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Diinya’da diyabet hastasi say1si giin gegtik¢e artmaktadir. Bu hastaliga insiilin salimimdan
sorumlu olan P hiicrelerinin fonksiyonlarini yerine getirememesi ya da yikimi neden olur.
Insiilin hormonunun en &nemli gérevi karbonhidrat metabolizmasm diizenlemektir.
Ayrica yag ve protein metabolizmasi i¢in insiilin hormonuna ihtiya¢ vardir. Bu nedenle
diyabet hastalari, hastaliklarini yonetmek igin insiilin almak zorundadirlar. Mevcut
tedaviler hem psikolojik hem de fiziksel riskler icermektedir. Bu riskleri en aza indirecek
ve hastalarin yasam kalitesini yiikseltecek yeni tedavilere ihtiyag vardir. Insiilin hormonu

analizlerinde kromatografik yontemler siklikla tercih edilmektedir.

Tez kapsaminda, insiilin yiiklii polimerik membranlardan, zamana bagl olarak, insiilin
salim miktart kromatografik teknikleri takiben kiitle spektrometrisi kullanilarak
Olclilmiistiir. Bu membranlarin insan viicuduna uyumlu sartlar altinda salim yapabilecegi
uygun cozeltiler belirlenmistir. Basit ve etkili sekilde insan viicuduna yapistirilarak
insiilin salimi yapabilen polimerik membranlarin, ticari olarak {iretilebilmesine katki

saglanmas1 amaglanmastir.



Bu amag¢ dogrultusunda ii¢ farkli insiilin ylikli polimerik membran sentezlenmistir.
Hidroksipropil metakrilat ve hidroksipropil metakrilat-kitosan igeren membranlarin
karakterizasyon ¢aligmalar gergeklestirilerek, membranlarda yiizey morfolojisi, partikiil
boyutu, sicaklik ile bozunma davranisi ve polimerlesme 6zellikleri goz 6niinde bulunarak
incelenmistir.  MALDI-MS ve ORBITRAP-MS analizleri  gergeklestirilerek
membranlarin ti¢ farkli ¢oziict igerisinde Kalitatif ve kantitatif olarak insiilin salim

davraniglar1 incelenmistir.

Bu tez sonunda, Karekterizasyon caligmalarindan elde edilen bilgilerle membranlarda
insiilin  tutulumu  kanitlannmistir.  Hidroksipropil metakrilat-kitosan-insiilin  igeren
membranin hizli ve yiiksek miktarda insiilin salimladigi goriiliirken, hidroksipropil
metakrilat-insiilin iceren membranin yavas ve daha stabil insiilin salim davranisi
gosterdigi tespit edilmistir. Buna gore hidroksipropil metakrilat-insiilin igeren membranin

kullanilabilirlik acisindan daha uygun oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Polimerik membran, insiilin salimi, kiitle spektrometrisi
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The number of diabetes mellitus patients is increasing day by day in the world. This
disease is caused by the failure or destruction of B cells responsible for insulin release.
The most important task of the insulin hormone is to regulate carbohydrate metabolism.
In addition, insulin hormone is needed for fat and protein metabolism. For this reason,
diabetics have to take insulin to manage their illness. Current treatments include both
psychological and physical risks. New treatments are needed to minimize these risks and
improve the quality of life of patients. Chromatographic methods are frequently preferred
in insulin hormone analysis. Within the scope of the thesis, the amount of insulin release
from the insulin loaded polymeric membrane, depending on time, was measured using
mass spectrometry following chromatographic techniques. Suitable solutions were
determined that these membranes can release insulin under conditions compatible with
the human body. It was aimed to contribute to the commercial production of polymeric

membranes that can release insulin effectively by simply adhering to the human body.

For this purpose, three different insulin loaded polymeric membranes were synthesized.

The characterization studies of membranes containing hydroxypropyl methacrylate and

iv



hydroxypropyl methacrylate-chitosan have been carried out, and the surface morphology,
particle size, temperature degradation behavior and polymerization properties of the
membranes have been researched. MALDI-MS and ORBITRAP-MS analyzes, insulin
release from membranes in three different solvents was observed qualitatively and

quantitatively.

As a result of this thesis, the presence of insiilin in the membranes has been proved via
the characterization studies. While the membrane containing hydroxypropyl
methacrylate-chitosan-insulin was observed to release rapid and high amounts of insulin,
it was found that the membrane containing hydroxypropyl methacrylate-insulin showed
a slow and more stable insulin release behavior. Accordingly, the membrane containing
hydroxypropyl methacrylate-insulin is considered to be more suitable in terms of

usability.

Key Words : Polimeric membrane, insiilin release, mass spectrometry
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1. GIRIS

Hormonlar, canlilarin yasaminda 6nemli rollere sahip kimyasal habercilerdir. Hormon
mekanizmalarinin - diizenli ¢alismasi insan viicudunun yapmasi gereken islevleri
gerceklestirebilmesi  agisindan  oldukg¢a  Onemlidir.  Viicutta yeterli miktarda
olmadiklarinda, etkiledikleri mekanizmalardan dolay:r insanlarda cesitli hastaliklar
goriilmektedir. Insiilin hormonu da insan viicudunda sentezlenen ve viicutta meydana
gelen metabolik olaylarda dnemli role sahip bir hormondur. Insiilin hormonunun eksikligi
ya da yoklugu halk arasinda seker hastalig1 olarak bilinen diyabet hastaligina neden
olmaktadir. Yasamsal Onemi olan bu hormonun yeri baska bir madde tarafindan
doldurulamaz, bu nedenle viicutta salgilanmadig1 durumlarda hormonun disaridan viicut

igerisine alinmasi hayatin devamliligi agisindan 6nemlidir.

Glintimiizde diyabet hastalari, hastaliklarinin durumuna gore deri alt1 enjeksiyonu ya da
oral yolla alinan diyabet ilaglar1 sayesinde yasamlarin siirdiirmektedirler. Ancak tedavi
stireci kisinin yasami boyunca devam etmelidir. Oral yolla ila¢ kullanmak ya da
enjeksiyon tedavisi kisinin saglik durumuna goére belirlenmektedir, bu nedenle tedavi
yontemi bir segenek degil doktor tarafindan belirlenen bir zorunluluktur. Hastalarin
stirekli olarak ilaglara erigsimleri olmalidir. Ayn1 zamanda haplar1 yutarken zorlanmamali,
igneden korkmamali, dogru sekilde igne vurulmayr Ogrenmeli, siirekli olarak igne
vurulmanin yan etkilerinden fiziksel ve psikolojik olarak etkilenmemelidirler. Tedavi
stirecinin hayat boyu devam ettigi ve diyabet hastaligimin tedavisinin hastaya uygun
sekilde yapilmadiginda meydana gelebilecek diger komplikasyonlar diisiiniildiigiinde bu
tedavi yontemleri her hasta i¢in uygun degildir. Bu nedenler hastalarin sagliklarint belli
bir seviyede tutarken ayn1 zamanda yasam kalitelerini de en az diizeyde etkileyecek yeni

tedavi yontemlerine ihtiya¢ vardir.

