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OZET

PROTEIN KONJUGASYONU - YENI BiR FORMULASYON
CALISMASI

Peptit, protein gibi biyolojik molekiiller, hastaliklarin iyilestirilmesinde
olduk¢a fazla kullanilmaktadir. Basing Olgekli inhalerler, ila¢ aktif maddelerinin
akcigerler vasitastyla kan dolagimina taginmasinda kullanilan etkileyici bir cihazdir.
llag partikiillerinin dispers olmasini sagladigindan, bu tip cihazlarda ugucu ¢éziicii
sistemi ¢ok &nemlidir. Ilag endiistrisi genellikle kloroflorokarbon ¢oziiciilerini
kullanmaktadir. Ancak; bu ¢oziiciiler ozon tabakasina zarar verdiginden, bunlarin
yerine klor igermeyen, ¢evre dostu ¢oziicliler arastirilmaktadir. Bu tez ¢aligmasinda,
model ¢oziici olarak 2H,3H-perfloropentan ve model protein olarak tripsin
kullanildi. Basing olgekli inhalerlerin formiilasyonlarinda eksipiyan olarak kulla-
nilan polietilen glikol, polipropilen glikol ve polietilen oksit-polipropilen oksit-
polietilen oksit blok kopolimerinin, 2H,3H-perfloropentan igindeki faz davranislari
incelendi. Monometil veya dimetil polietilen glikol, dihidroksil polietilen glikol’e
nazaran daha fazla ¢oziindii. Dolayisiyla polimerin ¢oziniirliigii, sahip oldugu
fonksiyonel grup ile ¢oziicli arasindaki etkilesime baghdir. 2H,3H-perfloropentan
icinde ¢Oziinmeyen tripsin, ¢ozlinlirliigiiniin arttiritlmasi i¢in monometil polietilen
glikol 500, polipropilen glikol 1000 ve polietilen oksit-polipropilen oksit-polietilen
oksit blok kopolimeri 1100 ile konjiige edildi. Bu polimerler, tripsinin amin gruplari
ile reaksiyona girebilmesi i¢in, Oncelikle N,N'-karbonildiimidazol kullanilarak
reaktif hale getirildi. Elde edilen modifiye tripsinlerin, model ¢oziici 2H,3H-
perfloropentan icinde, farkli sicakliklardaki ¢oziiniirliik davranisi incelendi. Biitiin
sicakliklarda bulanik olan orneklerin UV spektrofotometresiyle kantitatif analizi
yapildi. 4°C’de daha fazla ¢Oziindiigli saptandi. Ayrica bu tez ¢alismasinda
poli(amidoamin) dendrimerlerin polietilen glikol ile konjligasyonu da c¢alisildi.
Poli(amidoamin) dendrimerler gen terapisinde olduk¢a yaygin kullanilmaktadir.
Yine 2H,3H-perfloropentan iginde ¢oziinmeyen poli(amidoamin) dendrimerleri,
sentezlenen reaktif monometil polietilen glikol ile %50 ve %100 oraninda modifiye

edildi ve %100 modifiye olan poli(amidoamin)’in ¢éziiniirliigii arttirildi.

Eyliil, 2010 Filiz OZYUREK



ABSTRACT

PROTEIN CONJUGATION - A NEW FORMULATION
STRATEGY

Biological molecules such as peptide and protein has been used for the
treatment of diseases. Pressure metered dose inhalers are the devices to send the
active molecules to the blood stream via lungs attractively. Volatile propellant is
very important as it provides to disperse medicine particles. The propellant used in
these devices is chlorofluorocarbons. However, they are known to cause to ozone
depletion, drug companies are trying to replace them with more environmentally
friendly fluorinated solvents. In this project, 2H,3H-perfluoropentane as model
propellant and trypsin as model protein were used. The phase behaviors of
polyethylene glycol, polypropylene glycol ve polyethylene oxide-polypropylene
oxide-polyethylene oxide block copolymer which are used as exipients in pressure
metered dose inhalers, in 2H,3H-perfluoropentane were investigated. Monomethyl
and dimethyl polyethylene glycols were more soluble than dihydroxyl polyethylene
glycol. Therefore, the solubility is dependant on the functional group-solvent
interaction. Unsoluble trypsin in 2H,3H-perfluoropentane, was conjugated by
monomethyl polyethylene glycol 500, polypropylene glycol 1000 ve polyethylene
oxide-polypropylene oxide-polyethylene oxide block copolymer 1100, to improve
its solubility. Polymers were firstly activated using N,N-carbonyldiimidazole in
order to react with the amine groups of trypsin. The solubility behaviors of modified
trypsins at different temperatures were obtained. Quantitative analysis of modified
trypsin solutions having cloudy apperance by UV spectrophotometer was made.
They were more soluble at 4°C. Also 50% and 100% conjugation of
poly(amidoamine) dendrimers which are widely used for gene therapy, by
polyethylene glycol was studied. Unsoluble poly(amidoamine) dendrimers in

2H,3H-perfluoropentane became soluble when 100% conjugation was performed.

September, 2010 Filiz OZYUREK
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SEMBOLLER
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F : Flor
H : Hidrojen
0, : Oksijen
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KISALTMALAR

CDI : N,N'-karbonildiimidazol
CFC : Kloroflorokarbon

DH PEG : Dihidroksil polietilen glikol
DM PEG : Dimetil polietilen glikol

DMSO : Dimetil siilfoksit
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BOLUM I

GIRIS ve AMAC

I.1. POLIMER TERAPOTIKLER

Etkili ila¢ saliim sistemleri son yillarda biiyiik dnem kazanmustir. Ilag salinim
teknolojisinin inanilmaz derecede biiylimesinin ana sebebi, giiniimiizdeki terapiler
tizerinde elde edilecek biiylik basarilarin piyasada var olan ve heniiz kesfedilmemis
ilaglarin gelistirilmis salinimi sayesinde olusacagi beklentisidir. Bu gereklilik, ilag
molekiillerinin viicut i¢erisinde biyolojik roliinii uygulayabilmesi i¢in hedef bolgeye
ulagsmadan Once agmasi gereken biiyiik bariyerlerden dolay: ortaya ¢ikmaktadir. Ek
olarak, salinim sistemleri ¢Oziiniirlik ve kararlilik gibi ilacin karakteristik fiziksel
ozellikleri ile baglantili problemleri diizeltebilir. Sonug olarak, ila¢ salinim ve hedef
ilag sistemleri yeni ilag terapilerinin gelistirilmesi ile biiyiik etki yaratacagindan bu
teknolojiler halen gelistirilme agamasindadir [1].

Ilag ve polimer konjugasyonlar1 ve diger polimerik tasiyici sistemleri toplu
olarak polimer terapotik olarak adlandirilmaktadir. Polimer terapoétikler ilacin
polimere kovalent baglarla bagli oldugu polimer-ila¢ konjugasyonlari, polimer-
protein konjugasyonlar1 [2], polimerik miseller ve virlissiiz tasima olarak
gelistirilmekte olan polimerik ilaglar ve polimer-biyopolimer komplekslerini
kapsamaktadir (Sekil I.1). Biitiin siniflar ilag, protein ya da gen salinimi i¢in fiziksel
tasiyici olarak, Onilaglarin bileseni olarak, tipta ¢ok 6nemli olan biyopolimerlerin
kompleksleri ya da konjugasyonlar1 olarak ya da tek basina direk terapotik olarak
suda ¢oziinebilen, spesifik bir polimer kullanir [3].

Endiistrinin bakis acisina gore, nano boyuttaki ilaglar, kimyasal konjiigasyona
gerek kalmadan kolayca ¢6ziinebilen ve salinimi yapilabilen, geleneksel ila¢ salinim
sistemleri ve formiilasyonlarindan daha yeni, gelisime ag¢ik bir kimyasal alan
olusturmaktadir [4]. Polimer terapétikler diger makromolekiillerle (proteinler, anti-
korlar, oligoniikleotidler) ve bagisiklik kazandiran konjiigasyon iiriinleri de dahil
olmak iizere makromolekiiler onilaglar ile bir¢cok 6zelliklerini paylasirlar. Molekiil

agirligina bagl olarak sentetik kimyanin ¢ok yonliiliigii ya da laboratuarda sentez-



lenen maddelerin biyolojik acidan roliinii yine yerine getirebilmesi biiyiik bir
avantajdir [3].
Kanser, iltihap ve enfeksiyon hastaliklar1 gibi bircok alanda yeni adimlar

atilabilmesi icin terapotik indeksin gelistirilmesi dncelikli agamadir [2].
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Sekil I.1. Polimer Terapdtikler a) Polimerik flaglar b) Polimer-Biyopolimer

Kompleksleri c) Polimer-Protein Terapétikler d) Polimerik Miseller

1.1.1. Protein-Polimer Terapotikler

Rekombinan DNA ve monoklonal antikor teknolojisi, biyolojide yeni devrim
yaratmistir ve peptit, protein ve antikor igeren ilaglarin sayisinin artmasini
saglamistir [3].

Oligopeptit ve proteinlerin kullanimlarinda, 6zellikle in-vivo ortamda hedef
bolgeye ulasirken, bu molekiillerin kararsizliklar: yiiziinden dikkate deger zorluklar
vardir. Peptit ve proteinlerin konjiigasyonu, biyomolekiilii peptidaz enzimlerinden
ve viicudun bagisiklik sisteminden korumak i¢in ¢ok etkili bir yontemdir. Polietilen
glikol (PEG), farmasétik ve formiilasyon kimyasinda biyolojik agidan uyumlu bir
polimer olarak oldukg¢a fazla kullanilmaktadir ve ayrica protein ve biyopolimer

konjiigasyon uygulamalarinda 6nemi gittik¢e artmaktadir [5].



Terapotik peptit, protein ve antikorlarin konjiigasyonu, biyopolimerlerin viicut
icinde kalis zamanin arttirir, toksikligi ve immiinojenisiteyi azaltir ve dnemli 6lgiide
¢coziinlirliik ve kararliligr arttirir. Bu yolda, daha aktif biyofarmasotik bilesenler
hazirlanabilir ve zaten suanda bir¢ok PEG ile modifiye edilmis farmasotik maddeler

gelistirilme agsamasindadir [5].

1.2. AMAC

Biyolojik {irtinler (peptit, protein ve DNA bazli terapdtikler), insanlardaki
hastaliklarin iyilestirilmesinde ve yine bu hastaliklardan korunma amagh oldukga
yaygin kullanilmaktadir.

Akcigerler yolu ile ilag salimimi, yillardir astim ve kronik akciger
hastaliklarinin tedavisinde etkilidir ve basing Olgekli doz inhalerlerin (pMDI)
kullanimi, aktif molekiillerin kan dolasimina gonderilebilmesi i¢in ilgi ¢ekici bir
yontemdir. pMDTI’lar, belli dozdaki terapotik formiilasyonun viicuda alinmasina
yardimer olan, elle tutulur, kapali cihazlardir. Ilag partikiilleri inhalerin i¢indeki
stvilastirilmis ¢oziicli i¢inde dagitilmistir.  Giliniimiizde, bu tiir cihazlarda ¢oziicii
olarak, tipik kloroflorokarbonlar (CFC) kullanilmaktadir. Ancak, CFC’larin ozon
tabakasina verdikleri zarardan dolayi, farmasotik endiistri, bu ¢oziiciilerin yerine
daha ¢ok ¢evre dostu florlu ¢oziiciiler kullanmaya ¢aligmaktadir.

Florlu ¢ozeltilerde yapilan bu degisim, beraberinde ¢oziilmesi gereken bazi
problemler getirmektedir ve farmasotik endiistri, ila¢ etkinligini arttirmak, yan
etkileri azaltmak, diizenli doz alimini saglamak, kullanim kolayligini1 arttirmak ve
proteinlerin bu tiir florlu solventlerdeki ¢Oziiniirliglinii arttirmak gibi bazi
problemlerin iistesinden gelmeye ¢aligmaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, model ¢oziicti olarak 2H,3H-perfloropentan (HPFP) ve
model protein olarak tripsin kullanildi. Tripsin HPFP i¢inde ¢6ziinmemektedir ve
¢Oziintirliiglini arttirmak icin polietilen glikol, polipropilen glikol ve etilen oksit-
propilen oksit-etilen oksit blok kopolimeri ile konjiige edildi. Polimerler 6nce N,N-
karbonildiimidazol (CDI) kullanilarak aktiflestirildi ve daha sonra amin gruplar
tizerinden tripsine baglandi.

Ayrica, gen terapisinde genis Olciide kullanilan poli(amidoamin) dendrimerler
de, HPFP’deki ¢oziintirliiklerinin arttirilmasi i¢in polietilen glikol ile modifiye

edildi.



BOLUM II

GENEL BiLGILER

I.1. AKCiGERLER YOLU iLE iLAC SALINIMI

Ilag salmim teknolojisi siirekli yaris halinde ve hizl1 gelisen bir alana sahiptir
[6]. Biyoteknolojinin bir hayli ilerlemesi ve insan genomunun son dizilimi ile bir-
likte protein salinim metodlarinin daha fazla gelistirilmesi istegi, sirketlerin salinim
yontemleri lizerine odaklanmasina sebep olmus ve bir siirii yeni teknoloji ortaya
cikmustir [7].

Ilaglar viicuda “lokal” (6rnek: krem ve merhemler), “oral” (6rnek: tabletler) ya
da “parenteral” (6rnek: enjeksiyon) gibi cesitli yollarla gonderilebilmektedir.
Biitiin durumlarda, aktif farmasoétik bilesenlerin 6nce kan dolagimini gegerek tedavi
gerektiren bolgelere ulagsmalar1 gerekmektedir [8].

Son yillarda, akcigerler {lizerinden viicuda gonderilen terapdtik makro-
molekiillerin emilmesi biiyliik dikkat ¢ekmektedir [9] ve bu metod ila¢ salinim
sistemleri arasinda hizli bir sekilde biliyliyen yeni bir alana sahip olmustur [10].
Akcigerler yolu ile ila¢ salinimi, solunum yolu hastaliklarin1 tedavi etmek ve bu tiir
hastaliklardan korunmak, tedavi amacl viicudun ilaglari absorplamasi ya da diger
hastaliklardan korunmak icin ilaglarin solunum ile ilgili bdlgeye tasimmmasini
igcermektedir [11].

