi (15 mg
SBE-B-SD icermektedir.) damla damla ilave edildi. 30 dakika manyetik karistiricida
karistirildi, ardindan {izerine 2 mg insiiline esdeger Humulin®-R ¢ozeltisi eklenerek 10
dakika daha karistirildi. Hazirlanan nanopartikiil dispersiyonu ayni rpm hizda karistirilan 45
mg Kollicoat® MAE 100 P igeren 4 mL Kollicoat® MAE 100 P ¢ozeltisi (pH 6,8 fosfat
tamponu icerisinde) lizerine damla damla ilave edildi ve 30 dakika daha karistirildi. Daha
sonra 15000 rpm hizda 30 dakika santrifiij edilerek enterik kapli nanopartikiiller ¢oktiiriildi
ve siipernatant ayrildi. Siipernatanttan UV spektorfotometre ile insiilin miktar1 tayin edildi,

enkapsiilasyon etkinligi indirekt yontem ile esitlige gore hesaplandi.
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i : Hazirlanan nanopartikiiller 900
Insiilin yiikli CS:SBE-f3-

SD nanopartikiilleri

rpm hizda karismakta olan

Kollicoat® MAE 100 P ¢ozeltisi

hazirlandi.
uzerine damla damla ilave edildi

30 dk

Olusan insiilin yiiklii enterik karistirma

kapli nanopartikiiller 15000 rpm

hizda 30 dk santrifiij ile

¢cOktiiriildii.

Sekil 3.6. K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin hazirlanist
3.6. Liyofilizasyon

Liyofilizasyon yani dondurarak kurutma islemi, numunelerin fiziksel ve kimyasal
stabilitesini iyilestirmek igin stabiliteyi olumsuz yonde etkileyen suyu ilk énce dondurup
daha sonra siiblimlestirme ile numuneden uzaklastirarak, numunenin stabil kalmasini
saglamak i¢in kullanilan bir islemdir (Gaidhani, Harwalkar, Bhambere ve Nirgude, 2015).
Liyofilizasyon islemi donma ve kurutma adimlarinda nanopartikiillerde stres
olusabilmektedir. Bu stresi onlemek amaciyla nanopartikiiller dondurulmadan Once
nanopartikiil dispersiyonuna kriyoprotektanlar eklenmelidir, bu kriyoprotektanlar arasinda
en sik kullanilan sekerler; theraloz, siikroz, glikoz ve mannitoldiir (Abdelwahed, Degobert,

Stainmesse ve Fessi, 2006).

Iyonik jelasyon yontemi ile benzidamin yiiklii Kitosan nanopartikiilleri hazirlanan bir
caligmada ise %10’luk mannitol ¢ozeltisi kriyoprotektan olarak kullanilarak liyofilizasyon

islemi gerceklestirilmistir (Tugcu-Demirdz ve digerleri, 2021).

Hazirlanan nanopartikiil dispersiyonlari, 15000 rpm hizda 30 dk santrifiij edildi, ardindan
¢Okeltiler alind1. Cokeltiler lizerine 2 mL distile su ve 2 mL distile suda hazirlanan %1, 2, 3,
5 ve 7’lik mannitol ¢ozeltileri ilave edildi Cokeltiler farkli oranlarda mannitol iceren

cozeltilerde vorteks ile 5 dk karistirilarak iyice siispande edildi. Daha sonra hazirlanan
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stispansiyonlar tiiplere konuldu ve tizeri parafilmle kapandi. Daha sonra parafilm iizerinden
igne ile delikler acilarak, -80°C’ye ayarli dondurucuda dondurmak i¢in 30 dk bekletildi.
Daha sonra donan siispansiyonlar liyofilizatére konuldu ve 2 giin bekletildi. Olusturulan
tozlar i¢in uygun mannitol oraninin belirlenmesi i¢in tozlar distile suda dagitilarak partikiil

biiyiikligii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel agisindan degerlendirildi.
3.7. Insiilin i¢ceren Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Hazirlanan nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigi ve dagilimi, polidispersite indeksleri ve
zeta potansiyelleri Malvern Zeta Sizer cihaz ile dlgiildii. Olgiimlerde partikiil biiyiikliigii ve
polidispersite indeksleri i¢in plastik kiivet, zeta potansiyeli i¢in ise kilcal kiivet kullanild.

Olgiimler icin nanopartikiil dispersiyonlar1 distile su ile seyreltilerek kullanildi.
3.7.1. Partikiil biiyiikliigii ve dagilimm

Dinamik 11k sagilimi (Dynamic Light Scattering-DLS) teknolojisi kullanilarak partikiil
biiytikliigli 6l¢iimii yapan Malvern Zeta Sizer cihazinda partikiil biiytikliigii 6l¢iim araligi
0,6-6000 nm araligindadir. Bu teknolojide temel prensip bir lazer 1sininin Brownian hareketi
yapan partikiiller igeren sivi siispansiyondan gecirilmesi ve 151k sagilmasi nedeniyle
yogunlukta dalgalanmalar yasanmasina gore partikiil biiyiikligiinin 6lgiilmesine

dayanmaktadir (Shekunov, Chattopadhyay, Tong ve Chow, 2007)

Polidispersite indeksi (PDI) belli bir 6rnek igerisindeki partikiillerin dagilimini ifade
etmektedir. 0 ile 1 arasinda degisebilen bu degerde 0’a yaklasirken partikiil dagilimi
tekdiizelige yaklasirken; deger 1’e yaklastik¢a da partikiil dagilimi tekdiizelikten
uzaklagmaktadir. Polimer bazli nanopartikiiler sistemler i¢in 0,2’nin altindaki degerler en

yaygin olarak kabul edilmektedir (Danaei ve digerleri, 2018).
3.7.2. Zeta potansiyel dl¢iimleri

Zeta potansiyeli bir ¢ozelti igerisindeki bir nanopartikiilii ¢evreleyen elektriksel ¢ift
tabakadaki elektrostatik potansiyelin sayisal degeri olarak tanimlanmaktadir. Zeta
potansiyeli +10 mV ve -10 mV arasi olan nanopartikiiller yaklasik olarak nétr kabul

edilirken; zeta potansiyeli +30 mV’dan yiiksek nanopartikiiller kuvvetli katyonik, -30
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mV’dan kii¢lik nanopartikiiller ise kuvvetli katyonik olarak kabul edilmektedir (Clogston ve
Patri, 2011).

Partikiil biyiikliigli, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli Ol¢limii yapilirken
nanopartikiiller distile su ile yaklasik 40 kat seyreltildi. Bu 6l¢iimler karakterizasyonda

kullanilirken ayrica stabilitenin degerlendirilmesi i¢in de kullanildi.

3.7.3. % Enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi

Enkapsiilasyon etkinligi % olarak ifade edilir ve hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin

insiilini hangi oranda hapsettigini belirlemek amaciyla kullanilmaktadir.

Enkapsiilasyon etkinliginin belirlenmesi i¢in insiilin yiiklii nanopartikiil formiilasyonlar
hazirland1 ve daha once anlatildigi gibi santrifiij edildi. Siipernatanttan 0,1 mL alinarak
seyretme faktorii 40 olacak sekilde pH 7,4 fosfat tamponu ile 4 mL’ye seyreltildi. Hazirlanan
ornekler UV-Vis spektrofotometresinde pH 7,4 fosfat tamponu koriine karsi 272 nm dalga
boyunda analiz edilerek absorbans degerleri okundu. Ayni zamanda siipernatant hacmi ise

mikropipet yardimiyla belirlenip kaydedildi.

Okunan absorbans degerleri pH 7,4 fosfat tamponunda belirlenen kalibrasyon denkleminde
yerine konularak pg/mL cinsinden derisim hesaplandi. Bulunan derisim, slipernatant hacmi
ile carpildiktan sonra seyretme faktorii ile de carpildi ve boylece enkapsiile olmayan insiilin
miktar1 belirlenmis oldu. Basta formiilasyona eklenen instilin miktar1 ile bulunan miktar
arasindaki bulunan fark nanopartikiillere enkapsiile olan insiilin miktarmi verdi. Sonug

ylizdeye ¢evrilerek % enkapsiilasyon etkinligi belirlendi.

3.7.4. Ge¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) analizi

Calismada taze hazirlananan CS:TPP, CS:SBE-B-SD, K-CS:TPP, K-CS:SBE-B-SD
nanopartikiilleri ve bu nanopartikiillerin insiilin yiiklii olmayanlari TEM analizi® ile
degerlendirildi. TEM cihaz1 i¢in drnekler taze hazirlanan formiilasyonlardan 50 pL alinarak

1 mL’ye distile su ile seyreltilerek hazirlandi.

* Nanopartikiillerin TEM mikroskobu ile goriintilenmesi Ortadogu Teknik Universitesi Merkez
Laboratuvari’nda yapildi.
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3.8. In vitro salim caliymalari

In vitro salim g¢aligmalar1 diyaliz torba metodu kullanilarak, 24 saat siiresince, 37°C’ye
ayarlanmis su banyosunda sabit hizda karistirilma ile siirdiiriildii. Caligmalar CS:TPP
nanopartikiilleri, CS: SBE-B-SD nanopartikiilleri, K-CS:TPP nanopartikiilleri ve K-
CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri ile gergeklestirildi. Salim c¢alismalarindan bir giin 6nce
diyaliz membran pH 1,2 ¢o6zeltisinde 1slatildi. Santrifiij edilen nanopartikiiller 2 mL distile
suda dagitildi. Salim ortamu olarak bir behere ilk 6nce 50 mL pH 1,2 ¢6zeltisi konuldu. Daha
sonra bir giin 6nceden 1slatilan diyaliz membran uygun boyutlarda kesildi, bir ucu klips
yardimi ile kistirilarak igerisine nanopartikiil dispersiyonu konuldu ve iist kismi da klips
yardimiyla kistirildi. Hazirlanan diyaliz torbasi pH 1,2 ¢ozeltisi igeren beher igerisine
konuldu ve 37°C’ye ayarlanmis olan su banyosunda sabit hizda karistirildi. 30. dakikada
salim ortamindan 3 mL 6rnek alindi ve alinan 6rnek yerine 3 mL pH 1,2 ¢ozeltisi ilave edildi.
Ayntislem 1. ve 2. saatlerde de yapildi. 2. saatin sonunda diyaliz torbas1 ayni su banyosunda
bulunan 50 mL pH 6,8 fosfat tamponu igerisine konuldu ve 4., 6. ve 8. saatlerde de bu
ortamdan ornek alinarak alinan 6rnek hacmi kadar pH 6,8 fosfat tamponu eklendi. 8. saatin
sonunda ortam ayni su banyosunda bulunan 50 mL pH 7,4 fosfat tamponu ile degistirildi ve
ayni sekilde 10., 12. ve 24. saatlerde 6rnek alinarak, salim ortami pH 7,4 fosfat tamponu ile
tamamlandi. Alinan 6rnekler UV spektrofotometre ile analiz edildi, her ortam i¢in hazirlanan
kalibrasyon denklemleri kullanilarak orneklerdeki insiilin miktarlart hesaplandi, in vitro
salim profilleri olusturuldu. In vitro salim calismalar1 esnasinda ¢ekilen fotograf Resim

3.1’de goriilmektedir.
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Resim 3.1. In vitro salim ¢alismasi deney diizenegi

3.8.1. Nanopartikiil formiilsayonlarindan in vitro insiilin salim Kkinetiklerinin

degerlendirilmesi

Hazirlanan formiilasyonlardan insiilin salimini matematiksel olarak modellemek amaciyla
DDSolver® programi kullanildi. CS:TPP, CS:SBE-B-SD, K-CS:TPP ve K-CS:SBE-3-SD
nanopartikiillerinin hangi kinetige uyarak insiilin salimi1 gerceklestirdigi en yliksek

korelasyonun tespit edilmesiyle belirlendi.
3.9. Nanopartikiillerin sitotoksisitelerinin degerlendirilmesi

Hazirlanan optimum CS:TPP, CS:SBE-B-SD, K-CS:TPP ve K-CS:SBE-B-SD

nanopartikiillerinin sitotoksisite potansiyelleri MTT testleri ile degerlendirildi.”

Sitotoksisite incelenmesinde  MTT  (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) testi, toksik maddelere belirenen siirelerde maruziyetin ardindan hiicre canliliginin

saptanmasinda en yaygin kullanilan yontemlerden biridir. Yontemin esasi, mitokondri

* MTT testleri, Dr. Biol. Siikran YILMAZ rehberliginde, Uzm. Biol. Hilal PARLAK tarafindan T.C. Tarim
ve Orman Bakanlig1 SAP Enstitiisii Hiicre Bankasi Laboratuvari’nda yapilmustir.
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icindeki siiksinat dehidrogenaz tarafindan tetrazolyum halkasinin pargalanmasiyla sari
renkteki MTT nin ¢dziinmeyen mor renkli formazana doniismesi ve olusan formazanin
¢ozliniir hale getirilmesinden sonra mor rengin siddetinin spektrofotometerik olarak tayin
edilmesidir. (Fotakis ve Timbrell, 2006).

L.929 fare fibroblast hiicreleri kullanilan MTT testinde, optimum nanopartikiiller 50, 100 ve
200 pg instilin igerecek sekilde serumlu DMEM i¢inde vorteks ve ultrasonik banyo yardimi
ile dagitild1 ardindan 0,45 pm’lik seliiloz asetat membran filtreden siiziildii. 20 mg insiilin
100 ul DMSO’da ¢6ziildii ve 100 mL’ye serumlu DMEM ile seyreltildi. Hazirlanan stok
cozelti 0,45 um’lik seliiloz asetat membran filtreden siiziildii ve 200pg/mL’lik stok ¢ozeltisi
kullanilarak 100 ve 50 pg/mL derisimindeki c¢ozeltiler serumlu DMEM ile hazirland:.
Seyreltme islemlerinin tiimi steril malzemeler ve steril DMEM kullanilarak laminer hava
akim kabininde yapildi. L929 hiicreleri, ATCC tarafindan belirlenen protokole gore kiiltiir
ile cogaltild1 ve hiicreler 5x10® hiicre/kuyucuk yogunlukta 96 kuyucuklu plakalara ekildi. K
100’er ul DMEM eklenen kuyucuklar 37°C’de CO2’li etiivde 24 saat bekletildi. Sadece
DMEM igeren ve %0,1 oraninda DMSO iceren DMEM kontrol gruplari belirlendi.
Plakalarin 24 saat sonunda bosaltilmasinin ardindan kuyucuklara farkli derisimlerde test
maddelerinin DMEM igerisindeki ¢ozeltileri (100 mL) eklendi ve kuyucuklar 24 saat
37°C’de CO’li etiivde bekletildi. Kaplardaki iceriklerin 24 saatin sonunda bosaltilmasindan
sonra 100 ul taze DMEM ile 13 pul MTT ¢ozeltisi tim kuyucuklara eklendi. Hemen
aliminyum folyoyla sikica sarilan plakalar ve 37°C’de CO2’li etiivde 3 saat boyunca
bekletildi. Kaplar 3 saatin sonunda ¢ikarilarak bosaltildi ve 100’er pl izopropanol
kuyucuklara ilave edildi. Olusan mor renk spektrofotometrik olarak 570 nm’de tayin edildi.
Maddelerin farkli derisimleri i¢in farkli absorbans degerleri gozlendi ve bu absorbans
degerlerin ortalamalart ile % canlilik hesaplart yapildi (Prébst, Engelhardt, Ringgeler ve
Hiibner, 2017). % canlilik hesab1 Es. 3.2°de gosterilmistir.

% Canlulik = Ornek kuyucuk absorbanst 100 (32)
0 antitie = Kontrol kuyucuk absorbanSLx '
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3.10. In vitro stabilite

In vitro stabilite deneyi igin hazirlanan nanopartikiil siispansiyonlar1 beherde pH 1,2
¢ozeltisinde ve pH 6,8 fosfat tampon ¢ozeltisinde dagitildi. Beherler 37°C’ye ayarlanan su
banyosunda sabit hizda karistirildi. Beherlerde 0. ve 30. dakikalarda ve 1., 2. ve 4. saatlerde
ornek alinarak, ornekler uygun tampon ile 10 mL’ye seyreltildi. Seyreltilen ornekler
Malvern Zeta Sizer cihazinda partikiil biiytikligi, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel

degerlerinde anlaml1 bir degisiklik olup olmadig1 agisindan degerlendirildi.
3.11. Stabilite calismalar:

Hazirlanan optimum nanopartikiil formiilasyonlar1 ve insiilin ¢ozeltisi (¢ozelti derigimi 100
pg/mL olacak sekilde insiilinin distile sudaki ¢ozeltisi) ayri tiiplere konularak 25°C sicaklik
ve %60+5 bagil nem kosullara sahip stabilite kabininde ve 4°C sicaklik ve £ ortam nemi
kosullarinda buzdolabinda insiilin ¢6zeltisi 90 giin, nanopartikiil formiilasyonlar1 180 giin
bekletildi. 0., 15., 30., 60., 90., 120., 150. ve 180. giinlerde 6rnekler alinarak Malvern Zeta
Sizer cihazinda partikiil blyiikligi, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel agisindan
incelendi, insiilin miktar tayini yapildi ve bu degerlerde anlamli bir degisiklik olup olmadigi

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Etkin Maddenin Karakterizasyon Calismalarina Ait Bulgular

4.1.1. insiilinin fourier doniisiimlii kizilotesi spektrometresi (FT-IR) analizinden elde

edilen bulgular:

FT-IR analizleri Bolim 3.2.2°’de anlatildign gibi yapildi. Humulin®-R’ye ait FT-IR
spektrumu Sekil 4.1°de gosterilmistir.

100
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Sekil 4.1. Humulin®-R’ye ait FT-IR spektrumu
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4.1.2. insiilinin diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizinden elde edilen

bulgular
DSC analizleri Boliim 3.2.3’te belirtildigi gibi yapildi. Humulin®-R’ ye ait analiz sonuglari
ise Sekil 4.2°de gosterilmistir.

DSC Thermal Analysis Result
—

mw
0.00
)

-10.00
|

-20.00

insulin tad DSC

-30.00

60.00 80.00 100.00

Temp [C]

20.00 40.00

Sekil 4.2. Humulin®-R’ye ait DSC termogram1

4.1.3. Insiilinin UV-Vis spektrofotometredeki dalga boyu taramasi bulgulari

Humulin®-R’den hareketle distile su ile hazirlanan 200 pg/mL derisimindeki stok
¢ozeltisinden hareketle 100 pg/mL derisiminde insiilin ¢ozeltisi hazirlanarak UV-Vis
spektrofotometresinde distile suya karst dalga boyu taramasi Boliim 3.2.4°te anlatildig gibi

yapildi. Insiilin ¢ozeltisinin maksimum absorbans verdigi dalga boyu (Amax) 272 nm olarak

belirlendi. Insiilin ¢ozeltisine ait spektrum Sekil 4.3’te gdsterilmistir.
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Scan Analysis Report
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Report Time
Method

Batch: C:\Users\GAZI\Desk(op\TUGCE\ins 100.DSW
Software version: 5.0.0.999

Operator:

Instrument Parameters

Instrument Cary 60
Instrument Version 2.00

Start (nm) 800.0

Stop (nm) 200.0

X Mode Nanometers

Y Mode Abs

UV-Vis Scan Rate (nm/min) 300.00

UV-Vis Data Interval (nm) 0.50

UV-Vis Ave Time (sec) 0.1000

Beam Mode Dual Beam
Baseline Correction On

Baseline Type Baseline correction
Baseline File Name

Baseline Std Ref File Name
Cycle Mode Off
Comments

Sekil 4.3. Insiilinin disti igerisi
stilinin distile su i¢erisinde 200-800 nm aras1 dalga boyu taram i
asina ait spektrum
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4.2. Etkin maddenin UV-Vis spektrofotometre ile miktar tayini yonteminin validasyon

Insiilinin miktar tayini yénteminin validasyon ¢alismalar1 pH 1,2 ¢dzeltisinde ve pH 6,8 ve
7,4 fosfat tamponunda Bolim 3.2.4°te anlatildigr gibi yapildi. Miktar tayini yonteminin
validasyon ¢alismalar1 i¢in dogrusallik, kesinlik (deney i¢i ve deneyler arasi), dogruluk ve

geri elde, stabilite, 6zgiinliik ve secicilik parametreleri incelenirken duyarlilik ve saptama

siirlar1 da hesaplandi.

Validasyon ¢aligsmalarina baslamadan 6nce pH 1,2 ¢ozeltisi ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat

tamponunda hazirlanan insiilin ¢6zeltilerinin her bir ortamdaki dalga boyu taramasi yapildi.

calismalarina ait bulgular

Spektrumlar Sekil 4.4’te gosterilmistir.

b)
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Sekil 4.4. Kullanilan analiz yonteminin insiilin i¢in a) pH 1,2 ¢ozeltisinde b) pH 6,8 fosfat
tamponundaki ¢) pH 7,4 fosfat tamponundaki dalga boyu taramasina ait

spektrumlar
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Sekil 4.4. (devam) Kullanilan analiz yonteminin insiilin igin a) pH 1,2 ¢ozeltisinde b) pH
6,8 fosfat tamponundaki c) pH 7,4 fosfat tamponundaki dalga boyu taramasina ait
spektrumlar

4.2.1. Dogrusalhk

Dogrusallik ¢aligmalar1 Boliim 3.2.4°te anlatildigi gibi yapildi. 200 pg/mL derisimindeki
instilin stok ¢ozeltisinden hareketle 100 pg/mL insiilin ara stok ¢6zeltisi hazirlandi. Ara stok
¢ozeltisinden hareketle de 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20, 10 ve 5 pg/mL derisimlerinde
standart insiilin ¢ozeltileri pH 1,2 ¢dzeltisi ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponunda ayr1 ayri
hazirlandi. Hazirlanan ara stok ve standart ¢ozeltilerinin UV-Vis spektrofotometresinde
absorbans degerleri 272 nm’de okundu. Derisimlere karsilik gelen absorbans degerleri ile
derisimler grafige gecirildi ve en kii¢iik kareler yontemine gore degerlendirilip denklem elde
edilerek dogrusallik kanitlandi. Derisime kars1 absorbans degerleri grafikleri her pH i¢in ayri
ayn ¢izildi. Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de sirastyla pH 1,2 ¢ozeltisi ve pH 6,8 ve 7,4
fosfat tampon ¢ozeltisi ortamlarindaki kalibrasyon grafikleri, kalibrasyon denklemleri ve

korelasyon katsayilar1 gosterilmistir.
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Sekil 4.5. Insiilinin pH 1,2 ¢dzeltisindeki kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.6. Insiilinin pH 6,8 fosfat tamponundaki kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.7. Insiilinin pH 7,4 fosfat tamponundaki kalibrasyon grafigi

4.2.2. Kesinlik

Kesinlik caligmalar1 deney i¢i kesinlik ve deneyler arasi kesinlik olmak iizere iki baslik

altinda degerlendirilerek Boliim 3.2.4°te anlatildig: gibi yapildi.

Deney ici kesinlik

Insiilinin Cizelge 4.1, 4.2 ve 4.3’te sirastyla pH 1,2 ¢dzeltisi ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponu

ortamindaki deney i¢i kesinlik sonuglar1 verilmistir.
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Cizelge 4.1. Insiilinin pH 1,2 ¢dzeltisindeki deney ici kesinlik bulgulari

Ornek No Ig:zl;::li?i:lgt;zlﬂ;l OIGﬁlen(i;lgs/i::liE)derisimi
1 20 19,65
2 20 19,62
3 20 19,72
4 20 19,74
5 20 19,69
6 20 19,76
7 20 19,69
8 20 19,79
9 20 19,82
10 20 19,81
Ortalama 19,73
SS 0,19
% BS 0,960

Cizelge 4.2. Insiilinin pH 6,8 fosfat tamponundaki deney igi kesinlik bulgular

o ||| O i
1 20 19,85
2 20 19,72
3 20 19,78
4 20 10,84
5 20 19,82
6 20 19,69
! 20 19,81
8 20 19,77
9 20 19,76
10 20 19,71
Ortalama 19,78
S5 0,16
% BS 0,790
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Cizelge 4.3. Insiilinin pH 7,4 fosfat tamponundaki deney igi kesinlik bulgular:

Ornek No Igz;lll;l n::lo(z::gt/l;:;l)n (")lg:iilen(i::gs/il;:lilli)derisimi
1 20 20,32
2 20 20,21
3 20 20,14
4 20 20,41
5 20 20,22
6 20 20,25
7 20 20,12
8 20 19,98
9 20 19,85
10 20 20,31
Ortalama 20,18
SS 0,13
% BS 0,640

Deneyler arasi kesinlik

Insiilinin Cizelge 4.4, 4.5 ve 4.6°da sirasiyla pH 1,2 ¢ozeltisi ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat

tamponundaki deneyler aras1 kesinlik sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.4. Insiilinin pH 1,2 ¢dzeltisindeki deneyler arasi kesinlik bulgulari

3;‘;;5‘1“3 lgin | 2.gin | 3.gin | ORT SS % BS
10 9.75 9.76 9.82 9.78 0.16 1,601
30 2926 | 2965 | 2945 | 2945 0,39 1312
60 5821 | 5871 | 5865 | 5852 1,05 1751

Cizelge 4.5. Insiilinin pH 6,8 fosfat tamponundaki deneyler aras1 kesinlik bulgulart

glegl;illlj; 1.giin 2. giin 3. giin ORT SS % BS
10 10,15 10,23 10,26 10,21 0,15 1,513
30 29,16 29,22 29,28 29,22 0,55 1,832
60 59,15 59,36 59,31 59,27 0,51 0,854
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Cizelge 4.6. Insiilinin pH 7,4 fosfat tamponundaki deneyler arasi1 kesinlik bulgulart

glegl;nslf; 1.giin 2. giin 3. giin ORT SS % BS
10 9,84 9,75 9,81 9,8 0,14 1,425
30 30,53 30,43 30,17 30,38 0,27 0,905
60 59,15 59,08 59,04 59,09 0,64 1,071

4.2.3. Dogruluk ve geri elde

Dogruluk ve geri elde ¢aligmalar1 Béliim 3.2.4’te anlatildig1 gibi yapilds. insiilinin Cizelge
4.7, 4.8 ve 4.9°da sirasiyla pH 1,2 ¢ozeltisi ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponundaki dogruluk

ve geri elde sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.7. Insiilinin pH 1,2 ¢dzeltisindeki dogruluk ve geri elde bulgular:

Hesapla
Insiilin bulunan Geri elde
derisimi insiilin o ORT SS % BS
(ng/mL) derisimi (%0)
(ng/mL)
70 69,13 98,75
70 69,74 99,64 99,39 0,43 0,612
70 69,85 99,79
80 81,21 101,51
80 80,74 100,93 101,08 0,76 0,953
80 80,63 100,79
90 89,65 99,61
90 90,21 100,73 100,36 0,26 0,298
90 90,13 100,74




Cizelge 4.8. Insiilinin pH 6,8 fosfat tamponundaki dogruluk ve geri elde bulgulari
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Hesapla
Insiilin buIL{nan Geri elde
derisimi insiilin 0 ORT SS % BS
(ng/mL) | derisimi (%0)
(ng/mL)
70 69,91 99,87
70 69,92 99,89 99,88 0,09 0,130
70 69,92 99,89
80 80,52 100,65
80 80,19 100,24 100,36 0,26 0,332
80 80,16 100,20
90 89,91 99,90
90 89,72 99,69 99,48 0,37 0,411
90 88,96 98,84

Cizelge 4.9. Insiilinin pH 7,4 fosfat tamponundaki dogruluk ve geri elde bulgulart

. Hesapla
Ins.ii!in. b.ull{n.an Geri elde
derisimi insiilin 0 ORT SS % BS
(ng/mL) derisimi (%0)
(ng/mL)
70 69,16 98,80
70 69,54 99,34 99,12 0,62 0,891
70 69,46 99,23
80 79,09 98,86
80 78,97 98,71 98,73 0,90 1,133
80 78,90 98,63
90 88,36 98,18
90 88,35 98,17 98,17 1,29 1,432
90 88,34 98,16
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4.2.4. Ozgiinliik ve secicilik

Ozgiinliik ve segicilik calismalar1 Boliim 3.2.4’te anlatildig1 gibi yapildi. Kullanilan analiz
yonteminin Kitosana ait 6zgiinliik ve segicilik sonuglar1 Sekil 4.8’de, TPP’a ait 6zgiinliik ve
secicilik sonuglar1 Sekil 4.9°da, SBE-B-SD’e ait 0zgiinliik ve secicilik sonuglart Sekil
4.10’da, Kollicoat® MAE 100 P’a ait ozgiinliik ve segicilik ¢aligmalart Sekil 4.11°de,
mannitole ait 6zgiinliikk ve segicilik ¢aligmalar1 Sekil 4.14°de ve kitosan-TPP- Kollicoat®
MAE 100 P ve kitosan-SBE-B-SD-Kollicoat® MAE 100 P karigimlarinin 6zgiinliik ve
secicilik ¢aligmalart Sekil 4.13°te gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Kullanilan analiz yonteminin Kitosan igin a) pH 1,2 ¢ozeltisindeki b) pH 6,8 fosfat
tamponundaki c) pH 7,4 fosfat tamponundaki 6zgiinliik ve segiciligi



Sekil 4.9. Kullanilan analiz yonteminin TPP i¢in @) pH 1,2 ¢6zeltisindeki b) pH 6,8 fosfat
tamponundaki c) pH 7,4 fosfat tamponundaki 6zgiinliik ve segiciligi
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b)

Sekil 4.10. Kullanilan analiz yonteminin SBE-B-SD i¢in a) pH 1,2 ¢6zeltisindeki b) pH 6,8
fosfat tamponundaki c) pH 7,4 fosfat tamponundaki 6zgiinliik ve segiciligi



b)

Sekil 4.11. Kullanilan analiz yonteminin Kollicoat® MAE 100 P i¢in a) pH 1,2
¢ozeltisindeki b) pH 6,8 fosfat tamponundaki c) pH 7,4 fosfat tamponundaki
Ozgiinliik ve seciciligi



b)

Sekil 4.12. Kullanilan analiz yonteminin mannitol i¢in a) pH 1,2 ¢6zeltisindeki b) pH 6,8
fosfat tamponundaki c) pH 7,4 fosfat tamponundaki 6zgiinliik ve segiciligi

73
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a) b)

c) d)

€) f)

Sekil 4.13. Kullanilan analiz yonteminin a) kitosan, TPP ve Kollicoat® MAE 100 P karigimi
icin pH 1,2 ¢6zeltisindeki b) kitosan, SBE-B-SD ve Kollicoat® MAE 100 P
karisimi i¢in pH 1,2 ¢ozeltisindeki c) kitosan, TPP ve Kollicoat® MAE 100 P
karisimi igin pH 6,8 fosfat tamponundaki d) kitosan, SBE-B-SD ve Kollicoat®
MAE 100 P karisimi i¢in pH 6,8 fosfat tamponundaki e) kitosan, TPP ve
Kollicoat® MAE 100 P karisimi i¢in pH 7,4 fosfat tamponundaki d) kitosan,

SBE-B-SD ve Kollicoat® MAE 100 P karisimi i¢in pH 7,4 fosfat tamponundaki
Ozgilinliik ve segiciligi
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4.2.5. Saptama ve tayin sinir1
Saptama (LOD) ve tayin (LOQ) sinir1 validasyon ¢aligmalar1 Boliim 3.2.4°te anlatildig: gibi

yapildi. Kullanilan yontemin saptama ve tayin sinir1 sonuglar1 pH 1,2 ¢ozeltisi ve pH 6,8 ve