Glintimiizde kisiye yonelik tedavi uygulanmasinin basaris1 goriilmiis ve tedavi yontemleri
secerken hastanin yasam kosullar1 da géz oOniinde bulundurulmaya baslanmistir.
Hastalarin karsilastiklar aciy1r azaltmak ve kanda bulunan glikoz miktarinin ani olarak
degismesinin Oniine gegmek hasta icin daha iyi bir tedavi ortami1 olusturacaktir. Bu amag
dogrultusunda igerisinde insiilin hormonu bulunan polimerik membranlarin farkli ortam
kosullarinda kontrollii olarak zamana bagli sekilde insiilin salimi miktar1 kiitle

spektrometrisi araciligiyla incelenmistir. Polimerik membranin  kullanilabilecegi



optimum kosullar belirlenmistir. Bu sayede, ticari olarak diyabet hastaligi tedavisinde
kullanilabilir, pratik ve etkin insiilin salim1 yapabilen bantlarin gelistirilmesine olanak

saglanmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. INSULIN HORMONU

Hormonlar, ilk olarak Ernest Starling tarafindan viicudun farkli béliimlerinin biiylimesini
ve faaliyetlerini kontrol eden, kan yoluyla hiicreden hiicreye aktarilan kimyasal haberciler
olarak tanimlanmustir [1]. 20. Yiizyilin baslarinda Starling’in tanimindan sonra bu konuda
yapilan aragtirmalar, hormonlarin salinamamasi, az miktarda ya da ¢ok miktarda
salinmasinin gesitli hastaliklara yol acgtigin1 gostermis ve hormonlarin insan hayatinda

sahip oldugu 6nemin anlasilmasini saglamistir.

Pankreas iizerinde 1869 yilinda kesfedilmis Langerhands adaciklari bulunur, Laguesse bu
adacik hiicrelerinin bir i¢ salgi lirettigini kesfetmistir ve 1911 yilinda Bensley tarafindan
yapilan ¢alismalar pankreasin endokrin sistemin bir pargast oldugunu kanitlamistir [2].
Hormonlar kimyasal yapilarina gore siniflandirildiginda, peptid yapisindaki
hormonlardan olan insiilin, glukagon ve somatostatin hormonlar1 Langerhands
adaciklarinda iiretilir. Bu adaciklar iizerinde bulunan her bir hiicre tipi tek bir hormonun
tiretiminden sorumludur. Glukagon hormonu pankreas iizerinde bulunan alfa (o)
hiicrelerinde {iretilirken, insiilin hormonu beta () hiicrelerinde tiretildigi, depolandig1 ve
viicudun ihtiyaci oldugunda saliniminin yapildigir gézlemlenmistir. Glukagon hormonu
kandaki seker miktarini artirict sekilde davranirken insiilin hormonunun salinimini

azaltic1 yonde bir etki gosterir [3].

20. ylizyilin ortalarinda molekiiler biyolog Frederick Sanger, kesfedilen ilk peptid
hormonu olan insiilin hormonunun, aminoasit dizilimini ¢6zmiis ve 1958 yilinda
calismalarindan dolayr Kimya alaninda Nobel Odiilii almustir. insiilin hormonu,
insanlarda metabolizma faaliyetlerinin diizenlenmesinde Onemli gorevlere sahip
hormonlardan biridir. Insiilin hormonunun molekiil agirhg 5,8 kDa’ dur. A zinciri
tizerinde 21 aminoasit, B zinciri lUzerinde ise 30 aminoasit bulunmaktadir. A ve B
zincirleri birbirlerine iki distilfit bag1 araciligiyla baghdir ve distlfit baglari sistin
aminoasitleri arasinda olusmustur. Ayrica insiilin hormonu yapisinda A zinciri lizerinde
bir adet zincir i¢i disiilfit bag1 bulunmaktadir [4-6]. Insiilin hormonunun preproinsiilin ve
proinsiilin olmak iizere iki tane Oncii molekiilii vardir. Preproinsiilin, proinsiilin
olusumunun 6ncii molekiiliidiir ve proinsiilin, insiilin hormonun 6ncii molekiilidir.

Insiilin hormonu A ve B zinciri seklinde sentezlenmeyip, tek bir zincir olan proinsiilinin



A zincirinde bulunan NH> ucu ile B zincirinde bulunan COOH ucu, C-peptid olarak
bilinen bir peptid ile baglanmasiyla olusmustur. Insanlarda C-peptid grubunda 35
aminoasit bulunmaktadir [7, 8]. Proinsiilin hormonundan insiilin hormonu sentezi
sirasinda meydana gelen bir mutasyon canlilarda diyabet hastaligina yatkinliga neden
olabilir. Proinsiilinden insiilin hormonu senteziyle ilgili yapilan bir deneyde ailesel
baglar1 olan bireylerde kanda yiiksek miktarda proinsiilin bulunmasi hastaligi incelenmis
ve proinsiilinden insiilin sentezi gerceklesirken C-peptid ve insiilin molekiilii arasinda
meydana gelen bir mutasyonun karbonhidrat toleransini etkiledigi gozlemlenmis ve bu

durum diyabet hastalig ile iliskilendirilmistir [9].

Insiilin hormonu hem uyarict hem de engelleyici gérevleri olan bir hormondur. En énemli
gorevi karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesidir, bunun yar1 sira yag ve protein
metabolizmasinin diizenlenmesinde de rol oynar. Glikoz alimin1 ve lipid sentezini uyarir.
Lipoliz, proteoliz, glikojenoliz, glukoneogenez ve ketogenez gibi par¢alanma siiregleri
insiilin hormonunun kontroliinde gerceklesir [10, 11]. insan metabolizmasinda, insiilin
hormonunun sahip oldugu gorevler kisinin yasaminin siirekliligi acisindan 6nemlidir, bu
nedenle eksikligi ya da az salgilanmasi kanda bulunan glikoz miktarinin artmasina neden
olur ve bu durum diyabet hastaligi olarak adlandirilir. Diyabet hastaligi tedavi

edilmediginde kisinin 6liimiine yol acabilecek ciddi bir hastaliktir.

2.2. DIYABET HASTALIGI

Dogumdan itibaren insanlar yasamlarini siirdiirebilmek icin beslenmek zorundadirlar.
Viicutlarinin ihtiyaci olan enerjiyi, besinler yardimiyla alirlar. Bedensel ve zihinsel
gelisimin tamamlanmas1 ve saglikli bir yasamin siirdiiriilebilirligi i¢in bebeklikten
itibaren tiiketilen gidalarin tiirii ve miktar1 ¢ok dnemlidir. Saglikli beslenen insanlarin
yagsam kalitesi yiikselir, hastaliklara yakalanma oranlar1 azalir, saglikli bir viicuda ve
zihne sahip olurlar. Saglikli beslenme ile yeterli ve dogru miktarda alinan besinler insan
viicudunun ihtiyact olan enerjiyi saglamanin yani sira hastaliklara kars1 direng
kazanilmasina, vitaminlerin ve minerallerin viicuda alinmasina, organlarin sagligini
korumasina, hiicre yenilenmesi ve dokularin onarmminin saglanmasmna vb. yardimeci
olmak gibi birgok goreve sahiptirler. Insanlarin her an saglikli besinlere ulasamamast,
saglikli yiyecekleri hazirlamanin uzun zaman almasi, ekonomik agidan saglikli

beslenmenin daha pahali olmasi, hazir gidalarin kolay ulasilabilir olmas1 gibi sebepler



nedeniyle insanlarin beslenme diizenleri yeniden sekillenmis ve kizartmalar,
dondurulmus gidalar ve fastfood iiriinlerin tiilketiminin artmasina neden olmustur. Bu
sagliks1z beslenme ortami insanlarin temel enerji kaynaklari olan karbonhidratlari, yaglar
ve proteinleri farkli oranlarda tiiketmelerine ve genellikle dengesiz beslenmenin bir

sonucu olarak hastaliklara sebep olmustur.