Terapotik ilaglarin akcigerler vasitastyla viicut dolagimina gonderilmesi, gesitli
ila¢ uygulamalarina biiyiik olanak saglamaktadir. Peptit, protein ya da kii¢iik mole-
kiillerin (6rnek: antibiyotik) viicuda alinmasi ile radyoterapi ve tiimor, gen, AIDS
gibi 6nemli rahatsizliklarin tedavisi miimkiin olabilmektedir [12]. Ozellikle de
bronglar igerisindeki hastalikli bolgelerin tedavisinde bu yontem yillardir kulla-
nilmaktadir. Terapdtik ajanlarin daha c¢ok hastalikli bolgelere gonderilip, diger
organlara dagitilmasinin az oldugu kesfedildiginden beri, bu metod ilag terapisi i¢in
miikemmel bir 6rnek olusturmaktadir. Bundan dolayi, ilaglar, oral yola nazaran
inhalasyon (soluma, i¢ine ¢ekme) yontemi ile viicuda gonderildiginde, akciger

hastaliklarinin tedavisi i¢in daha verimli bir terap6tik indeks elde edilebilir [13].



Yapilan bir¢cok c¢alismada, yiizey aktif madde kullanilmadan, akcigerlerin,

diger uygulama yontemleri ile karsilastirildiginda, biyolojik agidan biiyiik dlgiide

daha iyi uyum sagladigi goriilmektedir [14].
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Sekil 11.1. Solunum Yolu Organlari

11.1.1. Akciger Yolu ile ilag Salinimima Dikkat Ceken Sebepler

e Gelismekte olan terapotik peptit ve proteinlerin sayisinin artmasi ve oral
yolla ilag salinim ydnteminin zorluklar [15].

e Akcigerler tarafindan ilaglarin emilme hizi, gelismis bir farmakokinetik
profil olusturmaktadir [15]. Kiiciik molekiiller, ilaglarin direk damar igine
verilmesinin diginda diger yontemlere gore, akcigerler tarafindan ¢ok hizli
bir sekilde emilip biiyiik kan dolasimina gonderilebilmektedir [12, 16].

e Akciger hastaliklarinin tedavisinde kullanilan ilaclara giin gectikge daha
cok 1lgi gosterilmesi [15].

e Genis alveoler yiizey alan1 [7, 9]. Akcigerler mese agacina benzetilir.
Birincisi, mese agacinin dallar ile benzer, “solunum yolu” (nefes borusu,
bronslar ve bronscuklar), ikincisi mese agacinin yapraklari ile benzer olan

“alveoller” (CO; ve Oz’nin yer degistirdigi alan) olmak iizere iki



fonksiyonel kisimdan olusmaktadir [14, 17]. Bir insan akcigeri yaklagik
2300km solunum yolu ile 500 milyon alveole [17, 18] ve havanin tek bir
nefes aligta ulasabilecegi 100m? gibi oldukg¢a genis bir emici alana sahiptir.
Cesitli molekiiller, akcigerler vasitasi ile etkili bir sekilde emilip biiylik kan
dolagimina gonderilebilirler [19].

e Akcigerlerin ince epitelyum tabakasi [9]. Ilaclarin kan dolasimma difiiz-
lenmesini kolaylastirir [11]. Nefes yoluyla viicuda ¢ekilmis ilaglarin emil-
mesinde Onemli bir tabaka olan epitelyum, soluk borusunda 50-60um
kalinliktadir; ancak alveollerde bu kalinlik 0.2pm’ye kadar asir1 derecede
azalir [12]. Akcigerler, molekiillerin viicuda diger alinma yerlerine goére
daha fazla gecirgendir. Bazi umut verici terapotik ajanlar (peptit ve
proteinler) enjeksiyon yerine inhalasyon teknigi ile epitelyumdan
kolaylikla kan dolagimina gegebilirler. Akcigerler kiiciik molekiillerin
viicut dolagimina karigabilmesi icin mide ve bagirsaklardan bile daha
gecirgendir [20].

e Brons ve bronscuklarin genis damarlanmasi [9].

e Diger uygulama yontemlerine gore akcigerlerin proteolitik (proteinleri
parcalayic1) aktivitesi daha diisiiktiir [9]. Ayrica bu ilaglar pargalayici
enzimler mide, bagirsak ve karacigere oranla daha disiiktir. Boylece
metabolizma enzimlerine karsi dayaniksiz olan bolgesel ilaglarin
degredasyonu akcigerlerde daha azdir ve salinimi oldukga etkili bir sekilde
gerceklestirilir.  Bu durum, peptit ve protein iceren ilaglarin kolaylikla
viicuda alinmasini miimkiin kilar [21].

e Cok fazla aerosoliin bir seferde dagilabilmesi (bir dozaj yiliz milyon
partikiil icerir) [16].

e Biyolojik agidan daha uyumlu bir ilag uygulama metodudur. Bu ger¢ekten

de peptit ve proteinlerin salinimi i¢in dogrulanmstir [12].

I1.2. ILAC SALINIM CIHAZLARI

Akcigerler yolu ile ilag salinimi, astim, kronik obstriiktif akciger hastaliklari
ve kistik fibroz gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilan 6nemli bir arastirma alanina
sahiptir. Inhalasyon, hedef noktaya ulasabilmeleri igin ilaglara direk giris olanagi

saglar [22].



Herhangi bir ilacin inhalasyon teknigi ile akcigerlere gonderilebilmesi igin,
acrosol olarak hazirlanmasi gerekmektedir [11]. Farmasotik aerosoller tipik olarak
iki sekildedir:

o {lag ¢ozelti icindedir.

e Ya da ilacin uygun bir inert ¢dziicii ve silispansiyon ajani ile karistirildig

stispansiyon halindedir [21].

Oldukea etkili bir ila¢ salinimi elde edebilmek i¢in, aerosol olusum prosesi
kontrol edilmelidir ki béylece bilinen konsantrasyonda ilag i¢eren partikiil bulutu ya
da damlacig1 hasta tarafindan viicuda alinabilsin [23].

Farmasotik aerosoller, saglik {izerine ¢ok Onemli bir rol oynamaktadir ve
yillardir milyonlarca insan tarafindan kullanilmaktadir. Bu {iriinler basing olgekli
doz inhaler (pMDI), kuru toz inhaler (DPI) ve nebiilizatorleri kapsamaktadir.
Teknolojinin siiregelen ilerlemesi, kullanim kolayligi ve akcigerler yolu ile ilag
salmmminin enjeksiyondan daha ¢ok tercih edilmesi, son yillarda farmasdtik

aerosollere olan ilgiyi arttirmistir [24].

11.2.1. Nebiilizatorler

Nebiilizatorler genellikle biiyiik miktardaki siispansiyonlarin  veya ilag
¢ozeltilerinin inhalasyon teknigi ile tasinmasina yardimer olur ve daha cok MDI ve
DPI i¢in kolayca formiile edilemeyen ilaglar i¢in kullanilmaktadir. Hem MDI hem
de DPI tarafindan salinamayacak kadar biiyiik terapotik dozdaki protein gibi ilaglar
icin kullanilir [11] ve ayrica bebekler, yash ve kritik durumdaki hastalar i¢in
kullanilmaktadir [22]. Bu tiir cihazlar genis Ol¢lide hastanelerde ve evde gézetim
gerektiren terapilerde uygulanmaktadir [25].

Nebiilizator ile ilag i¢eren sulu ¢ozeltilerin akcigerlere gonderilmesi geleneksel
bir ila¢ salinim sistemidir; ¢linkii bu cihazlar alveoler bolgeye ulasabilecek kadar
kiigiik damlaciklar tiretebilirler. Ancak damlacik boyutu, salinim esnasinda nebiili-
zatorliin icindeki c¢ozeltinin sicakliginda ve konsantrasyonunda meydana gelen
herhangi bir degisiklikten etkilenebilir [26].

Nebiilizatorlerin elle tutulabilen iki ana tipi vardir. Hava piiskiirtmeli ya da
jet nebiilizatorler en ucuzlaridir ve daha ¢ok klinik olarak kullanilirlar, halbu ki
ultrasonik nebiilizatorler, siispansiyon saliimindaki yetersizligini de igeren bazi

sebeplerden dolay1 son zamanlarda kullanimdan kalkmustir [23].



11.2.2. Kuru Toz Inhalerler (DPI)

Kuru toz inhalerler (DPI) ilaglarin partikiil bulutu seklinde solundugu aerosol
sistemlerdir [11] ve akcigerler yolu ile ilag salinimi teknolojisinde Snemli bir
ilerlemeyi temsil eder. Piyasada ya da heniiz gelisme asamasinda olan birgok cesit
DPI mevcuttur [27].

Kuru toz inhaler formulasyonu hem toz akimina yardimci olmak {izere biiyiik
partikiil boyutlu eksipiyanla (ya da seyreltici ajan; ornek: laktoz) karistirilmis ilag
seklinde hem de sadece ilag icerek sekilde olabilir [22, 23]. Bu tiir inhalerler aslinda
basing dlgekli inhalerlerin (pMDI) koordinasyon ve kloroflorokarbon (CFC) ¢oziicii
problemlerinden kaginmak amaciyla gelistirilmigtir. DPI’lar herhangi bir ¢oziiciiye,

spesifik olarak klorofluorokarbonlara, gereksinim duymazlar [22].

11.2.3 Basing Olgekli inhalerler (pMDI)

Basing 6lgekli inhalerler (pMDI), inhalasyon terapi uygulamalarina yillar
boyunca onderlik etmistir. Kullanim kolayligi, oldukca fazla giivenilir olmasi, kesin
dogru 6l¢eklendirilme performansi, ucuz olmasi ve uzun raf émrii gibi bir¢ok tercih
edilebilir o6zellikleriyle beraber bu g¢esit inhaler grubu, astim hastaliklarinin
%90’indan fazlasinda tedavi amacgli kullanilmaktadir [27, 28]. Basing o0lgekli
inhalerler, aktif molekiillerin akcigerler vasitasiyla kan dolasimina taginmasi i¢in ilgi
cekici bir secenek olarak goriilmektedir. Ancak, aktif maddenin ugucu bir ¢oziici
icinde dagitilmasi gerektiginden formulasyon konusu hayli dnemlidir [29].

Ayni zamanda aerosol inhaler ya da sprey olarak da bilinen basing olcekli
inhaler, ilaclarin direk olarak akcigerlere tasinmasina yardimci olan bir alettir. Dort
ana bilesenden olusmaktadir (Sekil 11.2). Ilac ¢ozeltisi ya da siispansiyonunu iceren
metal kutu, agizlig1 bulunan yine plastik bir kutu icine yerlestirilmistir. Metal kutu
asagl dogru bastirildiginda, vana ilact dlgeklendirilmis dozda duman bulutu haline
getirir. Bu, agizlik yardimiyla akcigerlerin i¢ine solunur. Inhaler kullanilmasiyla
ilag gerekli oldugu bolgeye yani akcigerlere direk olarak gonderilir [30].

Basing¢ 6l¢ekli inhalerler, ila¢ saliniminin en basit ve ilk 6rneklerinden biridir
ve astim tedavisinde kullanilmak {izere bolgesel olarak uygulanan aerosol salinim
cithaz1 olarak gelistirilmistir. Bu akciger yolu ile ila¢ salinimi, agiz yoluyla alinan
dozajdan Onemli derecede az ancak yeterli miktarda ilacin viicuda girmesine
yardimci olur. Bu oldukga azaltilmis ilag seviyesi, beraberinde negatif yan etkileri

de azaltir. Astim hastaliklarinin iyilestirilmesine odaklanildiktan sonra, inhalasyon



ilag salinim teknigi, astim disindaki akciger hastaliklarina da (COPD, kistik fibroz,
enfeksiyonlar, kanser vb) uygulamak i¢in gelistirilmistir. Gergekten, inhalasyon ilag
salimim yontemi, hizli bir baslangi¢c (6rnek: acinin azaltilmasi) veya ilk metabolik
enzimlerle karsilasmamasini gerektiren (6rnek: protein, peptit, niikleotid ve diger
hassas molekiillerin salinimi) viicut terapileri i¢in ekjeksiyonun yerini alabilecek her

derde deva seklinde diisiiniilmektedir [31].

Metal kutu . ll

61(;ekli vana

Plastik agazhk

Sekil I1.2. Basing Olgekli Inhaler ve Bilesenleri

11.2.3.1. Basing Olgekli inhalerlerin Formiilasyonu

Basing 6l¢ekli inhalerler kompakt, kapali ilag salinim sistemleridir ve baslica
asagidaki bilesenlerden olugmaktadir:

e Aktifilag

o (oziici

e Eksipiyan (katki maddesi)

e Yiizey aktif madde (veya es-¢Oziicii)

e Olgii vanasini kayganlastirici madde

Bu isi yiiriitmek i¢in iki ¢esit formiilasyon mevcuttur. Birincisi ilacin etanol
gibi ugucu olmayan bir solvent yardimiyla ¢oziindiigii “cozelti tipi pMDI dir.
Ikincisi de ¢oziinmemis ilag partikiillerinin bir ¢dziicii icinde dagitildig
“stispansiyon tipi pMDI”dir [32].

Coziicti sistemi pMDI formiilasyonunda ana maddeyi temsil eder, ilag ve diger
katki maddeleri i¢in ¢oziicli ve dispersiyon ortami olarak gdrev yapar ve ayni
zamanda ila¢ karisimi 6l¢li vanasindan yayilirken aerosol bulutu olusturmak igin

gerekli enerjiyi saglamaktadir [33]. Bu ¢oziiciiler, ¢6zelti ya da siispansiyon olarak



formiile edilmis ilag ile uyumlu olmalidir, zehirli ve yanici olmamalidir ve uygun bir
ucuculuk ve yogunluga sahip olmalidir [8]. Diger bilesenler ise yayilan partikiillerin
boyutunu ayarlamakta gorevlidir [32].

Siispansiyon seklindeki basing 6lg¢ekli inhaler tipinde, ilag ¢oziicii i¢cinde kismi
olarak ¢oOzlinmemistir ve bundan dolay1 ilag partikiilleri metal kutu icinde asili
durumdadir. Ila¢ aktif maddesinin kendisi, ¢dziinmiis haline oranla genellikle kati
halde kimyasal olarak daha kararlidir, ancak kararli mikrokristalin siispansiyon elde
edebilmek ve dispersiyonun siirekli olmasii saglamak biraz zordur. Ozellikle,
siispansiyon pMDUI’lar i¢in, asili konumdaki ilag¢ partikiillerinin yiizeyler arasi
kimyasi, bu gibi durumlarda egemen olan bir faktordiir. Partikiilleri, biyolojik
olarak tercih edilen aerodinamik boyutta (1-5 mikron) dagitabilmek i¢in yiizey aktif
maddelere gereksinim duyulur [24].