7,4 fosfat tamponu i¢in Cizelge 4.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4.10. Insiilinin pH 1,2 ¢dzeltisi ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponundaki duyarlilik ve
saptama sinir1 bulgulari

Saptama sinir1 (ug/mL) Tayin smr1 (ug/mL)
pH 1,2 0,873 2,645
pH 6,8 0,109 0,331
pH 7,4 1,040 3,153
4.2.6. Stabilite

Yontem validasyonu dogrultusunda stabilite caligmalar1 Bolim 3.2.4°te anlatildigi gibi
yapildi. Insiilinin pH 1,2 ¢dzeltisi ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tamponunda iki giinliik stabilite
verileri sirastyla Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16°da verilmistir.
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m1.Gin 4,84 9,55 19,4 30,14 40,23 51,18 60,91 70,77 81,03 90,94 98,52
®2.Gin 5,03 10,26 19,4 30,94 40,99 51,32 60,81 70,81 80,99 90,87 99,34
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S 3
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4
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5 100
®1.Gin 5,11 10,27 19,43 30,48 40,73 51,24 61,02 70,93 81,4 91,39 99,89
m2.Gin 4,75 10,48 20,35 30,53 40,65 51,08 60,95 71,2 81,2 91,14 99,21

o

Olgiilen derisim (pg/mL)
o

Hesaplanan Derisim (pg/mL)

B 1.Gin ®m2.Gln

Sekil 4.14. a) Insiilinin pH 1,2 ¢dzeltisindeki stabilite bulgular1 (4°C) b) Insiilinin pH 1,2
¢ozeltisindeki stabilite bulgular1 (25°C)
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m1.Gin 4,78 9,24 19,65 29,8 39,9 50,84 60,89 70,85 80,62 89,65 98,56
m2.Gin 4,88 9,34 19,71 30,17 40,06 50,53 60,95 70,95 80,64 89,56 98,62
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m1.Gin 4,75 9,43 19,99 30,82 40,87 50,65 60,47 70,25 80,62 89,61 98,46
m2.Gin 4,96 9,28 20,26 30,71 40,74 50,72 60,14 70,15 80,8 89,67 98,55
Hesaplanan Derisim (pg/mL)

B 1.Gin ®m2.Gln

Sekil 4.15. a) Insiilinin pH 6,8 fosfat tamponundaki stabilite bulgular1 (4°C) b) Insiilinin pH
6,8 fosfat tamponundaki stabilite bulgular1 (25°C)
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m1.Gdn 5,25 10,02 19,48 30,02 39,96 49,64 60,87 71,73 80,39 89,65 99,7
m2.Gin 5,17 10,12 19,31 29,68 40,02 49,52 60,91 71,66 80,64 89,37 99,76
Hesaplanan Derisim (pg/mL)

B 1.Gin ®m2.Gln

Sekil 4.16. a) Insiilinin pH 7,4 fosfat tamponundaki stabilite bulgular1 (4°C) b) Insiilinin pH
7,4 fosfat tamponundaki stabilite bulgular1 (25°C)
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4.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Optimizasyon Calismalarindan Elde Edilen

Bulgular

4.3.1. Kitosanin pH degerinin ve c¢apraz baglayict miktariin belirlenmesinde elde

edilen bulgular

Kitosan pH’s1 0,1 N HCI ve 0,1 N NaOH kullanilarak pH 3, 4,6, 5,2 ve 6’ya ayarlandi.
CS:TPP ve CS:SBE-B-SD orant 2:1, 1:1 ve 0,5:1 olacak sekilde nanopartikiil
formiilasyonlar1 hazirlandi. Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinin partikiil biyiikligii,
polidispersite indeksi ve zeta potansiyel degerleri dlgiilerek karsilastirildi. Nanopartikiil
dispersiyonlar1 15000 rpm hizda 30 dakika boyunca santrifiij edildi. Siipernatantlar Boliim
3.4’te anlatildigr gibi aymi boliimdeki Es.3.1 kullanilarak enkapsiilasyon etkinligini
hesaplamak i¢in kullanildi. Kitosan pH degerinin ve CS:TPP ve CS:SBE-B-SD oranlarinin
degistirilmesiyle elde edilen nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii (PB), polidispersite
indeksi (PDI), zeta potansiyeli ({P) ve enkapsiilasyon etkinligi (% EE) degerlerine ait
bulgular Cizelge 4.11 ve 4.12°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. Kitosan pH’s1 ve CS:TPP oraninin degismesiyle hazirlanan nanopartikiillerin
partikiil biyiikliigi, PDI, zeta potansiyel ve % enkapsiilasyon etkinligi

degerleri
CSITPP | pH PB (nm) + SS PDI+SS | (P(mV)+SS | %EE+SS
orani
3 289,17+34,64 | 0,398+0,090 28,242,8 30,242,3
4.6 370,03+25,06 | 0,735+0,070 18,9+0,2 28,5442
2
5,2 499,65+17,62 0,513+0,085 19,6+1,4 28,5+2,3
6 945,23+51,90 | 0,364:0,048 4,24+0,4 39,1+6,2
3 4494+640,61 0,512+0,142 10,4+0,2 29,3+1,6
4.6 1793+183,85 0,932+0,124 6,9+0,3 32,2+3,8
1
5,2 7047+43 .84 0,890+0,193 -6,6+0,4 31,2+1,4
6 1305+42,43 0,918+0,182 -7.4+1,2 34,1+2,3
3 1462+320,85 0,669+0,121 25+1,1 28,2435
4.6 2248+236,98 0,488+0,253 1,5+0,8 35,2+4,5
0,5
5,2 2685+198,23 0,884+0,242 -3,842,3 38,242,4
6 1662+265,43 0,880+0,191 -5,245,5 30,242,9




Cizelge 4.12. Kitosan pH’s1
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ve CS:SBE-B-SD oraninin degismesiyle hazirlanan

nanopartikiillerin  partikiil buyiikligi, PDI, zeta potansiyel ve %
enkapsiilasyon etkinligi degerleri
CS:SBE-B- 0
SD oran. | PH| PB (num)=SS PDI+SS | (P (mV)+SS Yo EE + SS
3 712,05+17,62 | 0,375+0,232 21,7+3,2 28,9+1,9
4,6 | 380,13+4,71 0,378+0,043 25,6+3,8 31,2+3,5
2
52| 421,57+£25,46 | 0,277+0,026 24,1+0,9 29,6+2,3
6 524,57+11,20 | 0,155+0,063 25,4+3,3 30,5+2,2
3 334,25+2542 | 0,215+0,091 32,5+3,5 31,2+£2,3
46| 323,37+8,12 0,240+0,031 24,4+0,4 29,6+2,5
1
52| 412,54+25,63 | 0,255+0,026 14,5+2,6 28,6+1,2
6 471,21+0,74 0,167+0,084 8,4+0,6 33,2+2,3
3 218,81+28,27 | 0,432+0,063 12,9+0,9 33,6+4,5
4,6 | 396,25+39,46 | 0,423+0,091 8,5+2,1 32,5+4,4
0,5
52| 401,41+7,67 0,330+0,012 4,6+0,4 34,5+2,3
6 425,25+6,36 0,356+0,031 3,6+£2,1 32,1+4,5

Optimum formiilasyonlar partikiil biiylikliigliniin ve polidispersite indeksinin kiigiik, zeta

potansiyel ve enkapsiilasyon etkinliginin biiylik olmasina gore se¢ilmistir. Optimum

CS:TPP nanopartikiilleri i¢cin CS:TPP oram1 2:1 ve CS pH’st 3 olarak belirlendi ve
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nanopartikiillerin 289,17+34,64 nm partikiil biyiikligiine, 0,398+0,090 polidispersite
indeksine, 28,242,8 mV zeta potansiyeline ve %30,2+2,3 enkapsiilasyon etkinligine sahip
oldugu bulundu. Optimum CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri i¢in CS:SBE-B-SD oran1 1:1 ve
CS pH’s1 3 olarak belirlendi ve nanopartikiillerin 334,25425,42 nm partikiil biiytikliigiine,
0,215+0,091 polidispersite indeksine, 32,5+3,5 mV zeta potansiyeline ve %31,2+2,3

enkapsiilasyon etkinligine sahip oldugu bulundu.

4.3.2. Enterik kaplama icin Kollicoat® MAE 100 P miktarinin belirlenmesi

CS:TPP ve CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin enterik kaplanmasi Boliim 3.5’te anlatildig:
gibi yapildi.

Ik 6nce 1, 3 ve 5 mg/mL olacak sekilde Kollicoat® MAE 100 P’yi etanolde ¢dzerek etanol
icerisinde Kollicoat® MAE 100 P c¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerden 1 mL
nanopartikiil dispersiyonlari iizerine damla damla ilave edildi (S.Chen ve digerleri, 2017).
Kollicoat® MAE 100 P’nin etanoldeki ¢ozeltileri (1, 3 ve 5 mg/mL) kullanilarak enterik
kaplama yapilmasmin partikiil biiyikliigt, polidispersite indeksi, zeta potansiyeli ve %
enkapsiilasyon etkinligi iizerine etkileri sirasiyla Cizelge 4.13, 4.14, 4.15 ve 4.16°da

gosterilmistir.
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Cizelge 4.13. Kollicoat® MAE 100 P’nin etanoldeki c¢ozeltileri (1, 3 ve 5 mg/mL)
kullanilarak enterik kaplama yapilmasinin partikiil biiylikliigii tizerine etkisi

Nanopartikil tipi Kollicoat® MAE | Kaplama 6ncesi PB | Kaplama sonras1 PB
100 P (mg/mL) (nm) £+ SS (nm) =SS
1 2048+100
CS:TPP NP 3 258,93+12,75 1572497
5 1063+10
1 340,43+28,25
CS:SBE-B-SD NP 3 320,51+15,05 518,43+12,50
5 650,41+59,48

Cizelge 4.14. Kollicoat® MAE 100 P’nin etanoldeki ¢ozeltileri (1, 3 ve 5 mg/mL)
kullanilarak enterik kaplama yapilmasmin polidispersite indeksi iizerine

etkisi

Nanopartikiil tipi

Kollicoat® MAE 100

Kaplama oncesi

Kaplama sonrasi

P derisimi (mg/mL) PDI +SS PDI + SS

1 0,632+0,016

CS:TPP NP 3 0,338+0,028 0,572+0,054
5 0,513+0,036

1 0,435+0,036

COSBEP-SD 3 0,388+0,034

0,208+0,089
5 0,352+0,063
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Cizelge 4.15. Kollicoat® MAE 100 P’nin etanoldeki ¢ozeltileri (1, 3 ve 5 mg/mL)
kullanilarak enterik kaplama yapilmasinin zeta potansiyel {izerine etkisi

Nanopartikil tipi Kollicpgt@ MAE 100 | Kaplama 6ncesi (P | Kaplama sonrasi P
P derisimi (mg/mL) (mV) £SS (mV) £ SS

1 27,4+2,1

CS:TPP NP 3 28,1+3,5 26,5+1,1

5 27,4+2,2

1 31,5+2,3

CS:SBE-B-SD 3 32,4+4,6 27,4431

NP
5 25,2+3,2

Cizelge 4.16. Kollicoat® MAE 100 P’nin etanoldeki ¢ozeltileri (1, 3 ve 5 mg/mL)
kullanilarak enterik kaplama yapilmasinin % enkapsiilasyon etkinligi iizerine

etkisi

Nanopartikiil | Kollicoat® MAE 100 P | Kaplama 6ncesi % | Kaplama sonras1 %

tipi derisimi (mg/mL) EE +SS EE + SS

1 29,5+1,2

CS:TPP NP 3 29,4+3,5 30,1+2,5

5 30,5+2,3

1 31,2+1,2

CS:SBE-P-SD 3 31,542,1 35,4436

NP
5 38,1+2,4
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Daha sonra 1, 3 ve 5 mg/mL olacak sekilde Kollicoat® MAE 100 P’yi pH 6,8 fosfat
tamponunda ¢6zerek pH 6,8 fosfat tamponu igerisinde Kollicoat® MAE 100 P ¢ozeltisi
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerden 1 mL nanopartikiil dispersiyonlari tizerine damla damla
ilave edildi. Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat tamponundaki ¢ozeltileri (1, 3 ve 5
mg/mL) kullanilarak enterik kaplama yapilmasinin partikiil biyiikligii, polidispersite
indeksi, zeta potansiyeli ve % enkapsiilasyon etkinligi {izerine etkileri sirastyla Cizelge 4.17,

4.18, 4.19 ve 4.20°de gosterilmigtir.

Cizelge 4.17. Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat tamponundaki ¢ozeltilerinin (1, 3
ve 5 mg/mL) partikiil biiyiikligii tizerine etkisi

Nanopartikiil tipi Kollicpgt@ MAE 100 | Kaplama 6ncesi PB | Kaplama sonrasi
P derigimi (mg/mL) (nm) =SS PB (nm) + SS
1 320,15+25,63
CS:TPP NP 3 296,12+21,61 340,25+19,23
5 380,12+24,35
1 341,25+18,23
CS:S?\E;B-SD 3 320,51+13,21 382,21+13,36
5 425,25+19,23
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Cizelge 4.18. Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat tamponundaki ¢ozeltilerinin (1, 3
ve 5 mg/mL) polidispersite indeksi tizerine etkisi

Nanopartikiil | Kollicoat® MAE 100 P | Kaplama 6ncesi Kaplama sonrasi
tipi derisimi (mg/mL) PDI +SS PDI +SS

1 0,554+0,032
CS:TPP NP 3 0,356+0,025 0,498+0,046
5 0,488+0,056
1 0,410+0,012
COSBEP-SD 3 0,201+0,015 0,386,025
5 0,348+0,024

Cizelge 4.19. Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat tamponundaki ¢ozeltilerinin (1, 3
ve 5 mg/mL) zeta potansiyel degeri iizerine etkisi

Nanopartikiil | Kollicoat® MAE 100 P | Kaplama oncesi (P | Kaplama sonrasi P
tipi derisimi (mg/mL) (mV) £SS (mV) +£SS

1 27,2+1,2
CS:TPP NP 3 29,2+1,2 23,5+2,3
5 20,5+1,3
1 25,4+1,6
CS:S?\IEP'B'SD 3 32,6+1,3 20,542,6
5 17,5+1,8
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Cizelge 4.20. Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat tamponundaki ¢ozeltilerinin (1, 3

ve 5 mg/mL) % enkapsiilasyon etkinligi tizerine etkisi

Nanopartikiil | Kollicoat® MAE 100 P | Kaplama 6ncesi % | Kaplama sonrast %
tipi derisimi (mg/mL) EE +SS EE +SS
1 31,8+0,8
CS:TPP NP 3 28,5+£1,5 33,5+1,6
5 36,5+2,4
1 35,6+1,3
CS:SBE-B-SD 3 31,4:2,3 38,5414
NP
S 40,1+2,1

Bu nanopartikiillerin istenen partikiil biiylikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli

degerlerini saglayamamasindan dolay1 Kollicoat® MAE 100 P miktar: artirilmak istendi ve

Kollicoat® MAE 100 P’nin etanoldeki 10 mg/mL derisimindeki ¢o6zeltisi nanopartikiil

dispersiyonu tizerine damla damla ilave edildi. Fakat agregat olusumu gézlendigi i¢in dlgiim

yapilamadi. Agregat olusumu Resim 4.1’de gosterilmistir.




Resim 4.1. Kollicoat® MAE 100 P’in etanoldeki 10 mg/mL derisimindeki ¢o6zeltisinin
nanopartikiil dispersiyonuna ilavesiyle olusan agregatlarin goriiniisii

Nanopartikiillerin tizerine Kollicoat® MAE c¢ozeltisi eklenmesinin istenen formiilasyonlarin
eldesini saglayamadig: i¢in, nanopartikiil dispersiyonunun Kollicoat® MAE c¢ozeltisine
eklenmesinin denenmesine karar verildi (Xu ve digerleri, 2018). CS:Kollicoat® MAE 100
Porani13:1,2:1, 1:1, 1:2 ve 1:3 olacak sekilde Kollicoat® MAE 100 P 4 mL etanol i¢erisinde
¢oziildii ve Kollicoat® MAE 100 P ¢ozeltisi lizerine nanopartikiil dispersiyonu damla damla
ilave edildi. Kollicoat® MAE 100 P’nin etanoldeki ¢6zeltisi kullanilarak CS:Kollicoat®
MAE 100 P oraninin degistirilmesiyle enterik kaplama yapilmasinin partikiil bityikligi,
polidispersite indeksi, zeta potansiyeli ve % enkapsiilasyon etkinligi iizerine etkileri Cizelge

4.21,4.22, 4.23 ve 4.24°te gosterilmistir.
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Cizelge 4.21. CS:Kollicoat® MAE 100 P (Kollicoat® MAE 100 P’nin etanoldeki ¢ozeltisi)
oraninin partikiil biiyiikliigii izerine etkisi

Nanopartikiil tipi

CS:Kollicoat®

Kaplama 6ncesi PB

Kaplama sonrast

MAE 100 P orani (nm) £ SS PB (nm) = SS
3:1 Olgiilemedi.
2:1 Olgiilemedi.
CS:TPP NP 1:1 295,62+19,25 2045+110
1:2 1586+69
1:3 1325452
31 Olgiilemedi.
2:1 1889455
CS:SBE-B-SD NP 1:1 320,24+19,12 1542+42
1:2 1186+32
1:3 1092+54
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Cizelge 4.22. CS:Kollicoat® MAE 100 P (Kollicoat® MAE 100 P’nin etanoldeki ¢ozeltisi)

oraninin polidispersite indeksi iizerine etkisi

Nanopartikiil tipi CS:Kollicoat® Kaplama 6ncesi Kaplama sonrast
MAE 100 P orani PDI+SS PDI£SS
3:1 Olgiilemedi.
2:1 Olgiilemedi.
CS:TPP NP 1:1 0,365+0,039 0,798+0,111
1:2 0,569+0,089
1:3 0,535+0,096
3:1 Olgiilemedi.
2:1 0,528+0,039
CS:SBE-B-SD NP 1:1 0,201+0,012 0,501+0,045
1:2 0,447+0,036
1:3 0,401+0,023
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Cizelge 4.23. CS:Kollicoat® MAE 100 P (Kollicoat® MAE 100 P’nin etanoldeki ¢ozeltisi)
oraninin zeta potansiyel {izerine etkisi

Nanopartikiil tipi

CS:Kollicoat®

Kaplama o6ncesi (P

Kaplama sonras1 (P

MAE 100 P orani (mV) £SS (mV) £ SS
3:1 Olgiilemedi.
2:1 Olgiilemedi.
CS:TPP NP 1:1 28,1+2,4 26,5+4,1
1:2 24,3+4,1
1:3 21,2+5,3
31 Olgiilemedi.
2:1 26,4+1,9
CS:SBE-B-SD NP 1:1 31,1+1,9 23,2+2,4
1:2 20,1+3,2
1:3 17,9+3,1
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Cizelge 4.24. CS:Kollicoat® MAE 100 P (Kollicoat® MAE 100 P’nin etanoldeki ¢ozeltisi)
oraninin % enkapsiilasyon etkinligi tizerine etkisi

Nanopartikiil tipi CS:Kollicoat® Kaplama 6ncesi % | Kaplama sonrasi
MAE 100 P oran: EE + SS % EE + SS
3:1 Olciilemedi.
2:1 Olgiilemedi.
CS:TPP NP 1:1 29,1+2,1 31,1+1,3
1:2 33,56+2,4
1:3 35,1+1,9
31 Olgiilemedi.
2:1 33,56+2,1
CS:SBE-B-SD NP 1:1 31,2+1,4 36,5+1,2
1:2 37,5+2,4
1:3 41,1+2,3

Kollicoat® MAE 100 P’nin etanolde ¢oziildiigii i¢in nano boyuttaki partikiil biyiikligi,
diisik polidispersite indeksi ve diisiik zeta potansiyeli degerlerini saglayamamasi
diistintilerek Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat tamponunda ¢oziilerek
hazirlanmasina karar verildi. CS:Kollicoat® MAE 100 P orami 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 ve 1:3
olacak sekilde Kollicoat® MAE 100 P pH 6,8 fosfat tamponu igerisinde ¢oziildii. Kollicoat®
MAE 100 P ¢ozeltisi lizerine nanopartikiil dispersiyonu damla damla ilave edildi.
Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat tamponundaki ¢o6zeltisi kullanilarak
CS:Kollicoat® MAE 100 P oraninin degisitirlmesiyle enterik kaplama yapilmasinin partikiil
biiyiikligl, polidispersite indeksi, zeta potansiyeli ve % enkapsiilasyon etkinligi {izerine

etkileri Cizelge 4.25, 4.26, 4.27 ve 4.28’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.25. CS:Kollicoat® MAE 100 P (Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat
tamponundaki ¢6zeltisi) oraninin partikiil biiylikliigii tizerine etkisi

Nanopartikiil CS:Kollicoat® Kaplama 6ncesi | Kaplama sonrasi PB (nm) +
tipi MAE 100 P orani PB (nm) £+ SS SS
31 3559+493
2:1 3024+296
CS:TPP NP 1:1 276,53+56,32 856,62+125,16
1:2 635,52+73,62
1:3 581,32+79,68
31 1472+245
2:1 1000+34
CS:S?\IEF,'B'SD 1:1 356,62+25,89 712,62+38,61
1:2 581,03+56,36
1:3 555,32+38,46
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Cizelge 4.26. CS:Kollicoat® MAE 100 P (Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat

tamponundaki ¢6zeltisi) oraninin polidispersite indeksi tlizerine etkisi

Nanopartikiil tipi

CS:Kollicoat®

Kaplama 6ncesi

Kaplama sonrast

MAE 100 P orani PDI + SS PDI + SS

311 0,811:+0,221

2:1 0,761+0,112

CS:TPP NP 1:1 0,385+0,062 0,595+0,103
1:2 0,590::0,091

1:3 0,5170,055

311 0,602:0,13

2:1 0,489+0,043

CS:SBE-B-SD NP 11 0,208+0,046 0,481+0,057
1:2 0,415+0,022

1:3 0,375+0,081
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Cizelge 4.27. CS:Kollicoat® MAE 100 P (Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat
tamponundaki ¢6zeltisi) oraninin zeta potansiyel lizerine etkisi

Nanopartkil 661 | a2 100D oramy | (V)8 | (LSS
3:1 4,9+1,8
2:1 4,3+0,8
CS:TPP NP 1:1 27,3£3,4 -14,4+2,6
1:2 -22,1+0,7
1:3 22,9403
3:1 5,7+0,6
2:1 5,5+0,3
CS:SBE-B-SD NP 11 32,4+3,2 -10,6+£2,3
1:2 -21,1+0,6
1:3 -21,6+0,2
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Cizelge 4.28. CS:Kollicoat® MAE 100 P (Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat
tamponundaki ¢ozeltisi) oraninin % enkapsiilasyon etkinligi {izerine etkisi

Nanopartikiil tipi CS:Kollicoat® Kaplama 6ncesi % | Kaplama sonras1 %
MAE 100 P oran1 EE £ SS EE +SS
31 32,1+1,2
2:1 34,5+2,3
CS:TPP NP 1:1 28,1+2,3 42,93+,1
1:2 46,9+2,3
1:3 49,8+3,5
31 39,9+1,2
2:1 40,5+0,5
CS:SBE-B-SD NP 1:1 31,5+3,1 43,2+1,3
1:2 47,5+2,3
1:3 52,1+£2,5

Optimum Kollicoat® MAE 100 P kapli nanopartikiillerin, kapli olmayan nanopartikiillere
gore partikiil biiyilikliigliniin artmas1 ve zeta potansiyellerinin azalmasi beklenmistir. Buna
gore, optimum K-CS:TPP ve K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin CS:Kollicoat® MAE 100
P oran1 1:3 olacak sekilde Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat tamponundaki ¢6zeltisi
kullanilarak, Kollicoat® MAE 100 P ¢ozeltisi {izerine nanopartikiillerin damla damla ilave
edilmesiyle  hazirlanmasina  karar  verildi. Hazirlanan  optimum  K-CS:TPP
nanopartikiillerinin 581,32+79,68 nm partikiil biiyiikligiine, 0,517+0,055 polidispersite
indeksine, -22,9+0,3 mV =zeta potansiyeline ve %49,843,5 enkapsiilasyon etkinligine,
optimum K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin ise 555,32+38,46 nm partikiil biiyiikliigiine,
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0,375+0,081 polidispersite indeksine, -21,6+0,2 mV zeta potansiyeline ve %52,1+2,5
enkapsiilasyon etkinligine sahip oldugu bulundu.

Hazirlanan optimum nanopartikiil ~dispersiyonlarmin  goriintiileri Resim 4.2°de

gosterilmistir.

Resim 4.2. a) CS:TPP nanopartikiil dispersiyonuna ait goriintii b) CS:SBE-B-SD
nanopartikiil ~ dispersiyonuna ait gorinti c) K-CS:TPP nanopartikiil
dispersiyonuna ait goriintii d) K- CS:SBE-B-SD nanopartikiil dispersiyonuna ait
gorunti
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Resim 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’da sirastyla optimum CS:TPP, CS:SBE-B-SD, K-CS:TPP ve K-
CS:SBE-B-SD nanopartikiillerine ait partikiil biiyiikliigii 6l¢timleri Malvern Zeta Sizer’dan

alinan grafiklerle gosterilmistir.

Resim 4.3. CS:TPP nanopartikiillerinin partikiil biiytikliigii dagilimi grafigi

Resim 4.4. CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin partikiil biiytikliigii dagilimi grafigi

Resim 4.5. K-CS:TPP nanopartikiillerinin partikiil biiytikligii dagilimi grafigi
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Resim 4.6. K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin partikiil biiyiikligii dagilim: grafigi

Resim 4.7, 4.8, 4.9 ve 4.10°da sirasiyla optimum CS:TPP, CS:SBE-B-SD, K-CS:TPP ve K-
CS:SBE-B-SD nanopartikiillerine ait zeta potansiyel dl¢imleri Malvern Zeta Sizer’dan

alinan grafiklerle gosterilmistir.

Resim 4.7. CS:TPP nanopartikiillerin zeta potansiyel grafigi

Resim 4.8. CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin zeta potansiyel grafigi



Resim 4.9. K-CS:TPP nanopartikiillerinin zeta potansiyel grafigi

Resim 4.10. K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin zeta potansiyel grafigi
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4.4. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometresi (FT-IR) Analizinden Elde Edilen
Bulgular

Formiilasyon hazirlamada kullanilan maddelerin ve formiilasyonlarn FT-IR analizleri
Bolim 3.2.2°de anlatildigr gibi yapildi. Formiilasyonda kullanilan maddelere ve insiilin

yiiklii nanopartikiillere ait FT-IR spektrumlar1 Sekil 4.17°te gdsterilmistir.
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Sekil 4.17. Formiilasyonda kullanilan maddelere ve nanopartikiillere ait FT-IR spektrumlari
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4.5. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizlerinden Elde Edilen Bulgular

Formiilasyonda kullanilan maddelere ve insiilin yiiklii nanopartikiillerin DSC analizleri
Boliim 3.2.3’te anlatildig: gibi yapildi. Formiilasyonda kullanilan maddeler ve insiilin yiikli
nanopartikiillere ait DSC termogramlar1 Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°de gosterilmistir.
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mW
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Sekil 4.18. Formiilasyonda kullanilan maddelere ait DSC termogramlari
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Sekil 4.19. Insiilin yiiklii nanopartikiillere ait DSC spektrumlart
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4.6. Liyofilizasyon Isleminin Optimizasyon Calismalar

Liyofilizasyon iglemi B6liim 3.6’da anlatildig1 gibi yapilmistir. Sonuglar Cizelge 4.29, 4.30

ve 4.31°de gosterilmistir.

Cizelge 4.29. Mannitol oraninin liyofilizasyon sonrasi partikiil biiyiikliigii {izerine etkisi

Nanopartikiil Mannitol Liyofilizasyon oncesi Liyofilizasyon sonrasi PB

tipi orani (%) PB (nm) + SS (nm) + SS
Mannitol yok 5740+1352
1 1941+314
CS:TPP NP 3 276,53+26,3 1454+54
5 12594129
7 1465+285

Mannitol yok Olgiilemedi.

1 Olgiilemedi.

CSS:ES)BNEF;B' 3 365,23+26,51 719,81+116,91

5 1026+106

7 2562459
Mannitol yok 1121+18

1 1034+194

CS TR 3 583,23:90,51 1318289
5 1182+107

7 735,32+85,62

Mannitol yok 2862+129

1 Olciilemedi.
K[;_CSS[;S,\?F',E' 3 542,12+:24,35 1038+17
5 13464106

7 1656+389
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Cizelge 4.30. Mannitol oraninin liyofilizasyon sonrasi polidispersite indeksi iizerine etkisi

Nanopartikiil Mannitol Liyofilizasyon Oncesi Liyofilizasyon sonrasi
tipi oran1 (%) PDI + SS PDI £ SS
Mannitol yok 0,964+0,051
1 0,892+0,152
CS:TPP NP 3 0,382+0,121 1
5 0,8550+,231
7 0,899+0,101
Mannitol yok Olgiilemedi.
1 Olgiilemedi.
COSBEP-SD 3 0,208+0,891 0,66420,008
5 0,658+0,258
7 0,589+0,251
Mannitol yok 0,698+0,085
1 0,751+0,156
K-CS:TPP NP 3 0,541+0,029 0,779+0,121
5 0,956+0,212
7 0,698+0,121
Mannitol yok 0,956+0,061
1 Olgiilemedi.
DIV 3 0,375+0,081 0,692:0,103
5 0,616+0,211
7 0,657+0,181
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Cizelge 4.31. Mannitol oraninin liyofilizasyon sonrasi zeta potansiyel iizerine etkisi

Nanopartikiil Mannitol Liyofilizasyon 6ncesi Liyofilizasyon sonras1 {P
tipi orani (%) P (mV) £ SS (mV) £ SS
Mannitol yok 2,3+1,6
1 1,2+0,6
CS:TPP NP 3 27,3+3,4 -2,0£1,3
5 21,6+2,6
7 27,8+3,5
Mannitol yok Olgiilemedi.
1 Olgiilemedi.
COSBEP-SD 3 32,4+4,6 13,8£1,0
5 10,62+2,3
7 15,62+,3
Mannitol yok -36,32+,1
1 -30,7+0,3
K-CS:TPP NP 3 -21,6+0,2 -34,2+2,1
5 -13,6+2,1
7 -25,6+3,8
Mannitol yok -20,6+0,3
1 Olgiilemedi.
DIV 3 22,5403 26,2525
5 -21,2+5,6
7 -10,9+2,3

Kapli olmayan ve kapli nanopartikiillerin mannitol yokken ve %5 mannitol varlifinda

liyofilize edildikten sonraki goriintiilleri sirasiyla Resim 4.11 ve Resim 4.12°de

gosterilmistir.
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al). b).
C). OI).

Resim 4.11. a) CS:TPP nanopartikiillerinin mannitol eklemeden liyofilize edildigindeki
goriintiisii b) CS:TPP nanopartikiillerinin %5 mannitol varliginda liyofilize
edildigindeki goriintiisii ¢) CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin mannitol
eklemeden liyofilize edildigindeki  goriintiisii  d) CS:SBE-B-SD
nanopartikiillerinin %5 mannitol varliginda liyofilize edildigindeki goriintiisii
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al). b).
C). OI).