Besinler tiiketildikten sonra sindirim siireci baslar. Sindirim siireci alinan besinlerin
parcalanmasina ve insanin ihtiyaci olmayan kismin viicuttan uzaklastirilmasina kadar
gecen siirectir. Bu siire¢ icerisinde karbonhidratlar, yaglar ve proteinler viicudun ihtiyaci
olan enerjiyi karsilamak {izere parcalanirlar ve kan yoluyla hiicrelere aktarilirlar.
Karbonhidratlar, seker diye adlandirdigimiz (monosakkaritlere) glikoz ve tiirevi yapilara
pargalanirlar. Kanda bulunan glikoz miktar1 arttiginda pankreas {iizerindeki beta
hiicrelerinden insiilin hormonu salgilanir ve bu hormonun etkisiyle, kandaki glikoz

miktarini azaltmak amaglanir.

Diyabet hastalig1, insiilin hormonunun eksikliginden, yeterli miktarda salinamamasindan
ya da insiilin hormonunun etkinliginden kaynakli olarak kanda bulunan seker miktarinin
diizenlenememesine (hiperglisemi) neden olan metabolik bir durumdur. Uluslararasi
Diyabet Federasyonunun 2019 verilerine gore; her 11 yetiskinden birinde diyabet
hastalig1r goriilmektedir. Ayrica 2040 yilina gelindiginde her 10 yetiskinden birinin
diyabet hastaligina yakalanacag tahmin edilmektedir. 2019 verilerini inceledigimizde;
diyabet hastalig1 ve bu hastaligin neden oldugu semptomlardan kaynakli olarak yaklasik
4,2 milyon yetiskin hayatini kaybetmistir. 2019 yilinda Diinya genelinde diyabet hastalig1
incelendiginde yetigkinlerde (20-79 yas), 463 milyon kisinin diyabet hastasi oldugu
bilgisinden yola ¢ikarak yapilan istatistiki ¢aligmalarda hastalik ile ilgili Onlemler
alinmazsa 2030 yilinda hasta sayisinin 578 milyon ve 2045 yillarinda ise 700 milyon
diyabet hastasinin olacagi 6ngoriilmiistiir. Bu sonuca gore, diyabet hastast sayis1 2019
yilina gore yaklasik % 51° lik artig gdsterecektir. Aynt zamanda 2045 yilinda Tiirkiye’de
20-79 yas araligindaki yaklasik hasta sayisinin 10.4 milyona ulasacagi ve Tiirkiye’nin
diyabet hastaliginin en yaygin oldugu 10 iilkeden biri haline gelecegi 6n goriilmektedir
[12]. Hastaligin 6nlenme ¢alismalarinin yapilmasi ¢ok 6nem arz etmekle birlikte, var olan
ve gelecekte hastalanma potansiyeli olan insanlar i¢in daha iyi tedavi yontemlerine
yonelmek, hastalarin yasam kalitelerini korumalar1 ve belki de ylikseltmeleri a¢isindan
hayati 6neme sahiptir. Diyabet hastaligi, Diinya genelindeki her yas grubundaki insani,

cinsiyet, irk ayirt etmeden etkileyebilecek bir hastaliktir. Tedavisi hastada omiir boyu



takip edilmesi, stirekli doktor kontrollerine ihtiya¢ duyulmasi ve diyabet hastaliginin uzun
vadeli etkileri diisiiniildiigiinde hastaligin tedavi siirecinin iyi takip edilmesi ve miimkiin
oldugunca kandaki seker miktarinin normal seviyelerde tutulmasinin saglanmalidir.
Hastanin siire¢ boyunda daha az yipranmasma ve hastaligi en az acili sekilde

gecirilmesine katki saglayacak ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Diyabet hastalig1 kilo kaybi, bulanik gérme, politiri (sik idrara ¢ikma), polidipsi(asiri

susuzluk) ve bazen obezite gibi belirtilerle varligini gosterir [13].

Insiilin hormonunun salmiminda ya da islevinde bir bozukluk meydana geldiginde, insan
metabolizmasinda sahip oldugu gorevlerde de aksakliklar ve bozukluklar olabilir. Bu
durumda diyabet hastaliginin yan sira baska hastaliklar da meydana gelebilir. Uzun siireli
diyabet hastalarinda mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar goriilmektedir.
Kalp ve kan damarlari, sinirler, bobrekler ve gozler diyabet hastaligindan etkilenir. Uzun
stireli diyabet hastalarinda; gérme kaybi, bobrek yetmezligi, ayak iilseri, Charcot eklemi,
uzuvlarin amputasyonu, cinsel islev bozuklugu, gastrointestinal, genitoliriner ve
kardiyovaskiiler septomlar gézlemlenebilir [13]. Gérme kaybi, diyabetik néropati ve
diyabetik nefropatiler mikravaskiiler koplikasyonlardandir. Uzun siireli diyabet hastaligi,
20-74 yas araligindaki yetiskinlerde goérme kaybinin artma nedenidir. Ayn1 zamanda
kronik bobrek yetmezliginin bir nedeni de, diyabetik nefropatidir ve bobrek yetmezligi
hastaliginin en sik olusum nedeni diyabet hastaligidir. Diyabetik ndropatiler, diyabetin
sinirler lizerindeki etkisinden kaynakli heterojen bir hastalik grubudur. Makrovaskiiler
komplikasyonlar kalp ve damarlarda meydana gelen hastaliklart anlatmaktadir [14, 15].
Bu komplikasyonlarin etkilerini azaltmak ya da meydana gelmemelerini saglamak i¢in

kanda bulunan seker miktarinin kontroliiniin saglanmasi1 dnemlidir.

Diyabet hastaliginin varligini anlamak i¢in birgok farkli test uygulanabilir. A¢lik plazma
glikozu testi (FPG) 8 saat boyunca kalori alinmadiginda, oral glikoz tolerans testi 2 saatlik
aclik sonrasinda, A1C testi (son 3 ayda hemoglobine baglanan serbest seker miktarini
tespit eder), klasik hiperglisemi semptomlar1 olan hastada rastgele plazma glikozu

degerinin olgiilmesi ile diyabet hastaligi teshis edilebilir [16].



CIZELGE 2. 1. Diyabet Hastalig1 Teshis Testlerine Gore Glikoz Miktar1 [16]

TEST GLIKOZ MIKTARI
ACLIK PLAZMA GLIKOZU > 126 mg/dL (7.0 mmol/L)
ORAL GLIKOZ TOLERANSI > 200 mg/dL (11.1 mmol/L)
AlC > %6.5 (48mmol/mol)
RASTGELE GLIKOZ MIKTARI OLCUMU > 200 mg/dL (11.1 mmol/L)

Cizelge 2.1’ de diyabet hastalig1 icin yapilan testler ve glikoz miktarlart verilmistir.
Olgiimler bu degerlerden fazla oldugunda diyabet hastalig1 varligi kanitlanmis olur [16].
Diyabet hastaliginin ve tiiriiniin belirlenmesi tedavi olanagi sagladigi i¢in hastanin yasam
kalitesinin ylikselmesine olanak saglar, ayni zamanda diyabet hastalifinin neden
olabilecegi diger hastaliklar i¢in onlem alinabilmesine yardimci olmasi agisindan ¢ok
onemlidir. Diyabet, genel bir adlandirma olup hiperglisemiye sebep olan birgok alt gruba
ayrilmaktadir. Bu alt gruplardan en yaygin olarak karsilasilanlar tip 1 diyabet (T1D) ve
tip 2 diyabet (T2D) hastaligidir. Alt gruplar birbirlerinden kesin olarak ayrilmamistir. Bu
gruplar disinda kalan diyabet hastalig: tiirleri vardir [17].