Hidrofloroalkanlara (HFA) dayali basing 6lgekli inhalerleri (pMDI) daha fazla
gelistirmek ve kapasitelerini arttirmak i¢in ortaya atilan bir yaklasim en diisiik
miktardaki es-¢oziicii ile bile islev gorebilecek yetenege sahip eksipiyanlart (katki
maddelerini) ve dolayisiyla yeniden formiilasyon gelistirmektir. Bu eksipiyanlari
tasarlayabilmek, 6zellikle de HFA’ya dayali pMDI’da kullanabilmek icin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik faktorler diislinlilmek zorundadir. Biyolojik uyumlulugu en
iist seviyeye c¢ikarmak icin, eksipiyanlar giivenlik profilleri iyi bilinen bilesiklerden
olusturulmaktadir ve hizlica degredasyona ugrayacak ve kolayca viicuttan disari
atilacak sekilde dizayn edilmektedir [31]. Polietilen glikol (PEG) en iyi bilinen
farmasoétik eksipiyanlardan biridir [33].

11.2.3.2. Ilag Salmim Teknolojisindeki Miicadeleler

Ilag ve ilag salinim sirketlerinin her ikisi de, var olan ve dogus siirecindeki ilag
teknolojilerinin kullanimlarini hastalarin, saglik orgiitleri ve ¢alisanlarinin yararina
olmast i¢in gelistirmekte ve bunun i¢in biiylik miicadele vermektedirler. Bu
miicadelelerin i¢inde sunlar yer almaktadir:

Yan etkilerin azaltilmasi

e Uygulama yonteminin verdigi acinin azaltilmasi
e Kullanim kolayliginin arttirilmasi
e {laglarin etkisinin gelistirilmesi

e Alman dozun devamlilig1
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Hastalar tarafindan kullaniminin kabul edilmesi
[lacin akiskanligin gelistirilmesi

Saglik orgiitii ¢alisanlarinin tepkilerinin azaltilmasi
Giivenli kullanim kosullarinin arttirilmasi

Cevresel zararin azaltilmasi (kloroflorokarbonlarin eliminasyonu) [6].

11.3. FLORLU COZUCULER

Florlu c¢oziicliler bir ya da daha fazla flor atomu igceren herhangi bir

hidrokarbon olarak tanimlanabilir ve basing 6l¢ekli inhalerlerde kullanilan en iyi

alternatif kloroflorokarbon ¢oziicii olarak taninmaktadir [32].

Florlu ve kismi florlu sivilar, diger hidrokarbonlardan kendilerini ayirt

edebilecek miikemmel 6zelliklere sahiptir [34].

Flor atomunun, en elektronegatif atom olmasindan otiirli bir¢ok 0Ozel
ozelligi vardir. Yiiksek iyonlagsma potansiyeline ve diisiik polarizasyon
ozelligine sahiptir [35]. Flor atomlarinin bu ¢ok diisiikk polarizasyon
ozelliginden dolay1 perflorokarbonlar sadece zayif van der Waals etkilesim
gosterirler [34].

Cok kuvvetli karbon-flor bagi, ki gercekten de flor karbon ile en giiclii
tekli bagi olusturur, perfloroalkanlara bazi siradisi ozellikler katar. Bu
bilesikler oldukca kararli yapidadirlar ve atmosferik Omiirlerinin 2000
yildan fazla oldugu tahmin edilmektedir [36]. Yiiksek seviyedeki bu
kimyasal inertlik, florokarbondaki flor sayesinde daha da kuvvetlendirilmis
C-C bag sayesinde kazanilir [37] ve bu durum florlu c¢oziiciileri
biyomedikal uygulamalar icin ideal bir aday yapar [34].

Hidrokarbonlarla karsilastirildiginda, florokarbonlar molekiil agirligina
bagli olarak yiiksek buhar basinci, diisiik refraktif indis ve yliksek
sikisabilirlik, yiiksek gaz ¢oziiniirligii (suya gore), diisiik ylizey gerilimi,
yiiksek akigkanlik ve yayilma katsayisi, yliksek yogunluk, diistik dielektrik
sabiti, ve su ile karsilagtirilabilir manyetik duyarlilik gibi ayirt edici
ozelliklere sahiptir [38].

Oldukga kiigiik olan flor atomu, hidrojene gore onemli Olclide biiytktiir
(van der Waals yarigaplari; Flor: 1.47A° ve Hidrojen: 1.20A°. Sonug

olarak, perfloroalkil (F-alkil) zincirleri hidrojenli bilesiklerinden daha
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hacimlidir. Flor atomunun hidrojene gore daha biiyiik olmasi, florokarbon
zincir yapisinin sarmal konformasyonda olmasina sebep olur, bu sarmal
yapi, zinciri diger reaktif maddelerin saldirilarindan korur ve zincire daha
cok sertlik katar [35].

e Bircok floroalkanin biyoaktivitesi test edilmistir ve insan viicudunun tolere
edilebilecegi kadar diisiik miktarda toksik oldugu bulunmustur, hatta cogu
florokarbon toksik degildir [37].

e F-alkil zincirleri olduk¢a hidrofobik ve liyofobiktirler, bu 6zellikler flor
atomunun diisiik polarizasyon O6zelliginden ve yine F-alkil zincirlerinin
hidrojen-alkil (H-alkil) zincirlerine gore daha genis ylizey alanina sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir [32].

e Perflorokarbonlar renksiz ve kokusuzdur, yanici degildir. Herhangi bir
0zel kullanim prosediirii gerektirmez ve en 6nemlisi klor igermediginden
ozona zarar verecek herhangi bir etkisi yoktur [36].

Son zamanlarda, farmasdtik uygulamalar i¢in bir hayli dikkat ¢ekmektedir ve

yapay kan olarak, ultrasound goriintiileme aygitlarinda kontrast madde olarak, sivi
havalandirma aygitlarinda ya da basing Olgekli inhalerlerde kullanilmak iizere

gelistirilmektedir [34, 37].

11.3.1. Florlu Coziiclilerin Siniflandirilmasi

11.3.1.1. Kloroflorokarbonlar (CFC)

Kloroflorokarbonlar (CFC), karbon, klor ve flor igceren organik bilesiklerdir.
Etan ve metanin ucucu tiirevleri olarak elde edilirler [39]. Cogunlukla, bu bilesikler
i¢in ticari ismi freon kullanilir [40].

CFC’ler 1930’larin basinda iiretilmeye baslanmistir ve ¢ok cesitli endiistriyel,
ticari ve ev uygulamalar1 mevcuttur [41]. Bu maddeler toksik, yanict ve kansorejen
degildir [42] ve baska kimyasal bilesiklerle reaksiyona girmezler [41]. Kararl
termodinamik O6zellikleri ile birlikte bu karakteristik giivenlik 6zellikleri birgok
uygulama icin ideal olmalarin1 saglamaktadir. Ticari ve evlerde kullanilan
buzdolab1 birimlerinde sogutucu, elektronik temizleme sistemlerinde ¢oziicii, ve
kopiik iiretiminde sisirici (6rnegin; yangin sondiiriicliler), ve aerosollerde yine
¢Oziicl olarak kullanilmaktadir [39, 41, 42].

Ayn1 zamanda, brom ve klor i¢eren diger bilesiklerde oldugu gibi klorofloro-

karbonlarin, Diinya’nin stratosfer katmanindaki ozonun delinmesini hizlandirdig
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saptanmistir [41]. Fotokimyasal reaksiyonlar bu bilesiklerin pargalanmasina ve
ozonla reaksiyona girmesine sebep olmaktadir. Bu sebepten dolay1 bu maddeler pek
kullanilmak istenmemektedir.

Ticari olarak, en Onemli kloroflorokarbonlar metan ve etanin tiirevleridir.
Bunlara 6rnek olarak, trikloroflorometan (CFC-11), diklorodiflorometan (CFC-12),
1,1,2-trikloro-1,2,2-trifloroetan (CFC-113), 1,2-dikloro-1,1,2,2-tetrafloroetan (CFC-
114) gosterilebilir [40].

F F
CI—(|3—CI F—C—ClI
Cl Cl
Triklorflormetan Diklordiflormetan
(CFC-11) (CFC-12)

Cl F F F
Cl—C—C—F F—C—C—F
F Cl Cl cCl
1,1,2-triklortrifloretan 1,2-diklortetrafloretan
(CFC-113) (CFC114)

Sekil I1.3. Kloroflorokarbon Ornekleri

11.3.1.2. Hidrokloroflorokarbonlar (HCFC)

HCFC genel adi ile bilinen hidrokloroflorokarbonlar hidrojen, klor, flor ve
karbon atomlarindan olusur ve laboratuarlarda sentezlenmektedir. Dogada higbir
yerde bulunmaz [42]. Kloroflorokarbonlara (CFC) hidrojen katilmasiyla klor ya da
flor atomlarindan birinin yer degistirmesiyle elde edilir. Bu proses bilesigin
kararligin1 azaltir ve dolayisiyla ozon tabakasina ulagsmadan 6nce par¢alanmasini
saglar. Bu nedenle HCFC’ler, geleneksel CFC’lere gore daha fazla ¢evre dostu
olarak nitelendirilmektedir. =~ Ancak yapisinda hala klor atomu tasidigi igin,
HCFC’ler ozonun delinmesine az da olsa neden olurlar. HCFC’ler stratosferde
serbest klora parcalanirlar ve klor da, UV 1ginlar varliginda hizli bir sekilde ozonla

reaksiyona girerek ozon tabakasinin delinmesine katkida bulunurlar [43].
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F F H

F—c—c|:—|: Cl—C—C—H
F Cl F H

2-klor-1,1,1,2-tetrafloretan 1-klor-1,1-difloretan
(HCFC-124) (HCFC-142b)

Sekil I1.4. Hidrokloroflorokarbon Ornekleri

11.3.1.3. Hidroflorokarbonlar (HFC)

Hidroflorokarbonlarin yapisinda klor ve brom elementleri bulunmaz. Bu
elementler olmadigindan ozon tabakasinin delinmesine sebep olmazlar; ancak sera
etkisinin artmasina katkida bulunurlar [45].

HFC-23 (triflorometan) bolca mevcuttur ve sera etkisini hayli arttirir.

F F F
F—C—H  F—C—C—H

F F H

Triflormetan 1,1,1,2-tetrafloretan
(HFC-23) (HFC-134a)

Sekil I1.5. Hidroflorokarbon Ornekleri

11.3.1.4. Perflorokarbonlar (PFC)

Perflorokarbonlar, hidrokarbonlarin florlu bilesikleridir. Lineer, siklik veya
polisiklik yapida olabilirler. Son yirmi yil igerisinde flor kimyas1 ve perflorokarbon
bilesikleri 6nemli bir aragtirma alani olmustur. Perflorokarbonlarin 6zellikleri ve
uygulamalar1 biyofizik, biyokimya, farmakoloji, miihendislik, biyoteknoloji ve

klinik gibi birgok alandaki arastirmacilar tarafindan incelenmektedir [46].
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F F

Perfloroetan
(PFC-116)

Sekil I1.6. Perflorokarbon Ornegi

11.3.2. Model Coziicii 2H,3H-perfloropentan (HPFP)

Basing dlgekli inhalerler basing altinda formiile edilirler. Dolayisiyla bunlarin
davraniglarini laboratuar ortaminda ¢alismak diger sistemlere gore daha zordur. Bu
durumun istesinden gelebilmek icin, katki maddelerinin 6zelliklerinin de
incelenebilecegi ve sonuglarinin kolaylikla gergek c¢oziiciilerde kullanilabilecegi, iyi
fiziksel 6zellikli model ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Model ¢oziiciilerden bir tanesi

2H,3H-perfloropentandir (HPFP) [32].

Sekil 11.7. 2H,3H-Perfloropentan (HPFP)

Tablo 11.1. 2H,3H-Perfloropentan’in Fiziksel Ozellikleri

Coziicii Kaynama Yogunluk Dielektrik Sabiti
noktasi (°C) (g/cm®)
HPFP 53.6 1.58 7.04

11.4 PEPTIT ve PROTEINLERIN KONJUGASYONU

Peptit ve proteinlerin tipta ve eczacilikta ilag olarak kullanilmasi uzun zaman
almistir ve bu bilesiklerin, toksik ve viicutta fazla iiretilmis bilesikleri uzaklastirma
ve endojen hormonlari, sitokinleri ve antikorlar1 gibi davranabilme yetenekleri bu

alana olan ilginin artmasina neden olmustur. Ancak arastirmacilar iki ana zorluk ile
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kars1 karsiya kalmiglardir. Birincisi, yeterli miktarda madde elde edilebilmedeki
zorluktur. Kiigiik peptitler kimyasal yolla sentezlenmekteydi; ancak biiyiik molekiil-
ler sadece laboratuar kosullarinda dogal maddelerden ekstraksiyon ve saflagtirma
yollar1 ile elde edilebilmektedir [47]. Ayrica bir gram peptitin iiretilmesi binlerce
dolara mal olabilmektedir. Ornegin alti sentetik basamakta iiretilebilen bes amino
asit iceren bir peptitin maliyeti 300-500g iretildiginde 300-500%/g, 1-2 kg
tiretildiginde  100-200%/g, 50-100kg tretildiginde 25-50$/g ya da tonlarca
retildiginde 10$’dan daha diisik olabilmektedir. Saflagtirma yapilmak
istendiginde, bu maliyet 6rnegin 100 {iretim basamagindan gecerek elde edilen 36
amino asitlik bir peptit icin 10-20 kat daha pahali olmaktadir. Formiilasyon,
paketleme, dagitim masraflari da eklendiginde maliyetin 6nemli derecede arttigini
gormekteyiz. Kronik hastaliklarin tedavisinde peptitlerin kullanilmasi ilacin diizenli
olarak belli dozda alinmasi1 gerekir. Bu da bir hasta i¢in yillik binlerce dolar1 bulan
bir maliyete sebep olur [48]. Ancak, genetik miihendisleri bu problemin iistesinden
gelmislerdir ve artik giiniimiizde yeterli miktarda saf proteinler hazirlanmaktadir
[47]. Biyo-teknolojide gergeklesen devrim ile yeni ilaglar olarak biiyilk 6nem
kazanan bir¢cok peptit ve protein iiretilmistir. 80’den fazlasi suanda Amerika’da
piyasada bulunmaktadir ve yaklasik 350 tanesi de klinik test asamasindadir [49].