Resim 4.12. a) K-CS:TPP nanopartikiillerinin mannitol eklemeden liyofilize edildigindeki
goriintiisii b) K-CS:TPP nanopartikiillerinin %5 mannitol varliginda liyofilize
edildigindeki gorintiisii ¢) K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin mannitol
eklemeden liyofilize edildigindeki goriintiisii d) K-CS:SBE-B-SD
nanopartikiillerinin %5 mannitol varliginda liyofilize edildigindeki goriintiisii

4.7. In Vitro Insiilin Salim Calismalar:

In vitro salim ¢aligmalar1 Béliim 3.8’de anlatildig1 gibi diyaliz torba yontemiyle ilk 2 saat
nanopartikiillerin oral alimini taklit etmek i¢cin pH 1,2°de, sonra 6 saat bagirsak ortamini
taklit etmek amaciyla pH 6,8 fosfat tamponunda ve daha sonra 16 saat ise kan ortamini taklit
etmek amaciyla pH 7,4 fosfat tamponunda devam ettirilmistir. CS: TPP. CS:SBE-B-SD, K-
CS:TPP ve K-CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri i¢in 24 saatlik in vitro % kiimiilatif insiilin
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salim sonuglar1 Cizelge 4.32’de verilmis, in vitro insiilin salim profilleri ise Sekil 4.20°de
gosterilmigstir. Sekil 4.21°de, 24 saatlik in vitro insiilin salim profilleri toplu olarak

gosterilmistir.

Cizelge 4.32. CS:TPP. CS:SBE-B-SD, K-CS:TPP ve K-CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri i¢in
24 saatlik in vitro % kiimiilatif insiilin salim sonuglar1

NP Tipi
St CS:TPP | CS:SBE-B-SD | K-CS:TPP | K-CS:SBE-B-SD
05 %19,50 %16,65 %11,02 %7,48
1 %31,30 %22,42 %15,09 %09,63
2 %42,07 %32,37 %20,09 %16,57
4 %62,15 952,83 %45,66 %41,66
6 964,52 959,35 %64,66 %61,04
8 966,50 963,09 %74,41 %73,44
10 %72,90 %67,77 %78,60 %75,17
12 %73,50 9669,44 %78,95 %77,25
24 %74,12 %72,90 %83,04 %81,26
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Sekil 4.20. a) CS: TPP nanopartikiillerinin 24 saatlik in vitro insiilin salim profili b) CS:SBE-
B-SD nanopartikiillerinin 24 saatlik in vitro insiilin salim profili ¢) K-CS:TPP
nanopartikiillerinin 24 saatlik in vitro insiilin salim profili d) K-CS:SBE-f-SD
nanopartikiillerinin 24 saatlik in vitro instilin salim profili
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in vitro salim
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Sekil 4.21. Nanopartikiillerin 24 saatlik in vitro insiilin salim profilleri
4.7.1. Optimum formiilasyonlarin in vitro salim kinetiklerinin tayinine ait bulgular

Optimum formiilasyonlarin salim profillerinin farkli salim kinetik modelleri ile uyumlari
Bolim 3.8.1°de anlatildigi gibi DDSolver programi kullanilarak degerlendirildi. Kinetik
modellemeler igin % kiimiilatif insiilin salim verilerinden yararlanilmigtir. Elde edilen
bulgular incelendi ve RZ%qj degerinin 1’e en yakin, MSC degerinin 2’den biiyiik ve AIC
degerinin daha kiiglik olmasi kriterlerine bagli olarak en uygun kinetik model tespit

edilmistir.

Matematiksel modelleme i¢in gerekli olan parametrelere ait bulgular CS:TPP
nanopartikiilleri i¢in Cizelge 4.33’te ve bu bulgulardan hareketle uygun goriilen
matematiksel model olan Peppas-Sahlin ile in vitro insiilin salim sonuglarinin eslesmesi
Sekil 4.22°de verilmistir. Cizelge 4.34’te CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri i¢in matematiksel
modelleme i¢in gerekli bulgular verilirken Sekil 4.23’te in vitro insiilin salim sonuglar ile
en uygun matematiksel model olarak goriilen Weibull’1in eslesmesi gosterilmistir. K-CS:TPP
nanopartikiilleri i¢in ise matematiksel modelleme i¢in gerekli olan parametrelere ait bulgular
Cizelge 4.35’de bu bulgulardan yola ¢ikilarak bulunan matematiksel model 1. derece ve in

Vitro insiilin salim sonuglarinin etkilesimi Sekil 4.24°te gosterilmistir.
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K-CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri i¢in ise matematiksel modelleme igin gerekli olan
parametrelere ait bulgular Cizelge 4.36’da ve bu bulgulardan yola ¢ikilarak bulunan model

1. derece ve in vitro insiilin salim sonuglarinin etkilesimi Sekil 4.25’te gosterilmistir.

Cizelge 4.33. CS:TPP nanopartikiillerinin in vitro insiilin salim sonug¢larmin Kinetik
modellerle uyumunun degerlendirilmesi

Matematiksel model RPadj AIC MSC
0.derece 0,386 92,47 1,07
1.derece 0,679 77,84 0,39
Higuchi 0,71 76,83 0,5

Korsmeyer-Peppas 0,877 69,1 1,27

Hixson-Crowell 0,563 80,91 0,09
Peppas-Sahlin 0,977 53,01 2,88
Weibull 0,962 57,83 2,4
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Sekil 4.22. Nanopartikiillerinin in vitro insiilin salim profilinin Peppas-Sahlin salim kinetik
modeliyle eslestirilmesi
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Cizelge 4.34. CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin in vitro insiilin salim sonuglarinin kinetik
modellerle uyumunun degerlendirilmesi

Matematiksel model RZad AlC MSC
0.derece 0,006 89,03 0,64
1.derece 0,804 72,66 1
Higuchi 0,836 70,88 1,18

Korsmeyer-Peppas 0,888 67,91 1,48

Hixson-Crowell 0,711 76,55 0,61
Peppas-Sahlin 0,964 57,11 2,56
Weibull 0,970 55,57 2,71

CS:SBE-B-SD NP
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Sekil 4.23. CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin in vitro insiilin salim profilinin Weibull salim
kinetik modeliyle eslestirilmesi
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Cizelge 4.35. K-CS:TPP nanopartikiillerinin in vitro insiilin salim sonuglarinin kinetik
modellerle uyumunun degerlendirilmesi

Matematiksel model RZadj AIC MSC
0.derece 0,400 88,65 0,05
1.derece 0,966 59,85 2,93
Higuchi 0,882 72,29 1,68

Korsmeyer-Peppas 0,779 79,46 0,96

Hixson-Crowell 0,948 64,27 2,48
Peppas-Sahlin 0,877 74,27 1,48
Weibull 0,951 65,09 2,4
K-CS:TPP NP
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Sekil 4.24. K-CS:TPP nanopartikiillerinin in vitro insiilin salim profilinin 1.derece salim

kinetik modeliyle eslestirilmesi



114

Cizelge 4.36. K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin in vitro insiilin salim sonuglarimin
kinetik modellerle uyumunun degerlendirilmesi

Matematiksel model RZadj AlIC MSC
0.derece 0,485 87,3 0,24
1.derece 0,959 61,89 2,78
Higuchi 0,879 72,83 1,69

Korsmeyer-Peppas 0,673 83,57 0,61

Hixson-Crowell 0,946 64,65 2,51
Peppas-Sahlin 0,849 76,47 1,32
Weibull 0,943 66,8 2,29

K-CS:SBE-B-SD NP
120

100 +
80 H

60 -

® Observed

Fraction dissolved (%)

40 1
1 —— Predicted

20 1

0 5 10 15 20 25 30
Time (h)

Sekil 4.25. K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin in vitro insiilin salim profilinin 1.derece
salim kinetik modeliyle eslestirilmesi
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4.8. Gec¢irimli Elektron Mikroskobu (TEM) Goriintilleme Calismalarina Ait Bulgular
Insiilin yiiklii ve insiilin yiiklii olmayan CS:TPP, CS:SBE-B-SD, K-CS:TPP ve K-CS:SBE-

B-SD nanopartikiillerinin TEM goriintiileri sirasiyla Resim 4.13, Resim 4.14, Resim 4.15 ve
Resim 4.16°da gosterilmistir.

——— 100 nm

Resim 4.13. a) Insiilin yiiklii olmayan CS:TPP nanopartikiillerinin b) insiilin yiiklii CS:TPP
nanopartikiillerinin TEM goriintiileri
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b)

——— 200 nNM

Resim 4.14. a) Insiilin yiiklii olmayan CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin b) Insiilin yiiklii
CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin TEM goriintiileri
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Resim 4.15. a) Insiilin yiiklii olmayan K-CS:TPP nanopartikiillerinin b) Insiilin yiiklii K-
CS:TPP nanopartikiillerinin TEM goriintiileri
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o 5
———— 500 nm

| — éOO nm

Resim 4.16. a) Insiilin yiiklii olmayan K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin b) Insiilin yiiklii
K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin TEM gortintiileri
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4.9. MTT Sitotoksisite Testlerine Ait Bulgular:

MTT sitotoksisite testleri Bolim 3.9’da anlatildig: gibi yapilmstir. Sekil 4.26°da CS:TPP
ve CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinde artan insiilin derigimlerine gore hiicre canlilig1

degisim grafigi verilmistir.

100 [ T
instlin
INS-CS/TPP NP

INS-CS/SBERCD NP
KONTROL

Hucre Canhihg (%)
an
o

50 100 200
insiilin Konsantrasyonu (pg/mL)

Sekil 4.26. Insiilin derisimine gore hiicre canliligi degisim grafigi
4.10. In Vitro Stabilite Calismalarmna Ait Bulgular

In vitro stabilite calismalart Bélim 3.10°da anlatildigi  gibi yapildi. Hazirlanan
nanopartikiiller 4’er saat boyunca pH 1,2 ¢ozeltisi ve pH 6,8 fosfat tamponunda partikiil
biiyiikliigli, poldispersite indeksi ve =zeta potansiyel acgisindan degerlendirilerek
nanopartikiillerin oral yoldan verilmesinden sonra karsilasacagi pH’lardaki davranisi
incelendi. Optimum formiilasyonlar i¢in partikiil biiyiikligi degisimi Cizelge 4.37°de
polidispersite indeksi degisimi Cizelge 4.38°de ve zeta potansiyel degisimi Cizelge 4.39°da
gosterilmistir. Partikiil biyiikligi degisimi Sekil 4.27°de polidispersite indeksi degisim
Sekil 4.28°de ve zeta potansiyel degisimi ise Sekil 4.29°da gosterilmistir.
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Cizelge 4.37. In vitro stabilite calismalarinda nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii
degerleri
PB (nm) + SS | pH/stire 0 30 dakika 1 saat 2 saat 4 saat
CS:TPP NP 1,2 275,61+24,06 | 304,81+8,37 | 375,51£79,42 | 502,61+23,93 | 385,62+12,34
CS:TPP NP 6,8 282,72435,73 | 509,92+65,33 | 565,23+65,31 | 612,53+23,64 | 625,41+18,67
K-CS:TPP NP 1,2 563,22+12,89 | 595,54+39,88 | 602,51£61,66 | 618,55+621 | 612,64+17,71
K-CS:TPP NP 6,8 586,84+2,16 | 601,15+32,12 | 981,22+63,21 | 986,64+12,32 | 974,51+61,12
CS'S?\:T‘D'B'SD 1.2 312,51+15,64 | 360,73+13,51 | 385,6149,69 | 426,45+5,63 | 316,56+21,32
CS'S?\E,'B'SD 6,8 326,41425,79 | 563,24+18,31 | 601,53+28,12 | 616,29+28,12 | 626,45+18,19
K-CS:SBE-p- | 1,2
SD NP 531,56+24,78 | 547,98+50,34 | 598,64+31,22 | 608,54+£18,91 | 614,53+32,21
K-CS:SBE-- 6,8 515,54427,91 | 521,51428,39 | 869,54423,67 | 815,55+23,12 | 854,67+21,62
SD NP
a) b)
CS: TPP NP K- CS: TPP NP
800 * k¥ ok _ ¥k kXK
= ok ok ok | = pH 12 1500 m pH 12
E’ 600+ - T T Bl pHo68 ZE‘ m DH 6.8
3 ' = 1000 T _
3 400 5
§ 200 % 500 )
o E
0 0,5 1 2 4 0-
Qaat 00 05 10 20 40
Saat
CS:SBE-$-SD NP d)
S00— & % %k %k
) il = pH L2 K-CS:SBE-[-SD NP
ig‘ 600 L = pH6E 1000 i
= - - pH 12
= 4004 2 800+ = B pH 68
é _é 600 = -
= 200 2
- E 400
0 £
0.0 0.5 Lo 2.0 4.0 £ 2004
Saat
C) 0.0 0.5 L0 2.0 4.0
Saat

Sekil 4.27. a) CS:TPP nanopartikiillerinin b) K-CS:TPP nanopartikiillerinin ¢) CS:SBE-f3
SD nanopartikiillerinin d) K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin in vitro stabilite
caligmalarindan elde edilen partikiil bliyiikligi degerlerinin degisimi
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Cizelge 4.38. In vitro stabilite calismalarinda nanopartikiillerin polidispersite indeksi

degerleri
PDI+SS | pH/siire 0 30 dakika 1 saat 2 saat 4 saat
CS:TPP NP 1,2 0,321+0,086 0,462+0,091 0,412+0,078 0,692+0,072 0,501+0,101
CS:TPP NP 6,8 0,354+0,087 0,444+0,112 0,4040,081 0,437+0,048 0,585+0,088
K-CS: TPP NP 1,2 0,489+0,171 0,372+0,085 0,416+0,069 0,468+0,088 0,440+0,055
K-CS:TPP NP 6,8 0,499:0,102 0,418+0,043 0,599+0,031 0,563+0,031 0,423+0,036
:SBE-B-SD
CS:S NPB S 1,2 0,212+0,036 0,3120,069 0,289+0,016 0,364+0,103 0,356+0,089
CS:SBE-B-SD
NP B 6,8 0,209+0,044 0,302+0,078 0,3760,073 0,369+0,103 0,385+0,096
K-CS:SBE-B-
CS:S p 1,2 0,373+0,047 0,360+0,031 0,347+0,057 0,368+0,052 0,398+0,096
SD NP
K-CS:SBE-B-
p 6,8 0,362+0,086 0,328+0,037 0,410+0,022 0,4080,102 0,404+0,098
SD NP
a) b)
CS:TPP NP K CS:TPP NP
- 0.8
1.0 *k ok - - pH 12
0.8+ mm pH6S 0.6 mm pHG6S
E 0.6 T E 0.4
~ 0.4+
0.2
0.2
0=
0.0 0.5 1.0 2.0 4.0
0.0 0.5 1.0 2.0 4.0 Saat
Saat
c) d)
CS:SBE-p-SD NP K-CS:SBE-p-SD NP
- 0.6
0.6 - e - Bl pH 12
T T mm pH6S T m pHG6S
0.4 T i 047 1
A 0.2+
0.2
0.0-
0.0 0.0 0.5 1.0 2.0 4.0

0.0 0.5

1.0 2.0
Saat

4.0

Saat

Sekil 4.28. a) CS:TPP nanopartikiillerinin b) K-CS:TPP nanopartikiillerinin ¢) CS:SBE-f3-
SD nanopartikiillerinin d) K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin in vitro stabilite

calismalarindan elde edilen PDI degerlerinin degisimi
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Cizelge 4.39. In vitro stabilite calismalarinda nanopartikiillerin zeta potansiyel degerleri

(P (mv) + SS | pH/siire 0 30 dakika 1 saat 2 saat 4 saat
CS:TPP NP 1,2 25,5+5,6 20,1+7,4 14,4+4,7 16,3+4,9 14,3+2,2
CS:TPP NP 6,8 24,2427 -8,48+2,8 -6,4+1,9 -6,6+3.,4 -1,840,6

K-CS: TPP NP 1,2 -22,5+1,8 -16,4+0,8 -12,743,4 -12,2+4,9 -13,5+2,3

K-CS:TPP NP 6,8 -22,3%1,3 -3,9+2,1 -3,6+2,3 -2,6+0,23 -2,240,7

:SBE-B-SD
CS:S p-S 1,2 29,4437 14,9+4,5 14,8422 11,2+0,9 5,6+2,1
NP
CS:SBE-B-SD 68 28.942.1 -10,9+6,7 -7,3+0,9 23432 -1,642,1
NP

K-CS:SBE-f-

1.2 -22,3+1,3 -12,3+1,5 99423 -10,143,6 -11,241,6
SD NP !
K-CS:SBE-j-
: 6.8 -22,942.3 -6,1+4,5 -5,142,1 -1,242.3 -1,6+1,1
SD NP !
a) b)
CS:TPP NP K CS:TPP NP
i * EEE 2
Aok ok ok N pH 12
05 I ! | BN pH 68
2 . pH 12
g = m pH6S
s 104 %
N =%
10+ =
20 T T T T T N
0.0 0.5 1.0 2.0 4.0
Saat 0.0 0.5 1.0 2.0 4.0
Saat
c) d)
CS:SBE-B-SD NP K-CS:SBE-B-SD NP
ook ok ok ok ok ok
10
40 dokodok N * ok B pH 12
T = pHL2 _ m pH6S
- . pH68 2
2 59 z
W = o
Q el
o 3
£ 04 ~
N _ 1 1
1 30 T T T T T
20 T T T T T 0.0 0.5 L0 2.0 4.0
0.0 0.5 1.0 2.0 4.0 Saat
Saat

Sekil 4.29. a) CS:TPP nanopartikiillerinin b) K-CS:TPP nanopartikiillerinin ¢) CS:SBE-3-
SD nanopartikiillerinin d) K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin in vitro stabilite
caligmalarindan elde edilen zeta potansiyel degerlerinin degisimi
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4.11. Stabilite Cahsmalarina Ait Bulgular

Insiilinin distile suda 100 pg/mL’lik ¢dzeltisi hazirlanarak insiilin ¢dzeltisinin stabilitesi 0.,
15., 30., 60. ve 90. giinlerde UV-Vis spektrofotometresinde miktar tayini yapilarak hem 4°C
+ ortam nemi kosullarina sahip olan buzdolabinda hem de 25°C %6045 bagil nem
kosullarina sahip stabilite kabininde degerlendirildi. Cizelge 4.40’ta 4°C sicaklik + ortam
nemi kosullarina sahip buzdolabinda ve 25°C %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite
kabininde bekletilen insiilin ¢ozeltisinin 90 giinliik miktar tayini sonuglar1 gosterilmektedir.
Sekil 4.30°da insiilin ¢6zeltisinin 4°C + ortam nemi kosullarina sahip buzdolabinda ve 25°C
sicaklik %60+5 bagil nem kosullarinda miktar tayini sonuglariin 90 giinliik degisim grafigi

gosterilmistir.

Cizelge 4.40. 4°C sicaklik + ortam nemi kosullarina sahip buzdolabinda ve 25°C %60+5
bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde bekletilen insiilin ¢6zeltisinin
90 giinliik miktar tayini sonuglari (ug/mL)

Gin
0 15 30 60 90
Sicaklik

4°C 99,14 94,16 85,16 70,16 58,36

25°C 99,36 80,12 69,36 51,12 38,53
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Insiilin Stabilitesi
* %
| |
150, ok ok ok . ‘

I 1 = 4 °C
- ok Kk = 5 °C
E1004 o o
e
= - =
S 50-

0 1 1 | 1 |H
0.0 15.0 30.0 0f.0 000
Giin

Sekil 4.30. Insiilin ¢dzeltisinin 4°C + ortam nemi kosullarina sahip buzdolabinda ve 25°C
sicaklik %60+5 bagil nem kosullarinda miktar tayini sonuglarinin 90 giinliikk
degisim grafigi

Nanopartikiiller 4°C sicaklik + ortam nemi ve 25°C sicaklik %6045 bagil nem kosullarinda
6 ay boyunca bekletildi. 0., 15., 30., 60., 90., 120., 150. ve 180. giinlerde nanopartikiiller
partikiil biiylikliigli, polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve enkapsiilasyon etkinligi
acisindan degerlendirildi. Cizelge 4.41°de 4°C + ortam nemi kosullarmma sahip olan
buzdolabinda bekletilen nanopartikiillerin, Cizelge 4.42°de 25°C %60+5 bagil nem
kosullarina sahip stabilite kabininde bekletilen nanopartikiillerin 6 aylik partikiil bliytikligii
olglim sonuglar1 verilmistir. Sekil 4.31°de CS:TPP nanopartikiillerinin 4°C £ ortam nemi
kosullaria sahip olan buzdolabinda ve 25°C %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite
kabininde 6 ay bekletilmeleri sonucundaki partikiil biiytikliigiindeki degisimler, CS:SBE-p-
SD nanopartikiillerinin 4°C + ortam nemi kosullarina sahip olan buzdolabinda ve 25°C
%60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde 6 ay bekletilmeleri sonucundaki
partikiil biiytikligiindeki degisimler, K-CS:TPP nanopartikiillerinin 4°C £ ortam nemi
kosullarina sahip olan buzdolabinda ve 25°C %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite
kabininde 6 ay bekletilmeleri sonucundaki partikiil biiytikligiindeki degisimler ve K-
CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin 4°C + ortam nemi kosullarina sahip olan buzdolabinda ve
25°C %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde 6 ay bekletilmeleri sonucundaki
partikiil biiyiikliigiindeki degisimler gosterilmistir.
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Cizelge 4.41. 4°C sicaklik = ortam nemi kosullarina sahip buzdolabinda bekletilen
nanopartikiillerin 6 aylik partikiil biiyiikliigii 61¢tim sonuglari

4°C PB
(nm) 0 15 30 60 90 120 150 180
£SS/Giin
CSTPP | 26850 | 26061 282,63 276,21 286,54 267,98 335,21 296,61
NP 2918 | +1122 | +2361 6,91 +23,21 +13,15 +48,24 24,91
CS:SBE- | 31001 | aiser 306,91 305,16 320,59 292,21 307,34 31051
B-SDNP | #1122 | =98 21,12 9,22 +12,11 +11,32 2,13 6,82
K-
csTpp | 5801 | 57025 563,27 556,36 536,53 517,55 570,47 555,61
' 2361 | +1891 | 1391 | =21.24 32,61 +23,16 24,71 44,53
NP
K-
CS'SBE. | 53062 | 52985 536,68 520,14 502,54 508,58 540,41 536,93
' 2233 | 1991 | 2612 | =+1453 21,21 7,45 19,21 +20,21
B-SD NP

Cizelge 4.42. 25°C sicaklik %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde
bekletilen nanopartikiillerin 6 aylik partikiil biyiikligii 6l¢iim sonuglart

25°C PB
(nm) 0 15 30 60 90 120 150 180
+SS/Glin
CS:TPP 290,63 305,64 306,96 340,82 362,28 428,57 440,25 4355
NP +21,22 +9,81 +2,31 +21,21 +21,91 +21,32 +15,61 +19,61
CS:SBE- 315,65 320,65 326,53 328,51 342,52 398,21 403,52 426,65
B-SD NP +21,31 +12,22 +18,41 +23,63 +15,69 +19,28 +21,32 +28,62
K_
553,24 560,59 558,92 498,58 560,44 598,51 695,21 685,12
CS:TPP
+23,91 +32,91 +24,62 +23,91 +56,61 +21,62 +46,12 +38,69
NP
K_
503,65 510,99 508,16 482,25 475,12 486,24 460,42 458,91
CS:SBE-
+9,51 +41,12 +16,35 +18,91 +11,25 +31,21 +3,91 +16,98
B-SD NP
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a) b)
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Sekil 4.31. a) CS:TPP nanopartikiillerinin b) CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin ¢) K-
CS:TPP nanopartikiillerinin d) K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin 4°C +
ortam nemi kosullarina sahip buzdolabinda ve 25°C sicaklik %60+5 bagil nem
kosullarinda partikiil bityiikliigii degerlerinin 6 aylik degisim grafikleri

Cizelge 4.43’te 4°C + ortam nemi kosullarina sahip olan buzdolabinda bekletilen
nanopartikiillerin, Cizelge 4.44’te 25°C %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite
kabininde bekletilen nanopartikiillerin 6 aylik polidispersite indeksi Ol¢im sonuglar
verilmistir. Sekil 4.32’de CS:TPP nanopartikiillerinin 4°C £ ortam nemi kosullarina sahip
olan buzdolabinda ve 25°C %6045 bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde 6 ay
bekletilmeleri sonucundaki polidispersite indeksindeki degisimler, CS:SBE-B-SD
nanopartikiillerinin 4°C + ortam nemi kosullarina sahip olan buzdolabinda ve 25°C %60+5
bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde 6 ay bekletilmeleri sonucundaki
polidispersite indeksindeki degisimler K-CS:TPP nanopartikiillerinin 4°C + ortam nemi
kosullaria sahip olan buzdolabinda ve 25°C %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite
kabininde 6 ay bekletilmeleri sonucundaki polidispersite indeksindeki degisimler ve K-

CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin 4°C £ ortam nemi kosullarina sahip olan buzdolabinda ve
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25°C %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde 6 ay bekletilmeleri sonucundaki

polidispersite indeksindeki degisimler gosterilmistir.

Cizelge 4.43. 4°C sicaklik + ortam nemi kosullarina sahip buzdolabinda bekletilen
nanopartikiillerin 6 aylik polidispersite indeksi 6l¢lim sonuglari

4°C PDI
+SS/Giin 0 15 30 60 90 120 150 180

0,397 0,401 0,398 0,452 0,456 0,457 0,381 0,409
CS:TPP NP +0,056 +0,056 +0,012 +0,036 +0,026 +0,012 +0,019 +0,060

CS:SBE-B-
0,201 0,205 0,213 0,213 0,216 0,156 0,168 0,201
SD NP +0,009 +0,010 +0,012 +0,023 +0,011 +0,021 +0,035 +0,024
K-CS:TPP
0,512 0,514 0,501 0,498 0,511 0,478 0,471 0,482
NP +0,063 +0,026 +0,023 +0,036 +0,026 +0,025 +0,021 +0,036
K-CS:SBE-p-
0,326 0,325 0,289 0,255 0,261 0,266 0,264 0,298
SD NP +0,026 +0,023 +0,012 +0,011 +0,008 +0,012 +0,025 +0,036

Cizelge 4.44. 25°C sicaklik %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde
bekletilen nanopartikiillerin 6 aylik polidispersite indeksi 6l¢iim sonuglari

25°C PDI =

) 0 15 30 60 90 120 150 180
SS/Gin

CS:TPP NP 0,396 0,398 0,401 0,432 0,497 0,536 0,619 0,623
+0,032 £0,011 +0,023 £0,069 +0,056 +0,115 £0,109 +0,123
CS:SBE-f- 0,215 0,228 0,198 0,201 0,268 0,286 0,368 0,403
SD NP +0,025 +0,025 +0,023 +0,052 +0,023 +0,094 +0,096 +0,102
K-CS:TPP 0,489 0,487 0,475 0,437 0,505 0,513 0,565 0,579
NP +0,056 +0,046 +0,012 +0,052 +0,056 +0,103 £0,116 +0,136
K-CS:SBE-- 0,312 0,315 0,286 0,269 0,315 0,375 0,389 0,372
SD NP +0,026 +0,032 +0,012 +0,036 +0,0562 +0,094 £0,004 +0,075
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a) b)
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Sekil 4.32. a) CS:TPP nanopartikiillerinin b) CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin ¢) K-
CS:TPP nanopartikiillerinin d) K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin 4°C +
ortam nemi kosullarina sahip buzdolabinda ve 25°C sicaklik %60+5 bagil nem
kosullarinda polidispersite indeksi degerlerinin 6 aylik degisim grafikleri

Cizelge 4.45’te 4°C + ortam nemi kosullarmma sahip olan buzdolabinda bekletilen
nanopartikiillerin, Cizelge 4.46’da 25°C %6045 bagil nem kosullarina sahip stabilite
kabininde bekletilen nanopartikiillerin 6 aylik zeta potansiyel 6lglim sonuglari verilmistir.
Sekil 4.33’te CS:TPP nanopartikiillerinin 4°C £ ortam nemi kosullarina sahip olan
buzdolabinda ve 25°C %6045 bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde 6 ay
bekletilmeleri ~ sonucundaki  zeta  potansiyeldeki  degisimler,  CS:SBE-B-SD
nanopartikiillerinin 4°C £ ortam nemi kosullarina sahip olan buzdolabinda ve 25°C %60+5
bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde 6 ay bekletilmeleri sonucundaki zeta
potansiyeldeki degisimler, K-CS:TPP nanopartikiillerinin 4°C + ortam nemi kosullarina
sahip olan buzdolabinda ve 25°C %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde 6
ay bekletilmeleri sonucundaki zeta potansiyeldeki degisimler ve K-CS:SBE-B-SD
nanopartikiillerinin 4°C £ ortam nemi kosullarina sahip olan buzdolabinda ve 25°C %60+5
bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde 6 ay bekletilmeleri sonucundaki zeta

potansiyeldeki degisimler gosterilmistir.
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Cizelge 4.45. 4°C sicaklik + ortam nemi kosullarina sahip buzdolabinda bekletilen
nanopartikiillerin 6 aylik zeta potansiyeli 6l¢iim sonuglari

4°C
) 0 15 30 60 90 120 150 180
CP+SS/Giin
CS:TPP
25223 | 239#31 | 256£17 | 25623 | 27,1423 | 2258:3,1 | 21,9418 | 20,8+18
NP
CS:SBE-f-
206+1,9 | 302+24 | 31,1+26 | 30,1:16 | 295¢12 | 209+21 | 287429 | 309+21
SD NP
K-CS:TPP
21,6:13 | -22,2426 | -21,7418 | -216+19 | -235+23 | -192+13 | -165+2,3 | -14,.2+38
NP
K-
CS:SBE-B- | 223:12 | -226+14 | 225:1,7 | -225+13 | -231+1,3 | 21,1412 | -185+3,1 | -183+36
SD NP

Cizelge 4.46. 25°C sicaklik %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde
bekletilen formiilasyonlarin 6 aylik zeta potansiyeli 6l¢iim sonuglari

25°C CP

0 15 30 60 90 120 150 180
+SS/Giin
CS:TPP

25,3+1,8 25,9+1,4 26,1+1,8 25,3+1,2 21,5+2,3 18,5+3,5 18,1+3,5 16,3+3,2
NP
CS:SBE-

30,8£1,2 | 29,913 | 31,2415 | 292+1,9 | 30323 | 285+2,6 | 261+3,2 | 25132
B-SD NP
K-CS:

216415 | -223+15 | -21,6414 | 234422 | -21,2¢12 | -23,1,#421 | -27,1+17 | -29,9+39
TPP NP
K-
CS:SBE- | -226+1,4 | -236+1,8 | -22,8+1,2 | -22,6+16 | -256+23 | -212+12 | -21,3+1,7 | -22,4+15
B-SD NP
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Sekil 4.33. a) CS:TPP nanopartikiillerinin b) CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin ¢) K-
CS:TPP nanopartikiillerinin d) K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin 4°C +
ortam nemi kosullarina sahip buzdolabinda ve 25°C sicaklik %60+5 bagil nem
kosullarinda zeta potansiyel degerlerinin 6 aylik degisim grafikleri

Cizelge 4.47°de 4°C + ortam nemi kosullarina sahip olan buzdolabinda bekletilen
nanopartikiillerin, Cizelge 4.48’de 25°C %060+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite
kabininde bekletilen nanopartikiillerin 6 aylik enkapsiilasyon etkinligi sonuclar1 verilmistir.
Sekil 4.34’te CS:TPP nanopartikiillerinin 4°C + ortam nemi kosullarina sahip olan
buzdolabinda ve 25°C %6045 bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde 6 ay
bekletilmeleri sonucundaki enkaspiilasyon etkinligindeki degisimler, CS:SBE-B-SD
nanopartikiillerinin 4°C + ortam nemi kosullarina sahip olan buzdolabinda ve 25°C %60+5
bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde 6 ay bekletilmeleri sonucundaki
enkapsiilasyon etkinligindeki degisimler, K-CS:TPP nanopartikiillerinin 4°C + ortam nemi
kosullarina sahip olan buzdolabinda ve 25°C %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite
kabininde 6 ay bekletilmeleri sonucundaki enkapsiilasyon etkinligindeki degisimler ve K-
CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin 4°C + ortam nemi kosullarina sahip olan buzdolabinda ve
25°C %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde 6 ay bekletilmeleri sonucundaki

enkapsiilasyon etkinligindeki degisimler gosterilmistir.
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Cizelge 4.47. 4°C sicaklik + ortam nemi kosullarina sahip buzdolabinda bekletilen
nanopartikiillerin 6 aylik % enkapsiilasyon etkinligi degerleri

4°C % EE
) 0 15 30 60 90 120 150 180

+SS/Giin
CS:TPP NP | 292411 | 285+23 | 295+1,6 | 282+16 | 26542,6 | 257+42 | 252432 | 24,8+472

CS:SBE-f-
31,2412 | 31,8416 | 31,6+.2,1 | 305+13 | 29,3+2,8 | 281423 | 285+36 | 27,5+3.1

SD NP

K-CS:TPP
495£2,6 | 49,6421 | 49,8+1,9 | 50,112 | 50,6223 | 47,5¢6,5 | 46,2432 | 452+1,7

NP

K-CS:SBE-
522413 | 51,9423 | 51,8+1,8 | 50,9+16 | 50,9+2,3 | 49,3+18 | 485+2,3 | 46,5+34

B-SD NP

Cizelge 4.48. 25°C sicaklik %60+5 bagil nem kosullarina sahip stabilite kabininde
bekletilen nanopartikiillerin 6 aylik % enkapsiilasyon etkinligi sonuglar1

25°C % EE
) 0 15 30 60 90 120 150 180

+SS/Giin
CS:TPP NP | 296+1,2 | 292+13 | 29,6426 | 285+16 | 262+1,6 | 192+12 | 20,6+1,8 | 20,1172

CS:SBE-B-
31,2421 | 31216 | 30,5£12 | 299415 | 285£16 | 27,523 | 252+12 | 249+21

SD NP

K-CS:TPP
491422 | 49,0+23 | 485+23 | 47,4+19 | 471+15 | 44,6427 | 425435 | 40,5+3,6

NP

K-CS:SBE-
52,1423 | 51,6+2,3 | 51,3+25 | 505412 | 50516 | 47,8:12 | 462+12 | 459+3.4

B-SD NP
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Sekil 4.34. a) CS:TPP nanopartikiillerinin b) CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin ¢) K-
CS:TPP nanopartikiillerinin d) K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin 4°C +
ortam nemi kosullarina sahip buzdolabinda ve 25°C sicaklik %6045 bagil nem
kosullarinda % enkapsiilasyon etkinligi degerlerinin 6 aylik degisim grafikleri
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5. TARTISMA

5.1. Etkin Madde ve Diger Maddelerin Karakterizasyon Calismalarina Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

5.1.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektrometresi (FT-IR) analizi bulgularinin

degerlendirilmesi

FT-IR, maddelerin kimyasal yapisinm1 aydinlatmak i¢in maddelerin yapisindaki spesifik
baglar1  tespit etmede  kullanilmaktadir.  Calismamizda  kullanilan  insiiline
(C257H383N65077S6) ait FT-IR spektrumunda 3325 cm™ ve 1637 cm™*de pikler goriildii (Bkz.
Sekil 4.1). 3325 cm™*deki pik insiilinin yapisinda bulunan -NH; baglarmi ve 1637 cm™’de
goriilen pik ise C=N bagin1 temsil etmektedir. Insiilin ile yapilan bir ¢calismada ise insiiline
ait FT-IR spektrumunda 1654 cm™’de zayif bir pik ve 3400-3100 cm™*de ise giiclii bir pik
goriilmiistir (Mikulska, Filipowska, Osyczka, Nowakowska ve Szczubiatka, 2015).
Calismada kullanilan insiiline ait FT-IR spektrumu ve insiiline ait piklerin literatiir ile

benzerlik gosterdigi goriildii.