2.2.1. DIYABET HASTALIGI TURLERI

Hiperglisemi (kandaki seker degerinin yiiksekligi) tiim diyabet hastalig tiirlerinin ortak
ozelligidir. Diyabet hastalig1, hastaligin olugsma sebebine bagli olarak alt gruplara ayrilir.
Diyabet hastaliginin alt gruplarmin bilinmesi, tedavi siirecinin dogru yonlendirilmesine

olanak saglar [18].



CIZELGE 2. 2. Diyabet Hastahginin Etiyolojik Stmflandirilmas1 [13]

. . e Immunolojik
TIP 1 DIYABET idi .
. iyopatik
HASTALIGI
. . e Tipik
TIP 2 DIYABET Tioi
o ipik olmayan
HASTALIGI

GESTASYONEL DIYABET

HASTALIGI

e Beta hiicrelerinin genetik yikimi

e Insiilin salimindaki genetik bozukluk

DIGER SPESiFiK e Ekzokrin pankreas hastaliklari

DIYABET HASTALIGI ®  Endokrinopatiler

e ilag ya da kimyasal kaynakl

(Diger hastaliklarin sonucu olarak, .
e Enfeksiyonlar

Dolayh yold kal .
olaylt yoldan maruz kalnan) e Immun aracili diyabetin nadir formlar

e Genetik sendromlarla iliskili diyabet hastalig

2.2.1.1. TiP 1 DiYABET HASTALIGI

Pankreatik beta hiicrelerinin otoimmiin yikimi sonucu insiilin eksikliginden kaynaklanan
hiperglisemi ile tip 1 diyabet (T1D) hastaligi meydana gelir. Cocukluk ¢aginda meydana
gelen en yaygin endokrin ve metabolik hastaliktir. Semptomlar baslamadan uzun siire

once otoantikorlar olusmaktadir ve bu otoantikorlar otoimmiinite gelisiminin



biyobelirtegleridir [19, 20]. Diyabet hastaligi teshisi konulduktan sonra, diyabet
hastaligiyla iligkili otoantikorlarin varligi kontrol edilerek otoimmiin kaynakli T1D teshis
edilir, boylece hastanin tip 1 diyabet mi yoksa tip 2 diyabet mi olduguna karar verilir [18].
Tip 1 diyabet hastalig: ile ilgili epidemiyolojik ¢aligmalarda yas, cinsiyet, 1rk, genotip,
cografi konum gibi faktorlere gore hasta sayisindaki degisim gozlemlenmektedir [21].
Kiside T1D hastaligi gelismesinde hem ¢evresel hem de genetik faktorler etkilidir [22].
Yasamin siirdiiriilebilmesi icin insiiline bagimlilik vardir. Beta hiicresi yikim hizi
degiskendir, ¢cocuk ve genclerde beta hiicresi yikimi yetigkinlere gore daha hizlidir.
Ayrica, ¢ocuk ve genclerde ketoasidoz varligr diyabet hastaligi belirtisi olabilir [16]. T1D
hastalig1 ilerledik¢e, hastadaki C-peptid seviyesi diigiik miktardadir, ayrica hasta
disaridan insiilin almaya bagimli hale gelir. Idiyopatik tip 1 diyabet hastaliginin ise nedeni
bilinmemektedir, bu hastalarda bagisiklik tepkileri ya da otoimmun yikim gézlenmedigi
halde ketoasidoz varlig1 ve kesin bir insiilin hormonu yoksunlugu vardir ve genellikle
kalitsal olarak genlerle aktarilir [13, 19]. Ketoasidoz varligi ve C-peptid seviyesindeki
diisiis tip 1 diyabet hastalarinda yaygin olarak goriilse de, tip 2 diyabet hastalarinda da
bulunabileceginden hastaligin siniflandirilmasinda kullanilmamalidir [23]. Hasimato
tiroidi ve Addison hastalig1 gibi hastaliklara sahip bireyler arasinda Tip 1 diyabet hastalig1
yaygin olarak goriilmektedir [24].

2.2.1.2. TiP 2 DiYABET HASTALIGI

Diinya genelinde en yaygin diyabet hastalig: tiirii tip 2 diyabet hastaligidir ve hastalarin
%9011k kismin1 kapsamaktadir.

Insiilin direnci ve metabolik sendrom o6zelliklerine bagl olarak tip 2 diyabet (T2D)
hastalig1 ortaya ¢ikar [20]. Diisiik insiilin duyarliligi ve orta derecede insiilin salinim
sorunu vardir [18]. Bu gruptaki hastalarin bazilari insiiline ihtiyag duymazken, bazilari
disardan insiilin hormonu almak zorundadir. T2D hastaliginda insiilin salinimi kusurludur
ve insiilin direncini azaltmak i¢in yeterli degildir. Hiperglisemi uzun bir siire i¢erisinde
gelisir ve diyabet semptomlar1 hastalifin teshis edilebilecegi kadar belirgin degildir, bu
nedenle hastaligin teshis edilmesi zordur. Yas, obezite ve fiziksel aktivite eksikligi
hastaligin gelismesi icin etken olabilir. Bu hasta grubunda cevresel sinir sistemi
bozukluklari, gérme problemleri, damar tikaniklig1 gibi mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlar goriilebilir. Genetik faktorlerin T2D hastalifinda etkili olup olmadig:

kesin olarak bilinmemektedir [13].



Insiilin hormonu viicut yag kiitlesiyle orantil olarak viicutta dolasima katilir ve kan-beyin
bariyerini biyolojik aktivitesini koruyacak sekilde gecerek beyine ulasir. Beyin insiilin
hormonuna duyarlilik gostermektedir. Beyindeki leptin hormonu, insiilin hormonu ve
besinlerle ilgili sinyaller, beyinin viicutta yag icerigi ve insiilin duyarlilig1 tizerinde etkili
oldugunu gostermistir. Merkezi sinir sistemine giden sinyallerdeki bir bozulma kilo
alimma, obeziteye ve insiilin direncine sebep olmaktadir. insiilin sentezinde meydana
gelen bir sorun/bozulma beyine ve diger organlara insiilin hormonunun iletiminin
azalmasina sebebiyet verebilir ve bu durum tip 2 diyabet hastalifinin gelisimine yol
acabilir. Ayrica obezite ile leptin ve insiilin hormonlarn arasinda iligki bulunmaktadir ve
obezite insililin duyarliliginda bozulmaya sebebiyet verebilir, bu durumda kan

plazmasindaki glikoz seviyesi artar ve kisilerde diyabet hastaligi ortaya ¢ikar [25-27].