Diger ikinci zorluk ise, bu molekiillerin viicuttaki hedef bolgeye taginmasidir.
Proteinlerin oral yolla viicuda gonderilmesi miimkiin degildir, ¢iinkii sindirim
sistemi tarafindan c¢ok rahat parcalanmaktadir. Proteinler viicuda enjekte edildi-
ginde bile, proteolitik sindirim ve bobrekler tarafindan hizli bir sekilde disart
atildigindan zayif farmakokinetik 6zellik gostermektedir. Sonug olarak, kararsiz-
liklar1 yiiziinden proteinlerin formiile edilmesi olduk¢a zordur [47].

Bilim adamlari, polipeptitlerin ila¢ sektoriinde kullanilmasinda karsilasilan
problemlerin iistesinden gelebilmek icin ¢esitli yollara bagvurmuslardir. Birgok
arastirmact polipeptitlerin klinik 6zelliklerini gelistirmek {izere asagidaki yollari
denemislerdir:

e Enzimler tarafindan parcalanmasini azaltmak i¢in aminoasit zincir yapisini

degistirmislerdir.

e Viicutta kalis siirelerini arttirmak i¢in albumin ya da immiinnoglobulinlerle

(serumda bulunan antikor 6zelligine sahip proteinler) birlestirmislerdir

e Yada lipozom gibi ilag tasima araglarina polipeptitleri baglamislardir.
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Lipozom ile yapilan ¢alismalar, bazen basarili olmasina ragmen, bu metodun
bazi sinirlamalar getirdigini gostermektedir. Lipozomlar ilaci tiimor gibi hastalikli
bolgeye tasidiklari gibi ayn1 zamanda karaciger, bobrek ve retikiiloendotelyal
sisteme de hizli bir sekilde gegerler ve viicut dolasimi sirasinda ilagtan ayrilabilirler.
Hatta lipozomlar kalp ve karaciger hiicrelerini pargalayan yalanci alerjik
reaksiyonlara neden olacak komplemanlar aktif hale getirir [50].

Dogal ya da sentetik polimerlerle yapilan konjiigasyon, bu zorluklarin
iistesinden gelmek icin alternatif bir metottur [51]. Protein-polimer konjiigasyonu
alaninda ilk c¢alismalar Torchilin ve arkadaslar tarafindan dekstran ile yapilmistir.
Bundan sonra, polimer konjiigasyonu i¢in birkag¢ alternatif polimer ortaya atilmigtir
ve bunlarin iginde en iyi aday polietilen glikol (PEG) olmustur [52].

PEG ile konjiigasyon ilk kez 1970’lerde Davies ve Abuchowsky tarafindan
tanimlanmis ve albiimin ve katalaz reaksiyonu {iizerine iki anahtar makale
yaymlamiglardir. Bu 6nemli bir adimdi; ¢linkii o zamanlar bir enzimin modifiye
edilmesine ragmen aktivitesini yitirmemesi akla uygun bir sey degildi. Proteinler
cok hassas yapilar olarak diisiiniilmekteydi ve sadece diisiikk molekiil agirlikli
iiriinlerle birka¢ basit modifikasyon gerceklestirildi. Daha sonra, ilk tanimlanan
PEG ile konjliigasyon prosediirii biliyik oranla gelistirildi ve gilinlimiizde
konjligasyon i¢in kimyasal ve emzimatik olarak c¢ok ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir [53].

Esasinda, PEG ile yapilan modifikasyonlar, 4 milyar dolarlik, PEG ile
modifiye protein ilag satan biyoteknoloji endiistrisinde ana metot haline gelmistir.
Klinik alandaki biiyiik ilerlemesi ve bazit PEG-protein ilaglarinin piyasaya stiriilmesi
bu prosediiriin uygulanigindaki 6nemi agik¢a sergilemektedir [54]. PEG ile modifi-
kasyon teknolojisini kullanarak elde edilen ve ticari olarak satigsa sunulan iriinlere
Adagen®, Oncaspar®, PEG-Intron®, PEGASYS® ve Somavert® oOrnek olarak
verilebilir [54, 55].

11.4.1. Konjiligasyonda Kullanilan Polimerler

Dogal ve sentetik ilaglarin taginmasinda kullanilmak {izere bir¢cok polimer
incelenmektedir [52]. Ilag-polimer konjiigasyon iiriinlerinin hazirlanmasinda kulla-
nilan polimerler ideal olarak suda ¢éziinmelidir, toksik ya da immiinojenik olmama-
lidir [2]. Ideal bir polimer in vivoda yigm olusmasindan kaginmak igin viicuttan

kolay uzaklastirilabilmesini saglayan uygun bir molekiil agirligina ve biyolojik
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acidan kolay pargalanabilme 6zelligine sahip olmalidir. Son tiriiniin homojen olabil-
mesi i¢in polidispers olmamalidir. Uriiniin hem gérevini yapabilmesi hem de istenen
bolgeye dagitimi ve orada toplanmasi i¢in viicutta yeterince uzun kalabilmelidir
[52]. Son olarak, bu makromolekiiller, ilaca baglanabilmesi i¢in uygun bir fonk-
siyonel gruba sahip olmalidir [2]. Ayrica konjiigasyon proteinin 6zelliklerini arttir-
malidir. Toksikligi arttirmamali ve proteinin biyolojik aktivitesini diigiirmemelidir
[56].

Modern polimer kimyasi ¢ok degerlikli polimerler, dallanmis polimerler, as1
polimerler, dendrimerler, blok kopolimerler, yi1ldiz polimerler, hibrit gliko- ve peptit
polimerler gibi ¢ok ¢esitli polimer yapilari tiretmektedir.

Lineer, yumak seklindeki polimerler polimer terapétikleri sentezlemede
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir [3]

Sentetik polimerler:

e PEG

e N-(2-hidroksipropil) metakrilamid kopolimerleri (HPMA)

e Poli(vinilprolidon) (PVP)

e Poli(etilenimin) (PEI)

e Lineer poliamidoaminler

¢ Divinileter maleik anhidrit/asit kopolimeri (DIVEMA)

e Poli(vinilalkol) (PVA)

Dogal polimerler:

e Dekstran (a-1,6 poliglukoz)

e Dekstrin (a-1,4 poliglukoz)

e Hyaluronik asit

o Kitozanlar

Yalanci sentetik polimerler:

e Poli(L-lisin)

o Poli(glutamik asit) (PGA)

e Poli(malik asit)

e Poli(aspartamid) [3, 52].

Bu calismada model protein tripsini modifiye etmek i¢in PEG, PPO ve

Pluronic® kullanild.
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11.4.1.1. Polietilen glikol (PEG)

Poli(oksietilen) ya da polietilen oksit (PEO) olarak da bilinen polietilen glikol
cesitli molekiil agirligina sahip sentetik bir polimerdir. Molekiil agirligi 20000°den
kiiciik olanlar genellikle PEG, daha yiiksek molekiil agirligindakiler ise PEO olarak
adlandirilirlar [57].

Polietilen glikol, etilen oksit alt birimlerinin tekrar etmesiyle olusan amfifilik
bir polimerdir. Her bir etilen oksit birimi 44Da’luk bir molekiil agirligina sahiptir
ve tekrar eden her biriminin agirliginin toplami1 PEG zincirinin toplam molekiil
agirligini verir [58].

PEG, epoksit halkasindaki hidroksit iyonunun niikleofilik saldirist ile
baslatilan, etilen oksitin anyonik halka agilmasi polimerizasyonuyla sentezlenir.
Polipeptitlerin modifikasyonunda genel olarak monometoksi PEG, mPEG kullanil-
maktadir. mPEG metoksit iyonlariyla baslatilan anyonik polimerizasyon ile sentez-
lenir [59]. PEG c¢esitli molekiil agirliklarinda ticari olarak hazir halde mevcuttur.
Biyolojik olarak aktif iriinlerin eldesinde 1000-20000Da molekiil agirlig
araligindaki PEG’ler kullanilmaktadir. Basit ve sadece bir tane tiiretilebilen ug
gruba sahip olmasindan dolayi, mPEG’in kullanilmasi hem ¢apraz baglanma
olasiligimi diisiiriir hem de son {iiriiniin homojenligini arttirir. Bu ylizden, protein
veya diger biyomalzemelerin kovalent modifikasyonunda baslangi¢c maddesi olarak
mPEG secilir. PEG’in polieter zinciri biyolojik ortamda ve ¢ogu kimyasal reaksi-

yon kosullarinda inerttir [60].

ot > O\]ﬁ/\OH
(@

N O\]}/\OH
(b)

Sekil I1.8. (a) Dihidroksi PEG (b) Monometoksi PEG

PEG bir¢ok farmasotik ve kozmetik formiilasyonlarda uzun zamandir katki
maddesi olarak kullanilmaktadir. PEG asagidaki 6zelliklere sahiptir:

e Immiinnojenik, antijenik ve toksik degildir,

¢ Suda ve bir¢ok organik ¢oziiclide ¢oziiniir,

e PEG zinciri oldukc¢a esnek ve hidrofiliktir [52].
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11.4.1.2. Polipropilen Oksit (PPO)

Polipropilen oksit, propilen oksitin anyonik halka agilmasi polimerizasyon
yontemiyle elde edilir. Alkol ve genellikle potasyum hidroksit olan katalizor olarak
bir baz reaksiyonu baslatir. Baglatici olarak etilen oksit ya da su kullanilirsa lineer
bir polimer elde edilir. Gliserin, pentaeritritol ya da sorbitol gibi ¢ok fonksiyonlu
bir baslatic1 kullanilirsa polimerde dallanmalar olusur. Propilen oksitin geleneksel
polimerizasyonu ile ataktik polimer sentezlenir. Isotaktik polimer optik olarak aktif

propilen oksitten iiretilebilir ancak maliyeti oldukca pahalidir.

HO )\/l/o
Y\I\O g WAOH
Sekil I1.9. Polipropilen Oksit

PPO polietilen glikol ile ortak bir¢ok o6zellige sahiptir. Oda sicakliginda
stvidir.  Sudaki ¢oziiniirligi molekiil agirligi arttikga diiser. PPO’daki sekonder
hidroksil gruplar1 polietilen glikol’deki primer hidroksil gruplarindan daha az
reaktiftir [61].

Cogu polieterler, poliliretan kopiik ve poliliretan elastomer tiretiminde
kullanildig1 gibi ayn1 zamanda yiizey aktif maddeler, yaglayicilar, fonksiyonel

stvilar, kalinlastiricilar ve plastiklestiriciler olarak da kullanilir [62]

11.4.1.3. Pluronic®

Pluronic® blok kopolimerleri (poloxamer olarak da bilinir) A-B-A yapisinda
etilen oksit ve propilen oksit bloklarindan olusur: EO,-PO,-EQ,. Hidrofilik EO, ve
hidrofobik PO,, birimlerinin sayisinin degistirilebildigi bu diizenlenme ile amfifilik
bir polimer elde edilir. Pluronic® blok kopolimerinin yapisal formiilii Sekil 11.10’da

goriilmektedir. Kopolimerler degisken n ve m degerlerine bagl olarak farkli

hidrofilik-lipofilik denge (HLB) ile karakterize edilirler.

Ho” A O\/HOJ\HO\/%/\/O“

Sekil I1.10. Pluronic®
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Pluronic® blok kopolimerleri, sodyum ya da potasyum hidroksit gibi alkalin bir
katalizor varliginda EO ve PO monomerleri sirasiyla eklenerek sentezlenir.
Reaksiyon PO blogunun polimerizasyonu ile baglatilir ve her iki ucunda EO
bloklarinin biiyiimesiyle devam eder.

Pluronic® blok kopolimerleri, yeni gen terapilerinde ve asilama stratejilerinde

yeni, ilging bir alternatif olarak kullanilmaktadir [1].

11.4.2. Poli(amidoamin) Dendrimerler (PAMAM)

Dendrimerler, polimerik salinim sistemlerinin gelistirilmesinde biiylik umut
vadeden yapilardan biridir. Geleneksel polimerlere zit olarak, dendrimerler oldukga
yavas, adim adim gergeklesen sentetik bir prosediir ile elde edilirler ve diizenli bir
sekilde dallanmis, iyi bilinen bir yapiya ve c¢ok diisiik polidispersiteye sahiptirler.
Cevresindeki fonksiyonel gruplarin sayisi kontrol edilebilirdir ve ilaglara,
¢Oziiniirlestirici ajanlara veya hedef gruplara baglanabilmektedir [64]. Poli-
(amidoamin) dendrimerlerin yiizeydeki fonksiyonel grup sayisi iistel olarak 4’ten

64’e kadar artmaktadir ve jenerasyon biiytikliigii de GO, G1, G2, G3 ve G4 seklinde

adlandirilmaktadir.
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Sekil II.11. G2 PAMAM
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Poli(amidoamin) dendrimerler, olduk¢a dallanmis kiire seklinde yapilardir.
Merkezindeki molekiil, ii¢ degerli baslatic1 olarak amonyak (NH3) veya dort degerli
baslatic1 olarak etilendiamin (EDA) dendritik bir yapi ile ¢evrelenir ki bu yapilar her
bir odak nokta arasindaki tabakalarla karakterize edilirler (jenerasyon). Cok diisiik
immiinojenik Ozelligine, DNA ve RNA ile yiiksek etkilesme egilimine sahiptir.
Dendritik polimerlerin diger bir avantaji da toksiklik oranmin ¢ok diisiik olmasidir
[65].

