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OZET

INSULIN HORMONUNUN KONTROLLU SALIMINDA KULLANILMAK UZERE

BiYOUYUMLU TASIYICI IMPLANTIN HAZIRLANMASI VE UYGULAMASI

URAL, Hesna
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusu
Biyoloji Anabilim Dali, YlUksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. M. Yakup ARICA
Ortak Danisman: Dog. Dr. Giilay BAYRAMOGLU

Haziran 2007, 67 sayfa

Bu galismanin amaci, yavas bazal insulin salimini saglayan surekli bir sistem
tasarlamaktir. pHEMA hidrojeli iyi bir biyouyumluluga sahiptir. insulinin kontrolli
salimi ve etkili bir hidrojel implant formilasyonu i¢in su alarak sisebilen poli(2-
hidroksietil-metakrilat-metilmetakrilat) kopolimeri UV-baslaticili fotopolimerizasyonu
yontemi ile silindirik bicimde hazirlandi. insulinin kontrollii salimi igin tasiyici hidrojel
implantinin biyouyumlulugunu arttirmak icin pHEMA ve/veya p(HEMA-MMA) silindirik
yapilarina insan serum albumini ve polietilen glikol eklendi. Farkli monomer oranina



sahip bir seri p(HEMA-MMA) kompozisyonu hazirlandi. ila¢ yiiklenmesi ve salim
¢alismalrinda en uygun sonuglar, HEMA:MMA monomer oraninin 1:0.5 (v/v) oldugu
kompozisyonda elde edildi. insulinin kontrollii salimi icin hazirlanan tasiyici implant
materyalinin karakterizasyonu temas agisi, FTIR, SEM ve DSC calismalari ile
gerceklestirildi. Sisebilen hidrojellere ¢dziucli molekdllerinin  transferi ile sisme
davraniglari arastirildi. insulin salim sistemi igin tasiyici implant ylzeyinde kan
protein adsorpsiyonu ve platelet adhezyonu énemli derecede azalmistir. Fizyolojik
fosfat tamponu igeren slrekli akis salim sisteminde insulinin salim kinetigi, G¢ farkl
insulin dozu (25, 50 and 75 U/ml) yuklenmesi ile degerlendirildi. Polimerik
silindirlerinden salinan insulin miktar1 spektrofotometrik yontem kullanilarak tayin
edildi. insulin salim mekanizmasini degerlendirebilmek amaci ile power yasasi,

sifirinci-derece ve Higuchi model esitlikleri kullanildi.

Anahtar Kelimeler: Kontrollii salim, Hidrojel silindir, poli(HEMA-MMA), insulin,

Biyomateryal, Temas agisi, Termal analiz, Salim kinetigi.



ABSTRACT

THE PREPARATION AND APPLICATION OF BIOCOMPETIBLE CARRIER

IMPLANT FOR USING CONTROL RELEASE OF INSULIN HORMONE

URAL, Hesna
Kirikkale University
Graduate School Of Natural and Applied Sciences
Deparment of Biology, Ph. D. Thesis
Supervisor: Prof. Dr. M. Yakup ARICA
Co-Supervisor: Dog. Dr. Giilay BAYRAMOGLU

June 2007, 67 pages

The purpose of this study was to design sustained release system which
provides basal insulin release slowly. pHEMA hydrogel possesses good
biocompatibility. For an effective implantable hydrogel formulations and controlled
release of insulin, a water swellable copolymer of poly(2-hydroxyethyl methacrylate-
methylmethacrylate) have been prepared via UV-initiated photo-polymerization in
rods form. In order to increase biocompatibility of the implantable hydrogel carriers
for controlled insulin release, human serum albumin and polyethylene glycol were
incorporated into the pHEMA and/or p(HEMA-MMA) rods structures. A series of

\'



p(HEMA-MMA) compositions with different monomers ratios was prepared. Optimum
results of the drug loading and release were obtained in case of sample having
weight ratio of HEMA: MMA as 1:0.5 (v/v). The implantable carrier materials for
controlled insulin release were characterized using contact angle, FTIR, SEM and
DSC studies. The swelling behaviour of solute transport in swellable hydrogels was
investigated. The blood protein adsorption and platelet adhesion were significantly
reduced on the surface of the carrier implant for insulin release system. The release
kinetics of insulin with three different doze (25, 50 and 75 U/ml) was evaluated in
physiological phosphate buffer in a continuous flow release system and the amount
of insulin released from polymeric rods was determined using a spectrophotometric
method. In order to evaluate of insulin release mechanism was used via power law,

zero order and Hugichi’'s model equations.

Keywords: Controll release, Hydrogel rods, p(HEMA-MMA), Insulin, Biomaterial,

Contact angle, Thermal analysis, Release kinetics
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1.GIRIS

Polimer kimyasi, ulkemizde ileri duzeyde arastirma ve yayinlarin yapildigi bir bilim
dalidir. Son yillarda bu alanda yapilan arastirmalar, polimerlerin biyoloji alaninda
kullanimlarina yonelmistir. Biyopolimerler; biyolojik olarak Uretilen ve benzersiz
fonksiyonel 6zelliklere sahip olan polimerlerdir. Organizmalarla hlicresel dizeyde
etkilesebilen materyaller; yani biyomateryaller olarak nitelenebilen pek ¢ok polimer

belirlenmistir.

GunUumuzde buyuk ilerlemelerin kaydedildigi bilim dallarindan biri olan
“biyomalzeme bilimi’nde, biyolojik sistemlerle etkilegtiginde uyum saglayabilecek yeni
malzemelerin geligtirimesi i¢in yogun ¢aba harcanmaktadir. Biyomalzemeler, insan
vucudundaki dokularin iglevlerini yerine getirmek ya da desteklemek amaciyla
kullanilan dogal ya da sentetik malzemeler olup, surekli olarak veya belli araliklarla
vucut akigkanlariyla (6rnegin kan) temas ederler. Biyomalzemeler, insan vicudunun

cok degisken kosullara sahip olan ortaminda kullanilirlar®.

Son yillarda biyomedikal alaninda ilaglarin kullaniminda etkili bir teknik olan
kontrolli ilag salim sistemine yoOnelik biyomateryal geligtiriimesi c¢alismalarina
yonelik ilgi artmistir. Kontrolli salim, etkin maddenin bir sistem igerisinden
istenilen surede, belirlenmis bir hizla ve gereken miktarda salimini saglayacak
sekilde tasariminin yapildigi bir yontemdir. Kontrolli salimda iki ana bilesen vardir;
bunlar aktif madde ve aktif maddenin salimini diizenleyen polimerik destek madde
seklindedir. Kontrolli ila¢g serbestlesmesinde kullanilan polimer (dodal ya da

sentetik) ilag ile birlikte kullanildiginda etken madde énceden tasarlanan bigcimde



salinir. Kontrolli salim sistemlerinde kullanilan hidrojeller, genellikle G¢ boyutlu, ag
yapili ve c¢apraz bagli polimerlerdir. Hidrojeller, hidrofilitesi ylksek, suda
¢o6zinmeden o6nemli Olgcude sisebilen, esnek ve mekanik kararlihdl yuksek
polimerlerdir. Hidrojellerin hidrofilite derecesi, yapilarindaki polar gruplarin
varligina baglidir ve sagladiklari 6nemli avantajlar nedeni ile biyolojik uyumluluk
gOstermektedirler. Hidrojeller biyoteknoloji alaninda organik ve inorganik
kirleticilerin uzaklastirilmasinda, kromatografik tekniklerle biyolojik molekdullerin
ayristirlmasi ve saflastirimasi isleminde, biyomedikal alanda kontak lens
yapiminda, farmasotik ve tarim alaninda kontrolli ilag salim sistemlerinde ve
biyotip alaninda doku muhendisligi ve doku gelistiriimesinde yaygin olarak

kullaniimaktadir @,

Sentetik bir polimer olan poli(hidroksietiimethakrilat) poli(HEMA), mekanik
dayanimi yuksek, biyolojik ve kimyasal degredasyona kargi direngli bir materyaldir.
Kitosan, hidrofilik yapidadir, biyolojik uyumlu ve antibakteriyel ozellige sahiptir.
Akrilat kokenli olan bir diger sentetik polimer metil metakrilat biyomateryal alaninda
kullanilan bir destek materyalidir. HEMA ve MMA komonomerlerinden sentezlenen
polimer yuzey Ozellikleri, gb6zenekligi, hidrofilite dercesi, 6nemli dlgude
degiseceginden onemli kullanim alanlari bulmaktadir. Biyouyumluluk ozellikleri
nedeni ile polihidroksietilakrilat polimeri; kontakt lens, hemodiyaliz membrani,
hemostatik madde ve kontrollu ila¢ salim implanti olarak biyomedikal alanlarinda

oldukga genis bir uygulama olanag: sunmaktadir.

ilagc salim sistemleri ve biyolojik saflastirma yéntemleri gibi cesitli alanlarda
sicaklik, pH, kimyasal yapi gibi ¢esitli kogullara duyarli sistemlerin kullanimi oldukca
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etkilidir. Bu nedenle ¢ogu biyomedikal alandaki biyolojik uygulamalar bu sistemlerin
gelisiminin Umit verici oldugu seklindedir. ilag tasiyici sistemleri tasarimlari yapilirken
ve sentezlenirken, etkin maddenin vicutta istenen organ veya dokuya tasinarak en
kisa zamanda istenen kan konsantrasyonunun saglanmasi ve bu bilesimi éngdrulen
sure icerisinde kontrolli olarak devam ettirebilmesi gibi iki temel hedef g6z dnlinde
bulundurulur. Bu dogrultuda, biyolojik uyumlu poli(2-hidroksietil metakrilat), p(HEMA),
temelli tasiyict implantin silindirik yapida sentezlenerek elde edilen polimerik

materyalin karakterizasyonunun yapilmasi amaglanmaktadir.

Karakterizasyon g¢alismalari sonrasinda, hazirlayacagimiz polimerik implant sistem
ile insulin hormonu salimi ve hormon yukleme kapasitesinin salim oranina etkisi
surekli salim sistemi kullanilarak incelenmesi ve salim kinetikleri ile ¢alismalarin
tamamlanmasi planlanmaktadir. Bu nedenle tez c¢alismasi kapsaminda,
biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan 2-hidroksietilmetakrilat
(HEMA) monomeri ve metil metakrilat monomerinin olumlu ozellikleri bir araya
getirilerek sentezlenen kompozit materyal ile yuzey Ozelliklerinin iyilestiriimesi
dusunulmustur. Bu yolla, biyomedikal ve biyoteknolojik alanda kontrolli salim
alaninda kullaniimak Uzere model hormon insulin tagiyici yeni biyouyumlu bir
polimerik tasiyici sisteminin gelistiriimesi amaglandi. Bu amag¢ dogrultusunda, 2-
hidroksietilmetakrilat (HEMA) monomeri ve/veya metil metakrilatin  UV-1s131
fotopolimerizasyonu yontemi ile kopolimerizasyonu gergeklestirildi. Kontrollu ilag
salim sisteminde tasiyici implant olarak sentezlenen pHEMA ve p(HEMA-MMA)
polimerleri FTIR, SEM, yuzey temas agisi 6lgim sistemi, termal analiz (DSC), ve
biyouyumluluk testleri gibi cihaz ve yontemler kullanilarak karakterize edilmis,

kopolimerin biyouyumluluk 6zellikleri incelenmistir. Biyouyumlulugunu ve ilag salim



sisteminde hedeflenen etkin dozlamay! gergeklestirebilmek amaci ile farkli
miktarlarda insan serum albumini ve polietiien glikol yapiya eklenmig

karakterizasyonu gerceklestirilmigtir.

pHEMA ve p(HEMA-MMA) yapilarinin kan uyumlulugu, plazma proteinleri
adsorpsiyonu ve platelet adezyonu incelenerek belirlenmigtir. Hazirlanan polimerik
tasiyici destek materyaline farkh oranlarda yudklenen insulinin kontrolli salim

calismalari gergeklestiriimis ve salim profilleri belirlenmigtir.

1.1. Kontrollii Salim Sistemi

Organizma igin gerekli olan etkin maddenin salinim hizini kontrol ederek hedef
hicreye ulastiran sistemlere “kontrolli salinim sistemler” adi verilir. Biyomedikal
alanda ila¢ alanindaki calismalarin asil hedefi; ilag dozunu minimuma indirmek,
dozlama araligini uzatmak, hastanin yan ve zararh etkilerden etkilenmemesini
saglayarak yasam Kkalitesini arttirmak olmustur. Bu beklentilere en iyi yanit veren
sistemler kontrollu salinim sistemleridir®. Geleneksel tedavi yontemlerinde, ilag,
hormon veya proteinin plazmada etkili dozda tutulabilmesi igin ilgili maddenin
siklikla alinmasi gerekmektedir. KontrollU salim sistemlerinde istenilen dozda
ilacin plazma igerisinde derisimi arzu edilen sure kadar sabit kalmasi
saglanmaktadir. Bu yolla, surekli ilag, hormon ve protein alma gereksinimi ortadan
kalkmaktadir. Ayrica surekli salim sistemi vasitasi ile ilag tedavisinin istenilen
bolgede, organda ve hatta hucrede yapilmasinin olasi oldugu rapor edilmigtir.