Beta hiicre fonksiyonundaki azalma, insiilin direncindeki artis ve tip 2 diyabet (T2D)
arasinda bir iligki goriilmektedir (Sekil 2.1). Bireyde normal miktarda beta hiicresi
bulundugunda ve normal glikoz miktar1 bulunuyorsa, normal glikoz toleranst (NGT)
gozlenmis ve siyah okla gosterilmistir, ancak beta hiicre fonksiyonunun yeterli olmamasi
ve bozulmus glikoz toleransina (IGT) sahip bireyde insiilin direncinin artti§1 durumda
kiside normal glikoz toleransi yerine bozulmus glikoz toleransi gergeklesir ve gri okla
gosterildigi gibi bu tip 2 diyabet hastaliginin gelisimine yol agar. Kilo verme, egzersiz ve
insiilin duyarliligr diisiik insiilin direncine, ergenlik, obezite, insiilin reseptorlerinde
meydana gelen bir bozulma, steroid ilaglart ve antipsikotik ilaglar yiiksek insiilin

direncine sebep olabilir [28].
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SEKIL 2. 1. Insiilin Direnci Ve Beta Hiicreleri Arasindaki iliski Bireylere damar ici
insiilin yiiklemesi yapilmis ve Y ekseninde beta hiicrelerinin cevap fonksiyonu, X

ekseninde ise insiilin direnci ifade edilmistir [28].
2.2.1.3. GESTASYONEL DiYABET HASTALIGI

Diyabet teshisinin hamilelik sirasinda konuldugu ya da hamilelik sirasinda baslayan
degisken karbonhidrat toleransina dayali diyabet hastaligidir. Hamilelik sirasinda instilin
kullanim1 ve diyetler yardimiyla kontrol altinda tutulmasi saglanir. Hamileligin ilk
zamanlarinda normal glikoz toleransi olmasi, ilerleyen siiregte diyabetin gelisip
gelismeyecegini belirlemez. Hamilelik 6ncesinde tip 2 diyabet hastaligi olanlar, obez
insanlar, yash kadinlar, belirli yliksek riskli etnik gruplardan olan kadinlarin hamilelikte

hiperglisemiyle karsilagma agisindan en riskli gruptur [29-31].

Hamilelerde diyabet hastaliginin teshis ve tedavi edilmesi hem anne hem de bebek i¢in
cok Onemlidir. Eger hasta tedavi edilmezse anne i¢in saglik problemleri meydana
gelebilir, ayn1 zamanda bebegin hipoglisemi olarak bilinen diisiik kan sekeri ile diinyaya

gelme ihtimali olusur [32].

e Seker yiikleme testinde hastaya 50 gram glikoz igirilir (sekerli su) 1saat sonra
plazmadaki glikoz miktar1 olgiiliir, glikoz seviyesi 140 mg/dL (7.8 mmol/L)
altindaysa normal kabul edilir, iistiindeyse gerekli kosullar saglanarak 3 giinliik

100 gram glikoz yiiklemesi yapilarak test tekrarlanir ve aclik plazma glikoz
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miktar1 1, 2 ve 3. Saatlerde plazma glikoz miktar1 olgiiliir. A¢lik durumunda
>95mg/dL(5.3 mmol/L), 1. Saatte >180mg/dL(10.0 mmol/L), 2. Saatte
>155mg/dL (8.6mmol/L) ve 3. Saatte >140mg/dL (7.8 mmol/L) plazma glikoz
degerlerinden herhangi iki sonucun fazla ¢ikmasi durumunda hastada gestasyonel

diyabetin varlig1 teshis edilir.

e Oral glikoz tolerans testinde aglik kan sekeri 6l¢iimleri 100mg/dL ve 126mg/dL
olan bireylerde yapilir, en az 8saatlik olmak iizere biitiin gece aclik sonrasinda,
75g glikoz yiiklemesi yapilir, aclik 1.saat ve 2.saatte plazma glikoz miktari
olgiiliir. Aglik > 92 mg/dL (5.1 mmol/L) 1.saat >180 mg/dL (10.0 mmol/L) ve
2.saat >153 mg/dL (8.5 mmol/L) plazma glikoz sekerinin bu degerlerden biiyiik
¢ikmasi durumunda kisiye gestasyonel diyabet teshisi konur [13, 29, 32].

2.2.1.4. DIGER OZGUN DiYABET HASTALIGI TURLERI

Cizelge 2.3. de belirtilen diyabet hastalig: tiirleri diger diyabet hastaligi gruplarina
hastaligin olusma nedeninin daha farkli olmasindan dolayr girmeyen diyabet
hastaliklaridir. Alt gruplarda belirtilen hastaliklar, ilaglar gibi viicut disindan gelen
etkilere maruz kalmak sonucunda diyabet hastaliginin gelisimi gozlenebildigi gibi
viicuttaki genetik yikim ya da bozukluk kaynakli da diyabet hastaligi gelisimi

gozlemlenmektedir.
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CIZELGE 2. 3. Diger Diyabet Hastahig: Tiirleri Ve Alt Gruplari [13]

ETiYOLOJiK OLARAK DIiGER DiYABET HASTALIGI TURLERI

ALT GRUPLARI

BETA HUCRELERININ GENETIK YIKIMI

MODY 1

MODY 2

MODY 3

MODY 4

MODY 5

MODY 6

MODY 7

GECICI YENi DOGAN DiYABETI
KALICI YENI DOGAN DiYABETI
DIGER TURLER

INSULIN SALIMINDAKI GENETIK BOZUKLUK

TiP A INSULIN DIRENCI
LEPRIKONiZM
RABSON-MENDENHALL SENDROMU
LIPOATROFIK DiYABET

DIGER TURLER

EKZOKRIN PANKREAS HASTALIKLARI

PANKREATIT

TRAVMA / PANKREATEK TOMI
NEOPLAZI

KISTIK FIBROZ

HEMOKROMATOZ
FIBROKALSULOZ PANKREATOPATI
DIGER TURLER

ENDOKRINOPATILER

AKROMEGALI
CUSHING SENDROMU
GLUKAGONOM
FEOKROMOSITOMA
HIPERTIROIDIZM
SOMATOSTATINOMA
ALDOSTERONOMA
DIGER TURLER

iLAC YA DA KIMYASAL KAYNAKLI

VACOR

PENTAMIDIN
NIKOTINIK ASIT
GLUKOKORTIKOIDLER
TIROID HORMONU
DIAZOKSIT
B-ADRENERJIK AGONISTLER
TIAZIDLER

DILANTIN
G-INTERFERON

DIiGER TURLER

ENFEKSiYONLAR

KONJENITAL KIZAMIKCIK
SITOMEGALOVIRUS
DIGER TURLER

IMMUN ARACILI DiYABETIN NADIiR FORMLARI

STIiFF-PERSON SENDROMU
ANTI-INSULIN RESEPTOR ANTIKORLARI
DIGER TURLER

GENETIK SENDROMLARLA ILiSKiLi DiYABET HASTALIGI

DOWN SENDROMU
KLINEFELTER SENDROMU

TURNER SENDROMU

WOLFRAM SENDROMU

FRIEDREICH ATAKSISI

HUNTINGTON KORE
LAURENCE-MOON-BIEDL SENDROMU
MIYOTONIK DiSTROFi

PORFIRI

PRADER-WILLI SENDROMU
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2.2.2. DIYABET HASTALIGI TEDAVi YONTEMLERI

Insiilin hormonu metabolik siireclerin yonetiminde gorev almaktadir ve normal sartlarda
hayat boyu insan viicudunda salgilanmasi gereken bir hormondur, bu nedenle diyabet
hastalig1 kesin tedavisi uygulanan bir hastalik degil, yasam boyu kontrol altina alinmasi
gereken bir hastaliktir. Giinlimiizde kisisellesmis tedaviye yonelimler artmis hastanin
yasam kalitesini belli bir standardin lizerinde tutarak, hastaya en az acili ve en etkili tedavi
yontemi uygulanarak hastalik siireci kontrol altina alinmaya calisilmaktadir. Hastanin
tedaviye uygulayabilecek durumda olmasi, hastanin yasi, kan sekeri diizeyi, beslenme
aligkanligi, diyabet hastaliginin tiirii ve hastaligin hangi asama da olduguna gore insiilin
terapisi, anti diyabetiklerin kullanimi, tibbi beslenme tedavisi, fiziksel aktivite gibi tedavi
yontemleri bir arada ya da ayr1 ayr1 hastaya uygulanabilir. Bu siiregler igerisinde kisinin

psikolojik durumu da sik sik kontrol edilmeli gerekirse destek almasi saglanmalidir.