Ek olarak, bu dendrimerlerin i¢i, c¢esitleri molekiilleri sarma kabiliyeti
gostermektedir. Dolayisiyla, heniiz kullanim alani biitiinliyle aragtirilmamis olmasi-
na ragmen, ila¢ salmim sistemleri ic¢in biliylik dikkat cekmektedir [66].
Poli(amidoamin) dendrimerler (PAMAM), bazi ilgin¢ karakteristik ozellikleri ve
ila¢ salinimi, gen salinimi ve in vivo goriintiileme gibi biyomedikal uygulamalar i¢in
potansiyele sahiptir [64]. Yiizeyindeki primer amino gruplar1 sayesinde PAMAM
dendrimerler, primer hiicreler dahil ¢ok cesitli hiicre tipine DNA’nin etkili bir
sekilde taginmasina yardimci olur. Ayrica bu dendrimerler, hem oligoniikleotidler
ve antisens oligoniikleotidler i¢in tasima araci hem de oligoniikleotid dizileri i¢in
sonda gorevi yapmaktadir. In vivoda yapilan deney sonuglar, PAMAM dendri-
merleri ile immiinojenisiti artmadan etkili gen transferlerinin miimkiin olacagin

gostermektedir [67].

Tablo 11.2. PAMAM Dendrimerlerin Molekiil Agirligi ve Ug Reaktif Grup Sayisi

Jenerasyon Molekiil Agirligi Ug¢ Grup Sayisi
0 517 4
1 1430 8
2 3256 16
3 6909 32
4 14215 64

11.4.3. Konjiigasyon Kimyas1

llaglardaki amino, tiyol, hidroksil ve karboksil gibi farkli gruplarin
modifikasyonunda kullanilan farkli reaktiviteye sahip ¢esitli PEG tiirevleri piyasada
bulunmaktadir [69]. Fonksiyonel grup PEG’e baglanacak molekiil {izerinde bulunan
reaktif gruba bagl olarak secilir. Proteinler i¢in, tipik reaktif aminoasitler lisin,
sistein, histidin, arjinin, aspartik asit, glutamik asit, serin, tireonin, tirosin, N-

terminal amino asit ve C-terminal karboksilik asitlerden olusmaktadir [59].
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Arastirmacilar baglangigta, uygun konjiigasyon yapist olarak amino grubu
tizerinde yogunlagmislardir. Ciinkii bu gruplar proteinleri temsil eden gruplar olarak
goriiliir, genellikle ¢oziiciiye maruz kalirlar ve ¢ok ¢esitli kimyasal yontemlerle
modifiye edilirler [53]. PEG ile konjiigasyon en ¢ok yiizeydeki lisin amino asitleri
lizerinde bulunan g-amino gruplar1 iizerinden yapilmaktadir. Tipik bir proteinin
yapisindaki amino asitlerin yaklasik %10’unu lisin olusturur, dolayisiyla antikorlar
dahil olmak {iizere ¢ogu proteinin ylizeyinde, beraberinde hem avantaj hem de
dezavantaj getiren lisin kalintilar1 mevcuttur. Ancak bu gruplarin protein yapisinda
bulunmasi, konjiigasyon teknolojisini kolaylastirir [55].

PEG’in proteine baglanmasi ii¢ yolla gerceklestirilebilir: tek bir bliyiik PEG
molekiili tek bir yere baglanabilir, dallanmis PEG (iki ya da daha fazla PEG
baglayic1 vasitasiyla birbirine katilmistir) tek bir yere baglanabilir ya da birkag
kiiglik zincir birgok yerden proteine baglanabilir. Teorikte, tek bir yerden PEG ile
modifiye olmus proteinler daha yiiksek aktiviteye sahip olabilirler, ¢iinkii PEG’in
alict bolgelere baglanma riski azaltilmig olur. Biiyilk PEG molekiiliiniin birgok
yerden proteine baglanmasi ise kismi veya tamamen aktivite kaybina yol acabilir
[58].

PEG’in diger molekiillerle konjligasyonu, lineer zincirinin uglarindaki iki
hidroksil grubu tizerinden yapilabilir. Bu proses, tipik olarak once reaktif elektro-
filik ara drlinlin olusturulmasiyla yapilir ki bu ara iiriin kendiliginden diger
molekiildeki niikleofilik grup ile birlesebilsin. Bifonksiyonel polimer kullanirken
capraz baglanma olasiligr oldugundan, bu durumdan kag¢inmak i¢in monofonk-
siyonel PEG polimerleri kullanilabilir. Monofonksiyonel PEG zincirlerinin bir ucu
metil eter ile etkisiz hale getirilmistir. Monometoksipolietilen glikol, zincir basina
sadece bir tane hidroksil grubu igerir. Boylece, aktivasyon ve modifikasyon reaksi-
yonlarinin bu sekilde sinirlandirilmast hem ¢apraz bagli yapir olusumunu hem de
modifiye olmus iirlinlerin polimerizasyonunu engeller [70].

PEG-protein konjligasyon {irlinlerinde, protein merkezdedir ve PEG zincirleri
proteinin etrafinda kovalent baglarla baglanmistir. Konjiligasyon sistemleri, baglan-
gic maddesine, miktarina, reaktivitesine ve reaksiyon kosullarina baglidir [59].
Ayrica PEG’in molekiil agirligi ve yapisi, proteine baglanan PEG zincir sayisi,
spesifik baglanma yeri, kullanilan konjiigasyon kimyasi, baslangi¢c maddelerinin, ara

tirtinlerin ve son iriinlerin safligi konjlige olmus polipeptidlerin performansini

etkiler [48].
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Sekil I1.12. PEG ile Konjlige Olmus Bir Proteinin Temsili Resmi

PEG, ¢oziiniirliik, biyolojik uygunluk gibi bir¢ok iyi 6zelligini proteine verir.
Ancak sentetik bir polimer olan PEG polidisperstir, en iyi durumlarda bile
polidispersite degeri diisiik molekiil agirlikli oligomerleri (3-4kDa) icin yaklagik
1.01°dir, yiiksek molekiil agirlikli olanlar1 (20kDa) i¢in 1.2 beklenebilir. Son iiriin-
lerin de polidispers olmasina yol actifindan, bu istenmeyen bir 6zelliktir [71].
Birinci jenerasyon PEG ile konjiigasyon sistemlerinde, PEG genellikle lisin
tizerindeki a- ya da e- amino gruplarina baglanir [59]. Reaktif PEG’ler kullanildi-
ginda, amino konjiigasyonunda secicilik ¢ok onemlidir. Ciinkii Protein lizerinde
birka¢ tane amino grubunun olmasi, PEG-protein izomer karisiminin olugsmasina
onderlik eder [69] ki bu isomerlerin saflastirilmasi zordur [53]. Bu izomerlerin
varligi, ilaglarin tretilmesini zorlastirir ve klinik uygulamalarin da zayif olmasina
katkida bulunabilir [50]. Ek olarak, birinci jenerasyon yontemleri genel olarak
12kDa daha az molekiil agirlikli lineer PEG’leri kullanir. Kullanilan bu kimya yan
tirtinler olusturur ya da PEG ile protein zayif ve tersinir baglarla baglanir. Diger bir
problem de monometoksi PEG’in, bir kere aktive edildiginde capraz baglanmaya
sebep olacak kadar 6nemli miktarda PEG diol safsizlig1 icermesidir [52]. Bu miktar,
molekiil agirligina bagl olarak %1-10 arasinda degigmektedir [71].

Ikinci jenerasyon konjiigasyon kimyasi, izomer karisimi, diol safsizligi,
kararsiz baglar ile beraber birinci jenerasyon konjligasyon kimyasinda karsilasilan
problemlerden kaginmak igin ortaya ¢ikmistir. Ikinci jenerasyon konjiigasyon kim-
yasinin hedefi, diisiik molekiil agirlikli PEG’ler ile goriilen farmakokinetik ve
farmokodinamik etkileri gelistirmek i¢in daha biiyilk PEG polimerleri yaratmaktir.

Arastirmacilar PEG tiirevlerini gelistirmek ve ilaclarla yapilan baglar1 gli¢lendirmek
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i¢in bir dizi konjiigasyon kimyasi olusturmuslardir. Ornegin; PEG-asetaldehit yeri-
ne PEG-propiyonaldehit kullanarak, aldol kondensasyonu sonucu PEG’de olusacak
safsizliklar1 onler. PEG’in karboksilik asit ara iiriiniinii tiretmek, PEG’in polipeptid
ilaglara baglanmasindan Once, diol safsizliginin %97’ye kadar iyon degisim
kromatografisi ile giderilmesine yardimci olur [50]. mPEG-propiyonaldehitin anah-
tar Ozelligi, asidik ortamda (pH~5) aldehitin yiiksek oranda N-terminal o-amin
secici olmasidir, ¢linkii; diger niikleofillere nazaran daha diisilk pK, degerine
sahiptir. Elektrofilik PEG’in proteinlerin amino asit kalintilarina konjiigasyonu, her
bir amino asitin niikleofilligine baglidir. Niikleofilik saldir1 sadece protein ¢ozel-
tisinin pH’1 amino asit kalintisinin pK, degerine yakin veya daha yukari oldugunda

gerceklesir [59].

11.4.4. Polimerlerin Aktivasyonu

Metoksi PEG’deki tek hidroksil ya da PEG dioliin iki hidroksil grubu, farkli
reaktif kimyasal gruplara modifiye edilebilir [52]. Lisin amino gruplarinin modifi-
kasyonu i¢in birgok reaktif PEG dizayn edilmistir [56]. Bu tiir PEG tiirevlerine,
PEG diklortriazin, PEG tresilat, PEG siiksinimidil karbonat, PEG benzotriazol
karbonat, PEG p-nitrofenol karbonat, PEG triklorfenil karbonat, PEG karbonil-

diimidazol ve PEG siiksinimidil siiksinat 6rnek verilebilir [59].

Sekil I1.13. Reaktif PEG Tiirevleri a) PEG diklortriazin b) PEG triklorfenil karbonat
¢) PEG siiksinimidil karbonat d) PEG siiksinimidil siiksinat ¢) PEG p-nitrofenol
karbonat f) PEG karbonildiimidazol g) PEG benzotriazol karbonat h) PEG tresilat
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11.4.4.1. Polimerlerin CDI ile Aktivasyonu

N,N'-Karbonildiimidazol (CDI) oldukca reaktif bir karbonil bilesigidir ve hem
karboksil hem de hidroksil gruplarinin aktivasyonunda kullanilir.

Hidroksil igeren bilesikler i¢in, CDI oncelikle N-niikleofili ile reaksiyona
girecek imidazolil karbamat ara lirtiniinii olusturur. Proteinler normalde, N-terminal
(0-amin) ve lisin yan zincir (e-amin) fonksiyonel gruplar1 tizerinden polimerlerle
birlesirler. Olusan son bag, yiikslizdiir ve milkemmel bir kimyasal kararliliga sahip-
tir. CDI ile aktiflesmis PEG kuru ortamda veya susuz organik solventte yillarca ka-
rarl kalabilir. Ayrica protein konjligasyon reaksiyonu sirasinda bile ¢ok zor hidroliz
olur.

CDI-PEG veya CDI-mPEG ig¢in ideal konjligasyon kosullar1 alkalin pH
ortamidir (tipik olarak pH>8.5). Modifiye edilecek molekiil sulu ¢ozeltilerde ¢oziin-
miiyorsa, reaksiyon direk organik ¢oziicii icinde de gergeklestirilebilir. Organik

¢oziiciiniin bir diger avantaji da aktif gruplarinin hidroliz olmamasidir [70].

11.4.5. Konjligasyonun Sagladig Yararlar

Protein veya diger molekiillerin sentetik polimerler ile modifikasyonu hem in
vivo hem de in vitro alanda birgok yarar saglar [70]. Bu yararlar, notral, kimyasal
olarak inert ve hidrofilik PEG polimerleri tarafindan molekiiliin hacimce artmasi,
yiizeyin degismesi ve korunmasi ile ortaya ¢ikar [55].

Coziiniirlik ve kararliligr arttirir: PEG baglandigi molekiile ¢oziintirliik kendi
fizikokimyasal 6zelliklerini de katar. Modifikasyon sonrasi, enzimler organik ¢ozii-
clilerde ¢oziiniir ve aktif hale gecebilirler [71]. Ayrica polimer modifikasyonu in
vivo da kararliligin artmasina da yardime1 olur [70].

Farmakokinetik ozellikleri degistirir, viicutta kalis siiresini arttirir: Peptit ve
protein gibi biyolojik molekiillere dayali bazi ilaglar midede denature olur (oral
yolla alindiginda) veya enjekte edildiklerinde viicuttaki yar1 Omiirleri oldukga
kisadir. Biiyiik polimer molekiiliine baglanmas ile enzimlerin saldirilarindan koru-
nur, bobrekler tarafindan disar1 atilmasi yavaglar ve ayrica kontrollii salinimina da
yardimc1 olur [72].

Immiinojenesiteyi azaltir: Proteinlerin immiinojenik dogalarma bagh olarak,
cesitli PEG molekiilleri ile konjiige edilerek immiinojenesitenin eliminasyonu
gerceklestirilebilir [56]. Dallanmig PEG’lerin yarattig1 sterik engel nedeniyle anti-

korlarin proteine ulagsmasi zorlasir. Lineer PEG’ler, proteinin ylizeyindeki antijen-
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lerle etkilesmesine izin verebilir ve bagisiklik sisteminin devreye gegmesine neden
olabilir [63].

Biyoaktiviteyi degistirir: PEG ile modifikasyon sonucu in vitroda aktivite
diiserken, in vivoda aktivitenin arttig1 goriilmiistiir. Baglanan PEG’in molekiil agir-
l1g1 ile in vivodaki biyolojik aktivite arasinda direk bir iligski vardir. Polimerin mole-
kiil agirligr arttikca proteinin in vivodaki aktivitesi de artar [58].

Konjligasyonun sagladigi diger bir yarar da toksikligi azaltmasidir [63].

11.5. MODEL PROTEIN OLARAK KULLANILAN TRIPSIN

Tripsin, serin proteinaz ailesinin bir iyesidir, 6zellikle protein ve peptidleri
arjinin ve lisin kalintilarinin karboksil kisimlarindan hidroliz eder. Sindirim, kimo-
tripsin ve diger enzimlerin zimojenlerinin aktivasyonu gibi biyolojik olaylarda

biiytik rol oynar [73].

Sekil I1.14. Tripsin

Tripsin, inaktif formu tripsinojen seklinde pankreasta iiretilir. Ideal bir calis-
ma pH (yaklasik 8) ve sicakhigina sahiptir (37°C). Enzimatik mekanizmasi diger
serin proteinazlarla benzerdir. Bu enzimler, histidin-57, aspartat-102 ve serin-195
katalitik ticli grubunu icerir. Tripsin ayrica endopeptidaz olarak diisiiniilebilir,
ornegin; yarilma sondaki amino asitlerden daha ¢ok polipeptidin i¢inde gerceklesir
[74].