Bugln henlz hedefleme isleminde istenilen noktaya gelinmemis olmasina karsilk
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basarili sonuglar elde edilmistir. Kontrolli salim sistemlerinin kullaniimasi
sonucunda toksik etkilerin en az dlizeyde gorulmesi, gunlik surekli dozlarda ilag
alinimina gereksinim duyulmamasi hastaya buyuk kolaylik sagladigi ¢ok sayida

arastirici tarafinda rapor edilmistir®.

Son yillarda kontrolli salim sistemlerinin blUyuk bir hizla gelisimi, yalnizca
sunduklari avantajlara baglanmamalidir. Yeni bir ilacin geligtiriimesi ve patentinin
alinmasi 10 yilldan daha uzun slUren arastirma ve geligtirme faaliyetlerini
gererktirdiginden, ilag firmalari arastirmalarini, yeni ila¢ gelistirmek yerine, var olan
ilaglarin kullanim omrinU ve etkinligini uzatmaya yodneltirler. Bunun igin de

kontrollii salim formiilasyonlari gelistirmektedirler®®.

Kontrolli salim tip, eczacilik, kimya, cevre, tarim ve veterinerlik alanlarinda
gereksinim duyulan ve cgesitli uygulamalari olan 6nemli bir arastirma konusudur.
Tarimda ve gevrenin korunmasiyla ilgili biyoteknolojik uygulamalarda; kontrollu ilag
salim sistemi ile gubreler veya bocek olduruculer dusuk miktarlarda kullanilarak

dogaya zarar vermeden, yuksek etkinlikte sonuglar alinmigtir.

1.1.1. Kontrollii Salim Sistemlerinde Kullanilan Taslyicilar

Bugun ila¢ arastirmalarinda gelinen nokta 21. yuzyilda hicre ve molekuler biyoloji
alanlarindaki yeni gelismelerin protein ve genlerin tedavide kullanimini énemli
derecede arttiracagi yonindedir. Ozellikle molekdllerin biyolojik aktivitesini
bozmadan yapilacak kuguk degisimlerle dogrudan vicutta tedavisine gereksinim

duyulan yere gonderebileceklerinin ipuglarini tagimaktadirlar.
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Kontrolli ilag salim sistemlerinde dogal ve/veya sentetik kokenli polimerik
materyaller kullaniimaktadir. Polimer (makromolekil) tarif olarak, kiguk ve basit
tekrarlanan birimlerden olusmus buyuk bir molekildir. Polimer molekullu igerisinde
tekrarlayan bu klguk, basit kimyasal birime’ tekrarlayan birim’, polimeri elde etmek
icin baslangigta kullanilan kiguk molekullli organik maddelere de ‘monomer’ adi

verilir®.

Kontrolli salim sistemlerinin en yaygin ve tipik orneklerini, caplari bir
mikrometreden bir ka¢ mikrometreye kadar olan mikropartikiller ve ¢aplari 10-1000
nanometre arasinda degisebilen ve nanopartikuller olusturmaktadir. Etkin maddenin
Uzerinin biyomalzeme ile kaplanmasi ile olusturulan kapsuller de kontrolli salim

sistemlerinde yaygin olarak kullanilimaktadir”.

Dogal polimerler, biyomalzeme alaninin vazgecilmez kaynaklaridir ve biyolojik
ortamdaki makromolekullerin benzeri veya aynisi olduklarindan, canli vicuduyla
temas ettiklerinde toksik etki, iltihaplanma gibi istenmeyen reaksiyonlar vermezler.
Ancak, elde edildikleri kaynaga baglh olarak bilesimlerinin degismesi, yuksek
sicakliklarda bozunmalari ve bu nedenle sekillendiriimelerindeki gucliuk ve tum
bunlarin 6tesinde immunojenik olmalari (badisiklik tepkisine yol agmalari) énemli
dezavantajlaridir. Enzim varliginda vyapilarinin bozunmasi, yani biyobozunur
oluglariysa gegici uygulamalarda kullanilan biyomalzemeler agisindan avantajdir.
Biyouyumlulugu yiksek olan malzemeler, bedene yerlestirilebilir cihazlarin
hazirlanmasinda kullaniimaktadir. Ancak halen mukemmel biyouyumluluga sahip bir
malzeme sentezi gergeklestirilemediginden bu konudaki c¢alismalar devam

etmektedir®.



Kontrolli salim sistemlerinin  hazirlanmasinda kullanilan ve dogal
biyomalzemeler olarak siniflandirilan sistemlere; protein yapisina sahip albumin,
jelatin, kollajen, gluten, kazein, fibrinojen, fibronektin, antikorlar; seker yapisina sahip
aljinat, dekstran, kitin, kitosan, nisasta, seluloz, pektin; lipid yapiya sahip stearik asit,
etil stearat, tristearin, hidrojenlenmis bitkisel yadlar, fosfolipidler (soya veya
yumurtadan elde edilen lesitin ve onun turevleri olan posfatidil kolin, fosfatidil
etanolamin gibi maddeler); nulkleotid yapiya sahip plazmit DNA 0Ornek olarak

verilebilir®.

Seluloz, nisasta, pektin ve alginat gibi bu dogal biyomalzemeler sinifinda yer
alan polimerler bozunabilir, toksisitesi olmayan maliyeti oldukga dugsuk ham
materyallerdir. Bu nedenle c¢esitli farmasotik uygulamalarda genis c¢apta
kullaniimaktadir. Nukleik asitler, proteinler gibi biyolojik polimerler canli organizmanin

hayati fonksiyonlarini yerine getirmede buyuk rol oynarlar.

ila¢c salim sistemlerinin éncelikli uygulama alanlarindan farmasotik alandaki
gelismelerle, bu polimerler ve sagladigi ozellikler yetersiz kalmaktadir ve bu alanda
yeni, daha spesifik ve uygun polimer arayisi baslamistir. Bu dogrultuda Gmit verici bir
strateji olarak dogal polimerlerin kimyasal modifikasyonu (6rnegin metil selliloz ya da
sodyum karboksimetilseliloz gibi seltloz tirevleri) gindeme gelmistir. Son yillarda
peptit kokenli ilaglarin peroral saliminda kitosan ve turevleri olduk¢a Onem
kazanmistir. Terapotik peptitlerin oral yolla alinimi uygulamalarda buyuk kolaylik ve
hasat bakiminda rahatlik saglamaktadir. Fakat sterilitenin saglanamamasindan ve
hemolitik etkiden olusan enfeksiyonlarin énine gecilememektedir. Peroral peptit

saliminda enzimatik bariyer dnemli bir klsatlay|0|d|r(1°). Pankreatik serin proteazlar,
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tripsin, kimotripsin, elastazlar oral olarak alinan peptitlerin metabolizmasindan
sorumlu enzimlerdir"", insulinin tripsin, kimotripsin, elastazlar tarafindan degrade
edildigini rapor etmiglerdir. Bu metabolik etkiden kaginmak icin c¢esitli yollar
denenmistir. Lipozomlarin kullanilmasi, ilacin mikro ve nano partiklllere
hapsedilmesi, enzimatik aktivitenin az oldugu kolonda salim sistemlerinin kullanimi
bunlardan bazilaridir. Enzim inhibitorlerinin kullanimida son yillarda genis oranda

yayginlasmistir.

Kontrolli salim sistemlerinin  hazirlanmasinda kullanilan ve yapay
biyomalzemeler ise biyobozunur ve biyobozunur olmayan olmak Uzere iki bagslik
altinda toplanabilir. Poli(laktik asit), poli(kaprolakton), poli(a-hidroksi asitler), poli
(glikolik  asit) gibi biyobozunur polimerler ve poli(hidroksietii metakrilat),
poli(metilmetakrilat) bozunur olmayan biyomateryal olarak kontrollu salim sisteminde

yaygin olarak kullaniimaktadir.

Biyomateryal olarak kullanilacak polimerde genel olarak aranilan biyolojik
ozellikler; polimerin biyolojik ¢evreyle iyi uyugsmasi, dokuyla temas ettiginden iltihaba
yol acmamasi, kanserojen veya teratojen etki gostermemesi ve toksik olmamasi
olarak siralanabilir. Biyolojik olarak pargalanan polimerlerin birgok yarari olmasina
ragmen vdcutta uzun sure kalmasindan kaynaklanan bazi sakincalari vardir.
Amerikan Gida ve ila¢g Dairesi’'nce (FDA) onaylanmis, yapay polimerik tasiyiciyla
hazirlanan ve ilk kontrolli salim yapan peptid ilag, Lupron Depo, adiyla prostat
kanserlerinde kullaniimak Gzere gelistiriimistir. Bu ilagta kullanilan PLGA (poli-laktik-
ko-glikolik asit), parcalandi§i zaman vicutta seker metabolizmasi sirasinda bir ara

uran olarak bulunan laktik asite donustugu igin toksik etkisi olmayan, insanlarda
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kullaniimasi yasal olarak onaylanmig ticari bir Grindir dogal kdkenli biyopolimerleri
kullanarak kontrolli ilag saliminda kullanmak Uzere biyobozunur tasiyici polimer
implant hazirlamiglardir.  Kitosanin poli(N-izopropil akrilamid) ile olusturdugu asi
kopolimer sicakhdga duyarli oftamolik (gb6z ile ilgili) ilaglarin slrekli saliminda

kullaniimistir.

1.1.11. Hidrojller

Hidrojeller, suda ¢6zlinmeyip kendi kuru kitlesinin en az % 20 den fazlasi
miktarlarda su absorplayabilen, c¢apraz bagl, uU¢ boyutlu, hidrofilik ve mekanik
karrahdi yuksek olan polimerik yapllardlr“z). Homopolimer veya kopolimerlerden
olusabilirler ve kimyasal (kovalent veya iyonik) veya fiziksel capraz baglarin
(kristalinite) varhigi nedeniyle c¢oézunmezdirler (Sekil 1.1). Hidrojellerin Gg¢ boyutlu
yapisi kimyasal baglar ya da iyonik etkilesim, hidrojen bag, fiziksel etkilesimler, Van
der Waals kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler gibi kohezyon kuvvetleri araciligiyla

gerceklesir™). (Sekil 1.2.).



O Monomer
O =u
@ Capraz bad noktas

Sekil 1.1. Hidrojel yapisi

Hidrojeller notral, anyonik ve katyonik olarak siniflandirilabilir. Hidrojeller polimer
iskeleti boyunca spesifik fonksiyonel gruplarindan dolayi fiziksel sartlara ¢ok
hassastirlar ve dig ¢evreye bagl olarak “sisme-buzisme” davranigi gosterebilirler.
Dis cevrede meydana gelen pH, sicaklik, iyonik siddet, ¢b6zucu bilesimi ve
elektromanyetik radyasyon degisimlerine karsi sisme oranlarinda buyuk degisimler

gosteren bu hidrojeller “uyari-cevap hidrojelleri” olarak adlandirilirlar™®.
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Sekil 1.2. Hidrojeller igindeki dort temel etkilesimin sematik olarak gosterilmesi

Hidrojeller, biyouyumluluklarinin yani sira sahip olduklari su igerigi, dogal
dokulara benzer kaugugumsu yapilari ve dusuk yuzey gerilimlerinden dolayi insan
dokusuna benzer yapida olmalari nedeniyle farkli pek ¢ok uygulama alani
bulmaktadir'>'®. Hidrojeller biyoteknoloji alaninda organik ve inorganik kirleticilerin
uzaklastiriimasinda, kromatografik tekniklerle biyolojik molekullerin ayristirilmasi ve
saflastiriimasi isleminde, biyomedikal alanda kontak lens yapiminda, farmasotik ve
tarim alaninda kontrolli ilag salim sistemlerinde ve biyotip alaninda doku
muhendisligi ve doku gelistirimesinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Yuksek
mekanik kararlilik ve oksijen gecirgenligi, uygun kirinim indisine sahip olmalari gibi
avantajlari dolayisi ile kontak lens; membran tipi biyosensorler; yapay kalp, kas ve
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tendon materyalleri, yara iyilesmesinde biyoyapiskan madde, yapay bobrek zarlari,
yapay deri, estetik cerrahi ve deri materyalleri; kontrolll ilag salim sistemleri ve enzim
immobilizasyonlari igin sentezlenen destek materyalleri bu uygulamalardan
bazilandir. Kontakt lenslerde kullaniimalarini saglamistir. Pek ¢ok glukoz cevapli
hidrojel sistemi, pH'ya duyarli polimerlerden hazirlanabilmektedir!”. Biyoteknolojik
uygulamalarda ise, Ozellikle biyoaktif proteinlerin ayrilmasinda hidrojellerden

faydalaniimaktadir.