Fiziksel aktivite, diyabet hastalarinin hepsinde yararli olmamakla birlikte doktor
kontroliinde ve doktorun onerdigi sekilde yapilmasi gereken yardimci bir tedavidir.
Fiziksel aktivite sirasinda viicuda daha fazla oksijen gider ve besinlerin parcalanmasi
sonucu olusan seker kaslar tarafindan kullanilir. Kandaki seker miktarinin azalmasi
hipoglisemi ihtimalinin ortaya ¢ikmasina neden olur, bu nedenle her hasta i¢in uygulanan

bir yontem degildir.

Tip 1 diyabet hastalarinda viicutlarinda yeterli insiilin olmadiginda hipoglisemi riski
olusur, tip 2 diyabet hastalarinda ise insiilin duyarliliin1 arttirabilir ve yiiksek kan sekeri
degerlerinin normal aralifa gelmesine yardimci olur. Diizenli fiziksel aktivite, tip 2
diyabet hastalarinin karbonhidrat metabolizmalarinin uzun siireli olarak kontrol altinda

tutulmasina yardimeci olur [33].

Tibbi beslenme tedavisi, diyabet hastalari i¢in en 6nemli konulardan biridir. Diyabet
hastaliginin tedavisinde glisemik indekse gore yani besinlerin kan sekeri iizerine
etkilerine gore tedavi uygulanir. Glisemik indeksi ¢ok yliksek gidalarin tiiketimi insiiline
olan ihtiyacinda fazla olmasina neden olur. Beslenme, diyabetli ve diyabet olma ihtimali
olan hastalar i¢in hastaligin kontrolii agisindan 6énemlidir. Kardiyovaskiiler hastaliklar,
obezite gibi diyabet hastaligin1 etkileyebilecek ya da diyabet hastaligindan
etkilenebilecek durumlarin olusmamasi ya da olusumunun geciktirilmesine yardimci
etkisi vardir. Hastanin genel sagligini belli bir diizeyde tutmak i¢in doktor kontroliinde

diyet programlar1 hazirlanmalidir. Hastanin yasi, hastaligin kag yildir ve hangi tip oldugu,
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bagka hastaliklarinin olup olmamasina gore kisiye 6zel giinlilk bir diyet programi

hazirlanmalidir [34].

Hastalarin diyabet ile en uygun kosullarda yagsamasinin yolu kanlarindaki glikoz miktarini
normal kan sekeri diizeyinde tutmalaridir. Diizenli bir beslenme ve fiziksel egzersiz
programi buna yardimci olur. Hastalarin bu programlari uygularken hastaliklarinin tiiriine
ve siddetine gore anti diyabetik ilaglar ya da insiilin tedavisi almasi gerekebilir. Bu
tedaviler ise yaramadiginda ise saglikli bir pankreasin nakli ile hasta da diyabet hastalig
tedavi edilir.

Oral antidiyabetik ilaglar, plazma glikoz degerini normal aralikta tutmak i¢in kullanilan
agiz yoluyla alinan ilaglarin genel adidir. Bu ilaglar farkli sekillerde etki edebilirler.
Insiilin salgilanmasini arttirma, viicudun insiiline duyarlilig1 arttirma veya karbonhidrat
emilimini azaltic1 sekilde etki gosterebilirler [35]. Hastanin saglik durumuna gore ilag
secimi yapilir. Tlaglarm etkinligi, kullanimlarinin giivenli olmast, yan etkilerinin derecesi,
hipoglisemi ya da hiperglisemiye neden olma ihtimali ya da siklig1 hasta i¢in bilyiik 6nem
arz etmektedir. Ilacin ¢ok az yan etkisi bulunabilir ancak bu yan etkilerin hastanin
saglhigina ¢ok biiyiik olumsuz etkileri olabilir ya da ¢ok sayida ancak hastanin yasamini
cok az etkileyecek diizeyde yan etkiler bulunabilir. Bu nedenle hastanin daha giivenli bir

slire¢ gegirmesi i¢in yeni ilag calismalari giiniimiizde de devam etmektedir.
2.2.2.1. INSULIN TERAPISI

Farkli tarzda insiilin tedavi yontemleri hastanin insiilin ihtiyacina ya da hastanin
kullanabilecek yeterlilikte sahip olmasina bagli olarak uygulanmaktadir. Tip 1 diyabet
hastaliginin tedavisinde disaridan insiilin alimi zorunludur. Tip 1 diyabet hastalig
disindaki diyabet hastaliklarinda ise gerekli durumlarda disardan insiilin hormonu alimin1
yapilabilmektedir. Tip 2 diyabet hastalar icin disaridan insiilin hormonu alinmasi her
kosulda zorunlu degildir ancak hastaligin teshisinden hemen sonra kisa siireli ve yogun
sekilde insiilin tedavisi uygulanmasi hastanin uzun bir siire anti diyabetik ilag
kullanmadan normal kan sekerini koruyabilmesine yardime1 oldugu ve beta hiicrelerinde

iyilesme meydana geldigi gézlenmistir [36, 37].

Insiilin tedavisi uygulamalarinda; genel olarak insiilin igneleri, insiilin kalemleri ve
inslilin pompasi olmak tizere {i¢ farkli tip uygulama secenegi bulunmaktadir. Bu iig¢
uygulama deri altina insiilin hormonu enjeksiyonu yapilmasi amaciyla kullanilabilir.

Diizenli olarak kanda bulunan seker miktarinin 6lgiilmesi ve takip edilmesi enjeksiyonun
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dozajin1 ayarlamak agisindan Onem arz etmektedir. Hastanin bu ekipmanlari
kullanabilmesi i¢in uzmanlar tarafindan insiilin dozunun nasil ayarlanacagini, deri alt1
enjeksiyonunun viicudun hangi bdlgesine ve en dogru sekilde nasil yapilabilecegi gibi

dogru ve etkili enjeksiyon i¢in 6nemli hususlar hastaya 6gretilmelidir.