Calismada insiilin disinda kullanilan tiim maddelere ait FT-IR analizleri de incelendi (Bkz.
Sekil 4.16).

TPP’ye ait FT-IR spektrumunda 1125 cm?’deki pik P=0 bagini, 870 cm™*deki pik ve 709
cm?’deki pik O-P-O bagmi temsil etmektedir. TPP’nin FT-IR analizini gdsteren bir

caligmada ise benzer spektrum ve benzer pikler goriilmiistiir (Ferreira Tomaz ve digerleri,

2018).

Calismamizda kullanilan diisiik molekiil agirlikli kitosana ait FT-IR spektrumunda 3291 cm-
L deki pik O-H bagini, 2898 cm™ N-H bagini, 1648 cm™’deki pik amit bagini, 1374 cm
L deki pik -CH3 bagin1 ve 1025 cm™’deki pik ise C-O bagmi temsil etmektedir. Sethi ve
arkadaslarinin diisiik molekiil agirlikli kitosan kullanarak 5-Fluorourasil nanopartikiilleri
hazirladiklar1 ¢alismalarinda, bizim c¢alismamizda 3291 cm™’de izledigimiz O-H bagini
3355 cm™’de, 2898 cm™’de izledigimiz N-H bagin1 2875 cm™’de, 1648 cm™ deki pik amit
bagimi ise 1653 cm™’de izlediklerini ifade etmislerdir (Sethi, Ahmad, Huma, Khalid ve

Ahmad, 2021). Kumar ve Koh’un kitosanin FTIR spektrumunu inceledikleri ¢alismalarinda
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benzer spektrum ve benzer pikler goriilmiistiir (Kumar ve Koh, 2012). Kitosana ait FTIR

sonuglari literatiirle benzerlik gostermektedir.

Calismamizda kullanilan SBE-B-SD ait FT-IR spektrumunda 3387 cm™’deki pik aromatik
halkaya bagli -OH bagni, 1152 cm™’deki pik C-O bagimi, 1028 cm™*’deki pik ise C-H bagini
temsil etmektedir. Calismamizdan elde edilen spektrumda SBE-B-SD’ye ait karakteristik

piklerin ve dalga boylarinin literatiir ile benzerlik gosterdigi goriildii (Alvi ve digerleri,
2021).

Caligmamizda enterik kaplama amaciyla kullanilan Kollicoat® MAE 100 P’ye ait FT-IR
spektrumunda 2981 cm™’deki pik -CHs bagin1, 1697 cm™’deki pik karboksil grubuna ait
bag1, 1155 cm™’deki pik C-O bagini ve 753 cm™*deki pik C-H bagmi temsil etmektedir.
Dupeyron ve arkadaglarinin Kollicoat® MAE 100 P ile elde ettigi FT-IR spektrumunda
spektrum ve karakteristik pikler benzerlik gostermis, dalga boylarinda ufak farkliliklar

izlenmistir (Dupeyron, Gonzalez, Saez, Ramén ve Rieumont, 2005).

Calismada ayrica CS:TPP nanopartikiilleri, K-CS:TPP nanopartikiilleri, CS:SBE-B-SD
nanopartikiilleri ve K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerine ait FT-IR spektrumlari

incelenmistir.

CS:TPP nanopartikiillerine ait FT-IR spektrumunda 3264 cm™deki —H baglarmimn
olustugunu , 1538 cm™’de ortaya ¢ikan pikin ise kitosan TPP ¢apraz baglanmasi ile olusan
N-O-P bag: diisiiniildii. Loutfy ve arkadaslari, 3264 cm™’de gordiigiimiiz bag1 3360°da,
1538 cm™*de gordiigiimiiz gapraz baglanmayi isaret eden bagi ise 1530 cm™’de izlemislerdir
(Loutfy ve digerleri, 2016). K-CS:TPP nanopartikiillerine ait FT-IR spektrumlarinin ana
hatlariyla Kollicoat® MAE 100 P’ye ait FT-IR spektruma benzerlik gosterdigi,

nanopartikiillerin 1yi bir sekilde kaplandigini diistindiirmiistiir.

CS:SBE-B-SD nanopartikiillerine ait FT-IR spektrumlarinda SBE-B-SD’e ait 3387 cm'’deki
pikin 3298 cm™’e kaymasi -H baglarinin olustugunu gostermektedir. Kitosana ait 1648 cm’
L de gordiigiimiiz amit bagi pikinin ise 1654 cm™’e kaydig1 goriildii. Kitosana ait 1374 cm-
L deki pik 1381 cm™’e, SBE-B-SD’e ait 1152 cm™’deki pik 1136 cm™’e ve 1028 cm™’de
gozlenen pikin ise 1023 cm "1’e kaydig1 gézlendi. Tiim bu degisimlerin kitosanin katyonik

amin ve SBE-B-SD’nin anyonik siilfobutil gruplar arasindaki etkilesimden kaynaklandig



135

diisiiniildii. Liu ve arkadaslari, 3298 cm™’de gordiigiimiiz piki 3438 cm™’de, 1654 cm™¥’de
gordiigiimiiz piki 1635 cm™’de, 1136 cm™’de gordiigiimiiz piki 1159 cm™’de ve 1023 cm
1 de gordiigiimiiz piki ise 1035 cm™’de izlemislerdir (Liu ve digerleri, 2016). K-CS:SBE-f-
SD nanopartikiillerine ait FT-IR spektrumlarinda 1041 cm™’deki ve 855 cm™’deki pik
Kollicoat® MAE 100 P’ye ait pikleridir. K-CS:TPP nanopartikiillerinin spektrumlarinda
oldugu gibi K-CS:SBE-B-SD spektrumu da Kollicoat® MAE 100 P spektrumuna benzerlik

gostermekte olup, nanopartikiillerin iyi bir sekilde kaplandigini diisiindiirm{istiir.

Insiilin yiiklii nanopartikiillerin (CS:TPP, CS:SBE-B-SD, K-CS:TPP, K-CS:SBE-B-SD
nanopartikiilleri) FT-IR spektrumlarinda insiiline ait pikler gozlenmedi bu durumda
insiilinin nanopartikiiller i¢inde enkapsiile oldugunu goéstermistir. Sahu, insiilin yiikli
aljinat-kitosan nanopartikiilleri gelistirmis nanopartikiillerin FT-IR spektrumlarinda, 1634
ve 1531 cm'1’de gozlenen karakteristik insiilin piklerinin nanopartikiillerin spektrumunda

maskelenerek 1598 cm1’de yeni bir pik goriildiigiinii ifade etmislerdir. (Sahu, 2013).
5.1.2. Insiilinin erime noktasinin degerlendirilmesi

Insiilinin erime noktasmin tayini igin Diferansiyel Taramali Kalorimetre kullanmustir.
Termogramda 60,45 ve 73,87 °C’de genis bir endotermik pik gozlendi (Bkz. Sekil 4.2). Bu
pikin keskin olmamasi kullanilan insiilinin saf olmamasina yani igerisinde yardimci
maddelerin bulunmasina bagh olabilecegi diisiiniildii. Literatiirde ise DSC analizlerinde
insiilin 60-65 °C’de endotermik bir pik verdigi bildirilmektedir (Ansari ve digerleri, 2016;

Erzengin ve digerleri, 2022; Sarmento, Ferreira, Veiga ve Ribeiro, 2006a).
5.1.3. DSC bulgularinin degerlendirilmesi

DSC analizleri formiilasyonda kullanilan her madde (kitosan, TPP, SBE-B-SD, Kollicoat®
MAE 100 P ve mannitol) ve her formiilasyon (CS:TPP, CS:SBE-B-SD, K-CS:TPP, K-
CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri) i¢in ayr1 ayr1 yapildi. Sivi halde piyasa preparati olarak
elimizde bulunan insiilin ¢dzeltisinin DSC c¢alismast sivi halde yapildi. Humulin®-R
bilesiminde insiilin disinda metakrezol, gliserol, HCl ve NaOH de bulunmaktadir. Etkin
maddemiz kati halde olmadigr i¢in 1:1 karisimlarimin DSC analizleri yapilamadi. DSC
caligmalar1 i¢in hazirlanan nanopartikiiller, mannitol eklenmeden liyofilize edildi.

Humulin®-R ait DSC termograminda 35-80 °C aras1 torba seklinde gozlenen pik
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Humulin®-R ve gliserole ait piklerin birlesimi olarak diisiiniildii. Literatiirde gliserole ait
DSC spektrumunda 83 °C’de endotermik bir gézlendigi ifade edilmistir (Ma, Qiao, Wang,
Yao ve Xu, 2019). 100°C’de izlenen pikin ise m-krezole ait olabilecegi diisiiniildii ama
yapilan literaiir taramasinda m-krezole ait bir DSC bulgusuna rastlanmadi. Mumuni ve
arkadaslarinin insiilin igeren nanopartikiil gelistirmek i¢in yaptiklari ¢alismada da instilin
kaynag1 olarak Humulin® kullanilmig, ancak DSC termogramlarinda bizim buldugumuz
gibi torba seklinde bir pik yerine, 94 °C civarinda keskin bir pik goriilmiistiir, ancak
100°C’de ayrica bir pik gorilmemistir (Mumuni ve digerleri, 2020). Han ve arkadaslar1
insan rekombinant insiilini kullanarak hyaluronik asit nanopartikiil gelistirmek iizere
yaptiklar1 ¢aligmada insiilinin DSC termogramini inceleyerek, 219 °C’de izledikleri pikin
insiilin dekompoziyonundan kaynaklanabilegini ifade etmislerdir. 30-100°C arasinda
izledikleri pik hakkinda yorum yapmamislardir. Bu durumda bu pikin insiiline ait

karakteristik pik oldugu diisiiniilmiistiir (Han ve digerleri, 2012).

DSC analizlerinde kitosanin 73,64 °C’de endotermik bir pik verirken, 305,16 °C’de
ekzotermik bir pik verdigi goriildii (Bkz. Sekil 4.17). TPP’nin termograminda ise 77,71,
120,08 ve 189,76 °C’de endotermik pikler goriildii (Bkz. Sekil 4.17). Yapilan bir ¢aligmada
kitosanin 89,04 °C’de endotermik bir pik ve 312,26 °C’de ise ekzotermik bir pik verdigi
bildirilmistir (Acharyulu, Gomathi ve Sudha, 2013). Kurkumin enkapsiile etmek amaciyla
TPP ile ¢apraz baglanarak kitosan naopartikiillerinin hazirlandigi bir calismada yapilan DSC
caligmalar1 hem kitosan i¢in hem de TPP igin, elde ettigimiz DSC bulgulariyla uyumlu
olmustur. Arastiricilar kitosan i¢in 305,9 °C’de ekzotermik pik izlerken, TPP i¢in 75°C’de,
118.9 °C’de ve 190 °C civarinda pikler bulmuslardir (Nair, Morris, Billa ve Leong, 2019).
Yapilan baska bir caligmada ise TPP i¢in 74,13 ve 167,38 °C’de endotermik pikler verdigi
bildirilmistir (Govindasamy, Krishnamoorthy ve Rajappan, 2013). SBE-B-SD’ye ait DSC
termograminda 263,90 °C’de kiiciik bir endotermik bir pik goriildii (Bkz. Sekil 4.17). Arora
ve arkadaslar1t SBE-B-SD’nin 272,22 °C’de endotermik bir pik verdigi bildirilmistir (Arora

ve digerleri, 2019). Sonuglar benzer olarak degerlendirilmistir.

Kollicoat® MAE 100 P’nin termograminda 204,97 °C’de endotermik bir pik goriildii (Bkz.
Sekil 4.17). Yapilan bir ¢calismada, metakrilik asit ve etil akrilatin birebir karisimdan olusan
Kollicoat® MAE 100 P’nin 210 °C civarinda ¢ok keskin olmayan bir pik verdigi ifade
edilmistir (N. Kim ve digerleri, 2014). Mannitoliin termograminda izlenen 169,07 °C’de
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endotermik pikin (Bkz. Sekil 4.17) literatiirde 168,4 °C civarinda izlendigi bildirilmistir
(Jaipal ve digerleri, 2015).

Calismada kullanilan yardimc1 maddelerin DSC termogramlar1t ve verdikleri pikler

incelendiginde sonuclarin genel olarak literatiir ile uyumlu oldugu goriildii.

DSC analizlerinde hazirlanan nanopartikiillerin kitosan ve TPP/ SBE-B-SD’nin karakteristik
piklerini vermemesi ve piklerde anlamli kaymalar izlenmesi kitosanin ve TPP/ SBE-B-SD
arasindaki ¢apraz baglanmayi1 dogrulamaktadir (Bkz. Sekil 4.18). Kapli nanopartikiillerde
ise FT-IR sonuglarima benzer olarak yaklasik 10 °C’lik bir kayma ile sadece Kollicoat®
MAE 100 P’ye ait pikin goriilmesi etkin bir kaplama yapildigin1 dogrulamistir. K-CS:TPP
nanopartikiilleri 187,29 °C’de, K-CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri ise 190,25 °C’de
endotermik pikler vermistir. Kapli nanopartikiillerle yapilan DSC ¢aligmalarinda genellikle,
kaplama materyaline ait pikler izlenmistir. Bu durum kaplama etkinliginin yiiksek olmasi
seklinde yorumlanmaktadir. Hem kapli olmayan hem de Kollicoat® MAE 100 P
nanopartikiillerinin - DSC  termogramlarinda insiilin piki izlenmemesi, insiilinin

nanopartikiillere basarili bir sekilde enkapsiile edildigini isaret etmistir.
5.1.4. Insiilinin UV-Vis spektrofotometre ile analiz bulgularinin degerlendirilmesi

Insiilin distile suda ¢oziinerek hazirlanan ¢dzeltisinin UV-Vis spektrofotometrede 200-800
nm araliginda yapilan dalga boyu taramasinda insiilinin maksimum absorbans verdigi dalga
boyu 272 nm olarak belirlendi (Bkz. Sekil 4.3). Literatiirde ise insiilinin maksimum
absorbans verdigi dalga boyu 272-276 nm olarak verilmistir (Correia, Neves-Petersen,
Jeppesen, Gregersen ve Petersen, 2012; Royatvand, Fallah Hoseini, Ezzatpanah ve
Sekehchi, 2013; Sharda, Attri, Kaur ve Choudhury, 2021). Sonug olarak buldugumuz dalga

boyu literatiir ile uyumlu olmustur.
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5.1.5. Insiilinin miktar tayini yonteminin gelistirilmesi ve miktar tayini yonteminin

validasyonundan elde edilen bulgularin degerlendirilmesi

Calismada kullanilan miktar tayini analiz yonteminin her zaman ayn1 ve her zaman dogru
ve kesin bir sekilde sonucu gosterdigini, giivenilirligini ve yontemin kullannom amacina
uygunlugunu gostermek icin validasyon ¢alismalar1 yapildi. In vitro analizlerde kullanilan

miktar tayini yonteminin validasyon islemi ii¢ farkli pH’da (1,2, 6,8, 7,4) yapildi.

Kullanilan miktar tayini analiz yonteminin dogrusallik ¢alismalar1 pH 1,2 ¢ozeltisi ve pH
6,8 ve 7,4 fosfat tampon ¢ozeltilerinde ayr1 ayri yapildi. Tampon ¢6zeltisi ortamlarinda elde
edilen kalibrasyon dogrularina ait R? degerleri pH 1,2 i¢in 0,9990, pH 6,8 icin 0,9991, pH
7,41i¢in 0,9991 olarak bulundu (Bkz. Sekil 4.5-4.7). R? degerleri 1°e yakin oldugu i¢in analiz
yonteminin dogrusalligi kanitland:. Insiilin analogu olan insiilin glulisin ile yapilan bir
calismada insiilin glulisinin belirli derisimleri ile olusturulan kalibrasyon dogrusunun R?

degeri 0,99 bulunarak yontemin dogrusalligi kanitlanmistir (Presas ve digerleri, 2018).

Kullanilan miktar tayini analiz yonteminin tekrarlanabilirligini gdsteren deney ic¢i ve
deneyler arasi kesinlik caligmalart pH 1,2 ¢ozeltisi ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tampon
cozeltilerinde ayr1 ayr1 yapildi ve sonuglar %BS olarak degerlendirildi. Deney i¢i kesinlik
caligmalarin pH 1,2 igin %BS degeri 0,9, pH 6,8 i¢in %BS degeri 0,79 ve pH 7,4 fosfat i¢in
%BS degeri 0,64 olarak, deneyler arasi kesinlik ¢aligmalariin pH 1,2 i¢in %BS degerleri
1,6,1,3ve 1,75, pH 6,8 i¢in %BS degerleri 1,5, 1,83 ve 0,85 ve pH 7,4 i¢in %BS degerleri
1,4, 0,9 ve 1,07 olarak bulundu. pH 1,2 ¢ozeltisi ve pH 6,8 ve 7,4 fosfat tampon
cozeltilerinde %BS degerlerinin %2 nin altinda bulunmasi ile kullanilan miktar tayini analiz
yonteminin kesinligini yani deney i¢i ve deneyler arasi tekrarlanabilirlik kanitlandi1 (Bkz.
Cizelge 4.1-4.6) . Yapilan bir ¢alismada instilinin ti¢ farkli derisimi i¢in deney igi ve deneyler

arasi kesinlik kanitlanmistir (Su, Wu, Zhang ve Feng, 2010).

Kullanilan miktar tayini analiz yontemi ile elde edilen sonuglarin gercege yakinligini ifade
eden dogruluk calismalarinda sonuglar1 degerlendirebilmek amaciyla % geri elde
bulgularinin % BS degerleri kullanildi. Geri elde degerlerinin ortalamasi pH 1,2 i¢in 99,39,
101,08 ve 99,99, pH 6,8 i¢in 99,88, 100,36 ve 99,48 ve pH 7.4 i¢in 99,12, 98,73 ve 98,17
olarak bulundu. % BS degerleri ise pH 1,2 i¢in 0,56, 0,38 ve 0,34, pH 6,8 i¢in 0,01, 0,25 ve
0,56 ve pH 7,4 i¢in 0,29, 0,12 ve 0,01 olarak bulundu. Calismada elde edilen % geri elde
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bulgularinin pH 1,2 ¢ozeltisi ve 6,8 ve 7,4 fosfat tampon ¢ozeltileri icin % BS degerlerinin
%?2’nin altinda bulunmasi ile kullanilan miktar tayini analiz yonteminin dogrulugunu yani
gercege yakinligi kanitland1 (Bkz. Cizelge 4.7-4.9). Insiilin ile yapilan bir calismada % geri
elde degerleri 98 ile 101 araliginda, % BS ise 2,75 ve daha kiigiik bulunmustur (Sarmento,
Ribeiro, Veiga ve Ferreira, 2006b).

Kullanilan miktar tayini analiz yonteminin sadece amaglanan maddeyi saptayabilme
ozelligini gosteren Ozgiinliik ve secicilik i¢in formiilasyonlarda kullanilan her maddenin
(kitosan, TPP, SBE-B-SD, Kollicoat® MAE 100 P ve mannitol), kitosan-TPP- Kollicoat®
MAE 100 P karisimi ve kitosan-SBE-B-SD-Kollicoat® MAE 100 P karisiminin pH 1,2
cozeltisi ve 6,8 ve 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisi ortamlarinda dalga boyu taramasi yapildi.
Kullanilan maddeler insiilinin maksimum absorbans verdigi dalga boyunda (272 nm)
herhangi bir pik vermedi (Bkz. Sekil 4.8-4.13). Bu durum ile de kullanilan miktar tayini

analiz yonteminin insiilin i¢in 6zgiin ve secici oldugu kanitlandu.

Kullanilan miktar tayini analiz yonteminin insiilin i¢in saptama (LOD) ve tayin (LOQ) sinir1
degerleri pH 1,2, 6,8 ve 7,4 icin ayr1 ayr1 hesaplanmadi. LOD degeri pH 1,2 i¢in 0,873
pg/mL, pH 6,8 i¢in 0,109 ng/mL ve pH 7,4 i¢in 1,040 pg/mL ve LOQ degerleri ise pH 1,2
icin 2,645 pg/mL, pH 6,8 i¢in 0,331 ng/mL ve pH 7,4 icin 3,153 pg/mL olarak bulundu
(Bkz. Cizelge 4.10). Yontem validasyonunda ¢alisilan kalibrasyon dl¢lim araliginin (5-100
pg/mL) en diisiik derisimi bulunan LOD ve LOQ degerlerinin her birinin iizerindedir.
Calismada bulunan sonuglar kullanilan miktar tayini yonteminin her pH i¢in oldukc¢a hassas
oldugunu kanitlandi. Yapilan bir ¢caligmada insiiline ait LOD degeri 0,35 pg/mL ve LOQ
degeri 0,7 pg/mL olarak bulunmustur (Ravi, Peh, Darwis, Krishna Murthy ve Raghu Raj
Singh, 2007). Her pH igin olduk¢a hassas oldugunu kanitlayan yontem literatiir ile

benzerligini de kanitlamis oldu.

Iki giinliik stabilite sonuglarinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05).

Boylece 6rneklerin 24 saat boyunca stabilitesini korudugu kanitlandi (Bkz. Sekil 4.13-4.15).

Tiim sonuglar incelendiginde insiilin miktar tayini i¢in gelistirdigimiz yontemin hassas,

giivenilir, insiiline spesifik oldugu kanitlandi.
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5.2. Nanopartikiillerin Hazirlanmasinin  Optimize Edilmesine Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Kitosan, ilag tasiyici sistemlerde yaygin olarak kullanilan, kontrollii ilag salimi saglayan,
hidrofilik makromolekiiler ilaglarin absorpsiyon artirict etkisi olan, mukoadezif, toksik
olmayan, biyouyumlu bir polimerdir. Calismada insiilin yiiklii Kitosan nanopartikiilleri
hazirlanirken iyonik jelasyon yontemi kullanildi. Capraz baglayici olarak ise TPP ve TPP’ye
alternatif olarak SBE-B-SD kullanildi. SBE-B-SD’nin, insiilinin bagirsaktan emiliminin
artirtlmasina da katki saglayacagi diisliniildii. Hidrofilik siklodekstrinler ise insiilinin ndtr
pH’da kendi kendine kiimelenmesini ve insiilinin hidrofobik yiizeylere adsorpsiyonunu
engelleyerek insiilinin stabilitesini iyilestirmeye yardimci olmaktadir. Siklodekstrinler
ayrica membran akiskanhifint bozmakta ve insiilin gibi protein/peptit yapisindaki
molekiillerin membran boyunca emilimini artirmaktadir (Sajeesh ve Sharma, 2006). Kitosan
tirevleri ile hazirlanan insiilin nanopartikiillerinin hazirlanmasinda cesitli yontemler
kullanilsa da en yaygin kullanilan yontem capraz baglayici olarak TPP’nin kullanildig:
iyonik jelasyon yoOntemidir. Bu yontemin kolay olmasi, toksik solvanlara ihtiyag
duyulmamas1 ve biiylik Olgekte hazirlamaya uygun olmasi yontemin en Onemli
avantajlarindandir (Mahdizadeh Barzoki, Emam-Djomeh, Rafiee-Tehrani, Mortazavian ve
Moosavi Movahedi, 2019). Fakat iyonik jelasyon yontemi partikiil agregasyonuna, yiiksek
polidispersite indeksine ve yetersiz fiziksel/kimyasal stabiliteye neden olabilmektedir. Bu
sorunun ana nedeninin kitosan ve TPP arasinda istenmeyen molekiil i¢i ve molekiiller arasi

capraz baglanma olabilecegi diistiniilmektedir (Agardan, 2020).

Bu calismada hazirlanan insiilin yiiklii nanopartikiillerin, diisiik partikiil biiyikligi ve
polidispersite indeksine, yliksek zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligine sahip olmasi
amaclandi. Optimum formiilasyon se¢iminde, kaplama yapilacagi da diisiiniilerek diisiik

partikiil biiytikliigii ve polidispersite indeksi 6zellikle goz 6ntinde bulunduruldu.

Iyonik jelasyon ydntemi ile hazirlanan nanopartikiillerin partikiil boyutlarnin hem kitosan
ve TPP ¢ozeltilerinin derisimine hem de kitosan:TPP oranina bagli oldugu bilinmektedir
(Peniche ve Peniche, 2011).

Calismada kullanilan kitosan, %0,5 (h/h) asetik asit i¢eren distile suda ¢oziilerek %0,25 (a/h)

derisimde Kitosan ¢ozeltisi elde edildi. Kitosan ¢ozeltilerinin pH’lari, insiilinin izoelektrik
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noktasinin (pH 5,3) altinda ve istiinde ¢alisilmas1 amaglanarak pH 3, 4,6, 5,2 ve 6 olarak
ayarlandi (Panigrahy ve Kumar, 2022). Literatiirde iyonik jelasyon yontemi ile kitosan
nanopartikiil hazirlamak i¢in ve farkli oranda asit i¢eren kitosanin farkli derisimlerde
cozeltileri hazirlanmus, farkli Kitosan/TPP oranlari, farkli karistirma hiz/stireleri ¢alisilmistir
(Kouchak ve Azarpanah, 2015). Bu durumun elde edilen naopartikiillerin partikiil
bliytikliigii, polidispersite indeksi vb. karakteristik Ozelliklerini etkiledigi goriilmiistiir
(Calvo ve digerleri, 1997; Garrait, Beyssac ve Subirade, 2014). Ornegin Milotti ve
arkadaslar1 iyonik jelasyon yontemi ile Kitosan nanopartikiilleri hazirladiklari bir ¢alismada
%0,05 (h/h) asetik asit i¢eren distile suda kitosan derisimi %0,25 (a/h) olacak sekilde Kitosan
cozeltisi hazirlamistir (Millotti ve digerleri, 2011). Kitosan nanopartikiilleri hazirlanan bir
caligmada CS:TPP orami 3:1, 4:1, 5:1, 6:1 ve 7:1 olarak denenmistir. CS:TPP orani artik¢a
nanopartikiillerin partikiil biytikligii de artmistir (Hejjaji, Smith ve Morris, 2018). Birkag
calismada daha goriilen bu durumdan dolayi, ¢alismamizda CS:TPP orani ¢ok yiiksek

denemeler yapilmamustir.

Calismamizda, nanopartikiilleri hazirlamak i¢in 900 rpm hiza ayarlanan manyetik
karistiricida Kitosan ¢ozeltisi tizerine CS:TPP/SBE-B-SD orani 2:1, 1:1, 0.5:1 olacak sekilde
TPP veya SBE-B-SD c¢ozeltileri damla damla ilave edildikten sonra 30 dakika karigtirildi ve
30 dakika sonunda iizerine insiilin ilave edildi. Eklenen 2 mg insiiline esdeger Humulin®-R
cozeltisi ile birlikte 10 dakika daha ayni rpm hizda karistirilmaya devam edildi ve bdylece
insiilin yiiklii nanopartikiiller elde edildi (Erel, Kotmakgi, Akbaba, Karadagli ve Kantarci,
2016). Hazirlanan nanopartikiiller 15000 rpm hizda 30 dakika santrifiij edildi (Bayat,
Larijani, Ahmadian, Junginger ve Rafiee-Tehrani, 2008). Insiilin yiiklii kitosan
nanopartikiilleri hazirlanan bir ¢alismada ¢apraz baglayici olarak TPP ve SBE-B-SD (2:1 ve
1:1 oranlarinda) kullanilmis ve karistirma hizi 900 rpm olarak secilmistir. Ayn1 ¢alismada
kitosan (pH 3 ve 5,3’e ayarlanmis) ve ¢apraz baglayici 30 dakika karistirilmis ve 30 dakika
sonunda karigima insiilin de eklenerek ekstra 10 dakika daha karistirilma yapilmis ve insiilin
yiikli Kitosan nanopartikiilleri hazirlanmistir ve 30 dakika sonra insiilin eklenmesi

enkaspiilasyon etkinligini artirmistir (Mutlu-Agardan ve Han, 2021).