10 tanesi lisin olan 231 amino asitten olusur. Daha 6nce belirtildigi gibi,
lisinler genellikle polimerin karboksil fonksiyonel grubu tarafindan konjiigasyonda

kullanilir [75].
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1
16
31
46
61
76
91

106
121
136
151
166
181
196
211
226

1
Phe
Ala
His
Ala
His
Ala
Asn
Ser
Gly
Gly
Leu
Gly
Cys
Gln
Pro
Gln

2
Pro
Ala
Phe
Ala
Asn
Lys
Asp
Arg
Thr
Ser
Ser
Asn
Gln
Gly
Gly
Thr

3
Thr
Asn
Cys
His

lle

lle
lle
Val
Glu
Ser
Asp
Met
Gly
lle
Val
lle

4
Asp
Ser
Gly
Cys
Asp
lle
Met
Ala
Cys
Thr
Ser
lle
Asp
Val
Tyr
Ala

5
Asp
lle
Gly
Tyr
Val
Thr
Leu
Thr
Leu
Pro
Ser
Cys
Ser
Ser
Thr
Ala

6
Asp
Pro
Ser
Lys
Leu
His

lle
Val

lle
Ser
Cys
Val
Gly
Trp
Lys
Asn

7
Asp
Tyr
Leu
Ser
Glu
Pro
Lys
Ser
Ser
Pro
Lys
Gly
Gly
Gly
Val

8
Cys
Gln

lle
Arg
Gly
Asn
Leu
Leu
Gly
Leu
Ser
Phe
Pro
Tyr
Cys

Sekil I1.15. Tripsinin Amino Asit Dizilimi
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9

lle
Val
Asn

lle
Asn
Phe
Ser
Pro
Trp
Gln
Ser
Leu
Val
Gly
Asn

10
Val
Ser
Ser
Gln
Glu
Asn
Ser
Arg
Gly
Cys
Try
Glu
Val
Cys
Tyr

11
Gly
Leu
Gln
Val
Gln
Gly
Pro
Ser
Asn
Leu
Pro
Gly
Cys
Ala
Val

12
Gly
Asn
Trp
Arg
Phe
Asn
Ala
Cys
Thr
Lys
Gly
Gly
Asn
GIn
Asn

13
Tyr
Ser
Val
Leu

lle
Thr
Thr
Ala
Lys
Ala
Gin
Lys
Gly
Lys
Trp

14
Thr
Gly
Val
Gly
Asn
Leu
Leu
Ala
Ser
Pro

lle
Asp
Gln
Asn

lle

15
Cys
Ser
Ser
Glu
Ala
Asp
Asn
Ala
Ser
Val
Thr
Ser
Leu
Lys
Gln

15
30
45
60
75
90
105
120
135
150
165
180
195
210
225



BOLUM III

CALISMALAR

I11.1. KULLANILAN KIMYASALLAR

2H,3H-perfloropentan (HPFP), Sigma Aldrich’ten satin alindive molekiiler
elekler vasitasiyla kullanilmadan 6nce kurutuldu.

mPEG 500, PEG 600, PEG 1000 ve dmPEG 1000, Fluka’dan satin alind1 ve
kullanilmadan &nce ii¢ giin boyuna etiivde suyu uguruldu.

Polipropilen oksit 1000 (PPO), Sigma Aldrich’ten satin alindi.

Etilen oksit-propilen oksit-etilen oksit blok kopolimeri (Pluronic® 1100),
Sigma Aldrich’ten satin alindi.

MS(PEG),,, Sigma Aldrich’ten satin alindi. 1g polimer 4mL DMSO ig¢inde
¢Oziindii ve buzdolabinda saklandi.

N,N'-Karbonildiimidazol (CDI), Sigma Aldrich’ten satin alind1 ve kahverengi
sise igerisinde buzdolabinda saklandi. Kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi.

DMSO, Sigma Aldrich’ten satin alindi. Alindig1 gibi kullanildu.

THF, Sigma Aldrich’ten satin alindi ve kullanilmadan once distilasyon
yontemi ile kurutuldu.

Poli(amidoamin) G2 ve G4 Sigma Aldrich’ten satin alind1 ve alindig1 gibi
kullanildi.

II1.2. KULLANILAN CIHAZLAR
Sicaklik kontrollii su banyosu

Liyo-filizator

Doner evaporator

'H NMR (Bruker DPX 400 spectrometer)
FT-IR (Jasco FT-IR 660)

UV (Jasco V-570 Dual Beam Spectrometer)
Reometre (BoHLIN CS10)
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I11.3. FAZ DIYAGRAMLARI

HPFP iginde agirhikca %1, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50
konsantrasyonlarinda mPEG 500, PEG 600, PEG 1000, dmPEG 1000, PPO 1000 ve
Pluronic® 1100 gozeltileri hazirlandi. Sicaklik kontrollii su banyosuna yerlestirildi
ve sicaklik 1’er derecelik artisla 25°C’den 50°C’ye kadar yiikseltilerek ¢oziintirliik
davranislari incelendi. Ornekler oda sicakligma sogutulduktan sonra her birine 1mg
tripsin eklendi ve yine ayni sekilde sicaklik yiikseltilerek tripsinin ¢oziiniirliigi

kontrol edildi.

IIL.4. TRiPSININ MS(PEG),; ile KONJUGASYONU

Smg tripsin, SmL DMSO igerisinde ¢6ziindii. MS(PEG),, (1g/4mL DMSO)
buzdolabindan c¢ikartildi ve oda sicakligina gelene kadar bekletildi. Gerekli PEG
reaktif miktar1 (6puL) asagidaki reaksiyona gore hesaplanarak (oran= 1 tripsin: 10
PEG reaktifi) tripsin ¢ozeltisine eklendi ve yarim saat oda sicakliginda karistirildi.
Reaksiyon karisimi daha sonra 12000-14000 g/mol molekiil agirlikli diyaliz mem-
bran1 kullanilarak saf suya karsi 1giin boyunca saflastirildi ve liyo-filizator ile

mevcut su uzaklastirildi.

Sekil I11.1. Tripsinin MS(PEG),, ile Konjiigasyonu

IIL5. TRIPSININ REAKTIF mPEG 500 ile KONJUGASYONU

lg mPEG, balon icerisinde SmL kuru THF’de (tetrahidrofuran) ¢6ziindii.
Reaksiyon balonuna CDI (%10 asir1) eklendi ve azot gazi altinda, 24 saat, 40°C
sicaklikta manyetik olarak karistirildi. Daha sonra, doner evaporator ile THF uzak-
lagtirildi.  Amin-reaktif bilesik olusturmak {izere, mPEG’in hidroksil grubu CDI ile

reaksiyona girdi. Elde edilen iirlin soguk kosullar altinda saklandi.
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Tripsin (5mg) SmL 50mM’lik NaHCO,; (pH~8) tampon c¢ozeltisi iginde
¢oziildil ve reaktif mPEG’in %15 asirisi ile karistirildi. Reaksiyon 24 saat bo-yunca
oda sicakliginda gerceklestirildi. Reaksiyona girmemis tripsin, reaktif mPEG ve yan
tiriinler saf suya karsi diyaliz ile 1 giinde uzaklastirildi. Daha sonra liyo-filizator ile

su ucurularak konjiige tripsin elde edildi.

Sekil ITL.2. mPEG’in Aktivasyonu ve Tripsin ile Konjiigasyonu

I1L.6. TRIPSININ REAKTIF PPO 1000 ile KONJUGASYONU
Ig PPO, balon icerisinde 5SmL kuru THF’de (tetrahidrofuran) ¢6ziindii.
Reaksiyon balonuna CDI (%10 asir1) eklendi ve azot gazi altinda, 24 saat, 40°C

sicaklikta manyetik olarak karistirildi. Daha sonra, doner evaporatdr ile THF uzak-
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lagtirildi.  Amin-reaktif bilesik olusturmak iizere, PPO’nun hidroksil grubu CDI ile
reaksiyona girdi. Elde edilen iiriin soguk kosullar altinda saklandi.

Tripsin (5mg) SmL 50mM’lik NaHCO; (pH~8) tampon c¢ozeltisi iginde
¢oOziildii ve reaktif PPO’nun %15 asirist ile kanistirildi. Reaksiyon 24 saat boyunca
oda sicakliginda gergeklestirildi. Reaksiyona girmemis tripsin, reaktif PPO ve yan
tiriinler saf suya karsi1 diyaliz ile 1 giinde uzaklastirildi. Daha sonra liyo-filizator ile

su ugurularak konjiige tripsin elde edildi.

HO

Sekil II1.3. PPO’nun Aktivasyonu ve Tripsin ile Konjligasyonu
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IIL.7. TRIPSININ REAKTIF Pluronic® 1100 ile KONJUGASYONU

1g Pluronic®, balon igerisinde 5SmL kuru THF’de (tetrahedrofuran) ¢6ziindii.
Reaksiyon balonuna CDI (10% asir1) eklendi ve azot gazi altinda, 24 saat, 40°C
sicaklikta manyetik olarak karistirildi. Daha sonra, doner evaporator ile THF uzak-
lagtirildi.  Amin-reaktif bilesik olusturmak tizere, Pluronic®’in hidroksil grubu CDI
ile reaksiyona girdi. Elde edilen iiriin soguk kosullar altinda saklandi.

Tripsin (5mg) SmL 50mM’lik NaHCO; (pH~8) tampon c¢ozeltisi iginde
¢Oziildii ve reaktif Pluronic’in %15 asirist ile karistirildi. Reaksiyon 24 saat boyun-
ca oda sicakliginda gerceklestirildi. Reaksiyona girmemis tripsin, reaktif Pluronic®

ve yan Uriinler saf suya karsi diyaliz ile 1 gilinde uzaklagtirildi. Daha sonra

liyofilizator ile su ugurularak konjiige tripsin elde edildi.

Sekil IT1.4. Pluronic®’in Aktivasyonu ve Tripsin ile Konjligasyonu
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I11.8. G2 PAMAM’IN REAKTIF mPEG ile KONJUGASYONU

G2 PAMAM 16 tane reaktif u¢ gruba sahiptir ve PAMAM’1n bir ekuvalentlik
amino grubuna karsilik iki ekuvalent reaktif mPEG kullanild1 (Sekil II1.5). 100mg
G2 PAMAM, 10mL DMSO i¢inde ¢oziildii ve 584mg reaktif mPEG eklendi.
Cozelti 3 giin oda sicakliginda karistirildi. Reaksiyon sonrasi, karigim 12000-14000
g/mol molekiil agirlikli diyaliz membrani kullanilarak saf suya kars1 1 giin diyaliz
edildi ve liyofilizator ile mevcut su uzaklagtirildi. (%100 modifikasyon)

%50 modifikasyon i¢cin, G2 PAMAM’1n 1 ekuvalentlik amino grubuna karsilik
% ekuvalent reaktif mPEG kullanildi. 100mg G2 PAMAM, 10mL DMSO i¢in-de
¢ozilildii ve 168mg reaktif mPEG eklendi. Karisim oda sicakliginda 3 giin manyetik
olarak karistirildi. Reaksiyon bittikten sonra, 12000-14000 g/mol molekil agirlikli
diyaliz membranm kullanilarak saf suya kars1 1 giin boyunca diyaliz edildi. Daha

sonra mevcut su liyofilizatorle uzaklastirildi.
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Sekil II1.5. PAMAM’1in mPEG ile Konjligasyonu

I11.9. G4 PAMAM’IN REAKTIF mPEG ile KONJUGASYONU

G4 PAMAM 64 tane reaktif u¢ gruba sahiptir ve PAMAM’1n bir ekuvalentlik
amino grubuna karsilik iki ekuvalent reaktif mPEG kullanild1 (Sekil 1I1.5). 100mg
G4 PAMAM, 10mL DMSO iginde ¢oziildii ve 535mg reaktif mPEG eklendi.
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Cozelti 3 giin oda sicakliginda karistirildi. Reaksiyon sonrasi, karigim 12000-14000
g/mol molekiil agirlikli diyaliz membrani kullanilarak saf suya karsi 1 giin diyaliz
edildi ve liyo-filizator ile mevcut su uzaklastirildi. (%100 modifikasyon)

%50 modifikasyon i¢cin, G4 PAMAM’1n 1 ekuvalentlik amino grubuna karsilik
72 ekuvalent reaktif mPEG kullanildi. 100mg G4 PAMAM, 10mL DMSO ig¢inde
¢oziildii ve 168mg reaktif mPEG eklendi. Karigim oda sicakliginda 3 giin manyetik
olarak karistirildi. Reaksiyon bittikten sonra, 12000-14000 g/mol molekil agirlikli
diyaliz membran1 kullanilarak saf suya karsi 1 giin boyunca diyaliz edildi. Daha

sonra mevcut su liyo-filizatorle uzaklastirildi.

IIL.10. POLIMER-TRiPSIN KONJUGE URUNLERININ HPFP
ICINDEKI COZUNURLUKLERI

1mg mPEG-Tripsin, PPO-Tripsin ve Pluronic®-Tripsin konjiige tirtinleri 1 mL
HPFP icine eklendi. ilk etapta su banyosunda sicaklik 1 derecelik artisla 20°C’den
50°C’ye kadar yiikseltilerek ¢oziiniip ¢oziinmedigi kontrol edildi.

Daha sonra bu iiriinlerden ayn1 konsantrasyonda iiger drnek hazirlandi. Ilk
MPEG-Tripsin, PPO-Tripsin ve Pluronic®-Tripsin tigliisiiniin oda sicakliginda (20°C)
dengeye gelmesi beklendi. Diger 6rneklerin de buzdolabinda (4°C) ve su banyo-
sunda (37°C) dengeye gelmesi beklendi. Ortam kosullarinda, ¢dziinmeyen kisimlar
stiziildli, 55°C’de HPFP su banyosu icinde buharlastirildi. Her bir 6rnegin {izerine
700uL saf su eklendi ve UV spektrofotometresiyle 280nm’de absorpsiyonu 6l¢iildii.
Bilinmeyen konsantrasyonlar, kalibrasyon egrisi kullanilarak ayr1 ayr1 hesaplandi.
Kalibrasyon egrisi: 1, 2, 3, 4, 5 x 10°M konsantrasyonlarinda, su iginde standart
tripsin ¢ozeltileri hazirlandi ve bu ¢ozeltilerin 280nm’deki UV absorpsiyonlari

ol¢iildii. Konsantrasyona kars1 absorpsiyon grafigi ¢izilerek kalibrasyon egrisi elde
edildi.