Farkl1 yas gruplarindaki insanlar, farkli miktarda insiiline ihtiya¢ duymaktadir. Cocuk ve
bebeklerin ihtiya¢ duydugu insiilin miktar1 ¢ok diisiitkken, gen¢ ve yaslilar daha yiiksek
dozda instiline ihtiya¢ duymaktadir. Bu nedenle doz ayarlamalarinda en ¢ok zorlanilan
grup bebekler ve cocuklardir. Bu gruptaki hastalar i¢in insiilin dozunda yapilan en ufak
hatanin bile biiyiik riskleri vardir. Yapilan bir ¢alismada, deri alti enjeksiyonun da
kullanilan insiilin igneleri, insiilin kalemleri ve insiilin pompalarinin, 1 birim, 2 birim ve
5 birim olmak iizere li¢ farkli dozda insiilin enjeksiyonunda dogruluk ve hassasiyetleri
incelenmistir. En diislik dozda {i¢ grup arasinda en koétii yontemin insiilin igneleri ve en
iyi yontem insiilin kalemleri oldugu gozlemlenmistir. 2 birimlik doz ile yapilan deneyde
insiilin ignelerinin yine en kotli yontem oldugu belirlenmistir ancak diger iki yontem
arasinda belirgin fark gozlemlenmemistir ve en yiiksek dozda ii¢ yoOnteminde
dogruluklarin1  birbirine yakin oldugu bulunmustur. Cihazlarin hassasiyetleri
incelendiginde ise insiilin pompalarinin en hassas cihaz oldugu ancak diger cihazlarin
hassasiyetleri arasinda belirgin fark olmadigi gozlemlenmistir [38]. Bu g¢alisma goz
onlinde bulunduruldugunda farkli dozlar ic¢in farkli cihazlarin kullaniminin 6nemi
belirgin sekilde ortaya ¢ikmaktadir. Farkli markalardaki cihazlarda bile dogruluk ve
hassasiyet acisindan fark bulunabilmektedir. Bu nedenle diyabet hastalar yaslarina gore
farkli cihazlarin kullanimmi 6grenmek zorundadir. Bu durum hastanin yeni cihazi
kullanmaya alisma siiresi boyunca kan sekeri degerinde dalgalanmalara yol agarak

hastanin hayat konforunu etkileyebilir.

Insiilin analoglar1 degistikce etki etmeye baslama siireleri ve etki etme siireleri de degisim
gostermektedir. Kisa etkili, hizli etkili, orta etkili, uzun etkili gibi farkli etki etme
stirelerine sahip insiilin analoglarimin yani1 sira karisim halinde kullanilan insiilin
analoglar1 da mevcuttur. Insiilin analoglari, tedavinin yapilacag hastanin yasi, saglik
durumu, alerjik reaksiyon gosterme ihtimali gibi bireysel oOzellikleri géz Oniinde
bulundurularak secilmelidir. Bu 6zellikler ilacin aktivitesinin baglama siiresini, ilacin etki
stiresini etkileyebilecek unsurlar arasindadir. Ayrica hasta farkli bir insiilin analogu

kullandiginda kan sekeri kontroliinde degisiklikler meydana gelebilmektedir, bu nedenle
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hastanin uzun siireli kullanimina uygun insiilin analogunun se¢ilmesi olduk¢a énemlidir

[39].

Insiilin igneleri; en gelencksel insiilin enjeksiyonu yontemidir. Hastalarin insiilin
ignelerini kendileri kullanabilmeleri i¢in nasil kullanacaklarina dair egitim almalari
gerekmektedir. Siringalar araciligiyla farkli hacimlerde insiilin deri altina enjekte
edilebilir. Siringalar: tek kullanimliktir. ignelerin birden fazla kez kullanimi enfeksiyon
riskini ortaya ¢ikarir ya da baska birinin ignesinin kullanilmasi kan yolu ile bulasan
hastaliklar acisindan risk teskil etmektedir. Igne ucunun biikiilmesi, kirilmas: gibi
ihtimallerde g6z oniinde bulunduruldugunda insiilin ignesi kullanan diyabet hastalari
enfeksiyonlara daha acgik hale gelebilir ve deride yirtilmalar, morarmalar, sismeler hatta
deri iltithaplanmasi gibi cilt hastaliklartyla karsilasabilirler. Kullanilan ignelerin dogrudan
¢Ope atilmasi da baska insanlar agisindan risk teskil etmektedir. Bu nedenle dogru sekilde

atilma prosediirleri izlenmelidir [39].

Insiilin kalemi, insiilin ignelerine gore hem kullanim agisindan hem de tasinabilirlik
acisindan daha iyi bir yontemdir. Kalem ucundaki igneler tek kullanimliktir ve birden
fazla kullanildiginda insiilin ignelerinde yasanan saglik problemleriyle karsilasiima
ihtimali vardir. insiilin kalemleri uygulanmasi, ¢ok az ya da hi¢ egitim almadan

yapilabilmesi agisindan avantajhidir.

Amerika Birlesik Devletlerinde insiilin igneleri ve insiilin kalemlerinin kullanimi tizerine
yapilan bir ¢alismada, hastalarin kullandiklari insiilin analogu tiiriinii degistirmeden
tedavilerini iki farkli cihazla siirdiirmeleri isteniyor. Belirlenen siirenin yarisinda instilin
ignesi, diger yarisinda insiilin kalemi kullanmalar1 saglantyor. Deney sonunda hastalarin
fiziksel durumunu takip i¢in, tedavi memnuniyet anketi kapsaminda testler yapiliyor ve
hastalar iki cihaz arasinda hangisini tercih edeceklerine dair bir ankete katiliyorlar.
Calisma sonucunda insanlar instilin kalemi kullanmayi tercih ettigini ve bunun sebebinin
kolay tasinabilir, kolay saklanabilir ve toplum igerisinde daha rahat kullanilabilir olmasi

oldugunu belirtiyor [40].

Insiilin kalemlerinin uygulanmasinda kalemin tutulusu, kalem ucundaki ignenin
uzunlugu, uygulama agisi, kalemin enjeksiyon siiresi, uygulama bolgesindeki derinin
dogru sekilde kivrilip kivrilmamasi, uygulama bolgesinin degisim zamani gibi unsurlar
onem arz etmektedir. Insiilin kalemleri, insiilin ignelerine gore daha iyi bir ydntem olsa

da hastanin dikkat etmesi gereken ¢ok fazla unsur bulunmaktadir. Uyulmasi gereken
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kurallarin ¢oklugu, uygulama sirasinda yapilabilecek hatalarinda ¢oklugu anlamina
gelmektedir. Diyabet hastaliginin komplikasyonlarindan bir tanesi de gorme
bozuklugudur. Hastalik dncesinde ya da hastalik sonrasinda gérme bozuklugu yasayan
insanlarin doz ayarlamalari, kalemin tutulusu, kalem ucundakini ignenin takilip
cikarilmasi gibi konularda problem yagayabilme ihtimalleri vardir. Yanlis insiilin kalemi
secimi de eksik dozda insiilin uygulanmasina ya da instilinin viicuda enjekte edilememesi

gibi sorunlara neden olabilir.