Tibbi uygulamalarda en vyaygin olarak kullanilan hidrojel, c¢aprazbagh
pHEMA'dir. Sahip oldugu su igerigi nedeniyle, dogal dokulara buyuUk bir benzerlik
gOstermektedir. Normal biyolojik reaksiyonlarda inert'tir. Bozunmaya karsi direnglidir,
vucut tarafindan emilmez, isiyla steril edilebilir, ¢cok degisik sekil ve formlarda

hazirlanabilmektedir.

Tibbi 6neme sahip diger bir hidrojel, poliakrilamid'dir. HEMA ve akrilamid
monomerlerinin yanisira, N vinil 2 pirolidon (NVP), metakrilik asit (MAA), metil
metakrilat (MMA) ve maleik anhidrit (MAH) tip amaclh hidrojel formulasyonlarinda
siklikla yer alirlar. Ornegin PNVP, yumusak kontakt lenslerde kullaniimaktadir. Az
miktardaki MAA, PHEMA'nin sismesini buyuk ol¢ude arttirmakta ve MMAHEMA
kopolimerlerinin sismesiyse saf pHEMA'ya nazaran disik olmaktadir. Ayrica,
istenilen Ozelliklerin  kazandirlabilmesi amaciyla hidrojeller c¢esitli malzemerle

birlestirilebilirler.
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1.1.1.2. Calismamizda Kontrollii Salim Sisteminde Kullanilan Biyomateryal

Bilesenleri

Bu calismanin amaci, biyolojik olarak uyumlu olan poli(hidroksietiimetakrilat)
pHEMA, hidrojel kokenli materyalin kontrolll ilag salim sisteminde kullanilabilir bir
biyomateryal olarak gelistiriimesidir. pHEMA hidrojeli, ¢ok sayida kanla dogrudan
temas eden yumusak doku protezlerinde (kalp kapakgigi dahil) ve biyoteknolojik

alanda kullanilan bir biyomateryaldir'®.

Akrilat kokenli polimerler uzun émurld  sentetik polimerlerdir. Bu grupta yer
alan poli(metilmetakrilat), p(MMA), biyouyumlu sentetik bir polimer olmasindan dolayi
biyomedikal ve biyoteknolojik alanda c¢ok sayida uygulamada kullaniimaktadir.
Ayrica, akrilik ve metakrilik polimerler yapay damar, kontakt lens, ila¢ salinim
sistemleri gibi uygulama alanlarina sahiptir. Bu tur materyallerin uzun sureli
biyouyumlulugu ve fonksiyonelligi canli dokulardaki in vivo etkilesimleri ile kontrol
edilmektedir. Bu materyal mekanik olarak guclu olmasindan dolayl, enzim

immobilizasyonu ve protein saflastirilmasinda da yaygin olarak kullanilmaktadir 9.

Konrolli ilag salim sistemlerinde yaygin bir kullanim alanina sahip olan -
CH,CH,0O-, tekrarlayan birimlerinden olusan poli(etilen oksit), PEO, biyouyumlu
olmasi, hidrofilik 6zellik sergilemesi ve ¢ok yonlu kullanilabilirligi 6zellikleri nedeni ile
onemli bir biyomateryaldir. Poli(etilen glikol), PEG, olarak da bilinen bu biyomateryal
gercekte poli(etilen oksittir) fakat her molekulin ug kisminda bir de hidroksil grubu
mevcuttur. PEG’Un, sudaki ¢ézunurligundn yuksek olmasi, toksik etki gdéstermemesi,

biyolojik sistemde ortam pH’sina karsi duyarsiz olmasi ve canli sistemi 6zellikle
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insanlarda glvenle kullanilabilmesi gibi 6zellikleri sundugu diger avantajlardir. Ayrica,
bu biyomateryal, basit, suda ¢ozunebilen, dizlemsel bir polimer, yapisindaki etilen
oksit gruplariyla birleserek ve istenilen 6zellikleri kaybetmeden kimyasal etkilesimle
suda ¢dzinmeyen fakat suda sisen hidrojeller olusturmak amaciyla modifiye
edilebilir. Tan ve arkadaslari bu olumlu 6zellikleri dolayisi ile polimerik tasiyici olarak

poli(etilen oksit) (PEO) kullanarak kafeinin kontrolli salimi gerceklestirilmislerdir 9.

Sunulan tez c¢alismasi kapsaminda biyomateryal olarak kullanilacak
pHEMA’'nin  mekanik dayanimini artirmak amaci ile metl metakrilat ile
kopolimerlestirildi. Biyolojik uyumlulugunu artirmak i¢in hidrojel matriks icerisine, PEG
ve insan serum albumini matriks igi tutuklama yontemiyle yerlestirildi. pHEMA, ve
PEG iceren p(HEMA-MMA) kopolimeri silindirik sekilde hazirlandi  ve
biyomateryallerin kan uyumluluk deneyleri, yluzey Ozellikleri detayli olarak galigildi.
Polimerlerin, taramali elektron mikroskobu analizleri, kan proteinleri ile etkilesimleri
sulu ortamlarda ve insan serumunda incelendi. Biyomateryallerin hemolitik aktiviteleri
ve kan hucrelerinin yapismasi deneyleri ayrintili olarak incelendi. Kontrollu ilag
saliminda taslyici implant olarak hazirlanan albumin ve PEG igceren pHEMA ve
p(HEMA-MMA) biyomateryalinin insulin salinim 6zellikleri surekli salinim sisteminde

incelendi. insilin yiikleme ve ilag salinim orani farkh kosullar altinda karsilastirild.

1.1.2. Kontrollii Salinim Sistemlerinin Sundugu Avantajlar ve Dezavantajlar

Kontrolli salim sistemleri ile tek uygulamada ilacin kanda uzun sure etkin

dizeyde kalmasi saglanir, fizyolojik ortamda proteinler gibi kolay pargalanan ilaglar
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enzimlerin yikici etkisinden korunur, hedeflemeyle hasta bdlge yerine, butln
vicudun etkilenmesi 6nlenir, doz sayisi azaldidi icin hasta uyumu artar ve
hastanin bakimi kolaylasir. Bu sistemlerin sakincali yaniysa, istenildigi zamanlarda
tedavinin durdurulamamasi olarak belirtilmistir. Kontrolli Salim sisteminin sundugu
avantajlar; i) tedavi edici oranda ilag duzeyinin surekli korunmasi, ii) ilag salimin
belirli hicre tipi ya da dokuya hedeflenebilmesi nedeniyle zararl etkilerin
azaltiimasi, iii) gereksinim duyulan ila¢ miktarinin azaltilabilmesi, iv) dnerilen ilag
rejimine hastanin uyumunu gelistirecek sekilde dozaj miktarinin azaltilabilmesi ve
v) kisa yarilanma dmrune sahip ilaglar (6rnedin proteinler ve peptid ilaglar) icin ilag
yonetiminin kolaylastirilmasi seklinde siralanabilir®”. Ancak yinede bu tir
sistemler geligtirilirken ilaci tasiyan malzemelerin ya da bozunma urunlerinin
toksitesi, hizli ilag salimi gibi diger guvenlik hususlari, sistemin kendisinden veya
vicuda yerlesiminden kaynaklanan rahatsizlik, ila¢ tasiyici malzemeler yada
Uretim sdreci nedeniyle sistem maliyetinin artisi gibi noktalar géz 6nunde

bulundurulmalidir.

Kontrolli salim sistemlerinden birgogunun yapitasi polimerlerdir ve ilag salim

hiz ve sureleri polimerlerle ayarlanir. Kullanilis sekline yoluna, amacina ve ilacin

Ozelliklerine gore bir veya birkag polimer kullanarak sistem hazirlanir. Bazen

polimerlerin sorun ¢ikarma ihtimali vardir. imalat sirasinda veya sonra olusmus

catlaklar dolayisiyla sistemin guvenirliligi de garanti edilemez. Bu c¢atlaklar sistem

vucuda verildikten sonra istenilen anda salimin durdurulamamasina neden olurlar.

Her ilacin kontrollu salim sistemi hazirlanamayacagi gibi, her ilaca uygun tek

bir hazirlama yontemi de yoktur. Kullanilan etkin maddenin yapisina ve ozelliklerine
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gére hazirlama ydéntemi belirlenir. Ornegin, dozu fazla olan etkin maddelerin
(sUlfonamidler) kontrolli salim sistemi hazirlanamaz. Yarilanma émru ¢ok kisa olan
ilaglar icin uygun bir dozlama sekli degildir. Yarilanma émru ¢ok uzun olan ilaglarin
da zaten kontrolli salim seklini hazirlamaya gerek yoktur. Yarilanma émru 4 saat

civarinda olan ilaglar en uygun olanlaridir.

1.1.3. Kontrollii ilag Salim Sisteminde ilaglarin Tagiyici implanttan Salim

Mekanizmalan

1.1.3.1. Diflizyon- Kontrollii Sistemler

Rezervuar ya da zar kontrolll olarak adlandirilan ila¢ salim cihazlari ilacin ince bir
polimerik zar (membran) ile gevrelendigi bir cekirdek gérinimiindedir. ilag salimi

zardan difuzyonla gerceklesir.

Salinim hizi énceden programlanan ilag tasiyici sistemlerde etkin maddenin
salim hizi, etkin maddenin suda ¢ozunmeyen bir polimerden difizyonuyla kontrol
edilir. Etkin maddeyi iceren gekirdek, suda ¢ozinmeyen bir membranla kaplanmigtir.
Bu sistemlere polimerik membrandan difizyonla salinim hizinin kontrol edildigi
sistemler denir. Eger etkin madde inert polimerik bir matriksten ¢ézunduralmus veya

dagitiimigsa, bu sistemlerde salim hizi matriksten diflUzyonla kontrol edilir.
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1.1.3.1.1. Membrandan Diflizyonla Kontrol

llag taslyici sistemin etrafi suda g¢oziinmeyen polimer bir membranla
kaplanmigtir. Etkin madde, membranin i¢inde dagilir. Sonra membrandan sistemi
cevreleyen ortama difuze olur. Bu sistemlere ‘rezervuardan difiizyonla’ salim hizini
kontrol eden sistemlerde denir. Etkin maddenin  sisme davranigi gosteren

23)

hidrojellerden difiizyon ile salimi, en iyi sekilde Stefan-Maxwell®® veya Fick® yasasi

ile tanimlanmaktadir.
J =-D dC,/dx (1.1)

Esitlikte J, etkin maddenin azalan konsantrasyon ydninde membrandan
salimini g.cm? / sn (miktar/ylizey. zaman); D, memrandan difiize olan etkin
maddenin diflizyon katsayisini cm? / sn (alan/zaman) ve dC.,/ dx ise memran icindeki

ila¢ konsantrasyonunun x uzakligindaki degisimini gostermektedir.

Kontrolli salim saglayan membrandan difizyonla etkin madde saliminin
kontrol edildigi bu sistemlerde; etkin maddenin dagilima ve difuzyon katsayilari,
membranin kalinligi saptanarak salim hizi 6nceden belirlenebilir. Membrandan
difuzyonla salim kontrol eden sistemler sifirinci dereceden salim saglarlar. Sifirinci
dereceden salimdan saptamanin iki yolu vardir. Birinci neden, etkin maddenin
membran dizeyinden uzaklastiriimasi yavas olup, etkin madde konsantrasyonu
zamanla membran ylzeyinde artar. Suda ¢dzunurligu sinirl olan etkin maddeler
membran yuzeyindeki doygunluk konsantrasyonuna ulasarak bu noktada difizyonu

durdururlar.

Kontrolli salim sistemlerinde salim mekanizmasinin agiklanmasinda kullanilan
bir diger ampirik esitlik ise Peppas ve arkadaslari tarafindan fonksiyonun zamana
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bagl oldugu varsayilarak gelistirilen esitliktir®®.

M/ M. =kt" (1.2)

Bu esitlikte, M; t suresinde salinan molekulin miktarini, M. salinan molekulin
ortamdaki bakiye miktarri, k belirli bir system icin yapisal/geometrik sabiti ve n ise

salim mekanizmasini gosteren ustel buyuktur.

1.1.3.1.2. Matriksten Difuzyonla Kontrol

Etkin madde kristal yuzeyinden tekdlize matriksin icine gecer, buradan basit
difizyon islemi ile ekstre edilir. Tamamen sink kosullardaki (etkin maddenin herhangi
bir t anindaki konsantrasyonunun, doygunluk konsantrasyonundan %15 kadar daha
disuk oldugu kosullar) matriksi ¢evreleyen siviya geger. Matriksi cevreleyen sivi,
porlardan ve granuller arasi bosluklardan matriksin igine gecerek ilaci ¢ozer.
Cozunen ilag difizyonla matriksin digina ¢ikar. Grandl ici difizyonun, ihmal edilebilir
dizeyde oldugu varsayilmaktadir. Salimi kontrol eden matriks homojen ve granuler

yapida olabilir.