111.11. PEG-PAMAM KONJUGE URUNLERININ HPFP iCINDEKI
COZUNURLUKLERI

Modifiye olmamis G2 ve G4 PAMAM HPFP icinde ¢6ziinmemektedir. 1mg
%50 ve %100 G2 PAMAM-PEG ile %50 ve %100 G4 PAMAM, 1mL HPFP igine
eklendi. Su banyosunda sicaklik 1 derecelik artisla 20°C°den 50°C’ye yiikseltilerek

¢Oziiniirlik davraniglar1 incelendi.
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Her bir konjiigasyon iirliniiniin HPFP i¢inde, oda sicakligindaki ¢oziiniirliik
limiti bulundu. Tiim 6rnekler i¢in ¢oziiniirliik limitinin agirlikga 1/10, %2, 2 ve 5 kat1
konsantrasyonlarinda karigimlar hazirlanarak 5’er 6rnek elde edildi. Daha sonra bu
orneklerin su banyosunda sicaklik, bir derecelik artisla, 20°C’den 40°C’ye kadar
yiikseltilerek ¢oziliniirliik davranisi incelendi. Yine aynmi sekilde Orneklerin reo-
metrede, bir derecelik azalmayla, sicaklik 20°C’den 4°C’ye diisiiriilerek ¢oziiniirliik

davraniglar1 incelendi. Elde edilen veriler grafige geg¢irildi.

111.11.1. %50 Modifiye MPEG-PAMAM G2/G4 Orneklerinin Hazirlanmas1
Img 6rnek 1mL aseton i¢inde ¢ozildii (stok ¢dzelti). Bu stok ¢ozelti seyrel-
tilerek istenen konsantrasyonlar hazirlandi. Aseton buharlastirildi ve kuru 6rnek-

lerin tizerine 1mL HPFP eklendi.
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BOLUM IV

SONUCLAR ve TARTISMA

IV.1. FAZ DiYAGRAMLARI
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Sekil IV.1. DH PEG 600’iin HPFP I¢indeki Faz Davranisi
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Sekil IV.2. DM PEG 1000’in HPFP Icindeki Faz Davranis

37




N
o
1

Sicaklik (°C)
w
(&)]
[ ]
[ ]
[ ]
]

w
o
1

N
[6)}

0 5 10 15 20 25 30 35
Konsantrasyon (%)

Sekil IV.3. DH PEG 1000’in HPFP Igindeki Faz Davranisi
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Sekil I'V.4. PPO 1000’in HPFP Icindeki Faz Davranist

45 -
—a— Pluronic
—— Pluronic + Tripsin

0 5 10 15 20 25 30 35
Konsantrasyon (%)

A~ b O
N © -
1 1 1

Sicaklik (°C)
b
- W

w W
N ©
1 1

w
O

Sekil IV.5. Pluronic® 1100’iin HPFP I¢indeki Faz Davranisi
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Degisik fonksiyonel gruplara ve molekiil agirligina sahip polietilen glikol,
polipropilen glikol ve Pluronic® polimerlerinin HPFP igerisinde konsantrasyon-
sicaklik grafikleri ¢izildi. Model protein olarak kullanilan tripsin HPFP iginde
¢cOziinlir degildir. Belli miktar tripsin, polimer-HPFP c¢ozeltilerine eklenerek, bu
polimerlerin tripsinin ¢oziiniirliigiine katkida bulunup bulunmadigi incelendi.

mPEG 500 incelenen biitiin konsantrasyon ve sicakliklarda HPFP iginde
tamamen ¢Oziindii. Oda sicakligina sogutulduktan sonra, tiim konsantrasyonlara
Img tripsin eklendi ve ¢Oziiniirliilk davranis1 sicaklik yiikseltilerek tekrar incelendi.
Biitiin mPEG 6rnekleri tiim sicakliklarda ¢oziiniirken tripsin ¢oziinmedi.

Sekil IV.1 iki ucunda hidroksil grubu tagtyan PEG 600’tin HPFP i¢indeki faz
davranigini géstermektedir. Sicakligin arttirilmasiyla, baglangicta HPFP iginde ¢6-
zlinen dihidroksil PEG 600 bulaniklasti. Oda sicakliginda tiim 6rneklere 1mg tripsin
eklenerek faz diyagrami aynmi sekilde tekrar incelendi ve dihidroksil PEG 600’iin
ayn1 ¢oziiniirliik davranigina sahip oldugu ve tripsinin ¢6ziinmedigi goriildii.

Sekil IV.3 dihidroksil PEG 1000’in HPFP icindeki ilging faz diyagramini
gostermektedir. Baslangicta HPFP i¢inde ¢6ziinmeyen dihidroksil PEG 1000, sicak-
ligin arttirilmasiyla bulanik faz davranisi sergiledi. Sekil IV.3’te gosterildigi gibi,
sadece diisiikk konsantrasyonlardaki (agirlik¢a %1-2-4) dihidroksil PEG 1000 30 ile
46°C arasinda ¢oziindii ve 1sitilmaya devam edildik¢e tekrar bulaniklagti.

PPO, PEG’den farkli olarak, kendi zinciri lizerinde PEG’in bir hidrojeni yerine
metil grubu tasir ve bu metil gruplarindan dolayi, zincirin iki ucu da hidroksil
olmasma ragmen, HPFP icinde PEG polimerlerinden daha fazla ¢6ziiniir olmasi
beklendi. Dihidroksil PEG 1000 ile karsilastirildiginda, PPO HPFP i¢inde ¢6ziindi
ve sicakligin arttirilmasiyla bulaniklasti (Sekil IV.4). PPO 6rneklerine 1mg tripsin
eklenip sicaklik arttirildiginda, PPO’nun faz davranisi degismedigi gibi tripsin de
¢Oziinmedi.

Pluronic®, iki polietilen oksit blogunun arasinda bir polipropilen oksit blogu ve
zincirin her iki ucunda hidroksil grubundan olusur. Benzer sekilde, oda sicakliginda
HPFP i¢inde ¢oziindii ve sicakligin arttirilmasiyla bulanik faz davranisi gosterdi.
Img tripsin eklendiginde, Pluronic® aynmi faz davranigina sahipti ve yine tripsin
¢oziinmedi (Sekil IV.5)

Bu faz diyagramlaria gore, molekiil agirlig arttikca, ¢oziiniirliiglin azaldig:
gozlendi. Ayrica monometil ve dimetil u¢ gruplarina sahip PEG’ler dihidroksil ug

gruplu PEG’lere nazaran daha ¢ok ¢oziinlirdiir. Bu durum, ¢oziinirliigiin zincir
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sonundaki u¢ gruplar veya zincir lizerindeki fonksiyonel gruplar ile ¢oziici
arasindaki etkilesime bagli oldugu ile agiklanabilir. Fonksiyonel grup ile ¢oziicii
arasinda olusan hidrojen baglar1 ¢oziintirliigii arttirmaktadir.  Polimer-HPFP
¢ozeltilerinde hidrojen bagina dayali ii¢ tip etkilesim diisiiniilebilir. Polimer-polimer
arasinda, polimer-¢oziicli arasinda ve ¢0ziicli-¢ozlicli arasinda hidrojen baglari
olusabilir.

Yukarida anlatildigi gibi, polimer ¢ozeltilerine tripsin eklendiginde, proteinin
¢oziiniirliigiinde degisme gozlenmedi. Yani, kullanilan PEG, PPO ve Pluronic®,
HPFP icinde tripsin ile fiziksel olarak karistirildiginda aralarinda herhangi bir
reaksiyon gergeklesmediginden tripsinin ¢oziiniirliigiinii arttirmadi. Bu durum, poli-
merlerdeki hidroksil u¢ grublarinin, tripsindeki amin gruplariyla kimyasal olarak
reaksiyona girebilmesi icin karbonil grubuna ylikseltgenmesi gerektigini Onerdi.
mPEG 500, incelenen tiim sicaklik ve konsantrasyonlarda ¢oziindiigiinden, tripsinin

konjiigasyonunda bu polimer kullanildi.

IV.2. TRIPSININ MS(PEG),, ile KONJUGASYONU

I | WS

9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0

Sekil IV.6. MS(PEG),; ile Konjiige Tripsinin '"H NMR Spektrumu / d-DMSO

MS(PEG),,-Tripsin, 'H NMR (d-DMSQ): 0.8-1.3ppm (-NH, tripsin), 3.0-
4.0ppm (-O-CH2-CH,-, MS(PEG),,)
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IV.3. POLIMERLERIN AKTIVASYONU
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Sekil IV.7. mPEG’in FT-IR Spektrumu

mPEG, FT-IR (KBr): 3493cm* (-OH, mPEG), 1764cm™ (doymus C=O,
imidazol), 2871cm™ (doymus -CH,, PEG)
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Sekil IV.8. Reaktif mPEG’in FT-IR Spektrumu

Reaktif mPEG, FT-IR (KBr): 1764cm™ (doymus C=0O, imidazol), 2871cm™
(doymus -CH,, PEG), 3118cm™ (alken, imidazol)
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Sekil IV.9. PPO’nun FT-IR Spektrumu

PPO, FT-IR (KBr): 3490cm™ (-OH, PPO) 1761cm™ (doymus C=0, imidazol),
2870cm™ (doymus -CH,-, PPO), 2972cm™ (doymus —CHg, PPO)
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Sekil IV.10. Reaktif PPO’nun FT-IR Spektrumu

Reaktif PPO, FT-IR (KBr): 1761cm™ (doymus C=0, imidazol), 2870cm™
(doymus -CHy-, PPO), 2972cm™ (doymus —CHg, PPO), 3118cm™ (alken, imidazol)
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Sekil IV.11. Pluronic®’in FT-IR Spektrumu

Pluronic®, FT-IR (KBr): 3490cm™ (-OH, Pluronic®) 2870cm™ (doymus -CH,-,
Pluronic®), 2971cm™ (doymus —CHs, Pluronic®)
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Sekil IV.12. Reaktif Pluronic®’in FT-IR Spektrumu

Reaktif Pluronic®, FT-IR (KBr): 1765cm* (doymus C=0, imidazol), 2870cm*
(doymus -CHy-, Pluronic®), 2971cm™ (doymus —CHs, Pluronic®)
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Sekil 1V.13. Reaktif mPEG’in 'H NMR Spektrumu / d-DMSO

Reaktif mPEG, 'H NMR (d-DMSO): 3.0-4.0ppm (-O-CH,-CH;-, PEG), 7.0-
8.2ppm (imidazol)
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Sekil 1V.14. Reaktif PPO’nun *H NMR Spektrumu / d-DMSO

Reaktif PPO, 'H NMR (d-DMSO): 1.0ppm (-CHs, PPO), 3.0-4.0ppm (-O-CH-
CH,-, PPO), 7.0-8.2ppm (imidazol)
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Sekil IV.15. Reaktif Pluronic®’in *H NMR Spektrumu / d-DMSO

Reaktif Pluronic®, '"H NMR (d-DMSO): 1.0ppm (-CHs, PPO), 3.0-4.0ppm
(-O-CH-CH_-, PPO), 7.0-8.2ppm (imidazol)

IV.4. TRiPSININ REAKTIF POLIMERLER ile KONJUGASYONU
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Sekil IV.16. mPEG ile Konjiige Tripsinin '"H NMR Spektrumu / d-DMSO

mMPEG-Tripsin, *H NMR (d-DMSO): 0.8-1.3ppm (-NH, tripsin), 3.0-4.0ppm
(-O-CH,-CH,-, PEG)
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Sekil IV.17. PPO ile Konjlige Tripsinin ‘H NMR Spektrumu / d-DMSO

PPO-Tripsin, *H NMR (d-DMSO): 0.8-1.3ppm (-NH, tripsin), 1.0ppm (-CHg,
PPO), 3.0-4.0ppm (-O-CH-CH,-, PPO)
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Sekil IV.18. Pluronic® ile Konjiige Tripsinin *H NMR Spektrumu / d-DMSO

Pluronic®-Tripsin, *H NMR (d-DMSO): 0.8-1.3ppm (-NH, tripsin), 1.0ppm
(-CHg, Pluronic®), 3.0-4.0 ppm (-O-CH,-CH,-, Pluronic®)
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IV.5. KONJUGE TRIiPSIN ORNEKLERININ HPFP ICINDEKI
COZUNURLUKLERI

Tripsin, MS(PEG),,, mPEG 500, PPO 1000 ve Pluronic® 1100 ile konjiige
edildi. Her bir konjiige iiriinden 1mg tartilarak 1mL HPFP icine eklendi. Ornekler
HPFP i¢inde bulanikti. Su banyosu i¢ine yerlestirilerek sicakligin ¢oziintirliik lizeri-

ne etkisi arastirildi. Ancak incelenen tiim sicakliklarda 6rnekler bulanik kaldi.

Tablo 1V.1. Konjiige Tripsin Orneklerinin HPFP i¢indeki Coziiniirliikleri

Ornek (Img/ImL HPFP) Coziiniirliik
MS(PEG),,-Tripsin Bulanik
MPEG-Tripsin Bulanik
PPO-Tripsin Bulanik
Pluronic®-Tripsin Bulanik

MPEG, PPO ve Pluronic® labotaruvar kosullarinda CDI kullanilarak reaktif
hale getirildi. MS(PEG),, Sigma Aldrich’ten satin alindi. Ticari olarak mevcut
reaktif polimer ile laboratuar kosullarinda sentezlenen reaktif polimerler ile yapilan

konjiigasyon iiriinleri birbiriyle karsilagtirildiginda elde edilen sonug aynidir.

IV.5.1. Orneklerin Kantitatif Analizi

UV spektrofotometresinde hazirlanan stok tripsin ¢6zeltisinin 6ncelikle hangi
dalga boyunda absorpsiyon verdigi bulundu (280nm). 1, 2, 3, 4, 5 x 10°M standart
tripsin ¢ozeltileri hazirland1 ve UV spektrofotometresi ile 280nm dalga boyunda

absorpsiyonlari 6l¢iildii. Elde edilen bu verilerle kalibrasyon grafigi olusturuldu.