Insiilin yiiklii nanopartikiillerin hazirlanmasinda kitosan pH’s1, CS:TPP oran1 ve CS:SBE-B-
SD orani degistirilerek hazirlanan nanopartikiiller partikiil bityiikliigii, polidispersite indeksi,
zeta potansiyel ve enkapsiilasyon etkinlikleri agisindan degerlendirildi. CS:TPP oran1 1:1 ve

1:0.5 oldugunda calisilan tiim pH’larda partikiil biiyiikliigli mikrometre boyutlarina ¢ikti,
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polidispersite indeksi kabul edilmeyecek derecede (PDI>0,600) artt1, zeta potansiyel degeri
-10 ile +10 arasinda degisiklik gosterdi ve enkapsiilasyon etkinliklerinde ise ¢ok biiyiik bir
fark gozlenmedi. CS:TPP oran 2:1 oldugunda ise kitosan pH’s1 artikga partikiil
biliyiikliigiinde artis gozlendi, zeta potansiyel degerlerinde de diisiis gozlendi ancak
enkapsiilasyon etkinliginde ise anlamli bir degisiklik olmadi (pH 6 hari¢). Bu bulgular g6z
oniinde bulunduruldugunda CS:TPP nanopartikiilleri i¢in Kitosan pH’s1 3 ve CS:TPP oran1
2:1 secildi. Optimum formiilasyon olarak segilen CS:TPP nanopartikiillerinin partikiil
bliytikligi 289,17+34,64 nm, polidispersite indeksi 0,398+0,090, zeta potansiyeli 28,2+2,8
mV ve enkapsiilasyon etkinligi % 30,2+2,3 olarak bulundu.

CS:SBE-B-SD nanopartikiil hazirlamak i¢in denenen higbir CS:SBE-B-SD oraninda ve
calisilan hi¢bir pH’da partikiil biiyiikliikleri mikrometre seviyelerine ¢ikmadi. Genel olarak
pH artikga nanopartikiillerin partikiil biiytikligiinde artis gozlendi (Kitosan pH’s1 3 ayni
zamanda CS: SBE-B-SD orani 1:1 olan nanopartikiiller hari¢). CS:SBE-B-SD
nanopartikiillerinin polidispersite indeksi genel olarak CS:TPP nanopartikiillerine gére daha
diisiik bulundu ve en diisiik polidispersite indeksi CS:SBE-B-SD orani 1:1 oldugunda elde
edildi. Zeta potansiyel degeri de 30 mV ’un iistiinde olmasi1 hedeflendiginden, CS:SBE-3-SD
nanopartikiilleri i¢in kitosan pH’st 3 CS:SBE-B-SD orani 1:1 oldugunda hazirlanan
nanopartikiiller optimum formiilasyon olarak secildi. Optimum formiilasyon olarak secilen
CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin ise partikiil biyiikligl 334,25+25,42 nm, polidispersite
indeksi 0,215+0,091, zeta potansiyel degeri 32,5£3,5 mV ve enkapsiilasyon etkinligi
%31,2+2,3 olarak kaydedildi.

TPP ile insiilin yiiklii kitosan nanopartikiilleri hazirlanan bir ¢alismada insiilin yiiklii kitosan
nanopartikiillerinin partikiil biiytikliigi 312,80 nm ve polidispersite indeksi de 0,481 olarak
bulunmustur (Azevedo ve digerleri, 2011). Baska bir ¢aligmada ise insiilin yiikli CS:TPP
nanopartikiillerinin CS:TPP orani 4:1 oldugunda nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigiiniin
215 nm, polidispersite indeksinin 0,16, zeta potansiyelinin ise 20,7+0,7 mV oldugu
bildirilmistir (Makhlof ve digerleri, 2011). Insiilin yiiklii kitosan nanopartikiilleri
hazirlanirken iyonik jelasyon yontemi kullanilan bagka bir calismada anyonik c¢apraz
baglayici olarak hem TPP hem de karboksimetil-B-siklodekstrin kullanilmustir. Insiilin ve
heparinin model makromolekiil olarak segildigi ¢alismada kitosanin, TPP veya
karboksimetil-p-siklodekstrin ile ¢apraz baglanmasiyla nanopartikiiller hazirlanmistir.

Karboksimetil-B-siklodekstrin ile hazirlanan nanopartikiillerin TPP ile hazirlanan
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nanopartikiillere gore daha diisiik polidispersite indeksine sahip oldugu, daha homojen bir
dagilim gosterdigi bulunmustur (Krauland ve Alonso, 2007). Bizim ¢alismamizda da SBE-
B-SD ¢apraz baglayici olarak kullanildiginda, TPP ile hazirlanan nanopartikiillere gére daha
diisiik polidispersite indeksine sahip nanopartikiiller elde edildi.

5.3. Kollicoat® MAE 100 P Kaph Nanopartikiillerin Hazirlanmasinin Optimize

Edilmesine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Optimum CS:TPP ve CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri segildikten sonra nanopartikiillere
enkapsiile insiilinin midede salimini en aza indirmek amaciyla Kollicoat® MAE 100 P
(Metakrilik asit-Etil akrilat kopolimeri 1:1) kullanarak enterik kaplama yapildi. Yapilan bir
calismada Kitosan nanopartikiillerini enterik kaplamak amaciyla Eudragit S 100®
(Metakrilik asit-Metil metakrilat kopolimeri 1:2) kullanilmis ve etanol igersinde ¢oziilen
Eudragit S 100® ¢ozeltisi (2 mg/mL) nanopartikiil dispersiyonuna eklenmistir (S.Chen ve
digerleri, 2017). Kollicoat® MAE 100 P ile graniil ve tablet kaplanmasiyla ilgili caligmalar
bulunsa da, kitosan nanopartikiil kaplanmasiyla ilgili literatiir bulunmadigindan Kollicoat®
MAE 100 P, Eudragit S 100® ile benzer % oraninda etanolde ¢oziilerek calismaya baslandi.
Kollicoat® MAE 100 P etanoldeki ¢ozeltileri 1, 3 ve 5 mg/mL olacak sekilde CS:TPP ve
CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin iizerine damla damla ilave edildi ve partikiil bliytikligi,
polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve % enkapsiilasyon etkinligi g6z Oniinde
bulundurularak kaplama degerlendirildi. Nanopartikiiller kaplanmasina bagli olarak partikiil
biiyiiklerinin artmas1 ve Kollicoat® MAE 100 P anyonik bir madde oldugu i¢in zeta
potansiyelin diismesi beklendi. Fakat bu denemelerde istenilen sonuglara ulagilamadi.
Kollicoat® MAE 100 P 1, 3 ve 5 mg/mL derisiminde etanolde c¢oziilerek kullanilip
nanopartikiillerin iizerine ilave edildiginde CS:TPP nanopartikiillerinde partikiil bliytikligii
mikrometre boyutlarina ulasti, polidispersite indeksi 0,500’{in iizerine ¢ikt1, enkapsiilasyon
etkinliginde anlaml1 bir degisiklik gézlenmedi (p>0,05). Ayrica asil diismesi beklenen zeta
potansiyel degerlerinde anlamli diisiis goriilmedi. CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinde ise
Kollicoat® MAE 100 P miktarinin artmasina bagl olarak partikiil biiytikliigii uygun olarak
arttl, polidispersite indeksi artti ama hala ayni islemdeki CS:TPP nanopartikiillerin
polidispersite indeksinden kiigiiktii, zeta potansiyelde Kollicoat® MAE 100 P miktarinin
artisina bagl olarak ¢ok az bir diisiis meydana geldi ve Kollicoat® MAE 100 P miktarinin
artisina bagli olarak enkapsiilasyon etkinliklerinde artis gézlendi. Kollicoat® MAE 100 P
miktarmin yetersiz kaldigr diisiiniiliip Kollicoat® MAE 100 P etanoldeki ¢ozeltisinin
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derisimi artirildi fakat o zamanda nanopartikiillerin enterik kaplanmasi1 asamasinda homojen
bir nanopartikiil dispersiyonu elde edilemedi, agregatlar meydana geldi (Resim 4.1). Bunun
tizerine, Kollicoat® MAE 100 P ¢6zeltisi iizerine nanopartikiil dispersiyonu damlatarak
kaplama yapilmasinin denenmesine karar verilerek CS:Kollicoat® MAE 100 P orani 3:1,
2:1, 1:1, 1:2 ve 1:3 olacak sekilde Kollicoat® MAE 100 P:etanol ¢ozeltisi ilizerinde
nanopartikiiller damla damla ilave edildi. Ancak sonuglar benzer oldu, hedefledigimiz

partikiil boyuyu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel saglanamadi.

Literatiirde bir ¢alismada sigir serum albiimini yiiklii Kitosan nanopartikiillerinin enterik
kaplanmasinda Eudragit® L 100 (Metakrilik asit-Metil metakrilat kopolimeri 1:1)
kullanilmistir. Eudragit® L 100 2 mg/mL olacak sekilde 5 mL pH 6,8 fosfat tampon
cozeltisinde ¢oziilmiis ve nanopartikiil slispansiyonu damla damla Eudragit® L 100
cozeltisine 1ilave edilerek 20 dakika kanstirilmistir. Calismada enterik  kapl
nanopartikiillerin partikiil biiyiikliglinlin arttig1, zeta potansiyel degerinin diistiigli ve
polidispersite indeksinin de arttig1 bildirilmistir (Xu ve digerleri, 2018). Bunun {izerine diger
yontemden farkli olarak nce 1, 3 ve 5 mg/mL derisimlerinde ardindan CS:Kollicoat® MAE
100 P oran1 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 ve 1:3 olacak sekilde, Kollicoat® MAE 100 P’nin pH 6,8 fosfat
tamponunda ¢oOzeltileri hazirlandi ve bu c¢ozeltiler iizerine CS:TPP ve CS:SBE-B-SD
nanopartikiilleri damla damla ilave edildi. Kollicoat® MAE 100 P:pH 6,8 fosfat tampon
cozeltisi 1, 3 ve 5 mg/mL derisiminde kullanilip nanopartikiillerinin tizerine ilave
edildiginde Kollicoat® MAE 100 P miktarinin artmasina bagli olarak hem CS:TPP hem de
CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliigiinde, polidispersite indeksinde ve
enkapsiilasyon etkinliklerinde artis, zeta potansiyel degerinde ise azalma goézlendi ancak

yeterli ve uygun bulunmadi.

Tiim kriterler incelendiginde en iyi enterik kaplama CS:Kollicoat® MAE 100 P orani 1:3
olarak kullanildiginda ve Kollicoat® MAE 100 P, pH 6,8 fosfat tamponunda ¢6ziildiigiinde
elde edildi.

CS:Kollicoat® MAE 100 P orani1 3:1, 2:1, 1:1, 1:2 ve 1:3 olacak sekilde Kollicoat® MAE
100 P:pH 6,8 fosfat tampon ¢ozeltisi lizerine nanopartikiiller damla damla ilave edildiginde
CS:TPP ve CS-SBE-B-SD nanopartikiillerinde Kollicoat® MAE 100 P 1:1, 1:2 ve 1:3
oranlarinda nanometre boyutlarinda partikiiller elde edildi, polidispersite indeksleri artt1 ve

nanopartikiillerin yiizeyi negatif yiikli Kollicoat® MAE 100 P ile kaplandigi igin



145

Kollicoat® MAE 100 P miktarinin artmasima bagli olarak nanopartikiillerin zeta
potansiyelleri eksi yone dogru artt1. Boylece CS:Kollicoat® MAE 100 P orani 1:3 oldugunda
581,32479,68 nm partikiil biiyiikligiine, 0,571+0,055 polidispersite indeksine, -22,9+0,3
mV zeta potansiyel degerine ve %49,8+3,5 enkapsiilasyon etkinligine sahip  K-CS:TPP
nanopartikiilleri ve 555,32+38,46 nm partikiil biyiikligiine, 0,3754+0,081 polidispersite
indeksine, -21,64+0,2 mV zeta potansiyel degerine ve %52,142,5 enkapsiilasyon etkinligine
sahip CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri elde edildi ve bu oranda kaplamanin en uygun
olduguna karar verilerek, bu oranlar kullanilarak hazirlanan kapli nanopartikiiller opitumum
formiilasyonlar olarak segildi. Literatiirde enterik kaplanan kitosan nanopartikiillerinin
partikiil biiytikliiglinde artis, zeta potansiyellerinde eksi yonde artis izlenmistir. Kurkumin
ylikli kitosan nanopartikiillerin Eudragit FS 30 D (Metil akrilat-Metil metakrilat-Metakrilik
asit kopolimeri 7:3:1) ile kaplanmasiyla kapli nanopartikiillerin partikiil biiytikligii yaklagik
iki katina ¢ikmuis, polidispersite indeksi artmis, zeta potansiyel degeri pozitif iken negatife
donmiis ve enkapsiilasyon etkinliginde ise anlamli bir degisiklik gbzlenmemistir (Sareen,
Jain, Rajkumari ve Dhar, 2016). Baska bir calismada ise insiilin kitosan kompleks
nanopartikiilleri hazirlanmis ve hipromelloz ftalat ile enterik kaplanmistir. Enterik kaplama
islemi partikiil biiylikliiglinli ve enkapsiilasyon etkinligini artirirken zeta potansiyel

degerinin de diismesine neden olmustur (Cui, Zhang, Zheng ve Kawashima, 2004).

Kaplanan nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinliklerindeki artis, bir miktar insiilinin
kaplama tabakasinda biriktigini akla getirdi ve salimda ani salim (burst release) etkisi

yaratabilecegi diislintildii.

5.4. Ge¢irimli Elektron Mikroskobu Goriintiilleme Calismalarina Ait Bulgularin

Degerlendirilmesi

Nanopartikiillerin TEM analizleri insiilin yiikli ve instilin yiikli olmayan CS:TPP, CS:SBE-
B-SD, K-CS:TPP ve K-SBE-B-SD nanopartikiilleri ile yapildi. TEM goriintiileri
incelendiginde olusan nanopartikiillerin kiiresel oldugu goézlenmekte ve Kollicoat® MAE
100 P ile kaplanan nanopartikiillerde ayrica bir kaplama tabakasi da goriilmektedir.
Gorlintiilerin  bazilarinda pargalanan partikiiller de izlenmistir. Gorlintiilerde goriinen
nanopartikiillerden salinan ve ylizeyde gozlenen insiilinlerin, nanopartikiillerin sudaki
seyreltik dispersiyonunun bir hafta bekletildigi i¢in olabilecegi diisiiniildii. Goriintiilenen

nanopartikiillerin partikiil bliytikliikleri genel olarak dlgiilen partikiil biiyiikliiklerine benzer
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bulundu. Huang ve arkadaslar1 insiilin yikli diisik molekiil agirlikli Kitosan
nanopartikiillerinin TEM goriintiilerini incelediklerinde nanopartikiillerin kiiresel oldugunu
bildirmislerdir (Huang, Du, Yuan ve Hu, 2009). Baska bir literatiirde ise enterik kapli jelatin
nanopartikiilleri ile enterik kapli olmayan jelatin nanopartikiillerin TEM goriintiilerinde

kaplama tabakasina ait farklilik goriilmiistiir (A. Ahmad ve digerleri, 2021).

5.5. Liyofilizasyon Bulgularimin Degerlendirilmesi

Liyofilizasyon yani dondurarak kurutma islemi; nanopartikiilleri kat1 hale getirerek
stabilitesini saglamak, raf Omriinii artirmak ve tasinmasini/depolanmasini kolaylastirmak
icin yapilan bir dehidrasyon islemidir. Bu islem buzun siiblimlestirilmesi ve donmamis
suyun vakum altinda resorpsiyonu yardimiyla suyun formiilasyondan ¢ikarilmasi esasina
dayanmaktadir. Bu islem kosullarinda nanopartikiiller fiziksel ve kimyasal stabilitelerini
bozacak stres kosullar1 ile karsilagsabilmekte bunu Onlemek amaciyla liyofilizasyon
isleminde formiilasyona kriyoprotektanlar ve liyoprotektanlar gibi farkli eksipiyanlar
eklenmektedir. Liyofilizasyondan sonra nanopartikiillerin kolayca redisperse olabilmesi ve
etkin maddenin yapisinda dolayisiyla etkinliginde (6zellikle protein yapili terapétikler igin)

degisiklik olmamasi gerekmektedir (Fonte, Reis ve Sarmento, 2016).

Calismada nanopartikiillerin stabilitesine olumlu katki saglayacagi diisiiniilerek
liyofilizasyon islemi ile kuru toz haline getirmek istenildi. Bu amagcla liyoprotektan olarak
mannitol kullanildi. Denemeler mannitolsiiz ve mannitol oram1 %1, 3, 5 ve 7 olarak

kullanilarak yapildi.

CS:TPP ve CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri i¢in liyofilizasyon sonrasi denenen tiim mannitol
oranlarinda partikiil biiyiikliigii degerleri 2-3 katina ¢ikarken, polidispersite indeksleri kabul
edilmeyecek oranda artti. Mannitol yokken yapiskan bir toz kiitlesi elde edilirken mannitol
orani artik¢a nanopartikiillerin dagilabilirliginde artig gézlendi ancak tam bir redispersiyon

saglanamadi. Zeta potansiyel degerlerinde ise anlamsiz degisimler gézlendi.

Benzer sonuglar kapli nanopartikiiller i¢in de gozlendi. K-CS:TPP ve K-CS:SBE-B-SD
nanopartikiilleri i¢in partikiil biiyiikligii degerlerinde 2-3 kat artis goriildii, polidispersite

indeksi kabul sinirlarinin iistiine ¢ikti ve zeta potansiyel degerlerinde anlamsiz degisimler
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goriildii. Mannitol orani artik¢a nanopartikiillerin dagilabilirliginde artis gézlendi ancak tam

bir redispersiyon saglanamadi.

Insiilin oral yoldan verilmesi igin insiilin yiiklii Kitosan nanopartikiilleri hazirlanan bir
calismada nanopartikiillerin liyofilize edilmesi i¢in farkli oranlarda (%1, 2, 5, 7 ve 10 (a/h))
farkli liyoprotektanlar (siikroz, mannitol, glikoz ve treholoz) denenmis ve %S5 siikroz
liyofilizasyon islemi igin secilmistir (Mahjub, Radmehr, Dorkoosh, Ostad ve Rafiee-
Tehrani, 2014). insiilin yiiklii kitosan nanopartikiilleri olusturulan baska bir c¢alismada
liyoprotektan olarak 5 mg/mL mannitol kullanilmis ve mannitol kullanimi partikiil
bliylikliigiiniin azalmasin1 saglarken zeta potansiyel degerinin de artmasma katkida
bulunmustur (Diop ve digerleri, 2015). Baska bir caligmada ise mannitol oram1 %7
oldugunda insiilin yiiklii Kkitosan nanopartikiillerinin homojen bir dagilhim gosterdigi
gbzlenmis ve mannitol oraninin degismesinin zeta potansiyel degerini anlamli bir sekilde
degistirmedigi bildirilmistir (C. Wong, Al-Salami ve Dass, 2020b). Literatiirde
liyofilizasyon sonucu elde edilen kitosan nanopartikiillerine iliskin olumlu bulgulara
rastlansa da bizim ¢aligmamizda hedefledigimiz sonuglara ulasilamadi. Peptit-proteinlerin
liyofilizayonu oldukga titizlikle valide edilerek yapilmasi gereken bir islemdir. Pek ¢ok
farkli liyoprotektan tipi, ylizdesi, dondurma sicakligi, siiresi denenerek incelenmesi gerektigi
ve siiremizin yeterli olmamasindan dolayi, liyofilizasyon isleminden vazgecerek caligmalara

taze hazirlanan formiilasyonlar ile devam edilmesine karar verildi.

5.6. In Vitro Sahm Calismalarinin Degerlendirilmesi

In vitro salim galigmalari optimum nanopartikiil formiilasyonlar1 icin diyaliz torba
yontemiyle yapildi. In vitro salim ¢alismalarinda nanopartikiillerin oral yoldan alinmasi
sonrast maruz kalacagi gastrointestinal kanal pH ortamlarimi taklit edebilmek amaciyla
nanopartikiiller diyaliz torbaya yerlestirilerek mideyi taklit eden pH 1,2 ortaminda 2 saat,
ince bagirsag: taklit eden pH 6,8 ortaminda 6 saat ve kolonu taklit eden pH 7,4 fosfat
tamponunda ise 16 saat tutularak 24 saatlik salim galismalar1 gerceklestirildi. Literatiirde

benzer in vitro salim ¢alismalart mevcuttur (Mutlu-Agardan ve Han, 2021).
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CS:TPP nanopartikiillerinin in vitro insiilin salim ¢alismalarinin degerlendirilmesi

CS:TPP nanopartikiillerinden pH 1,2’de % 42,07, pH 6,8’de ise kiimiilatif olarak % 66,5 ve
pH 7,4 ortaminda ise kiimiilatif olarak % 74,12 insiilin salimi gozlendi. Kitosan asidik
sivilarda ¢oziindiigi i¢in pH 1,2 ¢6zeltisinde nanopartikiillerin enkapsiile insiilinin yariya
yakinint saldigr gorildi. Pozitif yiiklii kitosan ile negatif yiikli TPP’nin elektrostatik
etkilesimi sayesinde, olusan capraz baglarin tam olarak agilmadigi boylece insiilinin
tamaminin salinmadig diisiintildii. Verilerimize gore insiilinin salinmasin1 hedefledigimiz
pH 6,8’de insiilinin %24,43 {iniin ve kolon pH'sin1 taklit eden pH 7,4’de ise kalan insiilinin
%7,62’°sinin salinmas1 gozlendi. Insiilinin yarisindan fazlasinin midede salinmasi burada
gastrik proteazlar ve asidik ortam nedeniyle emilemeden hizla pargalanacagini isaret
ettiginden, bu partikiillerin insiilinin oral yoldan verilmesi i¢in uygun olmadigi seklinde

yorumlandi.

CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin in vitro insiilin salim ¢alismalarinin degerlendirilmesi

CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinden pH 1,2‘de % 32,38, pH 6,8’de ise kiimiilatif olarak %
63,09’luk ve pH 7,4 ortaminda ise kiimiilatif olarak % 72,91’lik salim gozlendi. Mide
ortaminda insiilinin CS:TPP nanopartikiillerine gore yaklasik %10 daha az salim gozlendi,
bu bulgu SBE-B-SD’nin kitosan ile yaptig1 capraz baglarin SBE-B-SD’nin yapisindan dolayi
kitosan ile TPP arasindaki baglara gore daha kuvvetli oldugu seklinde yorumlandi. CS:SBE-
B-SD nanopartikiillerinin CS:TPP nanopartikiillerine gore insiilini midenin asidik ortaminda
daha iyi korudugunu gostermektedir. pH 6,8’de yani insiilinin asil salinmasini istedigimiz
ince bagirsak pH'sinda %30,71°lik salim gozlendi bu degerin CS:TPP nanopartikiillerine
gore % 6 daha fazla oldugu goriildii. pH 7,4 fosfat tamponunda ise kalan insiilinin %
9,82’sinin yani nanopartikiillerin kolona gelene kadar enkapsiile insiilinin ¢ogunun salindigi
goriildii. Oral instilinin kolonda salinmasini amaclayan ¢alismalar da literatliirde mevcuttur.
Kolon hedefli uygulamalar, epitel yiizeyinin yakin ¢evresinde daha uzun tutulma siiresi,
azalan P-glikoprotein ekspresyonu, jejunum ve ileum ile karsilagtirildiginda permeabilite
artiricilara daha iyi yanit verme ve proteolitik enzimlerin daha diisiik derisimde olmasi gibi

pek cok avantaja sahiptir (M. Patel, 2013).
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K-CS:TPP nanopartikiillerinin in vitro salim ¢aligsmalarinin degerlendirilmesi

K-CS:TPP nanopartikiillerinden pH 1,2’de % 20,09, pH 6,8’de kiimiilatif olarak % 74,41
ve pH 7,4 ortaminda ise kiimiilatif olarak % 83,04 salim go6zlendi. K-CS:TPP
nanopartikiillerinin mide ortamini taklit eden pH 1,2 ¢ozeltisinde enkapsiile insiilinin %
20,09’unu salarak CS:TPP ve CS:SBE-B-SD nanopartikiillerine gore insiilinin midenin
asidik ortamindan iyi korudugunu ve enterik kaplamanin basarili oldugunu gosterdi.
Kollicoat® MAE 100 P asidik pH’da ¢oziiniir 6zellikte olmadigidindan, pH 1,2’de
gergeklesen % 20,09’luk salimin ise kaplama tabakasina adsorbe olan insiilinin ani
salimindan kaynaklandig1 diistiniildii. Kapli nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinliklerinde
CS:TPP ve CS:SBE-B-SD’ye gore belirgin artis oldugu da géz oniinde bulunduruldugunda,
pH 1,2°de goriilen ani salim Kollicoat® MAE 100 P tabakasina enkapsiile olmayan
insiilinlerin adsorbe oldugunu dogrulandi. pH 6,8 ortaminda ise enkapsiile insiilinin %
54,32’lik salim1 gozlendi ve insiilinin bagirsaktan emilebilecek miktarinin kapli olmayan
nanopartikiillere gére daha fazla olacagi seklinde yorumlandi. Nanopartikiiller pH 7,4 fosfat
ortaminda ise kalan enkapsiile insiilinin % 8,63’linti salarak kolonda da bir miktar salim
olacagimi gosterdi. CS:TPP nanopartikiillerinin Kollicoat® MAE 100 P ile kaplanmasinin

oldukca avantajli oldugu sonucuna varildi.

K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin in vitro salim ¢alismalarinin degerlendirilmesi

K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinden pH 1,2’de % 16,57, pH 6,8’de ortaminda kiimiilatif
olarak % 73,44’liikk ve pH 7,4 ortaminda ise kiimiilatif olarak % 81,26’1ik salim g6zlendi. K-
CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin mide ortamimn taklit eden pH 1,2 ¢6zeltisinde enkapsiile
insiilinin % 16,57 sini salarak insiilini midenin asidik ortamindan CS:TPP ve CS:-SBE-j-
SD nanopartikiillerine anlamli olarak daha fazla koruyabildigi goriildii (p<0,05). K-CS:SBE-
B-SD’nin nanopartikiillerinin pH 1,2°deki salimlar1 K-CS:TPP nanopartikiillerine gore
yaklasik %@4 daha az bulunmakla birlikte bu fark anlamli bulunmamustir. % 16,57’lik salim
da K-CS:TPP nanopartikiillerinde oldugu gibi kaplama tabakasinda biriken insiilinin ani
salimi olarak distiniildii. Bagirsagi taklit eden pH 6,8 fosfat tamponunda ise
nanopartikiillerin enkapsiile insiilinin % 56,87’sini salarak insiilinin daha biiyiik bir
miktarmin emilim bdlgesine ulastirabilecegi diistiniildii. Nanopartikiiller pH 7,4 fosfat
tampon ortaminda ise enkapsiile insiilinin % 7,82’si salarak nanopartikiillerin bir miktar da

kolonda salim yapabilecegini gosterdi.
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pH 1,2 ¢ozeltisi ortamindaki salimin son saatinde yani 2. saatin sonunda tiim
nanopartikiillerin in vitro salimlarinda anlaml bir fark gézlenmektedir (p<0,05). Bu durum
kaplamanin basarili oldugunu ve SBE-B-SD’nin Kkitosan ile daha giiglii bir capraz
baglanmay1 sagladigin1 gostermektedir. pH 6,8 fosfat tampon ¢ozeltisi ortaminda salimin 4.
saatinde de tim nanopartikiillerin in vitro salimlarinda anlamli bir fark ve pH 6,8 fosfat
tampon ¢Ozeltisi ortaminda salimin son saatinde (8.saat) ise CS:TPP ve K-CS:TPP
nanopartikiilleri arasinda, CS:SBE-B-SD ve K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin in vitro
salimlarinda anlamli fark go6zlenmektedir (p<0,05). Bu sonuglar ve salim yiizdeleri
incelendiginde Kollicoat® MAE 100 P ile kaplanan ve kapli olmayan CS:SBE-B-SD
nanopartikiillerinin insiilinini TPP ile ¢apraz baglanarak hazirlanan nanopartikiillere gore
daha yavas saldig1 bu yavas salim kitosan ile SBE-B-SD arasinda daha kuvvetli ve daha zor
acilan bir ¢apraz bag oldugunu diisiindiirmektedir. Salimin son saatinde ise CS:TPP ve K-
CS:TPP nanopartikiilleri, CS:SBE-B-SD ve K- CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri in vitro
salimlarinda anlamli bir fark gozlenmekte (p<0,05) ve bu durum da enterik kaplamanin

basaril bir sekilde gergeklestigini dogrulamaktadir.

Yapilan bir ¢alismada in vitro salim profilleri degerlendirildiginde kitosan
nanopartikiillerinin mide ortamim taklit eden pH 1,2 ortaminda insiilinin ani salimini
geciktirdigi bildirilmis bu durumda negatif yiiklii insiilin ve pozitif yiiklii kitosan arasinda
giiclii iyonik etkilesimlerin olabilecegine baglanmistir (Mukhopadhyay ve digerleri, 2013).
Yapilan baska bir ¢alismada ise insiilin i¢ceren Kitosan nanopartikiillerinin asidik ortamda
insiilin saliniminin patlama etkisi, hem kitosan hem de insiilinin asidik pH’da yiiksek
¢ozinirlugi ile iliskilendirilmistir. Ayrica arastirmacilar, insiilinin  nanopartikiillerin
ylizeyine gevsek bir sekilde baglandigini ve bu nedenle insiilinin kolayca disari
cikabilecegini ve daha yiiksek pH’larda (pH 6,5 ve 7,2) kitosan ve insiilinin diisiik pH’lara
gore ¢oziiniirliiklerinin diisiik oldugunu ve buna bagl olarak ani salim gozlemediklerini

bildirmislerdir (M. Avadi ve digerleri, 2011).

Chen ve arkadaglari yapilan bir ¢caligmada ise Eudragit S 100® kapl insiilin yiiklii kitosan
nanopartikiillerinin in vitro salim profilleri incelenmis. Eudragit S 100® kapli olmayan
nanopartikiillerin instilini pH 1,2 ¢dzeltisi ortaminda insiilin ve kitosanin bu pH’daki
¢oOziiniirliiglinlin fazla olmasindan dolay1 tamamina yakinini saldigimi fakat enterik kapl
nanopartikiillerin %10 civari insiilin salim1 gergeklestirdigi bildirilmistir. Kolona hedefleme

yapmak i¢in siklikla tercih edilen bir polimer olan Eudragit S 100®’iin nanopartikiillerin
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etrafinda bir film tabakasi olusturup kitosanin bu ortamda ¢6ziinmesini engelleyerek insiilin
yikli kitosan nanopartikiillerini korudugu distiniilmiistir. pH 6,8’de kaplamanin
coziinmeye baslamasiyla yaklasik %40 salim saglanmis pH 7,4 ortamlarinda ise Eudragit S
100®’iin hizla ¢6ziinmesine bagli olarak enkapsiile insiilinin saliminin arttig1 bildirilmistir

(S.Chen ve digerleri, 2017).