1.1.3.2. Kimyasal-Kontrollii Sistemler

Kimyasal-kontrolli salim, salinan molekalin tanimlanmasi igin tagyici
matriksin icinde olusan reaksiyon ile kullanilir. Bu sistemlerde, polimer ile salinacak
ila¢ arasinda gergeklesen tersininr veya tersinmez reaksiyonlarin sonucunda hidrolitik
veya enzimatik yolla polimer zinciri pargalanir. Kimyasal-kontrolli salimlar ilacin

salimi sirasinda gerceklesen kimyasal reaksiyona bagli olarak siniflandirilabilirler.
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ilaglarin suda ¢6ziinebilen tasiyici implanta kimyasal olarak baglanmasi,
ilaglara “dokuya hedefleme” ve “bagisiklik eksikliginin azaltiimasi” gibi yeni 6zellikler

saglamaktadir.

1.1.3.3. Sime-Kontrollu Sistemler

ilacin difiizyonu hidrojelin sisme derecesinden daha hizli oldugu durumlarda,
salim sistemi gisme kontrolli salim mekanizmasi ile aciklanabilmektedir.
Hidroksipropilmetilseltloz hidrojel tabletinden pek ¢ok kuguk ilag molekulinun salimi

genelliklle bu mekanizma kullanilarak modelleme yapllmaktadlr(24).

1.2. insulin

Pankreasin 3 hicrelerinden salgilanan insulin, birbirine iki adet disulfit bagi ile
tutunmus 21 aminoasitli A ve 30 aminoasitli B zincirlerinden olugsmus bir polipeptittir.
10-15 dakika icinde dolagimdan ayrilmaktadir. Karaciger ve daha az olarak da

bobrekte parcalanmaktadir®®.

Biyokimyasal olarak en énemli hormon insulindir. insulin, molekiiler agirhg: 5.8
kilodalton (kDa) olan, polipeptit yapili ve vicuttaki karbonhidrat metabolizmasinin
regulasyonunda rol alan bir hormondur. Pankreasin Langerhans adaciklarindan
salgilanan insulinin adi da Latince'de "ada" anlamina gelen "insula" sézcuglinden

tlretilmistir.
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1.2.1. insulinin Biyosentezi ve islevi

Proinsulin; enoplazmik retikulumun Uzerindeki ribozomlarinda once pre-
proinsulin seklinde sentezlenir; pre-proinsulin endoplazmik retikulum’un membranini
gecerek redikulum lumenine gelir ve sinyal peptidini kaybeder, meydana gelen
proinsulin golgi aparatinda proteazlarin etkisi ile C peptid segmentini kaybeder. C
peptidini kaybeden insulin, ¢inko iyonu ile vezikillerde depolanir. Uygun uyarti
geldiginde ise olgun molekuller palazma zari ile birleserek iceriklerini hicre digina
salarlar.

insulin salgilanmasi eneriji gerektirmektedir. En dnemli fizyolojik diizenleyicisi

plazma glukoz seviyesinin artmasidir®®.

Hucresel duzeyde insulin etkisinin baslamasinda ilk basamak hormonun hucre
reseptérine baglanmasidir. insulin reseptériinin - kendisi, hiicrenin  plazma
membraninda bulunan 2a 23 subunitinden meydana gelen tetramerik proteindir. Alfa
subunitleri insulinin baglanma noktasini olusturan bolimdur. Alfa ve beta subuUnitleri
birbirine disulfit bagi ile baghdir. Beta subunitinin transmembran bolimu sinyal
iletiminden, intraseluler bolumu ise tirozin kinaz aktivitesinden sorumludur. Insulinin

baglanmasiyla, beta stbunitine bagl trozin kinaz aktive olur.

insulin baslica anabolik hormon olup toklukta glikojen, protein ve yag dokusu
seklinde enerji birikimini saglar. insulin miktari dislk oldugunda bu depolardan

substratlar meydana gelir, dokularin glukoz almasi bozulur ve kan sekeri yukselir.

insulinin en énemli etkisi karbohidrat metabolizmasi {zerinde olmaktadir.
Beslenme ile kan dolasimina katilan karbohidratlar, insulin mevcudiyetinde tum vicut
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dokularinca hizla alinip depolanmakta ve kullanimaktadir. Beyin dokusu diger
dokulardan farkli olarak glukozu insulin araciligi olmadan kullanmaktadir. Beyin

dokusu i¢in kan glukoz degerinin kritik degerinin Uzerinde tutulmasi ¢ok onemlidir®.

Hastalarda insulin seviyesi normal veya yuksek olabilir. Bununla birlikte kan
sekeri seviyesi de yuksek olabilir. Bu durum 3 hdcrelerinin fonksiyonunun normal
oldugunu gosterir®”. Hastalarda insulin salgilanmasi kusurludur ve insulin direnci
vardir. insulin direnci kilo azalmasi veya hipergliseminin tedavisi ile diizelebilir®®.

Bunun sonucunda kan seker duzeyi artar. Bu hastalikta kan sekeri, hicrelerin igine

giremez ve degisik bozukluklar meydana gelebilir.

Bobrek glukoz esiginin azalmasi ile (yaklasik 180mg/dL) glukozuri, politri ve
elektrolit kayiplari olur. insulin eksikliginin yani sira stres hormonlarinin artigi
(epinefrin, bllylime hormonu, kortizol, glukagon) metabolik bozuklugu artirir. insulin
eksikligi sonucunda glukozun hicre igine girmesi azaldigindan ve glukoz enerji igin
kullanilmadigindan hucreler protein ve yagdlari kullanir. Tip | diabetin lezyonlarindan

biri de lipogenezin (yag asidi sentezi) inhibe olusudur.

Kandaki seker artisi kalp atis hizi artisi, kalp hastaligi, bobrek hastaligi ve sinir
fonksiyonlarinin azalmasi gibi birgcok hastaliga neden olmaktadir. Hastaligin seyri
sirasinda retinopati, nefropati, néropati ve ateroskleroz gibi spesifik komplikasyonlar

gelismekte ve dunyada her yil binlerce kisi diabet komplikasyonlarindan élmektedir.

Insulinin, karbonhidrat metabolizmasinin birincil dengeleyicisi olmanin yaninda,
karbonhidrat metabolizmasi ile iligki halinde bulunan yag ve protein metabolizmalari
Uzerinde de rolu vardir ve kandaki insulin konsantrasyonu degisikliklerinin tim
bedende yaygin etkileri bulunur. Bu hormonun mutlak yoklugu, seker hastaliginin
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1. tipine; goérece azligi veya insuline kargi direng ya da her ikisinin birlikte olmasi ise
2. tip seker hastaligina yol acar. Bu dogrultuda, endustriyel olarak uretilmis olan
insulin, 1. tip seker hastaliginda ve baska ilaglarin yetersiz kaldigi 2. tip seker

hastaligi vakalarinda ilag olarak da kullanilir.

insulinin yapisi hayvanlar arasinda géreceli kiglk farklara bagli bir cesitlilik
gOsterir ve insan insulinine en benzer yapidaki insulin, arada tek bir aminoasit
biriminin fakh olusuyla, domuz insulinidir. insulinin karbonhidrat metabolizmasi
uzerindeki duzenleyici islevinin etkinligi de insandan insana degigkenlik

gOsterebilmektedir.

Sekil 1.3. insulin molekdiliiniin Gi¢ boyutluyapisi

1.2.1. Diabet

Diabetes mellitus (DM) uzun dénemde ciddi komplikasyonlara yol agan, insulin
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salgilanmasindaki yetersizlik ve hedef dokularda, insulinin metabolik etkisine karsi
gelisen direng hali ile karakterize edilen, belirgin biyokimyasal 6zelligi hiperglisemi
olan, genetik kdkenli kronik bir hastaliktir®®). insulin salgisindaki veya etkisindeki
yetersizlik; karbohidrat, yag ve protein metabolizmalarinin bozulmasina yol acar.
Kandaki glukoz dizeyi normalin Ustindedir ve genelde ~120 mg glukoz / dL den
daha yuksek oldugu bu durumda; i) glukozun hucre digi sivilardan hucre igi sivilara
gecisi kisitlanmig i) hdcre iginde glukoz kullanma hizi artmis; iii) karacigerde
glikoneogenezis mekanizmasi hizlanmigtir. Uluslar arasi Diabet Federasyonu
verilerine gore gunumuzde 150 milyon olarak hesaplanan diabetik hasta sayisinin
2010 yilinda 220 milyona, 2025 yilinda ise 300 milyona yukselecegi ongorulmektedir.
Diabet prevalansi Ulkeler arasinda ve etnik gruplar arasinda farkhliklar
gOstermektedir. Eskimolarda veya Cin’de %1 oraninda go6zlenirken Arizona’daki
Pima Kizilderil'lerinde %20-45'e oranina kadar gikmaktadir. Ulkemizde TURDEP
(Turkish Diabetes Epidemiology Study) calisma verilerine gore 20 yas ve Uzeri
erigkinlerde diyabet %7.2 oraninda ve bozulmus glukoz toleransi %6.7 oraninda

r®® Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan bir ¢alismada kisinin yasami

saptanmisti
boyunca diyabet gelisim riski erkeklerde %33, kadinlarda %39 olarak tahmin

edilmektedir®.

Kronik diabetin bircok yan etkileri oldugu rapor edilmistir. Bunlar iginde
mikroanjiopati, bdbrek glomertli ve retinada partikllizasyon, ndropati ve
atherosklerozun hizlanmasi sayllabilir(32). Diabetes Mellitus genel olarak iki gruba
ayrilir. Birinci grubu, pankreasin 3 hucrelerinin primer hasarina bagh tam ve kismi
insulin eksikligi, ikinci grubu ise doku seviyesinde insulin direncidir. Diabetin bu iki
formu genetik, patolojik, ve klinik yonleri ile birbirinden farklidir®®.
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Kan glukozu goreceli olarak yuksek oldugunda glukoza ait bobrek esigi azalir ve
bobreklerde diuzenleyici etki gosterir. Glukoz, glomerullerden surekli olarak stzullrse
de normalde renal tubullerden timuyle geri emilir. Glukozun bir derisim gradiyentine

karsl geri emilmesi tibul hicrelerine ATP saglanmasina baghdir.

Tubuler sistemin glukozu geri emme hizi yaklasik 850 mg/dak’dir. Kan glukoz
dizeyi yukseldiginde glomerul sUzuntusine emilebileceginden daha fazla glukoz

gecer. Buna glukoziiri denir. Glukoziiri, DM varliginin géstergesidir®®.

Diabetin uzun donem komplikasyonlarindan biri olan nefropati, diabetteki 6lum
nedenleri arasinda miyokard enfaktisunden sonra ikinci sirada gelmektedir.
Nefropati gelisiminde bobrekte glomerillerde bazal membran kalinlagsmasi,
mezangiyal hlcre proliferasyonu, mezangiumda konsantrik tabakalar seklinde
matriks depolanmasi olur. Bunun sonucunda glomeruler yapilarda bozulma ve

albuminari gorular.

1.2.2.1. Diabetin Onlenmesi

Tip 1 diabet genetik faktorlerin varliginda cevresel etkilerle baslayan R hucre

r®. Diabetin ortaya gikmasinda bir tek genin etkili

harabiyeti sonucu gelismektedi
olmadigi, hastaligin birden fazla genle ilgili oldugu dusunilmektedir. Her yasta
baglayabilecedi biliniyorsa da genellikle erken yaslarda gorulir. Bu tipte insulin
salgilanmasi vyetersizdir. Hastalarin yasamlarini surdurebilmeleri ve ketozisten
korunabilmesi igin insulin gereksinimleri vardir. insulin eksikliginin yani sira stres
hormonlarinin artigi (epinefrin, buyime hormonu, Kortizol, glukagon) metabolik

bozuklugu artirir. insulin eksikligi sonucunda glukozun hiicre igine girmesi
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azaldigindan ve glukoz enerji igin kullanilmadigindan hdcreler protein ve yaglari
kullanir. Tip | diabetin lezyonlarindan biri de lipogenezin (yag asidi sentezi) inhibe
olusudur®,

Bozulmus insulin sekresyonu ya da insulin direnci tip 2 DM gelisiminin altinda

% Insulin direnci; eksojen ve endojen insulinin etkilerine

yatan temel sebeptir
biyolojik yanitin bozuklugu anlamina gelir ve tip 2 DMnin patofizyolojisinde
sebeplerden biri olarak yer alir ve diinyada en sik rastlanan diabet formudur. insulinin
sentez, salgl ve depolanmasinda bir problem olmadigi halde periferik dokularda
insuline karsi bir direng mevcuttur®®. Tip 2 diabetin tedavisi i¢in yapilan arastirmalar
halen devam etmekle birlikte ginimuzde kullanilan en 6nemli yontemler; egzersiz,
ilag teavisi ve kilo kaybidir. 2001 yilinda yapilan Finnish Diabetes Prevention Study
(DPS) sonuglarinda diyet ve egzersiz uygulanan BGT bulunan 522 kisi ortalama 3,2

yil takip edilmistir. Sonugta bu kisilerin %58’inde diabet riskinin azaldigi gézlenmistir.