Tablo IV.2. Standart Tripsin Cozeltilerinin 280nm’deki Absorbanslari

C (M x 10°) Absorbans (280nm)
1 0.26717
2 0.60208
3 0.98304
4 1.36432
5 1.71013
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Standart Tripsin Cozeltileri
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Sekil IV.19. Standart Tripsin Cozeltilerinin Kalibrasyon Egrisi

Egrinin Fonksiyonu: y =0.3648x —0.1091 (IvV.1)
X=——— '
0.3648

X: Konsantrasyon
y: Absorbans

mMPEG-Tripsin, PPO-Tripsin ve Pluronic®Tripsin trlinlerinde tiger adet
Img/mL HPFP konsantrasyonunda numuneler hazirlandi. 4°C, 20°C ve 37°C sicak-
liklarda dengeye gelmesi beklendi. Ortam kosullarinda ¢6ziinmeyen kisimlar siiziil-
dii, her birine 700uL su eklenerek, 280nm’de UV absorbanslari dl¢iildii. Yukarida
denklemde Olciilen degerler yerine konarak ¢oziinen miktar tayin edildi. Ayrica
karsilastirmak icin 3 tane 1mg tripsin/mL HPFP 6rne8i hazirlandi. Yukaridaki
sicakliklarda, aynt metod kullanilarak HPFP ig¢inde ¢oziinen tripsin miktar1 da

hesaplandi (Tablo IV.3 ve Tablo IV .4)
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Tablo 1V.3. Farkli Konjiige Tripsinlerin Farkli Sicakliklardaki UV Absorbanslari

NUMUNE 4°C - Abs (nm) 20°C - Abs (nm) 37°C - Abs (nm)
Tripsin 0.0195 0.0671 0.0354
PPO-Tripsin 0.0484 0.0620 0.0305
Pluronic® -Tripsin 0.0825 0.0420 0.0479
mMPEG-Tripsin 0.1046 0.0447 0.0333

Tablo 1V.4. Farkli Konjiige Tripsinlerin Farkli Sicakliklarda HPFP iginde Céziinen
Miktarlari

NUMUNE 4°C - C (Mx10%) | 20°C - C (Mx107%) | 37°C — C (Mx10%)
Tripsin 0.352 0.483 0.396
PPO-Tripsin 0.432 0.469 0.383
Pluronic®-Tripsin 0.525 0.414 0.430
MPEG-Tripsin 0.586 0.422 0.390

Farkli polimer-tripsin konjiige tiriinlerin farkli sicakliklardaki ¢oziintirliikleri
kantitatif olarak UV spektrofotometresi vasitasiyla hesaplandi. HPFP i¢inde bulanik
olan orneklerin sadece 4°C sicaklikta ¢oziiniirliigiiniin biraz arttigi goriildii. mPEG,
PPO, Pluronic® ve HPFP 280nm dalga boyunda pik vermemektedir. 280nm’de
sadece tripsin, absorbans vermektedir. 1mg polimer-tripsin konjiige 6rneklerinde,
sadece tripsin i¢eren 6rnege (Img/ImL HPFP) nazaran daha diisiik miktarda tripsin
bulunur. Ancak 280nm’de absorbanslari 6lgiildiigiinde, konjiige riinlerin daha
fazla absorbans degeri verdigi goriildii. Bu da demek oluyor ki konjiigasyon ¢ok az
da olsa ¢oziiniirliigi arttirdi.

20°C ve 37°C’de ise sicakligin ¢oziiniirliik lizerine etkisi olmadigi gortldii.

Son olarak, PPO ve Pluronic® zincirlerinin her iki ucunda hidroksil grubu
vardir. Aktivasyon sirasinda her iki hidroksil grubu da karbonil grubuna cevrilmis
olabilir ve tripsindeki 10 tane amin grubuyla reaksiyona girdiginde ¢apraz baglh yap1
olusmus olabilir. Capraz bagli yapilar hicbir solvent de ¢oziinmez. mPEG’de bir
tane hidroksil grubu, CDI ile reaktif karbonil grubuna doniistii ancak capraz bagli

yap1 olusmamasina ragmen HPFP i¢inde tripsinin ¢oziiniirliigiinii pek arttirmadi.
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IV.6. G2 PAMAM’IN REAKTIF mPEG ile KONJUGASYONU
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Sekil IV.20. %50 Modifiye mMPEG-PAMAM G2’nin ‘H NMR Spektrumu / CDCl,

%50 MPEG-PAMAM G2, *H NMR (CDCly): 0.8-1.2ppm (-NH, PAMAM),
2.2-2.8ppm (PAMAM), 3.0-4.0ppm (-O-CH,-CH,-, PEG)
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Sekil IV.21. %100 Modifiye mMPEG-PAMAM G2’nin ‘H NMR Spektrumu / CDCl,

%100 MPEG-PAMAM G2, 'H NMR (CDCls): 0.8-1.2ppm (-NH, PAMAM),
2.2-2.8ppm (PAMAM), 3.0-4.0ppm (-O-CH,-CH,-, PEG)
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IV.7. G4 PAMAM’IN REAKTIF mPEG ile KONJUGASYONU
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Sekil IV.22. %50 Modifiye mMPEG-PAMAM G4’iin ‘H NMR Spektrumu / CDCl,

%50 MPEG-PAMAM G4, *H NMR (CDCly): 0.8-1.2ppm (-NH, PAMAM),
2.2-2.8ppm (PAMAM), 3.0-4.0ppm (-O-CH,-CH,-, PEG)
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Sekil 1V.23. %100 Modifiye mMPEG-PAMAM G4’in *H NMR Spektrumu / CDCl,

%100 MPEG-PAMAM G4, 'H NMR (CDCls): 0.8-1.2ppm (-NH, PAMAM),
2.2-2.8ppm (PAMAM), 3.0-4.0ppm (-O-CH,-CH,-, PEG)
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IV.8. MPEG-PAMAM KONJUGE URUNLERININ HPFP ICINDEKI
COZUNURLUKLERI

Img o6rnek tartilarak 1mL HPFP i¢ine eklendi. Oda sicakliginda, konjiige
olmamig G2 PAMAM, G4 PAMAM, mPEG ile %50 konjiige G2 PAMAM ve G4
PAMAM HPFP i¢inde ¢oziinmedi. %100 oraninda mPEG yapilan konjiigasyon ise
G2-G4 PAMAM’ 1 HPFP iginde tamamen ¢6ziinmesini sagladi (Tablo IV.5).

Tablo 1V.5. MPEG-PAMAM Konijiige Uriinlerin HPFP I¢indeki Coziiniirliigii

Ornek Konjiigasyon Derecesi Coziiniirliik
G2/G4 PAMAM 0 Cozlinmez
G2 PAMAM %50 Cozilinmez
G2 PAMAM %100 Coziiniir
G4 PAMAM %50 Coziinmez
G4 PAMAM %100 Coziiniir

Daha sonra elde edilen konjligasyon driinlerinin 1mL HPFP igindeki
¢Oziiniirlik limitleri arastirildi (Tablo IV.6). Her bir {iriin i¢in, ¢dziinen miktarin
1/10, %5, 2 ve 5 katt miktarlar tartilarak ayr1 ayrt ImL HPFP icine aktarildi. 4°C ile

40°C arasindaki faz davraniglari incelendi.

Tablo 1V.6. MPEG-PAMAM G2-G4 Orneklerinin 1mL HPFP Icindeki Coziiniirliik

Limitleri

Ornek Coziiniirliik limiti (mg/mL HPFP)
mMPEG-PAMAM G2 %50 0.1
mMPEG-PAMAM G2 %100 15
MPEG-PAMAM G4 %50 0.1
mPEG-PAMAM G4 %100 2
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Sicaklik (°C)
N
o

0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 1V.24. %100 Modifiye MPEG-PAMAM G2’nin HPFP i¢indeki Coziiniirliik

Davranisi

Sicaklik (°C)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil IV.25. %100 Modifiye mMPEG-PAMAM G4’iin HPFP Igindeki Coziiniirliik

Davranisi

MPEG-PAMAM G2 %100 i¢in, 1.5, 7.5, 15, 30 ve 75mg/mL HPFP konsan-
trasyonlar1 hazirlandi. 15mg/mL HPFP c¢oziiniirliik limitinin altindaki konstras-
yonlar oda sicakliginda ¢oziindii, iistiindeki konsantrasyonlar ¢oziiniir degildi.
Ornekler su banyosuna yerlestirilerek, bir derecelik artis ile, 20°C’den 40°C’ye kadar
yiikseltildi.  Sicakligin artmasiyla ornekler bulaniklasmaya basladi. 15mg/mL
ornegi 33°C’de bulaniklasirken, 7.5mg/mL 6rnegi 35°C’de bulamik hale geldi.
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1.5mg/mL oOrnegi ise tim sicakliklarda tamamen ¢oziinlir haldeydi. Sicaklig
20°C’den 4°C’ye disiirebilmek igin reometre kullanildi. Birer derecelik azalma ile
soguk kosullardaki ¢oziintirliikk davranist da incelendi (Sekil 1V.24). 20°C’de iki faz
(6rnek ve HPFP) halinde bulunan 75mg/mL konsantrasyonundaki ornek 4°C’ye
inildiginde bulanik hale geldi.

MPEG-PAMAM G4 %100 icin, 0.2, 1, 2, 4 ve 10mg/mL HPFP konsan-
trasyonlar1 hazirlandi. 2mg/mL HPFP ¢6ziintirliik limitinin altindaki konstrasyonlar
oda sicakliginda ¢oziindii, iistiindeki konsantrasyonlar ¢dziiniir degildi. Ornekler su
banyosuna yerlestirildi ve sicakligin, bir derecelik artis ile, 20°C’den 40°C’ye kadar
yiikseltilmesiyle Img/mL 6rnegi 40°C’de, 2mg/mL 6rnegi 37°C’de bulanik hale
geldi. 0.2mg/mL 6rnegi tiim kosullarda ¢ozliniirliigiinii korudu. Daha sonra 6rnekler
reometreye yerlestirilerek sicaklik, bir derecelik azalma ile, 20°C’den 4°C’ye
diisiiriildii. Baslangicta hi¢ ¢dziinmeyen 10mg/mL &rnegi 4°C’de bulaniklagirken,
yine baslangicta bulanik olan 4mg/mL 6rnegi 4°C’de bulanik kald: (Sekil 1V.25).

MPEG-PAMAM G2 ve G4 %50 igin, 0.01, 0.05, 0.1, 0.2 ve 0.5mg/mL HPFP
konsantrasyonlar1t hazirlandi. Her iki 6rnek i¢in de 0.Img/mL HPFP ¢oziiniirliikk
limitinin altindaki 6rnekler uygulanan biitiin sicakliklarda ¢oziiniirdii, Uistiindekiler

¢oziinilir degildi. Diger drneklerde oldugu gibi bir bulaniklagsma goériilmedi.
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BOLUM V

SON DEGERLENDIRMELER ve ONERILER

Giliniimilizde, basing oOl¢ekli doz inhalerler astim gibi c¢ok c¢esitli akciger
hastaliklarinin tedavisinde ve bu hastaliklardan korunmada olduk¢a yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu tiir inhalerlerde, kloroflorokarbonlar ¢dziicii sistemini olustur-
maktadir. Ancak bu c¢oziiciiler klor icerdiginden ozon tabakasina zarar vermek-
tedirler. Dolayisiyla ilag sektorii, daha c¢evre dostu ¢oziiciiler kullanma yoluna
gitmekte ve aragtirmalar yapmaktadir. Bu ¢alismada da model ¢oziicii olarak ¢evre
dostu HPFP (2H,3H-perfloropentan) kullanildi.

Degisik fonksiyonel gruplara ve molekiil agirligina sahip polietilen glikol,
polipropilen glikol ve Pluronic® polimerlerinin, HPFP igerisindeki faz davranislari
incelendi. Coziiniirliigiin molekiil agirhigina ve sahip olunan fonksiyonel gruplara
bagli oldugu anlasildi. Polimer c¢ozeltilerine tripsin eklendiginde, proteinin
¢Oziiniirliiglinde degisme gozlenmedi.

Monometil PEG 500 tiim konsantrasyon ve sicakliklarda HPFP igerisinde
¢oziindii. Bu nedenle, tripsin ve PAMAM’1n konjligasyonu i¢in, incelenen tim
PEG’ler arasindan mPEG 500 segilip kullanildi. Tripsinin konjiigasyonunda ayrica
PPO 1000 ve Pluronic® 1100 polimerleri de kullanildh.

mPEG 500, PPO 1000 ve Pluronic® 1100, ilk etapta N,N'-karbonildiimidazol
(CD]) kullanilarak —OH gruplar1 reaktif hale getirildi. Reaksiyon karigimina saflas-
tirma islemi uygulanmadi. Model protein tripsin sentezlenen reaktif polimerler ile
konjiige edildi. Aktivasyon ve konjiigasyon reaksiyonlarinin basarili bir sekilde ger-
ceklestigi FT-IR ve 'H NMR spektrumlari ile dogrulandi. Polimer-tripsin 6rnekleri
HPFP iginde tamamen ¢oziinmedi, bulanikti.

Ayrica, poli(amidoamin) G2 ve G4 dendrimerleri %50 ve %100 oranlarinda
mPEG ile modifiye edildi. Elde edilen iiriinlerin yapis1 ‘"H NMR ile dogrulandi.
MPEG-PAMAM konjiige {irlinleri incelendiginde, konjiigasyon reaksiyonunun daha
basarili oldugu goriildi. PAMAM G2 ve G4 %50 oraninda PEG ile konjiige
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edildiginde pek bir degisiklik olmazken, %100 oraninda konjiige edildiginde HPFP
icerisinde tamamen ¢oziildii.

Proteinler genel olarak HPFP i¢inde ¢oziiniir degildir. Coziiniirliiglin arttirila-
bilmesi i¢in, bu calismada kullanilan polimerlerin fonksiyonel gruplar1 degistiri-
lerek, tripsin tekrar konjlige edilebilir. Ayrica bu teknik, insiilin gibi farkh
Karakteristik ozelliklere sahip bir protein icin de uygulanabilir. insiilinin HPFP
icindeki ¢Ozlniirliigiiniin arttirtlmast  sonucunda, basing Olgekli inhalerlerde

kullanilmak tizere ilag sektoriinde biiyiik adimlar atilmis olacaktir.
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