5.6.1. Optimum formiilasyonlarin in vitro salim Kinetiklerinin tayinine ait bulgularin

degerlendirilmesi

Optimum formiilasyonlarin salim profillerinin kinetik modellemesi yapilirken zamana karsi
elde edilen % kiimiilatif salim verileri DD Solver® programina girildi. Programin verdigi
R%gj, MSC ve AIC degerleri yorumlandi. Uygun kinetik modele karar verirken RZj
degerinin 1’e yakin olmasi, MSC degerinin daha yliksek olmas1 ve AIC degerinin ise diisiik
olmasina dikkat edilerek yorum yapildi. Hazirlanan nanopartikiillerin in vitro salim
caligmalari ile eslestirilen salim kinetigi modelleri Kollicoat® MAE 100 P ile enterik kapl

ve enterik kapli olmayan nanopartikiillerde farklilik gostermistir.

CS:TPP nanopartikiillerinin salim profillerinin Peppas-Sahlin salim kinetik modeli ile
uyumlu oldugu bulundu. CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin salim profilleri ise Weibull
salim kinetik modeli ile eslesti. Fakat degerler Peppas-Sahlin ile de ¢ok yakindir. Weibull
kinetigi, heterojen matrislerden parabolik ilag salimini ifade etmekte, hemen hemen her
sistemle yliksek oranda eslestiginden, genelde ayirici bir kinetik model olmamaktadir.
Peppas-Sahlin salim kinetik modelinde salimda hem Fickian difiizyonu hem de polimer
zincirinin gevsemesi etkili olarak goriilmektedir (Abbasnezhad ve digerleri, 2021). TPP ve
SBE-B-SD ile kitosan arasindaki ¢apraz baglanmanin zamanla agilmasi/gevsemesi soz
konusu oldugundan, gevsemeye bagli olarak insiilin serbestleserek difiizyonla membran
disina ¢ikmistir. Yapilan bir calismada insiilinin oral yoldan verilebilmesi i¢in asetillenmig
kaju sakizi ile kitosan nanopartikiilleri elde edilmis ve bu nanopartikiillerin salim kinetik
modelleri de Peppas-Sahlin modeli ile eslesmistir (Silva ve digerleri, 2019). Baska bir
calismada ise insilin yiikli Kitosan nanopartikiillerinin salimlar1 pH 4 ve 7,4°de
degerlendirilmis ve ilk bes saatte ani bir salim gozlenirken 48 saate kadar da siirekli bir salim
gozlenmistir bu salim Weibull kinetik modeli ile uyumlu bulunmustur. Weibull kinetik
modeli Fickian olmayan difiizyon modeli ile iliskilidir. Asidik pH’da goriilen ani salimin

kitosanin amino gruplarinin protonasyonu ile su molekiillerinin nanopartikiillere niifuz
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etmesine ve nanopartikiillerin sismesine boylece insiilinin ortamina salinmasiyla

iliskilendirilmistir (Nejabat, Kalani, Nejabat ve Hadizadeh, 2021).

Kollicoat® MAE 100 P ile kaplanan K-CS:TPP ve K-CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri ise
l.derece salim kinetik modeli ile uyumlu bulunmustur. Birinci dereceden kinetik model,
dozaj formunda bulunan etkin maddenin derisimine bagimli ilag salimini temsil etmektedir.
Bu kinetik model ilacin sismis gézenekli bir polimerik matristen salindigini gostermektedir
(Mahjub ve digerleri, 2014). Herhangi bir zamanda salinan ilag miktar1 nanopartikiillerde
enkapsiile olan baslangi¢ ila¢ miktar1 ve k sabiti ile iligskilidir (Dhanasekaran,
Rameshthangam, Venkatesan, Singh ve Vijayan, 2018). Andreani ve arkadaslari tarafindan
oral insiilin verilmesi i¢in PEG kapl1 silika nanopartikiilleri hazirlanmig ve salim kinetik
modelleri incelenmistir. PEG kapl1 silika nanopartikiillerinin cogunun 1.dereceden kinetikle

uyumlu oldugu goriilmiistiir (Andreani ve digerleri, 2014).

5.7. MTT Sitotoksisite Testlerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

MTT testi, etkin maddelerin, yardimc1t maddelerin, ila¢ tastyict sistemlerin derisimlerine
bagl olarak hiicre canlilig1 iizerindeki etkilerini degerlendirmek icin siklikla kullanilan bir
yontemdir (Tolosa, Donato ve Gomez-Lechén, 2015). Calismamizda hazirlanan
nanopartikiillerin sitotoksik potansiyellerini degerlendirmek i¢in L-929 (fare fibroblast)
hiicre hatt1 kullanilmistir. MTT testi i¢in, insiilin ¢ozeltileri 200, 100 ve 50 pg/mL derisimde
direkt Humulin R® seyreltilerek, nanopartikiiller de bu derisimlerde insiilin igerecek sekilde
seyreltmelerle hazirlandi. DMEM ile hazirlanan insiilin ¢6zeltileri ve nanopartikiil
dispersiyonlar1 96 kuyucuklu plakalarin gozlerine 100 pl olarak uygulandi ve 24 saat
boyunca inkiibasyona birakilarak hiicre canliligi iizerine etkileri incelendi. K-CS:TPP ve K-
CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin DMEM i¢inde giigliikle dagitilabildi, oldukga bulanik st
gibi goriinen nanopartikiil dispersiyonu, hiicrelere uygulandi ancak deney sonucunda ¢ok
yiiksek absorbanslar elde edildi. Bu sekilde berrak olmayan sistemlerin MTT testlerinde
saglikli sonuglar yerine, partikiillerden kaynaklanan yiiksek absorbansa bagli olarak sanal
yiiksek bir canlilik elde edilmektedir. Kapli nanopartikiiller i¢in %300 civarinda canlilik elde
edildiginden bu sonuglar saglikli bulunmadigindan teze konmamistir. Borderwala ve
arkadaslar1 Eudragit S 100 kapli lipit tastyicilar hazirlayarak sitotoksisite galismalarini
yapmislar ve kapli nanopartikiillerinin MTT testi i¢in hazirlanmasinda 6zel bir hazirlama

metodu belirtmemisler, deney sirasinda bir olumsuzluk yasadiklarindan s6z etmemislerdir
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(Borderwala, Rathod, Yadav, Vyas ve Shah, 2021). Mohammadi ve arkadaslari ise polivinil
alkol (PVA) ve hidroksi ettil seliiloz (HEC) ile goz insertleri hazirlamis, insertleri Eudragit®
L 100 ile kaplamislardir. L-929 hiicre hattinda gergeklestirdikleri sitotoksisite testlerinde,
yiiksek derisimde Eudragit® L 100 iceren formiilasyonlarinda bile, bizim yasadigimiz
sekilde bir sikint1 yasamamiglar ve %60’ altinda canlilik bildirmemislerdir (Mohammadi,
Mirzaeei, Taghe ve Mohammadi, 2019).

Insiilin ¢dzeltisine ait sitotoksisite testlerinde, derisimin 50°den 100 pg/mL'ye ¢ikmasiyla
hiicre canliliginda yaklasik %10’luk hafif bir diisme goriilmiis, ancak bu diisme anlamhi
bulunmamustir (p>0,05). CS:TPP nanopartikiillerinin hiicre canliliklar1 degerlendirildiginde,
artan derisime bagli olarak hiicre canliliginda azalma goriilmiis, 100 ve 200 pg/mL insiilin
iceren nanopartikiillerin uygulandigi kuyucuklarin % canlilik degerleri kontrol grubuna gore
anlamli Olclide azalmakla birlikte % 80’nin altina inmediginden sitotoksik olarak
degerlendirmek miimkiin degildir. CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin ¢alisilan her {i¢
konsatrasyon i¢in hiicre canliligt sonuglar1 CS:TPP nanopartikiillerinden yiiksek
bulunmugtur. Burundan beyne idebenon hedeflemek i¢in CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri
hazirlanmis, CS:SBE-B-SD ile ilgili yliksek derisimde dahi hiicre canlilifin1 azaltmadigi
bildirilmistir (De Gaetano ve digerleri, 2022). Kitosan nanopartikiillerin sitotoksik
etkilerinin nispeten diisilk oldugu, derisime baghh oldugu ve nanopartikiillerin partikiil
biiyiikliigiinden etkinlendigi gosterilmistir (Omar Zaki, Ibrahim ve Katas, 2015). Varela-
Fernandez ve arkadaglari lactoferrin igeren CS:TPP ve CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri
hazirlamislar, nanopartikiillerin sitotoksik potansiyellerini koryoallantoik membran deneyi
(HET-CAM) ile degerlendirmisler ve toksisite izlemediklerini bildirmislerdir (Varela-

Fernandez ve digerleri, 2021).

5.8. In vitro Stabilite Bulgularinin Degerlendirilmesi

CS:TPP nanopartikiilleri pH 1,2’de 2 saat boyunca siserek partikiil bliylikliigli anlamli bir
sekilde artt1 (p<0,05) bu da salim sonuglari ile uyumlu goriildii. 4. saatin sonunda ise
nanopartikiillerin partikiil biiyiikliigii azaldi bu durum da nanopartikiillerin mideyi taklit
eden pH 1,2 ¢ozeltisinde parcalanmaya basladigini diisiindiirdii. Bu ortamdaki polidispersite
indekslerindeki degisim incelendiginde polidispersite indeksinin 2 saatin sonunda anlaml
bir sekilde artig1, zeta potansiyel degerlerinin ise diistiigii gézlendi. Nanopartikiillerin pH

1,2 c¢ozeltisinde 2 saatten sonra parcalanmaya basladigina, 4. saatteki partikiil
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biiyiikliigiindeki azalma gboz oOniinde bulundurularak karar verildi. In vitro salim
caligmalarinda CS:TPP nanopartikiillerinin 2. saatin sonunda pH 1.2’de yiiklenen insiilinin

% 42.07’sini saldig1 da distiniildiigiinde sonuglarin birbirini destekledigi goriildii.

CS:TPP nanopartikiillerinin partikiil bliytikliigii pH 6,8’de 4 saat boyunca anlamli bir sekilde
artmasi (p<0,05), CS:TPP nanopartikiillerinin in vitro salim ¢alismalarinda gézlenen 4 saatte
enkapsiile insiilinin % 22,45’inin salinmasiyla iligkilendirilmigtir. Bu sonuglar da
nanopartikiillere enkapsiile olan insiilinin salimimnin bagirsak ortaminda Kitosanin sismesine
bagl olarak gergeklestigini gosterdi. pH 1,2°de kitosanin ¢oziiniirliigii daha fazla oldugu
icin, kitosan ve TPP arasindaki c¢apraz baglarin daha fazla gevsedigi buna bagli olarak
salimin da daha fazla oldugu diisliniildii. Ayn1 ortamda polidispersite indeksi degisimleri
anlamli bulunmadi (p>0,05). CS:TPP nanopartikiillerinin zeta potansiyel degerleri ise
anlamli olarak azaldi (p<0,05), bu durum da kitosanin sismesine bagli olarak anyonik
TPP’nin ve insiilinin nanopartikiil yiizeyinde birikmeye baslamasindan kaynaklanabilecegi

seklinde yorumlandi.

CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri de CS:TPP nanopartikiilleri ile benzer davranig gosterdi.
Ancak in vitro salim ¢alismasindan elde edilen sonuglar da g6z 6niinde bulunduruldugunda,
SBE-B-SD’nin molekiil agirlig1 ve biiyiikligii TPP’ye gore ¢ok biiylik oldugundan, sterik
engel yaratarak insiilinin salimini yaklasik % 10 azalttigi seklinde yorumlandi. Partikiil
biiytikliigiinde pH 1,2’de 2.saat sonunda anlamli bir sekilde artis gozlendi (p<0,05), 4. saatin
sonunda ise nanopartikiillerin partikiil biiytikliigli azaldi. bu durumda nanopartikiillerin
mideyi taklit eden pH 1,2 ¢6zeltisinde pargalanmaya bagladigini diisiindiirdii. Polidispersite
indekslerinde ise anlamli bir degisim gézlenmedi (p>0,05). Ayni1 ortamda zeta potansiyel
degerlerinde ise anlamli bir diisiis gozlenmistir (p<0,05). Bu diisiisiin, in vitro salim
caligmalarinda CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin 2. saatin sonunda pH 1,2’de yiiklenen
insiilinin % 32,38’sini saldig1 da degerlendirildiginde, kitosan ve SBE-B-SD arasindaki
capraz baglarin gevsemesine bagli olarak nanopartikiil ylizeyine yaklasan anyonik

insiilinden kaynaklandig: diistiniildii.

CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliigii pH 6,8’de anlamli bir sekilde arttt
(p<0,05) ve in vitro salim sonuglarina gore bu partikiiller pH 6,8’de 4 saatte % 26,97’lik
salim gosterdi. Bu sonuclar da nanopartikiillere enkapsiile olan insiilinin saliminin bagirsak

ortaminda Kitosanin sismesi sayesinde partikiil biiylikliigliniin biiyiimesi ve yiizey alaninin
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degismesi ile ilgili olacagini diislindiirdii. Polidispersite indeksinde 4 saat boyunca anlamli
bir degisim goézlenmedi (p>0,05). CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin zeta potansiyel
degerleri ise anlaml olarak azaldi (p<0,05), bu durum da kitosan ve SBE-B-SD arasindaki
capraz baglanmanin kuvvetinin azalmasina bagl olarak anyonik SBE-f-SD’nin ve insiilinin

nanopartikiil yiizeyinde birikmeye baslamasindan kaynaklandig: diistiniildii.

K-CS:TPP nanopartikiillerinin partikiil biiyiikliginde pH 1,2’de anlamli bir degisim
goriilmedi (p>0,05) ve in vitro salim galismasi sonuglarina gére K-CS:TPP nanopartikiilleri,
kapli olmayan nanopartikiillerden daha az salim gosterdi. Bu durum enterik kaplamanin
basarisint ve nanopartikiilleri midenin asidik ortamina karst korudugunu gosterdi.
Polidispersite indeksi degerlerinde ise anlamli bir degisim gozlenmedi (p>0,05). Ayni
ortamda zeta potansiyel degerlerinin yiikselmesinin (- yonde azalmasinin) ise yiizeyde
biriken negatif yiiklii insiilinin salinmasina bagl olarak kaplama tabakasindaki negatif yiik

siddetinin azaldigin1 diisiindiirdi.

K-CS:TPP nanopartikiillerinin partikiil biyiikliigiinde pH 6,8’de anlaml1 bir sekilde biiyiime
gozlendi (p<0,05). Bu durum enkapsiile insiilinin pH 6,8 fosfat tamponunda % 44,57°1ik
salimi ile birlikte degerlendirildiginde, kaplama tabakasindaki aginmaya/¢oziinmeye bagh
olarak ortamla temasi artan CS:TPP nanopartikiillerinin sismelerindeki artigla
iliskilendirildi. PDI degerlerinde anlamli bir degisim gézlenmezken (p>0,05) zeta potansiyel
degerlerinde ise Kollicoat® MAE 100 P’nin ¢oziinmesine bagh olarak artis izlendi.
Kollicoat® MAE 100 P pH 6,8 fosfat tamponunda ¢6ziindiik¢e kaplamanin kademeli olarak

inceldigi ve kaplamadan kaynaklanan negatif yiikiin azaldig: diistiniildii.

K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin pH 1,2’de partikiil biiyiikligii ve polidispersite indeksi
degerlerinde anlaml bir degisim gdzlenmedi (p>0,05). In vitro salim sonuglarinda ise CS:
SBE-B-SD nanopartikiilleri %16,57’lik bir salim gosterdi. Bunlar gbz oniine alindiginda
enterik kaplamanin basarili oldugu ve nanopartikiilleri midenin asidik ortamindan ve
enzimatik bozunmadan korudugu gézlenmektedir. Polidispersite indekslerinde ise herhangi
bir degisim gozlenmemektedir. Ayni ortamda zeta potansiyeller incelendiginde zeta
potansiyel degerlerinin ylikselmesinin (- yonde azalmasinin) K-CS:TPP nanopartikiillerinde
oldugu gibi yiizeyde biriken negatif yiiklii insiilinin salinmasina bagli olarak kaplama

tabakasindaki negatif yiik siddetinin azalmasina bagli oldugu diisiiniildii.
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pH 6,8’de K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin partikiil biiytikliigiinde ve zeta potansiyel
degerinde anlaml bir artis gozlendi (p<0,05). Bu durum enkapsiile insiilinin pH 6,8 fosfat
tampon ¢ozeltisi ortaminda 4 saatte %44,47’lik salimi ile iligkilendirilmektedir. Bu ortamda
Kollicoat® MAE 100 P ¢oziinmeye baslad1 ve partikiil biiytikliigi kitosanin sismesine bagli
olarak artti. PDI degerlerinde ise anlamli bir degisim gozlenmedi (p>0,05). Zeta potansiyel
degerlerinde ise Kollicoat® MAE 100 P’nin ¢éziinmesine baglh olarak artis meydana geldi.
Kollicoat® MAE 100 P pH 6,8 fosfat tamponunda ¢oziindiik¢e kaplamanin kademeli olarak

inceldigi ve kaplamadan kaynaklanan negatif yiikiin azaldig1 diistiniildii.

Xu ve arkadaslari ise Eudragit® L 100 ile kaplanan kitosan nanopartikiillerin 0,1 M HCl asit
iceren ortamda 2 saat boyunca partikiil biyiikligiini ve zeta potansiyel degerini
korudugunu, Eudragit® L 100 ie nanopartikiillerin kaplanmasi sayesinde nanopartikiillerin
midenin asidik pH’sinda stabilitelerini koruyacagini ve nanopartikiillerin pH 6,8 ortaminda
dagitildiginda Eudragit® L 100 tabakasinin ¢dziinmesine bagli olarak nanopartikiillerin
partikiil biiylikligliniin azaldigin1 ve zeta potansiyellerinin de arttigini bildirmislerdir (Xu ve
digerleri, 2018). Bizim calismamizda Kollicoat® MAE 100 P ile kaplanan nanopartikiillerde
literatiirde goriildiigli gibi pH 6,8’de partikiil biiyiikliigiinde azalma goriilmedi, izlenen 4
saatlik siire boyunca sisme devam etti. Bu durumun olusmasinda kaplama tabakasi
kalinligimin ve partikiil biiytikliigiiniin dolayisiyla yiizey alanlarinin etklili olabilecegi

diistiniildii.

El Leithy ve arkadaglari insiilin yiikli folat-kitosan nanopartikiillerinin pH 6,8 ve 7,4
ortamlarinda partikiillerin su alarak sistigini ve insiilinin salimma izin verdiklerini
bildirmislerdir (EI Leithy, Abdel-Bar ve Ali, 2019). Baska bir ¢alismada ise enoksaparin
yiiklii kitosanan nanopartikiilleri ile Eudragit® L 100 kapli insiilin yikli Kkitosan
nanopartikiillerinin in vitro stabiliteleri degerlendirilmis. Eudragit® L 100 kaph
nanopartikiillerin pH 1,2 ortaminda partikiil biiyiikliigiinde 2 saat boyunca anlamli bir
degisiklik olmazken (p>0,05), kapli olmayan nanopartikiillerin partikiil biiyiikligii bir saatte
artmis daha sonraki bir saat boyunca diismiistiir. Bu durum kapli olmayan nanopartikiillerin
pH 1,2°de bozuldugunu ve Eudragit® L 100 kaplamanin ise pH 1,2’de nanopartikiillerin

stabilitesini sagladigini diistindiirmiistiir (Patriota ve digerleri, 2021).
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5.9. Stabilite Calismalarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Stabilite calismalar1 i¢in nanopartikiiller 4°C + ortam nemi ve 25°C %60+5 bagil nem
kosullarinda 6 ay siireyle bekletildi. 0., 15. giin ve 1., 2., 3., 4., 5. ve 6. aylarda
nanopartikiiller partikiil biyiikligii, polidispersite indeksi, zeta potansiyel ve %
enkapsiilasyon etkinligi degerleri Olgililerek degerlendirildi. Karsilagtirma yapabilmek
amaciyla distile suda 100 pg/mL derisimde insiilin ¢6zeltisi hazirlanarak belirlenen stabilite
kosullarinda 3 ay siireyle bekletildi. Insiilin ¢dzeltisinin insiilin miktar1 tayin edildi. Olgiilen
insiilin miktarlarmin hem 4°C + ortam nemi ve 25°C %6045 bagil nem kosullarinda sirasiyla
1. aydan ve 15. giinden itibaren anlamli azalma gosterigi goriildii (p<0,05). 3. ayin sonunda
4°C + ortam nemide bekletilen ¢ozeltinin icerisindeki insiilin miktar1 %41.64, 25°C %60+5
bagil nem kosullarinda bekletilen ¢6zeltinin igerisindeki insiilin miktar1 %61.47 oraninda
azalmistir. Insiilinin ¢dzelti icerisinde zamana baglu olarak pargalandigi, stabilitesinin
uygun olmadig goriildii. Flakon biitlinliigli bozulmadan 4°C’de 36 ay raf 6mrii bulunan
piyasa preparati i¢in bu bulgu sasirtict olmustur. Bu azalmanin nedeninin, seyreltmeye bagli
olarak, osmolalitede, pH'da ve iyon dengesinde meydana gelmis degisiklikler olabilecegi
diistintildii. Ayrica diisiik insiilin derisimlerinde (<100 pg/mL) insiilin monomer yapisinda
bulundugu, insiilin monomerlerinin kismi ac¢ilmaya ugradigi ve stabiliteyi olumsuz yonde

etkileyecek fibriller olusturdugu bilinmektedir (C. Wong ve digerleri, 2016).

CS:TPP, CS:SBE-B-SD, K-CS:TPP ve K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin 4°C + ortam
nemi kosullarinda partikiil biyiikligiinde anlamli bir degisimin olmadigi gézlendi (p>0,05).
25°C %60+£5 bagil nem kosullarinda CS:TPP nanopartikiillerinin partikiil biiytikliigiinde 3.
aydan itibaren, CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin partikiil bityiikliigiinde 4. aydan itibaren,
K-CS:TPP nanopartikiillerin partikiil biiyiikliiglinde 5. aydan itibaren artig gozlenirken K-
CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin partikiil biiylikliglinde anlamli bir degisim goézlenmedi
(p>0,05). CS:TPP, CS:SBE-B-SD, K-CS:TPP nanopartikiillerinin partikiil boyutundaki
artisin nanopartikiillerin agregasyonuna bagli oldugu diisiiniildii. Capraz balayici olarak TPP
yerine SBE-B-SD kullanilmasinin nanopartikiillerin stabilitesini olumlu yonde etkiledigi

gorildii.

25°C %60+5 bagil nem kosullarinda CS:TPP ve CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin
polidispersite indekslerinde 5. aydan itibaren anlamli bir artis gozlenirken (p<0,05), 4°C +
ortam nemi kosullarinda CS:TPP ve CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin polidispersite



158

indekslerinde anlamli bir degisim gozlenmedi (p>0,05). K-CS:TPP ve K-CS:SBE-B-SD
nanopartikiillerinin 4°C + ortam nemi ve 25°C %60+5 bagil nem kosullarinda polidispersite
indekslerinde de anlaml1 bir degisim gézlenmedi. CS:TPP nanopartikiillerinin polidispersite
indekslerinde gozlenen artis nanopartikiillerin partikiil bliylikligiiniin artmasi ile Kitosan ile
TPP arasndaki inter/intra molekiiler etkilesimlerle de iliskilendirildi. K-CS:TPP ve K-
CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin kaplanmasiyla kitosan iliskili agregasyon sorunlarinin

snlendigi goriildii.

25°C %6045 bagil nem kosullarinda CS:TPP nanopartikiillerinin zeta potansiyel
degerlerinde 3. aydan itibaren baslayan azalma 6. ay itibariyle anlamli olmustur (p<0,05).
4°C + ortam nemi kosullarinda ise CS:TPP nanopartikiillerinin zeta potansiyel degerlerinde
anlaml1 bir degisim gozlenmedi (p>0,05). CS:TPP nanopartikiillerinin Kollicoat® MAE 100
P ile kaplanmasiyla elde edilen nanopartikiillerin zeta potansiyel degerlerinde 4°C =+ ortam
nemi kosullarinda artis, 25°C %60+5 bagil nem kosullarinda diisiis gézlendi. CS:TPP ve K-
CS:TPP nanopartikiillerinde gézlenen degisimlerin aksine CS:SBE-3-SD ve K-CS:SBE-f-
SD nanopartikiillerinin zeta potansiyel degerlerinde her iki kosulda da anlamli bir degisim
gozlenmedi (p>0,05). CS:TPP ve K-CS:TPP nanopartikiillerinin zeta potansiyel
degerlerindeki degisimin kitosan ile TPP arasindaki ¢apraz baglarin gevsemesine bagli
gozlendigi disiinildi. CS:SBE-B-SD ve K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin zeta
potansiyel degerlerinde bir degisimin gozlenmemesi ise kitosan ile SBE-B-SD arasindaki

capraz baglarin TPP ile olan baglara gére daha kuvvetli oldugu seklinde yorumlandi.

CS:TPP nanopartikiillerinin enkapsiilasyon etkinliklerinde sadece 25°C %60+5 bagil nem
kosullarinda anlamli bir azalis gozlenirken (p<0,05) CS:SBE-B-SD, K-CS:TPP ve K-
CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin enkapsiilasyon etkinliklerinde hem 4°C + ortam nemi
kosullarinda hem de 25°C %60+5 bagil nem kosullarinda anlamli bir degisim gézlenmedi
(p>0,05). 25°C %60+5 bagil nem kosullarinda CS:TPP nanopartikiillerinin enkapsiilasyon
etkinliklerinde anlamli bir azalisin (p<0,05) kitosan ile TPP arasindaki ¢apraz baglarin
gevsemesine bagli olarak nanopartikiiller icerisinde enkapsiile olan insiilinin salinmasi ile

iliskilendirildi.

Tiim sonuglar degerlendirildiginde iyonik jelasyon yontemi ile Kitosan nanopartikiillerinin
hazirlanmasinda ¢apraz baglayici olarak SBE-B-SD kullanilmasinin kitosan ile SBE-B-SD

arasindaki ¢apraz baglanmanin Kitosan ile TPP arasindaki ¢capraz baglanmadan daha kuvvetli
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oldugu diisiintildii. SBE-B-SD’in sterik engel yaratarak enkapsiile edilen insiilini daha iyi
korumasi, istenmeten kitosan TPP intra/inter molekiiler etkilesimlerin Oniine ge¢mesi
sayesinde Kkitosan nanopartikiillerin stabilitesini iyilestirecegi ve nanopartikiillerin
Kollicoat® MAE 100 P ile kaplanmasiyla da daha stabil nanopartikiiller elde edilebilecegi

diistintildii.

Siklodekstrinler, siklodekstrin kompleksi olusturarak veya nanopartikiil yapisina konjuge
edilerek protein yapili ilaglarin stabilitesini artirmak igin nanopartikiiler ilag tasiyici
sistemlerde kullanilabilmektedir (Pandey, 2021). Stabilite ¢alismasi sonuglarina gore
CS:SBE-B-SD ve K-CS:SBE-B-SD nanopartikiillerin stabilitelerinin CS:TPP ve K-CS:TPP
daha iyi oldugu goriildii. Kranz ve Gutsche etilseliiloz film kaplamalara metakrilik asit-etil
akrilat kopolimerlerinin eklenmesiyle pelletlerin stabilitelerinin iyilestigini alti aylik
stabilite ¢alismalari ile kanitlamislardir (Kranz ve Gutsche, 2009). Fernandez ve arkadaslari
laktoferrin yiiklii CS:TPP ve CS:SBE-B-SD nanopartikiillerinin uzun siireli stabilite
caligmasini 4, 25 ve 37 °C’de degerlendirmisler ve nanopartikiillerin partikiil biiytikliigiinde
anlamli bir degisim go6zlemedikleri i¢in hem CS:TPP hem de CS:SBE-B-SD
nanopartikiillerinin 3 ay boyunca stabil kaldiklarin1 bildirmislerdir (Varela-Fernandez ve
digerleri, 2021). Caligmay1 sadece 3 ay siirdiirdiikleri i¢in, bizim 5. ve 6. aylarda

gozledigimiz degisimleri gozlemleyememislerdir.

Literatiirdeki pek ¢ok calismanin aksine, Morris ve arkadaslart TPP kullanilarak iyonik
jelasyon yontemi ile hazirlanan Kitosan nanopartikiillerinin 4 ve 25 °C’de 12 ay bekletilen
nanopartikiillerinin partikiil biiytikliiklerinin taze hazirlanan nanopartikiiller ile benzer
degerlerde oldugunu sadece 40 °C’de bekletilen nanopartikiillerin bozuldugunu
bildirmislerdir (Morris, Castile, Smith, Adams ve Harding, 2011). Arastiricilar sadece
partikiil biiytikliigli 6lcerek yapilan stabilite calismasinin stabiliteyi degerlendirmek icin
yeterli olmadigini bildirmis, stabiliteyi artirmak i¢in uygun kriyoprtektanlarin kullanimiyla
liyofilizasyon yapilmasini énermislerdir. Insiilinin okiiler yoldan verilebilmesi igin insiilin
yiikli kitosan nanopartikiillerin gelistirildigi bir ¢alismada nanopartikiillerin alti aylik
stabiliteleri (4-25°C) incelenmis ve partikiil biiylikliiglinde nanopartikiillerin agregasyonuna
baglanan bir artis gozlenmistir. Fakat taze hazirlanan nanopartikiillerin in vitro salim
profilleri ile alt1 ay bekletilen nanopartikiillerin in vitro salim profilleri benzerlik gosterdigi
icin nanopartikiillerde meydana gelen partikiil biiylikliigli degisimi anlamsiz kabul edilmis

ve nanopartikiillerin test edilen kosullar altinda stabil oldugu bildirilmistir (Rathore ve
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digerleri, 2020). C. Wong ve arkadaslari insiilin yiiklii Kitosan nanopartikiilerinin 4 °C’de 2
ay bekletilmesinden sonra nanopartikiilleri partikiil bitytikligii, polidispersite indeksi ve zeta
potansiyel degerleri bakimindan incelemisler ve bu degerlerde gézlenen degisimi ihmal
edilebilir olarak degerlendirmislerdir. Arastirmacilar negatif yiiklii ¢apraz baglayici ile
insiilinin birlikte karistirilmasinin nanopartikiillerin agregasyonu onleyecegini ve diisiik
molekiil agirlikli  kitosanin  kullanildigi  bu ¢alismada zit yiiklerin elektrostatik
etkilesimlerinin insiilinin stabilitesini olumlu yonde etkileyecegini bildirmislerdir (C. Wong,

Al-Salami ve Dass, 2020a).