1.2.3. insulin Hormonunun Salimi

Glukoz, aminoasit ve lipidler gibi besin maddelerinin hlcre icinde depolanmasini
ve kullaniimasini saglayan anabolik bir hormon olan insulin salimi oldugunda; plazma
karbonhidrat, protein, yag ve K* diizeyini distrir. Insulinin saliniminda en énemli
faktor; ATP- bagimh K* kanallaridir. insulin salimi igin ATP’ nin varligi énemlidir.
GLUT-Il (glukoz transporter Il araciligiyla kolaylastiriimis difuzyon) araciligiyla beta-
hucreleri igine giren glukoz glukokinaz enzimi ile yikilir ve hicre icinde ATP duzeyi
ylkselir. Bu durum ATP- bagimli K* kanallarini kapatarak depolarizasyona neden
olur. Depolarizasyon membrandaki voltaj- bagimli Ca kanallarini agarak, disaridan
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iceriye giren Ca™" araciligiyla insulin salgilanmasini arttirir.

Insulin bifazik bir salinimi gésterir: Once hizl ve kisa siren bir salinim (— depo
insulin) ve sonra ise salinim hizi azalir. Daha sonra bu azalmay: takiben uzun sureli
bir yeniden salinim gergeklesir (— yeni sentezlenen insulin). Bazal durumda, normal
bir kiside (16 saat aglikta) plazma insulin konsantrasyonu: 5- 15 pU/ml’dir. insulin
parsiyel eksositoz ile salinirken beraberinde; ¢inko, proinsulin ve C-peptid de salinir.

C-peptidin varligi endojen insulini eksojenden ayirt etmek icin dnemlidir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1. Materyaller

2-Hydroxyethilmetakrilat (HEMA), metil methacrylate (MMA), N,N methilen
bisakrilamit, polietilenglikol (PEG) and a-a'-azobisisobutyronitrile (AIBN) Sigma-
Aldrich Chemie GmbH (Germany) firmasindan temin edildi. insan serum albumini,
fibrinojen, y-globulin, sigir serum albumini Sigma-Aldrich’dan elde edildi. Diger tum
kimyasallar analitik saflikta olup, Merck AG (Darmstadt, Almanya) firmasindan temin

edildi.

Calismamizin her agsamasinda kullanilan su, Barnstead (Dubuque, IA, USA)
ROpure LP marka ters ozmoz, Barnstead D3804 NANOpure organik/kolloid
uzaklastirici yuksek akisli sellloz asetat membran (Barnstead D2731) uniteleri ve

iyon-degisimi dolgulu yatak kolonundan olusan ultra-saf su sisteminden elde edildi.

2.2. Biyomateryallerin Sentezi

Monomer oraninin 1:0 — 0:1 (v/v) olarak kullanildigi HEMA ve MMA monomerleri,
N,N,metilenbisakrilamit c¢apraz baglayicisi (10 mg) ve amonyum persulfat
baslaticisi (5 mg) varliginda hazirlanan polimerizasyon karisimina, sentezlenecek
tasiyici implantin biyouyumluluk 6zelligini iyilestirmek amaci ile, 5 mg HSA ve 10
mg polietilen glikol yapiya eklendi ve polimer ¢dzeltisinden 2 dakika suresince azot
gazi gegcirildi. Hizlandirici olarak %10’luk TEMED eklenen polimerizasyon karigimi
icerisinden 1 dakika suresi boyunca azot gazi gegirilerek, 0.3 cm c¢apindaki ve 5.0

cm uzunlugundaki silindir kaliplara dokulerek, oda sicakliginda UV 1s1g1

27



fotopolimerizasyonu yéntemi ile sentezlendi.

Kontrolll ilag salim sisteminde kullaniimak Gzere polimerik tasiyici implantin
(biyomateryalin) farkli miktarda insulin hormonu yukli eslenikleri, yukarida verilen
ayni kosullarda UV 1s1g1 fotopolimerizasyonu ile sentezlendi. Polimerizasyon
sonucunda olusan silindirik bigimdeki polimerik tasiyicilar damitik su ile yikanarak

kullanilana kadar 4 °C sicaklikta muhafaza edidi.

2.3. Biyomateryalin Karakterizasyonu

Biyolojik olarak aktif protein, hormon veya ilaglarin kontrolli salimi igin tasarlanan
sistemler, uygun ytzey morfolojisine sahip olmalidir. Ylzey alani ilag salim oranini
belirleyen énemli faktérlerden biridir®”. Gézeneksiz biyomateryaller ile gelistirilen
sistemlerde ila¢g salim oraninin oldukga disuk oldugu bilinmektedir. Calismamizda
geligtirtirgimiz salim sisteminin ylzey morfolojisini incelemek icin, tasiyici
sistemlerinin  SEM mikrograflari JEOL marka (Model, JSM 5600, Japonya)

Taramali Elektron Mikroskobu ile elde edildi.

Spesifik ylzey alani ve go6zenekliligi, BET yontemi ile belirlendi. Yogunlugu
polimerin ¢dzlinmedidi bir sivi igerisinde piknometre ile belirlendi. Hidrojelin islak

durumdaki kalinligi ise dijital kumpas ile 6lguldu.

Taslyici polimerlerin FTIR spektrumu, FTIR spektrofotometresi kullanilarak alindi.
Kuru hidrojel, KBr ile karistirilarak pelet hale getirildi ve FTIR spektrumlari elde

edildi. MMA'in yapiya katilmasi, spektrumunda kontrol amagh kullanilan pHEMA
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spektrumundan olugsan farkli fonksiyonel gruplara ait bandlar sayesinde tespit

edildi.

p(HEMA-MMA) membranlarin islak durumdaki kalinhigi dijital kumpas yardimi

ile belirlendi.

Silindir bigimindeki hidrojelin yogunlugu piknometre yardimiyla membranlar

icin ¢ozucu olmayan bir sivi (n-dekan) kullanilarak yapildi.

pHEMA ve p(HEMA-MMA) tasiyici implantinlarinin mekanik dayanimi DSC
(Differential Scanning Calorimetry) (Model DSC-60-DTG-60H, Shimadzu, Japan)

analiz ile belirlendi.

Hidrojel yapidaki biyomateryalin gsisme 06zelligi tuz c¢ozeltisi (% 0.85, NaCl)
icerisinde oda sicakliginda tampon sistemi igerisinde (pH 2.5-7.5) gravimetrik
yontemle belirlendi. Cozelti pH’sI direkt olarak olgulerek ve iyonik siddet 0.2'ye
ayarlanarak sabit tutuldu. ilk olarak drnekler sisme ortamina yerlestirilerek denge
anindan sonra ortam degistirildi. Biyomateryalin sisme orani asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi.

% Denge su icerigi (w/w) = [(We=Wi /W] x 100 (2.1)

Burada, Wy kuru hidrojel agirhgi, Wy ise denge su igerigine ulasmis hidrojelin

agirhgidir.

2.3.1. Temas Acisi ve Yiizey Serbest Enejisi

Temas acisi 6lgumleri test edilen biyomateryalin serbest yuzey enerjisini ve
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polariteyi tanimlamak igin kullaniimaktadir. Hidrojel 6rnekleri kurutulduktan sonra,
farkl test sivilarinin (su, gliserol ve diiyodometan) temas agisi degerleri, 25°C’de
durgun damla yontemiyle, dijital optik temas agisi dlger cihazi CAM 200 (KSV
Instruments Ltd., Helsinki, Finlandiya) kullanilarak belirlendi. Polimer ylzeyinde,
mikro siringa yardimi ile bir damla olugturularak sag ve sol temas acilari ve damla
boyut parametreleri dijital gériintiiden otomatik olarak hesaplandi. Olglimler, en az 15

temas acisinin ortalamasi alinarak degerlendirildi.

Kati ylzeyinin bir siviyla islatilmasi ve temas agisi (8) kavrami, ilk olarak Young

tarafindan formiile edilmistir®®.

Y| COS O =vys - Vg (2.2)

Burada y; sivinin ylzey enerjisi, yg kati/sivi araylzeyinin, araylzey enerjisi ve
Ys katinin ylzey enerjisidir. Temas agisi verilerinden ylzey enerjisinin (bazen kati
yuzey gerilimi olarak tanimlanir) belirlenmesi icin kararlastiriimis tek bir yaklagim

yoktur®®?.

Bu sonuglar, dort ydnteme gére analiz edilirler*®3),
(a) Zisman’in kritik yuzey gerilimi

(b) Fowkes’un geometrik ifadesi

(c) Wu’'nun harmonik ifadesi

(d) van Oss’un asit-bazi

30



2.3.1.1 Kiritik Ylizey Gerilimi (Zisman Yontemi)

Kritik ylzey gerilimini (y) belirlemek icin, Zisman tarafindan geligtirilen,
deneysel bir yontemdir. Bu yontemde, farkh sivilarin temas acgisinin 6 kosinusu

Olculur ve esitlik 2.3’e gore sivilarin yuzey gerilimine karsi grafige gegirilir.
cosO=1-b(yi-Vs) (2.3)
Burada b, korrelasyon ¢izgisinin egimidir.

Verilerin, verilen y degerinde, cos 6 = 1’e yaklasan bir dogru verdigi
bulunmustur. Bu ¢ogunlukla, bir sivinin, kati yluzeyini tamamen islatan, en yuksek
yuzey gerilimi de@eri olarak tanimlanir. Bu teorik “sivi” ylzey gerilimi, y'ya esgittir ve

katinin yuzeyini karakterize etmek igin kullanilir.

2.3.1.2. Geometrik ifade (Fowkes Yoéntemi)

Bu yaklasim yuzey enerjisini dispersif ve polar olarak, iki bilesene bdler ve

bunlarin katkilarinin birlestirilmesi igin geometrik bir yaklagim kullanir.
Young esitligi ile birlestirildiginde, sonug esitlik su sekildedir:
Vi (1+cos 8) =2 [(vP vs* )" + (vi’ vs* )] (24)

Burada, 6 temas acisidir, y; ve ys sirasiyla, sivi ve kati ylzey gerilimi ya da
serbest ylzey enerjisidir. Ust indisteki d ve p, her birinin dispersif ve polar
bilesenlerini gostermektedir. Kati ylzey geriliminin bilesenleri, Owens ve Wendt'e

gore, (v° )2 1 (v )V2 ‘ye karsi yi (1+ cos 8) / (v )"?nin grafige gegiriimesi ile

12 12

egimden, (vs° )'"? ve kayma degerinden de, (ys® )" parametreleri hesaplanir. Toplam
serbest enerji (vs ), iki bilesen kuvvetinin toplamidir [ys=( ys® + ys° ) 1.
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2.3.1.3. Harmonik ifade (Wu Yéntemi)

Bu yontem benzer bir yaklasim kullanir fakat dispersif ve polar katkilarin
toplami igin harmonik bir ifade esitligi kullanir. V¢ ve P degerleri bilinen iki sivi igin

temas acilari élgullr ve her bir deneyin degeri, asagidaki esitlikte yerine konulur.

vi (1+cos0) =4 (v -vs" )/ (v +vs" )+ (vP-vs* )/ (vP+vs" )] (2.5)

Yiizey polaritesi, XP, su sekilde verilir:

XP = Ysp / Ys (26)

2.3.1.4. Asit-Baz (van Oss Yontemi)

Bu yontemde, v° , y* ve y~ degerleri bilinen en az (i¢c sivi icin temas agisi
Olclltr. Burada ust indisler (d), (+) ve (-) sirasiyla, dispersif, Lewis asit ve baz

bilesenlerini ifade eder. Her deneyin degerleri, asagidaki esitlikte yerine konulur.
(1+cos 8) vi =2[(vs"" x v )"+ (vs" x v )2+ (v x v")"#] (2.7)

Toplam ylzey enerjisi ys, Lifshitz- van der Walls ve Lewis asit ve baz

bilesenlerinin toplami olarak verilir.

Ys = YSLW + YSAB (28)

Burada, ys-"

, uzun mesafeli etkilesimleri gésteren (dispersif etkilesim, dipol-
dipol etkilesim ve dipol-induklenmig dipol etkilesimini icerir, dispersiyon baskin
durumdadir) diiyodometan (DIM) ile temas acgisinin Olgllimesinden hesaplanan

Lifshitz-van der Walls etkilesimini belirtir, ys"°

ise hidrojen bagdlari gibi asit-baz
etkilesimlerini belirtir ve y* ve y~ sirasiyla, proton ve elektron veren karakteri
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gOstermektedir.

2.4. Serum Proteinleri Adsorpsiyonu

Kan &rnekleri, Kirikkale Universitesi Tip Fakultesinden ginlik olarak temin
edildi. Kan o6rneklerinden, kan hucreleri, 3000 devir/dakikada 10 dakika santrifij
edilerek ayristinildi. pHEMA ve p(HEMA-MMA) biyomateryallerinin kan uyumlulugunu
saptamak icin, 1/5 oraninda fosfat tamponunda seyreltiimis insan kan serumu
icerisine aktarildi (7.5 ml, 50 mM, pH 7.4) ve 37°C'de 120 dakika manyetik
karistirmali hlcrelerde kan serumu ile temaslari saglandi. Serum proteinlerinin
adsorpsiyonu kesikli sistemde caligildi. Her bir protein ic¢in belirli baglangi¢
konsantrasyonununda c¢alisildi. Tasiyici implanta adsorplanan protein miktari
flurosans spektrofotometre kullanillarak (Jasco, FP-750, Tokyo, Japonya)

belirlendi*.

2.5. Kan Uyumluluk Analizi

pHEMA, p(HEMA-MMA) tasiyici implantlari, 0.5 cm boyunda kesilerek, %0.85
NaCl ¢ozeltisi icinde dengeye getirildi. Saglikli bir bireyden alinan vendz kan érnegi,
1/9 oraninda olacak sekilde, sodyum sitratla karistirildi ve 3000 rpm’de 10 dakika
santrifijlenerek, plazmasi elde edildi. Sodyum sitrath plazmadan, 300 ul alinarak,
polimer tupleriyle temas ettirildi ve 1 saat inkibe edildi. Kontrol olarak, polimerlerle

temas etmemis plazma kullanildi®).
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2.6. Invitro Salim Calismalari

Taslyict destek materyaline insulin  hormonunun kontrolli saliminin
incelenmesi igin hazirlanan matriks i¢i tutuklama yolu ile insulin ydklendi. Bu amacgla,
PEO ve albumin igeren farkli monomer oranlarina sahip tasiyici polimerik
implantlanta farkli oranda insulin (25, 50 ve 75 U/ml) yUklemesi yapilarak sistem
parametrelerinin salim profiline ve kinetigine etkisi arastirildi. Taslyici implanta
yuklenen insulin miktari, standart BSA kalibrasyon egrisinin elde edildigi Bradford
yontemi kullanilarak belirlendi. insulin hormonu yiikli biyomateryaller siirekli sistem
reaktorune yerlestirilerek sisteme sabit akis hizinda, peristaltik pompa ile (Ismatec,
IPG Model, Almanya) fizyolojik tampon ¢oOzeltisi girisi saglandi. Belirli zaman
araliliklarinda alinan o6rneklerle salinan hormon miktari spektrofotometre ile
(Shimadzu, Model 1601, Japonya), 280 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak

takip edilerek belirlendi.

2.7. Biyouyumlu Tagiyci implanttan insulinin Saim Mekanizmasi

Calismamizda pHEMA ve p(HEMA-MMA) tasiyici implantlarindan salinan
insulin hormonunun salim kinetigi ve mekanizmasi asagida verilen egitliklerden elde
edilen verilerle agiklanmaya ¢alisildi.

Kontrolli ilag salim sistemlerinde ilacin salim kinetiginin arastiriimasinda
yaygin olarak kullanilan matematiksel modelleme 2.9 esitligi ile gdsterilen birinci

derece esitligidir®®.
D¢ =ko t (2.9)

Bu esitlikte Dy, t aninda salinan ilacin kitlesini; ko, birinci derece salim hiz sabitin

gOstermektedir.
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Kontrollii ila¢g salim sistemlerinde salim mekanizmasinin aydinlatiimasinda

kullanilan bir diger kinetik esitlik Kuvvet Yasasidir*647).,
M; = Mg ko t" (2.10)
Esitlikte M, salinan ilacin kutlesini; My, denge ye ulagilan zamanda salinan ilacin

kutlesini; kp, yasanin kinetik sabitini ve n, salim bilesenini olugturmaktadir.

Cdzinmeyen ve biyolojik olarak bozunmayan matrislerden ilaglarin difizyon
kontrolli salimi i¢cin Higuchi Esitligi kullaniimaktadir. Matriksin homojen veya
heterojen olusu ve matriksin geometrisi gibi kosullara bagli olarak Higuchi Esitliginin
farkli formiilasyonlari kullanilimaktadir®®. Homojen matrikse sahip olan diizlemsel bir
sistemden aktif maddenin salimina iliskin Higuchi esitligi asagida ifade edildigi sekli

ile veya daha basitlestirilmis olarak 2.12 esitligi ile verilmektedir.
Q = (DC (2A-C)t)"? (2.11)

Q= kyt"? (2.12)

Esitlikte yer alan Q, t aninda birim ylzey alani bagina salinan ilag miktari
(mg cm?); D, matrisdeki maddenin diflizyon katsayisi (cm%zaman); C, matrisdeki
maddenin ¢6zinirligi (mg cm™); A, birim hacim basina baslangicta yiklenen

madde miktari (mg); t, zaman (giin); ks, Hugichi salim hiz sabitidir (mg cm? t"?).
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3. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Kontrolll ila¢g salim kavrami, c¢esitli hastaliklari etkili bir sekilde kontrol etme
ihtiyacindan ortaya c¢ikmistir. Lokal-spesifik kontrolli salinim sistemi, klasik ilag
dagihim sisteminden daha farkli avantajlar saglar. Bunlardan bazilari ilacin vicudun
belirli boélimlerine lokalize dagilimi, noktural fazda tedavinin devamliliginda
guvenilirlik, ilag karalihgi, tedavinin tamamlanmasindaki ihtiyacin azalmasi ve

optimum ila¢ adsorpsiyonudur“®.

Son yillardaki en énemli uygulamalar arasinda eczaclilik alaninda, kontrollu ilag
salim sistemleri ¢alismalaridir. Kontrolli salim sistemlerinde istenlen dozda ilacin
plazma igerisinde duzeyi istenilen sure kadar sabit kalmasi saglanmaktadir. Bu yolla,
surekli ilag, hormon ve protein alma gereksinimi ortadan kalkmaktadir. KontrollU
salim sistemlerinden birgogunun yapitasi polimerlerdir ve ilag salim hiz ve suireleri
polimerik implantin dizayni ile ayarlanir. Kullanilis sekli, amaci ve ilacin 6zelliklerine
gOre bir veya birka¢ polimer kullanarak kompozit sistem hazirlanabilir. Bu dogrultuda,
akrilat kdkenli hidrojel yapili polimerik materyaller yumusak doku implantasyonlari,
salim sistemleri (hormon, protein ve ilag) i¢in tasiyici implant olarak kullaniimaktadir.
Ornek olarak instlin salimi verilebilir. Seker hastalarinda, kandaki glukoz seviyesine
gbre insilin salimini kontrol eden sistemler en énemli uygulamadir. insulin saliminin
kontroll, glukoz seviyesinde artma oldugunda daha fazla insulin salabilen akill
hidrojellerin yardimiyla basarilabilmektedir. Pek ¢ok glukoz-cevapli hidrojel sistemi,

pH’a duyarli polimerlerden hazirlanmaktadir®?,
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Tibbi uygulamalarda en vyaygin olarak kulanilan hidrojel, c¢apraz-bagl
pHEMA'dir. Sahip oldugu su icerigi nedeniyle, dogal dokulara buylk bir benzerlik
goOsterir. Normal biyolojik reaksiyonlarda inert'tir. Bozunmaya direnglidir, vicut
tarafindan emilmez, 1s1 ile steril edilebilir, cok degisik sekil ve bigimlerde

hazirlanabilir(15:1944

). Tibbi éneme sahip diger hidrojel, poliakrilamid’dir. HEMA ve
akrilamid monomerlerinin yanisira, N-vinil-2-pirolidon (NVP), metakrilik asit (MAA),
metil metakrilat (MMA) ve maleik anhidrit (MAH) tip amagh hidrojel

formulasyonlarinda siklikla yer alirlar. Ayrica, istenilen 6zelliklerin kazandirilabilmesi

amaciyla hidrojeller gesitli malzemerle birlestirilebilirler.

Bu tez kapsaminda, protein adsorpsiyonuna kargi direngli ve kan uyumluluk
Ozelligi arttirilarak insulin hormonunun kontrolli saliminda kullaniimak Gzere pHEMA
temelli yeni bir tagiyici implant sisteminin gelistirilmesi tasarlandi. insulin, karin iginde
bulunan pankreas bezinden salgilanan ve kan sekerinin normal seviyeler iginde
kalmasini saglayan hormon olup yeterli salgilanmadiginda ileride tedavisi ve geri
déniisiimi mimkin olmayan kusurlara neden olmaktadir. insulin hormonu seviyeleri
arttiginda hipertansiyon gelisme riskinin ve damarlarda pihti olugsma riskinin arttigi
bilinmektedir. Polimerizasyon isleminin optimizasyonu sonucunda sentezlenen salim
sistemi tasiyici implantinin karakterizasyonu ve farkli oranlarda yuklenilecek insulin
hormonunun salim kinetigi ve mekanizmasinin aydinlatiimasi c¢alismalarini

tamamlanmasi hedeflenmektedir.

Membran yapidaki tasiyici destek materyalinin hazirlaniginda, polimerin
kontrolll ilag salim sisteminde kullanilabilecek 6zelliklere sahip olmasi gerekliligi 6n
planda tutulmalidir. Polimerler dogal olabilir ya da uygun ozellikler kazandirilarak
sentetik ve/veya kompozit materyal olarak hazirlanabilir.
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Calismamizda bu o6zellikleri tagsimasi hedeflenen hidrojel yapidaki pHEMA
temelli kompozit membranlari, UV fotopolimerizasyon yoéntemi ile sentezlendi'?.
Kontrolli salim sisteminde taslyici olarak sentezlenen pHEMA ve p(HEMA-MMA)

hidrojelinin biyouyumlulugunu ve ila¢g salim sisteminde hedeflenen etkin dozlamay:

gergeklestirebilmek amaci ile insan serum albumini ve polietilen glikol yapiya eklendi.

Yeni hazirlanacak bu biyomateryalin hazirlanmasinda herhangi bir aktivasyon
ve/veya modifikasyon gerektirmeksizin kisa surede ve dolayisi ile dusuk islem
maliyeti gerektirmesi prensibi temel hedef olarak disunuldi. Polimerizasyon igleminin
kisa surede ve oda sicakliginda gergeklestirilebilmesi, kompozit hidrojele yuklenecek
insulin  hormonu biyoaktif maddesinin yapisinda herhangi bir deformasyon
gerceklesmemesi ve dolayisi ile aktifligini korumasi bu ¢alismanin sunacagi diger

avantajlar olarak planlandi.

3.1. Biyomateryalin Karakterizasyonu

Kontrolli salim sisteminde kullanilacak tasiyici implantin polimerizasyonun ilk
asamasinda ¢apraz baglayici olarak kullanilan bisakrilamit orani ve redoks baslaticisi
olarak kullanilan amonyum persulfat miktarlarinin optimizasyonu yapildi. Sonraki
asamada ise, elde edilen optimize degerler varliginda kopolimer membrani olugturan
HEMA:MMA komonomer orani 0:1 ile 1:0 (v/v) arasinda degistirilerek hidrojel
olusumu, hazirlanan kompozisyondaki membranlarin yeterli mekanik glce etkisi
deneysel igletim kosullari altinda incelendi. Calismamizda sentetik bir polimer olan
p(HEMA-MMA) membraninin mekanik gicliniin komonomer oranina bagl olarak
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degistigi gozlendi (Cizelge 3.1). Monomer oranini 1:1 olan p(HEMA-MMA
blyuk harf C ile simgelenen membran kompozisyonu yeterli mekanik dayanima sahip

oldugundan galismanin bundan sonraki asamalarinda kullanildi.

Cizelge 3.1. Farkh MMA oranlarinda sentezlenen kompozit hidrojelinin

mekanik dayanikliligina membran hazirlama kompozisyonunun

etkisi
HEMA:MMA orani (v/v) Polimerizasyon Mekanik dayaniklilik
A)1.00:0.00 + Orta
B) 1.00:0.25 + Orta
C) 1.00:0.50 + Yeterli
D) 1.00:1.00 + Yeterli
E) 0.00:1.00 - Yetersiz
F)0.25:1.0 - Yetersiz
G) 0.5:1.0 - Yetersiz

Destek Materyalinin 1slak durumdaki kalinhgi dijital kumpas yardimi ile 2.63
mm olarak kaydedildi. Membran yapidaki tasiyici implantin yogunlugu Gay Lussac
piknometresi yardimiyla materyal i¢in ¢éztici olmayan bir sivi (n-dekan) kullanilarak

yapildi. Hidrojelin yogunlugunun 1.06 g/cm?® oldugu bulundu.

30 OC sicaklktaki vakum etivinde kurutulan kompozit hidrojel azaltiimig
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basing altinda altin ile kaplandi ve membranlarin elektron mikrograflari JEOL (JSM
5600) taramali elektron mikroskobu kullanilarak elde edildi. Kompozit membranin
bilegenlerinden biri olan 2-hidroksietiimetakrilat monomeri materyalin yeteri mekanik
glce sahip olmasini saglamasinin yanisira polimerizasyon karisimina eklenen
gb6zenek ayarlayici ajanlarinin konsantrasyonu tarafindan da gdzenek boyutlari

ayarlanalabilir bir 6zellik sunmaktadir.