161

6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1. Sonuclar

Tez kapsaminda insiilinin karakterizasyonu ve insiilinin miktar tayini yontemi valide
edilmistir. Capraz baglayici olarak TPP ve SBE-B-SD kullanilarak iyonik jelasyon yontemi
ile instlin yikli kitosan nanopartikiillerinin (CS:TPP ve CS:SBE-B-SD), bu
nanopartikiillerin Kollicoat® MAE 100 P ile kaplanmasi ile de K-CS:TPP ve K- CS:SBE-
B-SD nanopartikiillerinin  hazirlanma kosullar1  optimize edilmistir. Hazirlanan

nanopartikiiller in vitro olarak incelenmistir.

e Optimum CS:TPP nanopartikiilleri i¢in partikiil biyikligi 289,17+£34,64 nm,
polidispersite indeksi 0,398+0,090, zeta potansiyeli 28,242,8 mV ve enkapsiilasyon
etkinligi %30,2+2,3 olarak, optimum CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri i¢in partikiil
biiyiikligi 334,25+25,42 nm, polidispersite indeksi 0,215+0,091, zeta potansiyeli
32,5+3,5 mV ve enkapsiilasyon etkinligi %31,2+2,3 olarak belirlenmistir. Boylece
CS:TPP ve CS:SBE-B-SD nanopartikiillerin kiiciik partikiil biytikligii ve
polidispersite indeksine, yiiksek zeta potansiyel ve enkapsiilasyon etkinligine sahipti.

e Optimum K-CS:TPP nanopartikiilleri i¢in partikiil biiytkligi 581,324+79,68 nm,
polidispersite indeksi 0,517+0,055, zeta potansiyeli -22,9+0,3 mV ve enkapsiilasyon
etkinligi %49,8+3,5 olarak, optimum K-CS:SBE-B-SD nanopartikiilleri i¢in partikiil
biiyiikligii 555,32+38,46 nm, polidispersite indeksi 0,375+0,081, zeta potansiyeli -
21,6+0,2 mV ve enkapsiilasyon etkinligi %52,1+2,5 olarak belirlenmistir. Boylece
kapli nanopatikiiller, kapli olmayan nanopartikiillere gore yiiksek partikiil biiyiiliigii,
polidispersite indeksine ve enkapsiilasyon etkinligine sahipken negatif zeta
potansiyeline sahip olmustur.

e FT-IR ve DSC analizleri sonuglari literatiir ile uyumlu bulundu.

e Insiilinin miktar tayini ydnteminin validasyon calismalari, gelistirilen ydntemin
hassas, gilivenilir ve insiiline spesifik oldugunu kanitladi.

e Optimum formiilasyonlar i¢in kitosan pH’s1 3, karistirilma hizi 900 rpm, CS:TPP
orani 2:1, CS:SBE-B-SD orani 1:1 ve CS:Kollicoat® MAE 100 P oran1 1:3 olarak
secildi. Optimum formiilasyonlarin  uygun partikiil biiyilikligiine, diisiik
polidispersite indeksine, yliksek zeta potansiyeli ve enkapsiilasyon etkinligine sahip

oldugu goriildii.
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SBE-B-SD ile hazirlanan nanopartikiillerin polidispersite indeksi TPP ile hazirlanan
nanopartikiillere gore daha diisiik bulundu, SBE-B-SD’nin daha homojen bir sistem
olusturdugu diisiiniildi.

Kaplanan nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinliklerinin artmasi1 kaplama
tabakasina insiilin molekiillerinin adsorbe oldugunu, pH 1,2’de kaph
nanopartikiillerden salinan insiilinin adsorbe olan insiilin oldugu diisiiniildii.

In vitro salim ¢alismalarinda kapli nanopartikiillerin pH 1,2°de daha az insiilin
salmasi1 kaplamanin basarisin1 gosterdi.

SBE-B-SD ile hazirlanan nanopartikiillerin TPP ile hazirlanan nanopartikiillere gére
pH 1,2°de daha az insiilin salmas1 SBE-B-SD’nin kitosan ile daha gii¢lii bir ¢apraz
baglanma gerceklestirmesiyle ve SBE-B-SD’nin daha biiyiik ve dallanmig bir yapisi
oldugundan sterik engel yaratarak insiilinin salimin1 azalttig1 diistintildii.

Kapli ve kapli olmayan nanopartikiillerinin salim Kinetiklerinde fark goriilmektedir.
MTT testinde CS:SBE-B-SD nanopartikiillerin ¢alisilan her {i¢ derisim igin hiicre
canliligt sonuglar1 CS:TPP nanopartikiillerine gore yiiksek bulundu.

In vitro stabilite sonuglari kapli nanopartikiillerin pH 1,2°de Kollicoat® MAE 100 P
tabakas1 sayesinde korundugunu gosterdi.

Alt1 aylik stabilite sonuglari kaplama yapilmasinin stabiliteyi 1yilestirdigini
gosterirken SBE-B-SD ile hazirlanan nanopartikiillerin TPP ile hazirlanan

nanopartikiillere gore stabilitesinin daha yiiksek oldugunu gosterdi.

Tiim sonuglar incelendiginde enterik kaplamanin basarili oldugu ve nanopartikiiller

hazirlanirken c¢apraz baglayict olarak siklikla kullanilan TPP yerine SBE-B-SD’nin

kullanilmasiin nanopartikiillerin polidispersite indeksinin diisiiriilmesi ve stabilitesinin

tyilestirilmesi bakimindan uygun oldugu sonucuna varildi.

6.2. Oneriler

Insiilinin hazirlama islemleri ve salim g¢alismalar1 sirasinda protein yapisinda
degisiklik olup olmadig: sirkular dikroizm gibi tekniklerle incelenerek kontrol
edilmelidir.

In vitro salim ¢alismalarinda Humulin®’nin salim1 da yapilip nanopartikiillerden

insiilin salim sonuglar1 ile karsilastirilabilir.
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Liyofilizayon islemi; uygun kriyoprotektan tipi, ylizdesi, dondurma sicaklifi ve
stiresi gibi ¢esitli faktorler detayli olarak incelenerek optimize edilebilir.

Sitotoksik degerlendirme icin enterik kapli nanopartikiillerin DMEM igerisinde
dagitilmasi diisiik oranda etanol veya DMSO kullanarak saglanmali ve MTT testleri
tekrar edilmelidir.

Test ¢alismamizda elde edilen verilerin diyabetik sicanlarda yapilacak in vivo

caligmalar ile desteklenmesi uygun olacaktir.



164



165

KAYNAKLAR

A. Mumuni, M., E. Calister, U., Aminu, N., C. Franklin, K., Musiliu Oluseun, A., Usman,
M., Abdulmumuni, B., Y. James, O., C. Ofokansi, K., and A. Anthony, A. (2020).
Mucin-grafted polyethylene glycol microparticles enable oral insulin delivery for
improving diabetic treatment. Applied Sciences, 10(8), 2649.

Abbasnezhad, N., Zirak, N., Shirinbayan, M., Kouidri, S., Salahinejad, E., Tcharkhtchi, A.,
and Bakir, F. (2021). Controlled release from polyurethane films: Drug release
mechanisms. Journal of applied polymer science, 138(12), 50083.

Abdel-Moneim, A., and Ramadan, H. (2022). Novel strategies to oral delivery of insulin:
Current progress of nanocarriers for diabetes management. Drug development
research, 83(2), 301-316.

Abdelwahed, W., Degobert, G., Stainmesse, S., and Fessi, H. (2006). Freeze-drying of
nanoparticles: formulation, process and storage considerations. Advanced drug
delivery reviews, 58(15), 1688-1713.

Acharyulu, S. R., Gomathi, T., and Sudha, P. (2013). Physico-chemical characterization of
cross linked chitosan-polyacrylonitrile polymer blends. Der Pharmacia Lettre, 5(2),
354-363.

Adeoye, O., and Cabral-Marques, H. (2017). Cyclodextrin nanosystems in oral drug
delivery: a mini review. International journal of pharmaceutics, 531(2), 521-531.

Agardan, N. B. M. (2020). Studies on the formulation optimization and controlled ionic
gelation of chitosan nanoparticles using TPP-HP-[beta]-CD inclusion complex.
Journal of the Faculty of Pharmacy of Istanbul University, 50(1), 54-60.

Agnihotri, S. A., Mallikarjuna, N. N., and Aminabhavi, T. M. (2004). Recent advances on
chitosan-based micro-and nanoparticles in drug delivery. Journal of controlled
release, 100(1), 5-28.

Ahmad, A., Ansari, M. M., Mishra, R. K., Kumar, A., Vyawahare, A., Verma, R. K., Raza,
S. S.,and Khan, R. (2021). Enteric-coated gelatin nanoparticles mediated oral delivery
of 5-aminosalicylic acid alleviates severity of DSS-induced ulcerative colitis.
Materials Science and Engineering: C, 119, 111582,

Ahmad, K. (2014). Insulin sources and types: a review of insulin in terms of its mode on
diabetes mellitus. Journal of Traditional Chinese Medicine, 34(2), 234-237.

Ahmed, T. A., and Aljaeid, B. M. (2016). Preparation, characterization, and potential
application of chitosan, chitosan derivatives, and chitosan metal nanoparticles in
pharmaceutical drug delivery. Drug design, development and therapy, 10, 483.

Alai, M. S., Lin, W. J., and Pingale, S. S. (2015). Application of polymeric nanoparticles
and micelles in insulin oral delivery. Journal of food and drug analysis, 23(3), 351-
358.



166

Alvi, Z., Akhtar, M., Mahmood, A., Nazir, I., Sadaquat, H., ljaz, M., Syed, S. K., Waqas,
M. K., and Wang, Y. (2021). Enhanced Oral Bioavailability of Epalrestat SBE7-3-CD
Complex Loaded Chitosan Nanoparticles: Preparation, Characterization and in-vivo
Pharmacokinetic Evaluation. International journal of nanomedicine, 16, 8353.

Amado, J. R. R,, Prada, A. L., Duarte, J. L., Keita, H., da Silva, H. R., Ferreira, A. M., Sosa,
E. H., and Carvalho, J. C. T. (2017). Development, stability and in vitro delivery
profile of new loratadine-loaded nanoparticles. Saudi pharmaceutical journal, 25(8),
1158-1168.

Andreani, T., de Souza, A. L. R., Kiill, C. P., Lorenzén, E. N., Fangueiro, J. F., Calpena, A.
C., Chaud, M. V., Garcia, M. L., Gremido, M. P. D., and Silva, A. M. (2014).
Preparation and characterization of PEG-coated silica nanoparticles for oral insulin
delivery. International journal of pharmaceutics, 473(1-2), 627-635.

Ansari, M. J., Anwer, M. K., Jamil, S., Al-Shdefat, R., Ali, B. E., Ahmad, M. M., and Ansari,
M. N. (2016). Enhanced oral bioavailability of insulin-loaded solid lipid nanoparticles:
pharmacokinetic bioavailability of insulin-loaded solid lipid nanoparticles in diabetic
rats. Drug delivery, 23(6), 1972-1979.

Arai, K., Takei, T., Okumura, M., Watanabe, S., Amagali, Y., Asahina, Y., ... and Iwaoka,
M. (2017). Preparation of selenoinsulin as a long-lasting insulin analogue.
Angewandte Chemie, 129(20), 5614-5618.

Arora, A., Aggarwal, G., Singh, T. G., Singh, M., Arora, G., and Nagpal, M. (2019).
Inclusion complexes of atorvastatin calcium-—sulfobutyl ether B cyclodextrin with
enhanced hypolipidemic activity. Journal of Applied Pharmaceutical Science, 9(11),
060-068.

Arpag, B., Gokberk, B. D., Kiiciiktiirkmen, B., Giindiiz, I. O., Palabiyik, I. M., and Bozkir,
A. (2022). Design and in vitro/in vivo Evaluation of Polyelectrolyte Complex
Nanoparticles Filled in Enteric-Coated Capsules for Oral Delivery of Insulin. Journal
of Pharmaceutical Sciences.

Asal, H. A., Shoueir, K. R., El-Hagrasy, M. A., and Toson, E. A. (2022). Controlled
synthesis of in-situ gold nanoparticles onto chitosan functionalized PLGA
nanoparticles for oral insulin delivery. International Journal of Biological
Macromolecules, 209, 2188-2196.

Avadi, M. R., Sadeghi, A. M. M., Mohammadpour, N., Abedin, S., Atyabi, F., Dinarvand,
R., and Rafiee-Tehrani, M. (2010). Preparation and characterization of insulin
nanoparticles using chitosan and Arabic gum with ionic gelation method.
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine, 6(1), 58-63.

Avadi, M., Sadeghi, A., Mohamadpour Dounighi, N., Dinarvand, R., Atyabi, F., and Rafiee-
Tehrani, M. (2011). Ex vivo evaluation of insulin nanoparticles using chitosan and
arabic gum. International Scholarly Research Notices, 2011.

Azevedo, J., Sizilio, R., Brito, M., Costa, A., Serafini, M., Aragjo, A., Santos, M., Lira, A.,
and Nunes, R. (2011). Physical and chemical characterization insulin-loaded chitosan-
TPP nanoparticles. Journal of thermal analysis and calorimetry, 106(3), 685-689.



167

Bahman, F., Greish, K., and Taurin, S. (2019). Nanotechnology in insulin delivery for
management of diabetes. Pharmaceutical nanotechnology, 7(2), 113-128.

Bayat, A., Larijani, B., Ahmadian, S., Junginger, H. E., and Rafiee-Tehrani, M. (2008).
Preparation and characterization of insulin nanoparticles using chitosan and its
quaternized derivatives. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicine, 4(2),
115-120.

Baynes, H. W. (2015). Classification, pathophysiology, diagnosis and management of
diabetes mellitus. J diabetes metab, 6(5), 1-9.

Berthomieu, C., and Hienerwadel, R. (2009). Fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy. Photosynthesis research, 101(2), 157-170.

Bhattacharyya, A., Mukherjee, D., Mishra, R., and Kundu, P. P. (2016). Development of pH
sensitive polyurethane-alginate nanoparticles for safe and efficient oral insulin
delivery in animal models. RSC advances, 6(48), 41835-41846.

Bhattacharyya, A., Mukherjee, D., Mishra, R., and Kundu, P. P. (2017). Preparation of
polyurethane—alginate/chitosan core shell nanoparticles for the purpose of oral insulin
delivery. European polymer journal, 92, 294-313.

Borderwala, K., Rathod, S., Yadav, S., Vyas, B., and Shah, P. (2021). Eudragit S-100 surface
engineered nanostructured lipid carriers for colon targeting of 5-fluorouracil:
optimization and in vitro and in vivo characterization. Aaps Pharmscitech, 22(6), 1-
15.

Brogden, R. N., and Heel, R. (1987). Human insulin. Drugs, 34(3), 350-371.

Bruno, B. J., Miller, G. D., and Lim, C. S. (2013). Basics and recent advances in peptide and
protein drug delivery. Therapeutic delivery, 4(11), 1443-1467.

Builders, P. F., Kunle, O. O., Okpaku, L. C., Builders, M. 1., Attama, A. A., and Adikwu,
M. U. (2008). Preparation and evaluation of mucinated sodium alginate microparticles
for oral delivery of insulin. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, 70(3), 777-783.

Butalia, S., Kaplan, G. G., Khokhar, B., and Rabi, D. M. (2016). Environmental risk factors
and type 1 diabetes: past, present, and future. Canadian journal of diabetes, 40(6),
586-593.

Camlik, G., Ozakeca, I., Bilakaya, B., Ozcelikay, A. T., Velaro, A. J., Wasnik, S., and Degim,
I. T. (2022). Development of composite carbon quantum dots-insulin formulation for
oral administration. Journal of Drug Delivery Science and Technology, 76, 103833.

Calvo, P., Remunan-Lopez, C., Vila-Jato, J. L., and Alonso, M. J. (1997). Chitosan and
chitosan/ethylene oxide-propylene oxide block copolymer nanoparticles as novel
carriers for proteins and vaccines. Pharmaceutical research, 14(10), 1431-1436.

Carrier, R. L., Miller, L. A., and Ahmed, I. (2007). The utility of cyclodextrins for enhancing
oral bioavailability. Journal of controlled release, 123(2), 78-99.



168

Chaturvedi, K., Ganguly, K., Nadagouda, M. N., and Aminabhavi, T. M. (2013). Polymeric
hydrogels for oral insulin delivery. Journal of controlled release, 165(2), 129-138.

Chen, M.C., Sonaje, K., Chen, K.-J., and Sung, H.-W. (2011). A review of the prospects for
polymeric nanoparticle platforms in oral insulin delivery. Biomaterials, 32(36), 9826-
9838.

Chen, S., Guo, F., Deng, T., Zhu, S., Liu, W., Zhong, H., Yu, H., Luo, R., and Deng, Z.
(2017). Eudragit S100-coated chitosan nanoparticles co-loading tat for enhanced oral
colon absorption of insulin. Aaps Pharmscitech, 18(4), 1277-1287.

Chikanbanjar, N., Semwal, N., and Jyakhwa, U. (2020). A review article on analytical
method validation. J. Pharm. Innov, 1, 48-58.

Choi, C., Nam, J. P, and Nah, J. W. (2016). Application of chitosan and chitosan derivatives
as biomaterials. Journal of Industrial and Engineering Chemistry, 33, 1-10.

Choonara, B. F., Choonara, Y. E., Kumar, P., Bijukumar, D., du Toit, L. C., and Pillay, V.
(2014). A review of advanced oral drug delivery technologies facilitating the
protection and absorption of protein and peptide molecules. Biotechnology advances,
32(7), 1269-1282.

Cikrikci, S., Mert, B., and Oztop, M. H. (2018). Development of pH sensitive alginate/gum
tragacanth based hydrogels for oral insulin delivery. Journal of agricultural and food
chemistry, 66(44), 11784-11796.

Cilek, A., Celebi, N., Tirnaksiz, F., and Tay, A. (2005). A lecithin-based microemulsion of
rh-insulin with aprotinin for oral administration: Investigation of hypoglycemic effects
in non-diabetic and STZ-induced diabetic rats. International Journal of
Pharmaceutics, 298(1), 176-185.

Clogston, J. D., and Patri, A. K. (2011). Zeta potential measurement. In Characterization of
nanoparticles intended for drug delivery (s. 63-70): Springer.

Correia, M., Neves-Petersen, M. T., Jeppesen, P. B., Gregersen, S., and Petersen, S. B.
(2012). UV-light exposure of insulin: pharmaceutical implications upon covalent
insulin dityrosine dimerization and disulphide bond photolysis. PloS one, 7(12),
e50733.

Costello, R. A., Nicolas, S., and Shivkumar, A. Continuing Education Activity.

Cui, F., Zhang, L., Zheng, J., and Kawashima, Y. (2004). A study of insulin-chitosan
complex nanoparticles used for oral administration. Journal of Drug Delivery Science
and Technology, 14(6), 435-439.

Cankaya, N., ve Sékmen, O. (2016). Kitosan-kil biyonanokompozitleri. Politeknik Dergisi,
19(3), 283-295.

D’Souza, B., Bhowmik, T., Uddin, M. N., Oettinger, C., and D’Souza, M. (2015).
Development of 3-cyclodextrin-based sustained release microparticles for oral insulin
delivery. Drug development and industrial pharmacy, 41(8), 1288-1293.



169

Daeihamed, M., Dadashzadeh, S., Haeri, A., and Faghih Akhlaghi, M. (2017). Potential of
liposomes for enhancement of oral drug absorption. Current drug delivery, 14(2), 289-
303.

Danaei, M., Dehghankhold, M., Ataei, S., Hasanzadeh Davarani, F., Javanmard, R.,
Dokhani, A., Khorasani, S., and Mozafari, M. (2018). Impact of particle size and
polydispersity index on the clinical applications of lipidic nanocarrier systems.
Pharmaceutics, 10(2), 57.

De Gaetano, F., d’Avanzo, N., Mancuso, A., De Gaetano, A., Paladini, G., Caridi, F., Venuti,
V., Paolino, D., and Ventura, C. A. (2022). Chitosan/Cyclodextrin nanospheres for
potential nose-to-brain targeting of idebenone. Pharmaceuticals, 15(10), 1206.

De Marchi, J., Cé, R., Onzi, G., Alves, A., Santarém, N., da Silva, A. C., Pohlmann, A.,
Guterres, S., and Ribeiro, A. (2022). 1gG functionalized polymeric nanoparticles for
oral insulin administration. International journal of pharmaceutics, 121829.

DeFronzo, R. A., Ferrannini, E., Groop, L., Henry, R. R., Herman, W. H., Holst, J. J., ... and
Weiss, R. (2015). Type 2 diabetes mellitus. Nature reviews Disease primers, 1(1), 1-
22.

Degim, Z., Unal, N., Essiz, D., and Abbasoglu, U. (2004). The effect of various liposome
formulations on insulin penetration across Caco-2 cell monolayer. Life sciences,
75(23), 2819-2827.

Degim, Z., Degim, T., Acartiirk, F., Erdogan, D., Ozogul, C., and K&ksal, M. (2005). Rectal
and vaginal administration of insulin—chitosan formulations: An experimental study in
rabbits. Journal of drug targeting, 13(10), 563-572.

Dhanasekaran, S., Rameshthangam, P., Venkatesan, S., Singh, S. K., and Vijayan, S. R.
(2018). In vitro and in silico studies of chitin and chitosan based nanocarriers for
curcumin and insulin delivery. Journal of Polymers and the Environment, 26(10),
4095-4113.

Di Santo, M. C., D’Antoni, C. L., Rubio, A. P. D., Alaimo, A., and Pérez, O. E. (2021).
Chitosan-tripolyphosphate nanoparticles designed to encapsulate polyphenolic
compounds for biomedical and pharmaceutical applications— A review. Biomedicine
and Pharmacotherapy, 142, 111970.

DiMeglio, L. A., Evans-Molina, C., and Oram, R. A. (2018). Type 1 diabetes. The Lancet,
391(10138), 2449-2462.

Diop, M., Auberval, N., Viciglio, A., Langlois, A., Bietiger, W., Mura, C., Peronet, C.,
Bekel, A., David, D. J., and Zhao, M. (2015). Design, characterisation, and
bioefficiency of insulin—chitosan nanoparticles after stabilisation by freeze-drying or
cross-linking. International journal of pharmaceutics, 491(1-2), 402-408.

Divya, K., and Jisha, M. (2018). Chitosan nanoparticles preparation and applications.
Environmental Chemistry Letters, 16(1), 101-112.



170

Dupeyrén, D., Gonzéalez, M., Saez, V., Ramon, J., and Rieumont, J. (2005). Nano-
encapsulation of protein using an enteric polymer as carrier. Paper presented at the
IEE Proceedings-Nanobiotechnology.

Edson, E. J., Bracco, O. L., Vambergue, A., and Koivisto, V. (2010). Managing diabetes
during pregnancy with insulin lispro: a safe alternative to human insulin. Endocrine
Practice, 16(6), 1020-1027.

El-Dakroury, W. A., Zewail, M. B., and Amin, M. M. (2022). Design, optimization, and in-
vivo performance of glipizide-loaded O-carboxymethyl chitosan nanoparticles in
insulin resistant/type 2 diabetic rat model. Journal of Drug Delivery Science and
Technology, 104040.

El Leithy, E. S., Abdel-Bar, H. M., and Ali, R. A.-M. (2019). Folate-chitosan nanoparticles
triggered insulin cellular uptake and improved in vivo hypoglycemic activity.
International journal of pharmaceutics, 571, 118708.

El Maalouf, I. R., Capoccia, K., and Priefer, R. (2022). Non-invasive ways of administering
insulin. Diabetes and Metabolic Syndrome: Clinical Research and Reviews, 102478.

Erel, G., Kotmak¢1i, M., Akbaba, H., Karadagh, S. S., and Kantarci, A. G. (2016).
Nanoencapsulated chitosan nanoparticles in emulsion-based oral delivery system: In
vitro and in vivo evaluation of insulin loaded formulation. Journal of Drug Delivery
Science and Technology, 36, 161-167.

Erzengin, S., Guler, E., Eser, E., Polat, E. B., Gunduz, O., and Cam, M. E. (2022). In vitro
and in vivo evaluation of 3D printed sodium alginate/polyethylene glycol scaffolds for
sublingual delivery of insulin: Preparation, characterization, and pharmacokinetics.
International journal of biological macromolecules, 204, 429-440.

Fan, W., Yan, W., Xu, Z., and Ni, H. (2012). Formation mechanism of monodisperse, low
molecular weight chitosan nanoparticles by ionic gelation technique. Colloids and
surfaces B: Biointerfaces, 90, 21-27.

Ferreira Tomaz, A., Sobral de Carvalho, S. M., Cardoso Barbosa, R., L. Silva, S. M., Sabino
Gutierrez, M. A, B. de Lima, A. G., and L. Fook, M. V. (2018). lonically crosslinked
chitosan membranes used as drug carriers for cancer therapy application. Materials,
11(10), 2051.

Fonte, P., Araujo, F., Silva, C., Pereira, C., Reis, S., Santos, H. A., and Sarmento, B. (2015).
Polymer-based nanoparticles for oral insulin delivery: Revisited approaches.
Biotechnology advances, 33(6), 1342-1354.

Fonte, P., Reis, S., and Sarmento, B. (2016). Facts and evidences on the lyophilization of
polymeric nanoparticles for drug delivery. Journal of controlled release, 225, 75-86.

Fotakis, G., and Timbrell, J. A. (2006). In vitro cytotoxicity assays: comparison of LDH,
neutral red, MTT and protein assay in hepatoma cell lines following exposure to
cadmium chloride. Toxicology letters, 160(2), 171-177.



171

Gaidhani, K. A., Harwalkar, M., Bhambere, D., and Nirgude, P. S. (2015).
Lyophilization/freeze drying—a review. World journal of pharmaceutical research,
4(8), 516-543.

Galicia-Garcia, U., Benito-Vicente, A., Jebari, S., Larrea-Sebal, A., Siddiqi, H., Uribe, K.
B., Ostolaza, H., and Martin, C. (2020). Pathophysiology of type 2 diabetes mellitus.
International journal of molecular sciences, 21(17), 6275.

Gan, Q., Wang, T., Cochrane, C., and McCarron, P. (2005). Modulation of surface charge,
particle size and morphological properties of chitosan—TPP nanoparticles intended for
gene delivery. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 44(2-3), 65-73.

Garnock-Jones, K. P., and Plosker, G. L. (2009). Insulin glulisine. Drugs, 69(8), 1035-1057.

Garrait, G., Beyssac, E., and Subirade, M. (2014). Development of a novel drug delivery
system: chitosan nanoparticles entrapped in alginate microparticles. Journal of
microencapsulation, 31(4), 363-372.

Gedawy, A., Martinez, J., Al-Salami, H., and Dass, C. R. (2018). Oral insulin delivery:
existing barriers and current counter-strategies. Journal of pharmacy and
pharmacology, 70(2), 197-213.

Gorai, B., and Vashisth, H. (2022). Progress in simulation studies of insulin structure and
function. Frontiers in Endocrinology, 13.

Govindasamy, G., Krishnamoorthy, K., and Rajappan, M. (2013). Selection of excipients
for nanoparticles formulations of nateglinide through drug-excipients compatibility
study. International Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, 5(2), 371-
377.

Hamman, J. H., Enslin, G. M., and Kotzé, A. F. (2005). Oral delivery of peptide drugs.
BioDrugs, 19(3), 165-177.

Han, L., Zhao, Y., Yin, L., Li, R,, Liang, Y., Huang, H., Pan, S., Wu, C., and Feng, M.
(2012). Insulin-loaded pH-sensitive hyaluronic acid nanoparticles enhance
transcellular delivery. Aaps Pharmscitech, 13(3), 836-845.

He, Z. X., Zhou, Z. W., Yang, Y., Yang, T., Pan, S. Y., Qiu, J. X,, and Zhou, S. F. (2015).
Overview of clinically approved oral antidiabetic agents for the treatment of type 2
diabetes mellitus. Clinical and experimental pharmacology and physiology, 42(2),
125-138.

Hejjaji, E. M., Smith, A. M., and Morris, G. A. (2018). Evaluation of the mucoadhesive
properties of chitosan nanoparticles prepared using different chitosan to
tripolyphosphate (CS: TPP) ratios. International journal of biological
macromolecules, 120, 1610-1617.

Herdiana, Y., Wathoni, N., Shamsuddin, S., and Muchtaridi, M. (2021). Drug release study
of the chitosan-based nanoparticles. Heliyon, e08674.

Hirsch, 1. B. (2005). Insulin analogues. New England Journal of Medicine, 352(2), 174-183.



172

Homayun, B., Lin, X., and Choi, H. J. (2019). Challenges and recent progress in oral drug
delivery systems for biopharmaceuticals. Pharmaceutics, 11(3), 129.

Hong, S., Choi, D. W., Kim, H. N., Park, C. G., Lee, W., and Park, H. H. (2020). Protein-
based nanoparticles as drug delivery systems. Pharmaceutics, 12(7), 604.

Hu, Q., and Luo, Y. (2018). Recent advances of polysaccharide-based nanoparticles for oral
insulin delivery. International journal of biological macromolecules, 120, 775-782.

Huang, X., Du, Y.-Z., Yuan, H., and Hu, F.-Q. (2009). Preparation and pharmacodynamics
of low-molecular-weight chitosan nanoparticles containing insulin. Carbohydrate
polymers, 76(3), 368-373.

Huang, X., Han, S., Chen, Z., Zhao, L., Wang, C., Guo, Q., Li, Y., and Sun, Y. (2021).
Layered double hydroxide modified with deoxycholic and hyaluronic acids for
efficient oral insulin absorption. International journal of nanomedicine, 16, 7861.

llonen, J., Lempainen, J., and Veijola, R. (2019). The heterogeneous pathogenesis of type 1
diabetes mellitus. Nature Reviews Endocrinology, 15(11), 635-650.

Ismail, R., and Csoka, I. (2017). Novel strategies in the oral delivery of antidiabetic peptide
drugs—Insulin, GLP 1 and its analogs. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, 115, 257-267.

lyer, G., Dyawanapelly, S., Jain, R., and Dandekar, P. (2022). An overview of oral insulin
delivery strategies (OIDS). International journal of biological macromolecules.

Jacob, S., and Nair, A. B. (2018). Cyclodextrin complexes: Perspective from drug delivery
and formulation. Drug development research, 79(5), 201-217.

Jaipal, A., Pandey, M., Charde, S., Raut, P., Prasanth, K., and Prasad, R. (2015). Effect of
HPMC and mannitol on drug release and bioadhesion behavior of buccal discs of
buspirone hydrochloride: In-vitro and in-vivo pharmacokinetic studies. Saudi
Pharmaceutical Journal, 23(3), 315-326.

Jansook, P., Ogawa, N., and Loftsson, T. (2018). Cyclodextrins: structure, physicochemical
properties and pharmaceutical applications. International journal of pharmaceutics,
535(1-2), 272-284.

Jhaveri, J., Raichura, Z., Khan, T., Momin, M., and Omri, A. (2021). Chitosan nanoparticles-
insight into properties, functionalization and applications in drug delivery and
theranostics. Molecules, 26(2), 272.

Johns, E. C., Denison, F. C., Norman, J. E., and Reynolds, R. M. (2018). Gestational diabetes
mellitus: mechanisms, treatment, and complications. Trends in Endocrinology and
Metabolism, 29(11), 743-754.

Kadri¢, S. 1., Cesi¢, A. K., and Dujié, T. (2021). Pharmacogenetics of new classes of
antidiabetic drugs. Bosnian Journal of Basic Medical Sciences, 21(6), 659.



173

Kamei, N., Khafagy, E.-S., Hirose, J., and Takeda-Morishita, M. (2017). Potential of single
cationic amino acid molecule “Arginine” for stimulating oral absorption of insulin.
International journal of pharmaceutics, 521(1-2), 176-183.

Karamanou, M., Protogerou, A., Tsoucalas, G., Androutsos, G., and Poulakou-Rebelakou,
E. (2016). Milestones in the history of diabetes mellitus: The main contributors. World
journal of diabetes, 7(1), 1.