Basarili bir kontrolli salim tasiyici sistem tasariminda biyomateryal ylzeyinin
uygun morfolojide olmasi gerekmektedir. Hidrojel yapidaki tasiyici implantin SEM
mikrograflarindan dizgun bir ylzeye sahip oldugu gorulmektedir (Sekil 3.1). 4000
blyutme goruntusunden de gozeneksiz duz bir yapiya sahip oldugu goéruldd. Bu
Ozellik biyomateryalin ila¢ salim hizinin oldukga yavas ve kontrolli olmasini
saglayacaktir. Kompozit membrana ilag yuklemeden sonra deformasyon ve dolayisi

ile purdzlu bir yazey kazandirmigtir.
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Sekil 3.1. Kontrolli salim sisteminde kullanilan tasiyici implantin SEM

goruntisu
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Son yillarda hem bilimsel hem de teknolojik agidan énemi gittikge artan hidrojeller,
suda sisebilen, U¢ boyutlu hidrofilik ag yapilardir. Hidrojeller, yapilarinda ¢ok fazla
miktarda su igermeleri, yumusak ve esnek yapilari gibi sahip olduklari birgok
fiziksel dzellikleri agisindan canli dokularla karsilastirildiklarinda blyuk benzerlik
g6stermektedir. insilin saliminda kullaniimak Uzere hazirlanan pHEMA ve
p(HEMA-MMA) hidrojelinin 25 °C’da, farkli ortam tampon sistemleri igerisindeki
denge sisme yuzdesi gorulmektedir (Sekil 3.2, Sekil 3.3). p(HEMA-MMA)
kopolimer hidrojelinin fizyolojik fosfat tamponu igerisinde denge su igeriginin

pHEMA ile kiyaslandiginda dusik oldugu gézlenmigtir.
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Sekil 3.2. pHEMA hidrojelinin farkl tampon sistemlerindeki sisme

Davranisi
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Sekil 3.3. pHEMA-MMA hidrojelinin farkli tampon sistemlerindeki

sisme davranisi

laglarin kontrollii salinimi, polimerin yapisina ve polimer esnekligine bagli bir
parametre olan camsi gegis sicaklik (Tg) degerine bagh olarak degismektedir.
Polimerde polar gruplarin olmasi Tg degerini yukseltir cinkd ana zincir etrafindaki
hareket azalmaktadir. Polimerin Tg degeri DSC ve DTA analizleri ile
dlgiilmektedir®). DSC analizleri azot atmosferi altinda 10°C/dk isitma oraninda,
elde edilen veriler, kopolimerizasyonunun termal kararhliklari Uzerine etkisinin
degerlendiriimesinde kullanildi. pHEMA hidrojelinin yapisina MMA komonomerinin

katilmasi ile termal kararlihgin azaldigi géralmustur (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. pHEMA (A) ve p(HEMA-MMA) (B) hidrojellerinin DSC grafigi

pHEMA ve p(HEMA-MMA) membrani igin elde edilen FTIR spektrumu Sekil
3.5 ve 3.6’da sunuldu. Spektrumdan gorildiigi gibi, ~ 2945 cm™de goriilen metilen
titresimleridir. 1720 cm™de goriilen titresim hidroksieti metakrilat ve metil
metakrilat’in ester konfiglirasyonunu ifade eden absorpsiyon pikleridir. 3550, 1720
cm” deki absorpsiyon bantlari C=0 piki, 1275 cm™ deki C-O karakteristik piki,
1450’deki C-H gerilim ve titresim bantlarina ait piklerdir. 3550 cm™ ve 1720 cm'deki
pikler sirasi ile, biyomateryalin sahip oldugu O-H grubunun ve ester gruplaindan ileri
gelen C=0 gerilme titresimine ait karakteristik bantlardir. 1600 ve 1200 cm’

araligindaki bazi bantlar PEG ait parmak izi bolgesi pikleridir.
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Sekil 3.5. pHEMA hidrojelinin FTIR spektrumu
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Sekil 3.6. p(HEMA-MMA) hidrojelinin FTIR spektrumu
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Islatma giictinin degisimi, ylizey tabakasi kalinligindaki (en az 10A) ve sivi
fazla dogrudan temasindaki, fonksiyonel gruplarin etkisini yansittigindan yuzey
karakteristiklerine, olduk¢a fazla hassastir. pHEMA ve p(HEMA-MMA) poliremik
yapilarina farkh test sivisi (su, gliserol, diiyodometan) damlatilarak, dl¢lilen temas
acisi degerleri, durgun damla metoduyla belirlendi ve Cizelge 3.2’de verildi. Young
esitligine gore, daha kuguk yuzey gerilimli deneme sivilari ile dlgllen temas agisi,

daha kiguk olmalidir.

Cizelge 3.2. Tasiyici implant igin deneme sivilariyla dlgulen yizey temas agilari

Test sivisi ve ylizey gerilimleri (y)

Diioyodometan
Su Gliserol (1=50.8) (6°)

('Y|=713) (60) ('Y|=640) (eo)

61.5 54.6 34.3
PHEMA

p(HEMA-MMA)  58.4 59.7 35.9

Yerg : Test sivilarinin yuzey gerilimi

Polimerik yapilarin serbest yluzey enerjisi parametreleri, arastirilan sivilarin
temas acilari kullanilarak hesaplandi. Membran orneklerinin  Fowkes Wu

yontemlerine gére hesaplanan yuzey enerijileri nin birbirlerine yakin oldugu, fakat Wu
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yonteminin Fowkes gore, daha duslik bir ylizey enerjisi polar bilesenine (y°) sahip
oldugu goézlendi. Her iki yontemde de, bitln test edilen membranlar igin, dispersif

bilesenler, toplam ylzey serbest enerjisine ana katkiy1 yaptigi goraldu.

Belirlenen toplam yiizey serbest eneriisi (y ™)

, van Oss yontemi kullanilarak
hesaplandi. van Oss yontemi, arastirilan butin membranlara farkh degerlerde
uygulanan, Lifshitz-van der Waals (y*") ve asit-baz bilesenlerinin (y*?) toplamidir.

Membranlarin baz bilesenlerinin (y), membranin asit bilesenlerine (y*) kiyasla daha

yuksek oldugu goruldu (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. van Oss’a goére membranlarin ylzey serbest enerjisi parametreleri

(mJ/m?)
YLW Y+ Y_ }f\B yTopIam ,
[MN/m?  [mN/m? [mN/m? [mN/m? [MmN/m?] .
] ] ] ] Polarite
(%)
PHEMA 41.5 0.4 4.2 3.7 45.2 8.2
p(HEMA-
MMA)
43.7 0.2 4.6 5.2 48.9 10.6

3.2. Biyomateryalin Kan Uyumluluk Analizleri

Hazirlanan tasiyici implanta kan proteinlerininin adsorpsiyonu, hazirlanan
biyomateryalin biyolojik uyumlulugunu agisindan 6nemlidir. Kanin ana bilesenini
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hicreler ve sivi kisim olusturu. Plazmanin % 90'i sudur. Geri kalan % 10’luk kisim
blylk ve kuglk molekuler yapili, maddelerden olugsur ve % 7’sini proteinler, %
0.9'unu inorganik tuzlar teskil eder. Arta kalan kisim ise amino asitler, vitaminler ve
hormonlar gibi farkli kaynaklardan gelen organik bilesiklerdir. Genel olarak plazmanin
yapisi hucre disi doku sivisinin bir gdstergesi olarak kabul edilir. Temel plazma
proteinleri albumin, alfa, beta ve gama globdulinler ile fibrinojendir. Albumin plazmanin
esas proteini olup, kanin ozmotik basincinin ayarlanmasindan sorumludur. Gama
globdlinler immunoglobdulinler olarak da isimlendirilen antikorlardir. Fibrinojen kanin

pihtilagsmasinin son kademesinde gereken proteindir“g).

insulin kontrollii saliminda kullaniimak (izere sentezlenen pHEMA ve/veya
p(HEMA-MMA) tasyici implant sistemlerine albumin adsorpsiyonu, hazirlanan
biyomateryalin biyolojik uyumlulugunu arttirmasi agisindan énemlidir. Bunun yaninda,
biyomateryal yuzeyine fibrinojen adsorpsiyonu hazirlanan biyomateryalin biyolojik
uyumlulugunu azaltmaktadir. Albumin trombo direngli bir 6zellige sahiptir ve bu
nedenle trombositlerin biyomateryal ylUzeyine yapismasini engeller. Fibrinojen,
biyomateryal yuzeyine trombositlerin yapismasini baglatici Ozellige sahiptir. Bu
nedenle, hazirlanan biyomateryale matriks igi tutuklama yontemiyle albumin ve
polietilenglikol yerlestirilerek, biyomateryalin kan uyumlulugunda bir artis saglanmasi

amaclandi®®.

Polimerik materyallerin performansi ¢esitli sistem parametreleri tarafindan
onemli derecede etkilenmektedir. Genel olarak materyalde aranilan biyolojik
ozellikler, polimerin biyolojik ¢evreyle iyi uyugsmasi, dokuyla temas ettiginden iltihaba
yol agmamasi, kanserojen etki gostermemesi ve toksik olmamasidir. Ayrica tagiyici
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matriks yUzeylerinin minimum protein adsorpsiyonu gdstermesi kan uyumlu
implantlarin dizayninda oldukga 6nemlidir. Membran ylzeyinin hidrofilik 6zelliginin
arttirlmasi ile protein adsorpsiyonu azaltilabilmekte ve kan uyumluluk &zelligi
arttirilabilmektedir. Cesitli modifikasyon yontemleri ile uygun hidrofilik ve anti-fouling
yuzeylerinin olusturulmasi mumkiandir. Bu ydntemlerden anti-fauling o6zellikteki
monomerlerin, polimerik yapinin ylzeyine asilanmasi genis kullanim alani bulmustur.
Yuzeyinde PEO tasiyan polimerik desteklerin dlsuk protein adsorbsiyonu ve hicre
adezyonu 6zelligi sergiledigi belirlenmistir®®. PEQ’in yiiksek hidrofilik 6zelligi ve sulu
ortamda su molekdlleri ile organizasyonu sonucu protein adsorbsiyonuna karsi direng
gosterdigi dusunulmektedir. Bununla birlikte PEO’nun yapiya ilave edilmesiyle
polimerin yuzey geriliminde bir azalma beklenecegi de calismamizda g6z 6nunde

bulundurulmustur.

Han ve arkadasglari farkli molekuler agirlikta PEO ile asilanmig poliuretan
membranlari ile galismiglardir ve PEO zincir uzunlugundaki artis ile membran ylzey
hidrofilisitesinde ve hareketliliginde 6nemli derece bir artis ile biyouymlulugunun

arttigini bildirmislerdir®?),

Calismamizda, pHEMA ve p(HEMA-MMA) vyapisinda albumin ve PEG
varliginin tasiyici implant yluzeyine adsorplanan kan serum protein miktarlarinin inmal
edilebilir dizeyde oldugunu gosterdi (Cizelge 3.4). Elde edilen busonuglar literatirde
rapor edilen sonuglarla uyum saglamaktadir. PEG ile modifiye edilebilen tasiyici
implantlarin yapisinda bulunan PEG ilaglara veya lipitlere kovalent baglandiginda
olusan konjugant misel yapisi olusturulabilmektedir. Bu yol ile ilacin immunojenik
ozellikleri azalmakta, dolagsimda kalis suresi artarak dagilim hacmi kugulerek, ilacin
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yari dmrii uzadigi rapor edilmigtir®®.

Cizelge 3.4. pHEMA ve p(HEMA-MMA) yapisina adsorplanan serum protein

Miktarlari

pHEMA

p(HEMA-MMA)

Plazma proteinleri

HSA v-globulins
(ng/cm®)  (nglcm?)
362 201

204 137

Fibrinojen
(ng/cm?)

106
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3.3. insulin Hormonun Kontrollii Salimi

pHEMA ve p(HEMA-MMA) hidrojellerine ylklenen insulinin salimi, 21 gun

suresi

orneklerin analizi ile belirlenmistir. pHEMA ve p(HEMA-MMA) tasiyici implantlarindan

insulinin kiimalatif salim profili zamana bagli olarak galisiimis ve sirasi ile Sekil 3.7 ve

3.8’de verilmistir.

boyunca kontrolli salim sisteminde belirli

50

zaman araliklarinda alinan



10 -

Salinan insulin mg/mi

o 25 U/ml insulin

o 50 U/ml insulin A a A &
. i A A
A 75 U/ml Insulin AAAAA
A
A g 0 o
got
DI:I
gobd
o o O ©

Zaman (saat)

Sekil 3.7. pHEMA hidrojelinden insulinin salim porfili
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Sekil 3.8. pHEMA-MMA hidrojelinden insulinin salim porfili
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pHEMA ve p(HEMA-MMA) hidrojelleri icin zamana bagl kiumulatif salim

yuzdesi profilleri ise Sekil 3.9 ve 3.10’da sunulmustur. Bu tasiyici implantlara farkli

oranlarda yulklenilen insulinin salim periyodunun amaglandigi gibi uzun surede

gergeklesti.

100 -
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O 25 U/ml insulin
O 50 U/ml insulin
A 75 U/ml insulin

200
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300

Sekil: 3.9. pHEMA hidrojelinden yuklenen insulinin

kimulatif salim grafigi
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Sekil: 3.10. p(HEMA-MMA) hidrojelinden insulinin zamana kargi %

kimulatif salim grafigi

Salinim 6zelligini etkiledigi disunulen diger bir parametre ilag:polimer oranidir. Bu
calismada hazirlanan tasiyici implant hidrojel yapida olmasi insulinin destek
materyalinin icinden dis ortama difizyonunu kisitlayan bir engel yoktur. Salim
calismalarinda, yavas insulin saliminin, tasiyici implanttaki ilag: polimer oranina,

g6zeneksiz ylzey yapisina bagh oldugu goraldu.

Etken maddenin salim hizi ve profili, arastirmacilar tarafindan istenilen yuzey
0zellgine sahip tasiyici implant sistemlerinin sentezlenmesi ile mimkudn olmustur. Bu
dogrultuda, kisa surede veya daha uzun surede ilacin salimina olanak taniyan ¢ok
cesitli materyaller ile ¢calisiimistir. Kitosan ve turevleri, ve N-isopropilakrilamidin, vinil
pirolidon, butil akrilat, hidroksietilmetakrilat komonomerlerinin kullanildigi kompozit
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materyaller bu amag dogrultusunda kullanilmistir yaygin olarak
kullanilmaktadirlar’®®.  Coviello ve arkadaslari Scleroglucan matriksi ile
Theophylline (TPH) salinimi ¢alismiglardir ve 24 saat igerisinde %80’lik salinim
degerine ulasmislardir®. Frank ve arkadaslari poli(lactide-co-glycolide) (PLGA)
tasiyict matriksi sentezleyerek lidocaine salinimi gallgmlglardlr(%). 35 glnldk salinim

calismasi sonrasinda %100’ e yakin salinim degerine ulagmislardir.

insulinin kontrolll saliminda kullanilan pHEMA ve p(HEMA-MMA) tasiyici

implantlarinin salim profilinin zamanin karekoku ile degisimi Sekil 3. 11 ve 3.12 da

verilmigtir.
100 -~
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Sekil 3.11. pHEMA-MMA hidrojelinden insulin saliminin zamanin k

karekoku ile degisimi
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Sekil 3.12. p(HEMA-MMA) hidrojelinden insulin saliminin zamanin

karekoku ile degisimi

Salim mekanizmalari genellikle Fick difuzyon yasalari ile degerlendirilir.
Baglangigta etken madde tasyici implant igerisinde dagiimis ve ¢6zunmus olarak
bulunur. Kontrolll ilag salim sistemlerinde tasiyici implant olarak kullanilan polimerik
materyallerdeki etkili salim, sistemin sicakligina ve termodinamik davranigina bagh
olarak; Fick, Fick olmayan (anormal), Durum Il veya Super Durum Il ile karakterize
edilebilmektedir. Polimerik materyal igerisinden ¢oziiclu difiizyonu ile ayni anda fakat
ters yonde olusan etken madde salimi, Esitlik 2.10 esitligi ile ifade edilmektedir.
Esitlikteki n Ustelinin alabilecegi degerler ve bu degerlerle iligkili salim mekanizmalari

kontrolli salim sistemlerinin kinetik incelemesinde kullaniimaktadir.

insulin salim mekanizmasinin aydinlatiimasi amaci ile farkh salim kinetik
modelleri deneysel verilere wuygulandi ve salim kinetik modelini en iyi
tanimlayabilecek model arastirildi (Cizelge 3.5, 3.6). Biyouyumlu tasiyici implanttan
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insulinin kontrolli salim kinetiginin mekanizmasi, Korsmeyer-Peppas tarafindan
verilen yari logaritmik model kullanilarak degerlendirildi(”). insulinin kontrollii salim
sisteminde elde edilen deneysel veriler bu modele uygulanarak n degeri belirlendi ve
silindirik geometriye sahip pHEMA ve p(HEMA-MMA) hidrojeli igin elde edilen bu
degerler Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6'da verildi. Kontrolli ilag saliminda kullanilan
tasiyict implantlarin silindir geometrisine sahip oldugu salim sistemlerinde n
parametresinin aldigi degerlere gobre salim mekanizmalari belirlenmektedir. Bu
modele gore n parametresinin 0.45 olmasi Fick'in difizyon mekanizmasi ile, 0.45 -
0.89 araligindaki degerlere sahip olmasi Fick olmayan, 0.89’e esit olmasi Durum Il
(relaksasyonall) taginimina ve 0.89 dan buyuk olmasi durumunda ise super Durum |l

aktarim mekanizmalari ile tanimlanmaktadirlar®*49).

Calismamizda elde ettigimiz n ve k salim parametreleri degerlerinin birbiri ile
uyumlu oldugu gériildii. insulin hormonunun kontrollii saliminda kullaniimak Uizere
hazirlanan biouyumlu pHEMA ve p(HEMA-MMA) hidrojelleri igin sirasi ile 0.66-0.73
ve 0.6-0.81 arasinda hesaplanan n parametresi degerleri salim sisteminin kinetiginin
Fick olmayan taginim mekanizmasi ile ifade edilebilecegini ve insulin salim hizinin
zamana bagl oldugunu gostermigstir (Cizelge 3.5 ve 3.6). Bir diger salim parametresi
k tasiyict implantin yapisi ve geometrik karakteristigi ile ilgili bir sabittir. Kiguk k
degerleri insulin hormonunun saliminin yavag oldugunu gostermektedir. pHEMA ve
p(HEMA-MMA) biyouyumlu hidrojellerden salinan insulinin salim profilinin sifirinci-
derece kinetik ve Higuchi modeli ile de uygunugu arastirildi ve hesaplanan model

parametreleri Cizelge 3.5 ve 3.6'da verildi.
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Cizelge 3.5. pHEMA hidrojelinden insulinin salim kinetigi ve belirlenen salim
parametreleri

Salim kinetik modeli

insulin Kuvvet Yasasi Sifirinci-derece Higuchi Modeli
dozu ko x 107 n R® kox10® R*  kyx10% R?
(U/mil)
25 1.73 0.73 0.989 0.97 0.994 4.76 0.982
50 2.39 0.66 0.997 1.88 0.990 9.54 0.990
75 2.32 0.71 0.996 2.98 0.970 15.70 0.994

Cizelge 3.6. p(HEMA-MMA) hidrojelinden insulinin salim kinetigi ve belirlenen salim
parametreleri

Salim kinetik modeli

insulin Kuvvet Yasasi Sifirinci-derece Higuchi Modeli
dozu ko x 107 n R®  kox10® R® kyx10® R®
(U/ml)
25 0.35 0.81 0.984 0.42 0.952 3.67 0.984
50 1.38 0.69 0.989 0.78 0.954 6.81 0.992
75 2.55 0.60 0.991 1.06 0.920 9.69 0.996
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4. SONUG

Kontrolli salim sistemlerini hazirlamakta kullanilan biyomalzemeler, dogal
veya sentetik olarak elde edilebilen polimerik molekullerdir ve sayilari gun gectikce
artmaktadir. Dogal malzemelerin ylzeyi farkli aktivasyon ve/veya modifikasyon
yontemleri kullanilarak degistirilebilir ve bu yolla, hedef molekilin salim hizi istenilen
duzeyde tutularak kontrol edilebilir. Bu sistemlerin ilk ornekleri olan kapli tablet,
kapsul ve kureciklerden, mikroparcacikli tasiyici implanta kadar ¢ok fazla segenegin
bulundugu calismalarda amag, tum etkin madde uygulamalarinin biyomalzemelerle

kontrolli olarak yapilabilmesidir.

Kontrolli salim sistemlerinde etkin madde 6zellikleri, ilacin verilis bigimi, hedef
bblge, tedavinin siresi, hastaligin ve hastanin durumu, tasiyici implant sistem
tasariminda dikkate alinmasi gereken olgltlerdir. insulin yarim yizyildir Gzerinde
surekli galigilan bir ilag ve deri altina igne ile uygulama gesitlerinin yanisira; yamalar,
pompalar ve Ozellikle de agiz yolu ile uygulandigi bigimler agisindan ¢ok yonlu
arastirlmistir. Yakin gelecekte ise agiz yolu ile uygulanan insulinlerin kullaniimasi
hedeflenmektedir. Bu uygulmalara ek olarak insulin hormonunun polimerik tasiyici
implantlara yuklenerek kontroll salim sistemi olusturulmasi yolu ile cerrahi

yontemlerle deri altina veya dokulara yerlestiriimesi ¢alismalari da 6nem kazanmigtir.

Calismamizda bu o6zellikleri tasimasi hedeflenen hidrojel yapidaki pHEMA
temelli kompozit membranlari, UV fotopolimerizasyon yontemi ile sentezlendi. Bu
yeni sentezlenen kompozit membranin; i) yeterli mekanik glice sahip olmasi, biyolojik
ve kimyasal degredasyona karsi direngli olmasi, ii) istenilen ylzey yapisinda ve
g6zenekliligi istenilen dizeyde hazirlanmaya uygun olmasi, iii) kompozit materyalin
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hazirlanmasi asamasinda ilacin aktivitesinde herhangi bir kayip veya azlamaya
maruz kalmadan yUklenebilmesi ve tasiyici sistemde ilag dozunun istenilen dizeyde
ayarlanabilir olmasi, iv) hidrofilik bir yapi sergilemesi bu tasiyici sistemin kontrollG

ilag salim alaninda kullaniimasindaki sundugu UstUnlukler olarak disunulmektedir.

Temas agisi Olgumleri biyomateryal ylzeyinin karakterizasyonunda kullanilan
parametrelerden biridir. Destek materyalinin hidrofobisitesi, ylizey 6zelliklerine bagli
olarak degisir. Kompozit membranlarin hidrofobik ve polar karakterleri yuzey gerilimi
bilinen farkli test sivilarinin kullanildigi temas agisi olgumleri ile belirlenir. Bu
dogrultuda, biyomateryallerin mikrogevreleri ile etkilesimi hakkindaki 6nemli sonuglar
Islanabilirlik  ozellikleri arastirilarak belirlenebildiginden, g¢alismamizda, tasiyici
implant ylzey polaritesinin belirlenmesi i¢in temas agisi dlgumleri gergeklestirilmistir.
Islatma giiciniin degisimi, ylizey tabakasi kalinigindaki (en az 10A) ve sivi fazla
dogrudan temasindaki, fonksiyonel gruplarin etkisini yansittigindan yuzey
karakteristiklerine, oldukga fazla hassastir. Su, gliserol ve diiyodometan (DIM) test

sivilari kullanilarak kompozit membranlarin temas acilari dlgumleri yapiimistir.

Bu calismanin amaci; azami 28 gun bazal insulin salimini gergeklestirecek
suirekli bir sistem tasarlamakti. insulinin en biiyiik fonksiyonu, hiperglisemiyi olusturan
hormonun birtakim planlanmis eylemlerine karsi koyarak kan glukoz seviyesini
dusurmektir. Genelde pek c¢ok hiperglisemik hormonun insulin ile birlikte dizenli
sekilde ¢alisamamasindan dolayi, siddetli hiperglisemi ve yagsam suresinin kisalmasi

gibi olaylar ortaya ¢ikmaktadir.

Cozucu transferi ile sisebilen hidrojellerde sisme davranigi arastirildi ve

polimer/kopolimer ile kopolimer/ilag etkilesimlerini azaltti§i bulundu. implantasyon
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yapilan polimer silindirlerinin porsuz yuzey yapilarinin SEM géruntasu ¢ikarildi.
pHEMA ve p(HEMA-MMA) sirasiyla 21 ve 17 saatte suyu yapisina gegirerek
dengeye ulasti. Silindir membran kalinhdr ve yogunlugu sirasiyla 2,63 mm ve 1,06 g
cm™ olarak bulundu. Insulinin i farkli dozunun (25, 50 and 75 U/ml) salim kinetikleri,
fizyolojik fosfat tamponu (PBS, pH 7.4) iginde surekli akis salim sistemi ile
degerlendirildi ve spektrofotometrik metod ile 280 nm dalga boyunda polimerik
silindirlerinden insulin salim miktar1 tayin edildi. Silindirlerden insulinin saliminin
sifirinci derece salim kinetikleri gézlendi. insulinin in vitro salimi ilk olarak atak
gOstermemis ve azami 28 glin boyunca sabit salim orani goéstermistir. Sonug olarak
biz bu formulasyonlarin doért hafta Gzerinde bazal insulin seviyesi i¢in basariyla
uygulanabilecegini gosterdik. Bu sonuglar, kolay sterilizasyonu ve ilag ylUklemeyi,
numune dozunun ayarlanmasi, sistemin biyolojikuyumu ve organik ¢ozuculerin

kullaniimamasi gibi pek ¢ok farkli avantaji sagladigini gostermektedir.

Ucuz ve surekli kullanimi olan polimerik salim sistemlerinin gelistiriimesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu dogrultuda gelistirdigimiz bu biyouyumlu tasiyici implantin,
dusuk biyouyumluluk yaratan kan proteinlerine ve hucrelerine kargi olan yuksek
adezyon olumsuzlugunu giderme Ozelligine sahip olmasi bu alanda basar ile

kullanilabilecegini gostermistir.
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