Katsarou, A., Gudbjornsdottir, S., Rawshani, A., Dabelea, D., Bonifacio, E., Anderson, B.
J., Jacobsen, L. M., Schatz, D. A., and Lernmark, A. (2017). Type 1 diabetes mellitus.
Nature reviews Disease primers, 3(1), 1-17.

Keating, G. M. (2012). Insulin detemir. Drugs, 72(17), 2255-2287.

Kerr, D., Wizemann, E., Senstius, J., Zacho, M., and Ampudia-Blasco, F. J. (2013). Stability
and performance of rapid-acting insulin analogs used for continuous subcutaneous
insulin infusion: a systematic review. Journal of diabetes science and technology, 7(6),
1595-1606.

Kharroubi, A. T., and Darwish, H. M. (2015). Diabetes mellitus: The epidemic of the
century. World journal of diabetes, 6(6), 850.

Kim, J. U., Shahbaz, H. M., Lee, H., Kim, T., Yang, K., Roh, Y. H., and Park, J. (2020).
Optimization of phytic acid-crosslinked chitosan microspheres for oral insulin
delivery using response surface methodology. International journal of pharmaceutics,
588, 119736.

Kim, N. A., Choi, D. H,, Lim, J. Y., Kim, K. H., Lim, D. G,, Lee, E., Park, E.-S., and Jeong,
S. H. (2014). Investigation of polymeric excipients for dutasteride solid dispersion and
its physicochemical characterization. Archives of pharmacal research, 37(2), 214-224.

Kouchak, M., and Azarpanah, A. (2015). Preparation and in vitro evaluation of chitosan
nanoparticles containing diclofenac using the ion-gelation method. Jundishapur
Journal of Natural Pharmaceutical Products, 10(2).

Kranz, H., and Gutsche, S. (2009). Evaluation of the drug release patterns and long term
stability of aqueous and organic coated pellets by using blends of enteric and
gastrointestinal insoluble polymers. International journal of pharmaceutics, 380(1-2),
112-1109.

Krauland, A. H., and Alonso, M. J. (2007). Chitosan/cyclodextrin nanoparticles as
macromolecular drug delivery system. International journal of pharmaceutics, 340(1-
2), 134-142.

Kumar, S., and Koh, J. (2012). Physiochemical, optical and biological activity of chitosan-
chromone derivative for biomedical applications. International journal of molecular
sciences, 13(5), 6102-6116.

Leroux-Stewart, J., Rabasa-Lhoret, R., and Chiasson, J. L. (2015). a-Glucosidase inhibitors.
International textbook of diabetes mellitus, 673-685.



174

Li, P.,, Tan, A., Prestidge, C. A., Nielsen, H. M., and Miillertz, A. (2014). Self-
nanoemulsifying drug delivery systems for oral insulin delivery: in vitro and in vivo
evaluations of enteric coating and drug loading. International journal of
pharmaceutics, 477(1-2), 390-398.

Li, S., Qin, T., Chen, T., Wang, J., and Zeng, Q. (2021). Poly (vinyl alcohol)/poly
(hydroxypropyl methacrylate-co-methacrylic acid) as pH-sensitive semi-IPN
hydrogels for oral insulin delivery: Preparation and characterization. Iranian Polymer
Journal, 30(4), 343-353.

Lin, Y.-H., Chen, C.-T., Liang, H.-F., Kulkarni, A. R., Lee, P.-W., Chen, C.-H., and Sung,
H.-W. (2007). Novel nanoparticles for oral insulin delivery via the paracellular
pathway. Nanotechnology, 18(10), 105102.

Liu, F., Antoniou, J., Li, Y., Majeed, H., Liang, R., Ma, Y., Ma, J., and Zhong, F. (2016).
Chitosan/sulfobutylether-B-cyclodextrin nanoparticles as a potential approach for tea
polyphenol encapsulation. Food Hydrocolloids, 57, 291-300.

Loftsson, T., and Duchéne, D. (2007). Cyclodextrins and their pharmaceutical applications.
International journal of pharmaceutics, 329(1-2), 1-11.

Loutfy, S. A, EI-Din, H. M. A,, Elberry, M. H., Allam, N. G., Hasanin, M., and Abdellah,
A. M. (2016). Synthesis, characterization and cytotoxic evaluation of chitosan
nanoparticles: in vitro liver cancer model. Advances in Natural Sciences: Nanoscience
and Nanotechnology, 7(3), 035008.

Ma, X., Qiao, C., Wang, X., Yao, J., and Xu, J. (2019). Structural characterization and
properties of polyols plasticized chitosan films. International journal of biological
macromolecules, 135, 240-245.

Macedo, A., Filipe, P., Thomé, N. G., Vieira, J., Oliveira, C., Teodosio, C., ... and Fonte, P.
(2020). A brief overview of the oral delivery of insulin as an alternative to the
parenteral delivery. Current Molecular Medicine, 20(2), 134-143.

Mahdizadeh Barzoki, Z., Emam-Djomeh, Z., Rafiee-Tehrani, M., Mortazavian, E., and
Moosavi Movahedi, A. A. (2019). Optimization and development of insulin
nanoparticles by new thiolated chitosan derivative with ionic gelation method using a
model-based methodology. Journal of Food and Bioprocess Engineering, 2(1), 25-34.

Mahjub, R., Dorkoosh, F. A., Amini, M., Khoshayand, M. R., and Rafiee-Tehrani, M.
(2011). Preparation, statistical optimization, and in vitro characterization of insulin
nanoparticles composed of quaternized aromatic derivatives of chitosan. Aaps
Pharmscitech, 12(4), 1407-14109.

Mahjub, R., Radmehr, M., Dorkoosh, F. A., Ostad, S. N., and Rafiee-Tehrani, M. (2014).
Lyophilized insulin nanoparticles prepared from quaternized N-aryl derivatives of
chitosan as a new strategy for oral delivery of insulin: in vitro, ex vivo and in vivo
characterizations. Drug development and industrial pharmacy, 40(12), 1645-1659.

Makhlof, A., Tozuka, Y., and Takeuchi, H. (2011). Design and evaluation of novel pH-
sensitive chitosan nanoparticles for oral insulin delivery. European Journal of
Pharmaceutical Sciences, 42(5), 445-451.



175

Mansoor, S., Kondiah, P. P., Choonara, Y. E., and Pillay, V. (2019). Polymer-based
nanoparticle strategies for insulin delivery. Polymers, 11(9), 1380.

Manu, P., Rogozea, L. M., and Cernea, S. (2021). Pharmacological management of diabetes
mellitus: a century of expert opinions in cecil textbook of medicine. American Journal
of Therapeutics, 28(4), e397-e410.

Martinez-Lopez, A., Carvajal-Millan, E., Sotelo-Cruz, N., Micard, V., Rascon-Chu, A.,
Lopez-Franco, Y., Lizardi-Mendoza, J., and Canett-Romero, R. (2019). Enzymatically
cross-linked arabinoxylan microspheres as oral insulin delivery system. International
journal of biological macromolecules, 126, 952-959.

Mathieu, C., Gillard, P., and Benhalima, K. (2017). Insulin analogues in type 1 diabetes
mellitus: getting better all the time. Nature Reviews Endocrinology, 13(7), 385-399.

Mclintyre, H. D., Catalano, P., Zhang, C., Desoye, G., Mathiesen, E. R., and Damm, P.
(2019). Gestational diabetes mellitus. Nature reviews Disease primers, 5(1), 1-19.

Meneguin, A. B., Silvestre, A. L. P., Sposito, L., de Souza, M. P. C., Sabio, R. M., Araujo,
V. H. S, Cury, B. S. F,, and Chorilli, M. (2021). The role of polysaccharides from
natural resources to design oral insulin micro-and nanoparticles intended for the
treatment of Diabetes mellitus: A review. Carbohydrate polymers, 256, 117504.

Mikulska, A., Filipowska, J., Osyczka, A. M., Nowakowska, M., and Szczubialka, K.
(2015). Osteoinductive activity of insulin-functionalized cell culture surfaces obtained
using diazonium chemistry. Frontiers in Chemistry, 2, 117.

Millotti, G., Perera, G., Vigl, C., Pickl, K., Sinner, F. M., and Bernkop-Schniirch, A. (2011).
The use of chitosan-6-mercaptonicotinic acid nanoparticles for oral peptide drug
delivery. Drug delivery, 18(3), 190-197.

Mobasseri, M., Shirmohammadi, M., Amiri, T., Vahed, N., Fard, H. H., and Ghojazadeh, M.
(2020). Prevalence and incidence of type 1 diabetes in the world: a systematic review
and meta-analysis. Health promotion perspectives, 10(2), 98.

Mohammadi, G., Mirzaeei, S., Taghe, S., and Mohammadi, P. (2019). Preparation and
evaluation of Eudragit® L100 nanoparticles loaded impregnated with KT
tromethamine loaded PVA-HEC insertions for ophthalmic drug delivery. Advanced
Pharmaceutical Bulletin, 9(4), 593.

Mohanty, R. R., and Das, S. (2017). Inhaled insulin-current direction of insulin research.
Journal of Clinical and Diagnostic Research: JCDR, 11(4), OEO1.

Morocco, C. (2013). Sodium tripolyphosphate (STPP) as a novel corrosion inhibitor for mild
steel in 1 M HCI. Journal of optoelectronics and advanced materials, 15(5-6), 451-
456.

Morris, G. A., Castile, J., Smith, A., Adams, G. G., and Harding, S. E. (2011). The effect of
prolonged storage at different temperatures on the particle size distribution of
tripolyphosphate (TPP)—chitosan nanoparticles. Carbohydrate polymers, 84(4), 1430-
1434,



176

Mukhopadhyay, P., Mishra, R., Rana, D., and Kundu, P. P. (2012). Strategies for effective
oral insulin delivery with modified chitosan nanoparticles: a review. Progress in
polymer science, 37(11), 1457-1475.

Mukhopadhyay, P., Sarkar, K., Chakraborty, M., Bhattacharya, S., Mishra, R., and Kundu,
P. (2013). Oral insulin delivery by self-assembled chitosan nanoparticles: in vitro and
in vivo studies in diabetic animal model. Materials Science and Engineering: C, 33(1),
376-382.

Muntoni, E., Marini, E., Ahmadi, N., Milla, P., Ghe, C., Bargoni, A., ... and Battaglia, L.
(2019). Lipid nanoparticles as vehicles for oral delivery of insulin and insulin analogs:
Preliminary ex vivo and in vivo studies. Acta diabetologica, 56(12), 1283-1292.

Mutlu-Agardan, N. B., and Han, S. (2021). In vitro and in vivo evaluations on nanoparticle
and phospholipid hybrid nanoparticles with absorption enhancers for oral insulin
delivery. Pharmaceutical Development and Technology, 26(2), 157-166.

Nagase, Y., Hirata, M., Wada, K., Arima, H., Hirayama, F., Irie, T., Kikuchi, M., and
Uekama, K. (2001). Improvement of some pharmaceutical properties of DY-9760e by
sulfobutyl ether B-cyclodextrin. International journal of pharmaceutics, 229(1-2),
163-172.

Nair, R. S., Morris, A., Billa, N., and Leong, C.-O. (2019). An evaluation of curcumin-
encapsulated chitosan nanoparticles for transdermal delivery. Aaps Pharmscitech,
20(2), 1-13.

Nejabat, M., Kalani, M. R., Nejabat, M., and Hadizadeh, F. (2021). Molecular dynamic and
in vitro evaluation of chitosan/tripolyphosphate nanoparticles as an insulin delivery
system at two different pH values. Journal of Biomolecular Structure and Dynamics,
1-9.

Nguyen, M. N., Tran, P. H., and Tran, T. T. (2019). A single-layer film coating for colon-
targeted oral delivery. International journal of pharmaceutics, 559, 402-409.

Ogoshi, T., and Harada, A. (2008). Chemical sensors based on cyclodextrin derivatives.
Sensors, 8(8), 4961-4982.

Oiknine, R., Bernbaum, M., and Mooradian, A. D. (2005). A critical appraisal of the role of
insulin analogues in the management of diabetes mellitus. Drugs, 65(3), 325-340.

Olorunsola, E. O., Udoh, I. E., Ekott, M. B., Alozie, M. F., and Davies, K. G. (2022).
Biopharmaceutics and clinical outcomes of emerging dosage forms of insulin: A
systematic review. Diabetes Epidemiology and Management, 100120.

Omar Zaki, S. S., Ibrahim, M. N., and Katas, H. (2015). Particle size affects concentration-
dependent cytotoxicity of chitosan nanoparticles towards mouse hematopoietic stem
cells. Journal of Nanotechnology, 2015.

Pandey, A. (2021). Cyclodextrin-based nanoparticles for pharmaceutical applications: A
review. Environmental Chemistry Letters, 19(6), 4297-4310.



177

Pang, H., Huang, X., Xu, Z. P., Chen, C., and Han, F. Y. (2022). Progress in oral insulin
delivery by PLGA nanoparticles for the management of diabetes. Drug Discovery
Today, 103393.

Panigrahy, S. K., and Kumar, A. (2022). Biopolymeric nanocarrier: An auspicious system
for oral delivery of Insulin. Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition, 33(16),
2145-2164.

Paschou, S. A., Papadopoulou-Marketou, N., Chrousos, G. P., and Kanaka-Gantenbein, C.
(2018). On type 1 diabetes mellitus pathogenesis. Endocrine connections, 7(1), R38-
R46.

Patel, M. M. (2013). Colon targeting: an emerging frontier for oral insulin delivery. Expert
opinion on drug delivery, 10(6), 731-739.

Patel, S., Sen, A. K., Dash, D. K., Sadhu, P., Kumari, M., and Baile, S. B. (2021). Synthesis,
Characterization and Biological Evaluation of Thiazolidinedione Derivative as Novel
Antidiabetic Agents. Synthesis, 33(35A).

Patriota, Y. B. G., Arruda, I. E. S., de Jesus Oliveira, A. C., de Oliveira, T. C., Silva, E. d.
L. V., Chaves, L. L., Ribeiro, F. d. O. S., da Silva, D. A., Soares, M. F. d. L. R., and
Soares-Sobrinho, J. L. (2021). Synthesis of Eudragit® L100-coated chitosan-based
nanoparticles for oral enoxaparin delivery. International journal of biological
macromolecules, 193, 450-456.

Peniche, H., and Peniche, C. (2011). Chitosan nanoparticles: a contribution to nanomedicine.
Polymer International, 60(6), 883-889.

Petersmann, A., Miiller-Wieland, D., Miiller, U. A., Landgraf, R., Nauck, M., Freckmann,
G., Heinemann, L., and Schleicher, E. (2019). Definition, classification and diagnosis
of diabetes mellitus. Experimental and Clinical Endocrinology and Diabetes, 127(S
01), S1-S7.

Pickup, J. C., and Renard, E. (2008). Long-acting insulin analogs versus insulin pump
therapy for the treatment of type 1 and type 2 diabetes. Diabetes Care,
31(Supplement_2), S140-S145.

Pivari, F., Mingione, A., Brasacchio, C., and Soldati, L. (2019). Curcumin and type 2
diabetes mellitus: prevention and treatment. Nutrients, 11(8), 1837.

Plows, J. F., Stanley, J. L., Baker, P. N., Reynolds, C. M., and Vickers, M. H. (2018). The
pathophysiology of gestational diabetes mellitus. International journal of molecular
sciences, 19(11), 3342.

Pribst, K., Engelhardt, H., Ringgeler, S., and Hiibner, H. (2017). Basic colorimetric
proliferation assays: MTT, WST, and resazurin. In Cell viability assays (s. 1-17):
Springer.



178

Presas, E., McCartney, F., Sultan, E., Hunger, C., Nellen, S., Alvarez, C. V., Werner, U.,
Bazile, D., Brayden, D. J.,, and O'Driscoll, C. M. (2018). Physicochemical,
pharmacokinetic and pharmacodynamic analyses of amphiphilic cyclodextrin-based
nanoparticles designed to enhance intestinal delivery of insulin. Journal of controlled
release, 286, 402-414.

Ramachandran, A. (2014). Know the signs and symptoms of diabetes. The Indian journal of
medical research, 140(5), 579.

Rathore, P., Mahor, A., Jain, S., Haque, A., and Kesharwani, P. (2020). Formulation
development, in vitro and in vivo evaluation of chitosan engineered nanoparticles for
ocular delivery of insulin. RSC advances, 10(71), 43629-43639.

Ravi, S., Peh, K. K., Darwis, Y., Krishna Murthy, B., and Raghu Raj Singh, T. (2007).
Development and validation of an HPLC-UV method for the determination of insulin
in rat plasma: Application to pharmacokinetic study. Chromatographia, 66(9), 805-
809.

Rekha, M., and Sharma, C. P. (2013). Oral delivery of therapeutic protein/peptide for
diabetes—future perspectives. International journal of pharmaceutics, 440(1), 48-62.

Renukuntla, J., Vadlapudi, A. D., Patel, A., Boddu, S. H., and Mitra, A. K. (2013).
Approaches for enhancing oral bioavailability of peptides and proteins. International
journal of pharmaceutics, 447(1-2), 75-93.

Roy, L., and Bhattacharjee, M. (2020). Overview of novel routes of insulin: current status.
Int J Adv Med, 7, 1597.

Royatvand, S., Fallah Hoseini, H., Ezzatpanah, H., and Sekehchi, M. (2013). Determination
of insulin concentration in camel milk using ultra violet—visible absorption
spectroscopy. Food Bioscience Technology, 3, 53-60.

Safdar, R., and Thanabalan, M. (2022). Developments in insulin delivery and potential of
chitosan for controlled release application: A review. Journal of Drug Delivery
Science and Technology, 103873.

Sahu, S. K. (2013). Development and evaluation of insulin incorporated nanoparticles for
oral administration. International Scholarly Research Notices, 2013.

Sajeesh, S., and Sharma, C. P. (2006). Cyclodextrin—insulin complex encapsulated
polymethacrylic acid based nanoparticles for oral insulin delivery. International
journal of pharmaceutics, 325(1-2), 147-154.

Sareen, R., Jain, N., Rajkumari, A., and Dhar, K. (2016). pH triggered delivery of curcumin
from Eudragit-coated chitosan microspheres for inflammatory bowel disease:
characterization and pharmacodynamic evaluation. Drug delivery, 23(1), 55-62.

Sarmento, B., Ferreira, D., Veiga, F., and Ribeiro, A. (2006a). Characterization of insulin-
loaded alginate nanoparticles produced by ionotropic pre-gelation through DSC and
FTIR studies. Carbohydrate polymers, 66(1), 1-7.



179

Sarmento, B., Ribeiro, A., Veiga, F., and Ferreira, D. (2006b). Development and validation
of a rapid reversed-phase HPLC method for the determination of insulin from
nanoparticulate systems. Biomedical Chromatography, 20(9), 898-903.

Sethi, A., Ahmad, M., Huma, T., Khalid, I., and Ahmad, I. (2021). Evaluation of Low
Molecular Weight Cross Linked Chitosan Nanoparticles, to Enhance the
Bioavailability of 5-Flourouracil. Dose-Response, 19(2), 15593258211025353.

Seyam, S., Nordin, N. A., and Alfatama, M. (2020). Recent progress of chitosan and chitosan
derivatives-based nanoparticles: pharmaceutical perspectives of oral insulin delivery.
Pharmaceuticals, 13(10), 307.

Sharda, D., Attri, K., Kaur, P., and Choudhury, D. (2021). Protection of lead-induced
cytotoxicity using paramagnetic nickel—insulin quantum clusters. RSC advances,
11(40), 24656-24668.

Shekunov, B. Y., Chattopadhyay, P., Tong, H. H., and Chow, A. H. (2007). Particle size
analysis in pharmaceutics: principles, methods and applications. Pharmaceutical
research, 24(2), 203-227.

Silva, E. d. L. V., de Jesus Oliveira, A. C., Patriota, Y. B. G., Ribeiro, A. J., Veiga, F.,
Hallwass, F., Silva-Filho, E. C., da Silva, D. A., Soares, M. F. d. L. R., and Wanderley,
A. G. (2019). Solvent-free synthesis of acetylated cashew gum for oral delivery system
of insulin. Carbohydrate polymers, 207, 601-608.

Singh, M. N., Hemant, K. S. Y., Ram, M., and Shivakumar, H. G. (2010).
Microencapsulation: A promising technique for controlled drug delivery. Research in
pharmaceutical sciences, 5(2), 65.

Sonaje, K., Lin, Y. H., Juang, J. H., Wey, S. P., Chen, C. T., and Sung, H. W. (2009). In
vivo evaluation of safety and efficacy of self-assembled nanoparticles for oral insulin
delivery. Biomaterials, 30(12), 2329-23309.

Song, M., Wang, H., Chen, K., Zhang, S., Yu, L., Elshazly, E. H., ... and Gong, R. (2018).
Oral insulin delivery by carboxymethyl-B-cyclodextrin-grafted chitosan nanoparticles
for improving diabetic treatment. Artificial Cells, Nanomedicine, and Biotechnology,
46(sup3), S774-S782.

Song, R. (2016). Mechanism of metformin: a tale of two sites. Diabetes care, 39(2), 187-
189.

Sonia, T. A., and Sharma, C. P. (2012). An overview of natural polymers for oral insulin
delivery. Drug discovery today, 17(13-14), 784-792.

Srikanth, N. A., Nair, R. S., and Siddharth, K. S. (2020, November). A Review on
Comprehensive analysis in curbing Diabetes Mellitus with the aid of Nanotools. In
2020 IEEE 15th International Conference on Industrial and Information Systems
(ICHS) (pp. 300-305). IEEE.

Su, Z., Wu, S., Zhang, H., and Feng, Y. (2010). Development and validation of an improved
Bradford method for determination of insulin from chitosan nanoparticulate systems.
Pharmaceutical Biology, 48(9), 966-973.



180

Sun, L., Liu, Z,, Tian, H., Le, Z,, Liu, L., Leong, K. W., ... and Chen, Y. (2018). Scalable
manufacturing of enteric encapsulation systems for site-specific oral insulin delivery.
Biomacromolecules, 20(1), 528-538.

Szente, L., and Fenyvesi, E. (2017). Cyclodextrin-lipid complexes: cavity size matters.
Structural Chemistry, 28(2), 479-492.

Tan, M. L., Choong, P. F., and Dass, C. R. (2010). Recent developments in liposomes,
microparticles and nanoparticles for protein and peptide drug delivery. Peptides, 31(1),
184-193.

Tan, S. Y., Wong, J. L. M., Sim, Y. J.,, Wong, S. S., Elhassan, S. A. M., Tan, S. H., Lim, G.
P. L., Tay, N. W. R., Annan, N. C., and Bhattamisra, S. K. (2019). Type 1 and 2
diabetes mellitus: A review on current treatment approach and gene therapy as
potential intervention. Diabetes and Metabolic Syndrome: Clinical Research and
Reviews, 13(1), 364-372.

Tibaldi, J. M. (2014). Evolution of insulin: from human to analog. The American journal of
medicine, 127(10), S25-S38.

Tolosa, L., Donato, M. T., and Gomez-Lechon, M. J. (2015). General cytotoxicity
assessment by means of the MTT assay. In Protocols in in vitro hepatocyte research
(s. 333-348): Springer.

Tugcu-Demirdz, F., Saar, S., Kara, A. A., Yildiz, A., Tungel, E., and Acartiirk, F. (2021).
Development and characterization of chitosan nanoparticles loaded nanofiber hybrid
system for vaginal controlled release of benzydamine. European Journal of
Pharmaceutical Sciences, 161, 105801.

Varela-Fernandez, R., Garcia-Otero, X., Diaz-Tome, V., Regueiro, U., Lopez-Lopez, M.,
Gonzalez-Barcia, M., Lema, M. I, and Otero-Espinar, F. J. (2021). Design,
optimization, and characterization of lactoferrin-loaded chitosan/TPP and
chitosan/sulfobutylether-B-cyclodextrin  nanoparticles as a pharmacological
alternative for keratoconus treatment. ACS applied materials and interfaces, 13(3),
3559-3575.

Von Zuben, E. D. S., Eloy, J. O., Inacio, M. D., Araujo, V. H. S., Baviera, A. M., Gremido,
M. P. D., and Chorilli, M. (2022). Hydroxyethylcellulose-Based Hydrogels Containing
Liposomes Functionalized with Cell-Penetrating Peptides for Nasal Delivery of
Insulin in the Treatment of Diabetes. Pharmaceutics, 14(11), 2492.

Wang, F., Carabino, J. M., and Vergara, C. M. (2003). Insulin glargine: a systematic review
of a long-acting insulin analogue. Clinical therapeutics, 25(6), 1541-1577.

Wang, J. J., Zeng, Z. W., Xiao, R. Z., Xie, T., Zhou, G. L., Zhan, X. R., and Wang, S. L.
(2011). Recent advances of chitosan nanoparticles as drug carriers. International
journal of nanomedicine, 6, 765.

Wang, M., Wang, C., Ren, S., Pan, J., Wang, Y., Shen, Y., Zeng, Z., Cui, H., and Zhao, X.
(2022). Versatile Oral Insulin Delivery Nanosystems: From Materials to
Nanostructures. International journal of molecular sciences, 23(6), 3362.



181

Weiss, M., Steiner, D. F., and Philipson, L. H. (2015). Insulin biosynthesis, secretion,
structure, and structure-activity relationships.

Wong, C. Y., Al-Salami, H., and Dass, C. R. (2017). Potential of insulin nanoparticle
formulations for oral delivery and diabetes treatment. Journal of controlled release,
264, 247-275.

Wong, C. Y., Al-Salami, H., and Dass, C. R. (2018a). Microparticles, microcapsules and
microspheres: a review of recent developments and prospects for oral delivery of
insulin. International journal of pharmaceutics, 537(1-2), 223-244.

Wong, C. Y., Al-Salami, H., and Dass, C. R. (2018b). Recent advancements in oral
administration of insulin-loaded liposomal drug delivery systems for diabetes mellitus.
International journal of pharmaceutics, 549(1-2), 201-217.

Wong, C. Y., Al-Salami, H., and Dass, C. R. (2020a). Formulation and characterisation of
insulin-loaded chitosan nanoparticles capable of inducing glucose uptake in skeletal
muscle cells in vitro. Journal of Drug Delivery Science and Technology, 57, 101738.

Wong, C. Y., Al-Salami, H., and Dass, C. R. (2020b). Lyophilisation improves bioactivity
and stability of insulin-loaded polymeric-oligonucleotide nanoparticles for diabetes
treatment. Aaps Pharmscitech, 21(3), 1-20.

Wong, C. Y., Al-Salami, H., and Dass, C. R. (2021). Fabrication techniques for the
preparation of orally administered insulin nanoparticles. Journal of Drug Targeting,
29(4), 365-386.

Wong, C. Y., Luna, G., Martinez, J., Al-Salami, H., and Dass, C. R. (2019). Bio-
nanotechnological advancement of orally administered insulin nanoparticles:
Comprehensive review of experimental design for physicochemical characterization.
International Journal of Pharmaceutics, 572, 118720.

Wong, C. Y., Martinez, J., and Dass, C. R. (2016). Oral delivery of insulin for treatment of
diabetes: status quo, challenges and opportunities. Journal of pharmacy and
pharmacology, 68(9), 1093-1108.

Wong, T. W. (2010). Design of oral insulin delivery systems. Journal of drug targeting,
18(2), 79-92.

Wu, J., Wang, Y., Yang, H., Liu, X., and Lu, Z. (2017). Preparation and biological activity
studies of resveratrol loaded ionically cross-linked chitosan-TPP nanoparticles.
Carbohydrate polymers, 175, 170-177.

Xu, B., Zhang, W., Chen, Y., Xu, Y., Wang, B., and Zong, L. (2018). Eudragit® L100-
coated mannosylated chitosan nanoparticles for oral protein vaccine delivery.
International journal of biological macromolecules, 113, 534-542.

Xue, J., Shi, Y., Li, C., Xu, X., Xu, S., and Cao, M. (2018). Methylcellulose and polyacrylate
binary hydrogels used as rectal suppository to prevent type | diabetes. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces, 172, 37-42.



182

Yadav, P., and Yadav, A. B. (2022). Preparation and Optimization of Insulin Loaded Solid
Lipid Nanoparticles for the Targeted Delivery of Insulin to the Lungs for Diabetes
Treatment via Inhalation. In Composite Materials for Extreme Loading (pp. 73-86).
Springer, Singapore.

Yaribeygi, H., Atkin, S. L., and Sahebkar, A. (2019). Natural compounds with DPP-4
inhibitory effects: Implications for the treatment of diabetes. Journal of cellular
biochemistry, 120(7), 10909-10913.

Yazdi, J. R., Tafaghodi, M., Sadri, K., Mashreghi, M., Nikpoor, A. R., Nikoofal-Sahlabadi,
S., Chamani, J., Vakili, R., Moosavian, S. A., and Jaafari, M. R. (2020). Folate targeted
PEGylated liposomes for the oral delivery of insulin: In vitro and in vivo studies.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 194, 111203.

Yilmaz, B., and Kadioglu, Y. (2012). Determination of insulin in rabbit plasma using high-
performance liquid chromatography. Kafkas Univ Vet Fak Derg, 18(1), 31-36.

Yien, L., Zin, N. M., Sarwar, A., and Katas, H. (2012). Antifungal activity of chitosan
nanoparticles and correlation with their physical properties. International journal of
Biomaterials, 2012.

Zaric, B. L., Obradovic, M., Sudar-Milovanovic, E., Nedeljkovic, J., Lazic, V., and Isenovic,
E. R. (2019). Drug delivery systems for diabetes treatment. Current pharmaceutical
design, 25(2), 166-173.

Zhang, F., Pei, X., Peng, X., Gou, D., Fan, X., Zheng, X., ... and Cui, S. (2022). Dual
crosslinking of folic acid-modified pectin nanoparticles for enhanced oral insulin
delivery. Biomaterials Advances, 212746.

Zhang, T., Lin, M., Li, W., Fan, X., Du, T., Zhao, Y., and Zhang, X. (2016). Comparison of
the efficacy and safety of insulin detemir and insulin glargine in hospitalized patients
with type 2 diabetes: a randomized crossover trial. Advances in Therapy, 33(2), 178-
185.

Zulfakar, M. H., and Chin, H. H. (2020). Physicochemical Properties and Glucose-Lowering
Activity of an Aloe Vera-Insulin Buccal Delivery System. Current Trends in
Biotechnology & Pharmacy.



Kisisel Bilgiler:

Soyadi, adi
Uyrugu

Egitim:

Derecesi
Yiiksek Lisans

Lisans

Lise

Is Deneyimi:

Yil

OZGECMIS

: TURAN, Tuggce
: T.C.

Egitim Birimi

Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Ahmet Erdem Anadolu Lisesi

Yer

2019-Devam ediyor Serdar Eczanesi

Yabanc Dil:

Ingilizce

183

Mezuniyet Tarihi

Devam ediyor
2019
2014

Gorev

2. Eczac1



184
Bildiriler

Turan, T., Mutlu Agardan B.N. (2021). Preparation Of Chitosan Tripolyphosphate and
Chitosan Sulfobutyl-Ether-p-Cyclodextrin Nanoparticles for Oral Insulin Delivery,
3rd GPSS.

Yayinlar

Turan, T., ve Agardan, N. B. M. (2022). Nanopartikiiler ila¢ Tasiyic1 Sistemler ile Oral
Insiilin Tedavisinde Son Gelismeler: Sistematik Derleme, Literatiir Eczacilik Bilimleri
Dergisi. 11(2),104-118



() i) )y 2, &)

‘:.‘ i — &

GAZILI OLMAK AYRICALIKTIR....