Insiilin pompasi, siirekli subkutan insiilin enjeksiyon tiirlerinden biridir, kan sekerinin
diizenli 6lgiilmesini saglayan sayaglara sahiptir ve veriler sonucunda pompa sayesinde
viicuda insiilin salimi yapilmaktadir. Tip 1 diyabetli ve tip 2 diyabetli hastalarin
kullanimma uygundur. Insiilin pompalarinin kullaniminda pompa arizasi, infiizyon
setinin tikanmasi, insiilinin stabilize olmamasi, kullanic1 ya da cihaz kaynakli az ya da
cok insiilin infiizyonu gibi problemler kullanan hastalarin yasamlarinda oliimle
sonuglanabilecek onemli riskler olusturmaktadir [41]. Klasik igne ile tedaviye gore daha
iyl bir yontem olmasina karsin hastanin deri altina yerlestirilen igneye hasta viicuduna
giden borular yardimiyla ile pompalama yapilir. Hastalarin pompanin kullanimi ve
diyabet hastaliginin yonetimi hakkinda teknik bilgi sahibi olmasi gerektirmektedir, bu
nedenle her yastan hastanin kolaylikla kullanabilecegi bir aparat degildir. Elektronik bir
alet oldugu i¢cin bozulmalar meydana gelebilir, su ile temasindan her zaman kaginmak
gerekir, pompa setinin diizenli araliklarla de§ismemesi sonucu viicuttan ayrilma ihtimali
ortaya ¢ikabilir. Bu gibi sebepleri diisiindiiglimiizden hastanin yagam konforunu olumsuz
etkileyici ozellikleri ¢ok fazladir. Aletteki bir bozulma sonucu az ya da ¢ok insiilin
hormonu salgilandiginda hastanin kan sekeri ¢ok yiikselebilir ya da ¢ok diisebilir, bu
durum hastanin sagligini olumsuz etkiler, komaya hatta 6liimlere sebep olabilir. Kullanan
kisi ylizme, dus almak gibi durumlar1 sinirli zaman araliginda yapmak zorundadir, ¢linkii
hasta uzun stireli olarak pompadan ayrilmamalidir. Ayn1 zamanda disaridan bir boru
yardimiyla viicuda insiilin gitmektedir, boruda meydana gelen bir tikanma ya da borunun

bir yere takilmasi gibi olumsuz etkilerle karsilasilma ihtimali vardir.

Insiilin tedavisinde kullanilan yontemlerin birbirlerine gére hem iyi hem de kétii yonleri
bulunmaktadir. Tedavi yontemleri arasinda hastanin durumuna en uygun yontem doktor
tarafindan hastanin en iyi sekilde tedavi almasi i¢in segilir. Ancak bu yontemi secerken
hastanin ihtiyaci olan instiilini almasi temelli tedavinin uygulanmasi hastanin psikolojik

ve fiziksel durumunu korumasi agisindan yetersiz kalabilir. Bu nedenle tedavi yontemi
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seciminde hastanin yagam oykiisti de g6z 6niinde bulundurulmalidir. Hasta ihtiyaci olan
insiilini aliyor mu? Hasta hiperglisemi ya da hipoglisemiye ne siklikla maruz kaliyor?
Insiilin alma yontemi hastanin sosyal hayatim olumsuz etkiliyor mu? Tedaviyi toplum
icerisinde uygularken rahatsiz oluyor mu? Seyahatleri sirasinda tedaviyi uygulamakta
sorun yastyor mu? Bunlar gibi sorular hastanin tedavi yonteminden ne kadar memnun

oldugunu 6l¢mek i¢in kullanilabilir.

Unutkanlik, gérme problemi, el titremeleri gibi sorunlar insiilin terapisinde hastanin
karsilasabilecegi ve dogrudan tedaviyi olumsuz etkileyecek durumlardir. Biitiin
enjeksiyon yontemlerinde ufak bir dikkatsizlik sonucu deri altina hava enjekte edilmesi
ihtimali her zaman vardir. Insiilin tiirlerinin karistirilarak kullanildig1 tedavilerde igne
ucunda s1zint1 olmast ya da ignede hava kabarcig1 kalmasi, hastanin yanlis oranda insiilin
almasi1 demektir. Insiilin kalemi uygulayan hastalarda ignenin kalem ucunda unutulmasi
kalem igerisine hava girmesine neden olabilir. Enjeksiyon konusunda yeterince egitim
almamis olmak sinir veya damar {izerine enjeksiyon yapmaya neden olabilir, bu durumda
hastada bagka komplikasyonlar meydana gelebilir. Viicutta enjeksiyon bolgeleri
stirhdir, sislik kizariklik ya da yanlis uygulama sonucu bir bdlgenin bir siire
kullanilamaz olmasi, diger bolgelerinde sik kullanimdan dolay1 zarar gérmesine neden
olabilir. Saat farki olan yerler arasinda seyahat eden kisiler icin doz ayarlamalari
gereklidir ve doz arttirllmas: ya da azaltilmas: konusunda hastalar zorluk yasayabilir.
Seyahat siirecinde bir aksaklik olmasi, hastanin ilacina ulasamamasina neden olup,
hastanin tedaviden mahrum kalmasina yol agabilir. Hastanin bozulmus, donmus ya da
karismamis insiilini viicuduna enjekte etme ihtimali vardir. Bu sebepler géz oniinde
bulunarak hastanin insiilin ihtiyacini en dogru sekilde karsilarken ayn1 zamanda hastaya

en az psikolojik etkisi olan ilaglarin iiretilmesi ihtiyaci vardir.

2.3. POLIMERIK MEMBRANDAN KONTROLLU iLAC SALIMI

Gliniimiizde; hastaliklarin tedavisi i¢in klasik yOntemlerin yani sira polimer bazli
kontrollii ilag salim sistemleri de yayginlagsmaya baslamistir. Bu alanda farkli polimerik

membranlar sentezlenerek, farkli ilaglarin salinimlar ile ilgili calismalar yapilmaktadir.

Dagitimsal ve zamansal olarak salim yapan iki farkli tiir salim mekanizmas1 vardir.
Dagitimsal sistemlerde, ilacin viicutta aktif oldugu bolgeye salim yapmasi amaclanir.
Zamansal sistemlerde ise ilacin tedavi sirasinda spesifik zamanlarda ve ya uzun siireli

olarak salim yapmasi amaglanmistir [42].
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Insiilin hormonunun, polimerik malzemelerden kontrollii salinimini inceleyen [43], [44],
[45] gibi ¢alismalarda mevcuttur. Bu ¢alismalarda glikoza duyarh fizyolojik pH’ ta
insiilin salinimi, yapay pankreasta polimerik jel yardimiyla insiilin salinimi, oral yolla
alinan insiilin iceren polimerik kapsiiliin salim yapilmasi istenen yere kadar korunmasin
saglayan pH temelli salinim1 gibi viicuda farkli sekillerde etki edecek ve kontrollii sekilde

instiilin salinimi1 yapabilecek farkli polimerik yapidaki malzemeler incelenmistir.

Klasik diyabet hastaligi tedavilerin de kullanilan yontemler belirli sartlara bagli olarak
spesifik bir zamanda ilacin alinmasina dayanmaktadir. Ilag kullanimimin hasta da yarattig
konfor eksikliklerinin yani sira uzun siireli olarak kontrol altina alimamayan glikoz
miktar1 degisikliklerine neden olabilir. Polimer temelli tedavilerin diyabet hastalarina
uygulanabilir duruma gelmesi tedaviden maksimum diizeyde verim alinmasina yardimci
olacaktir. Tedavinin en az olumsuz yan etkiye sahip olmasini1 amaglayan bu yontem, ayni

zamanda kisisellesmis tedavinin de yayginlasmasina katki saglayabilir.

2.4. KUTLE SPEKTROMETRISI

Goldstein katot 1s1nlariyla olan ¢aligmalarinda, katot 1sin1 tiipiinde gazlarin bulunmasinin
katot 1ginlarinin beklenen davranisinda sapmalara neden oldugunu gézlemledi. Katot 1g1n1
tiipliyle ¢alismalar yapan Wilhelm Wein, manyetik ve elektriksel alan etkisinde katot
1sinlarinin normal hareketine ters yonde saptigini gézlemledi. J.J. Thomson katot 1ginlari
tiipiinii daha diisiik basingta calistirarak Wein’in deneyini gelistirdi ve iyonik halde
bulunan atom ya da molekiillerin fotograf plakasi lizerinde kendi yollarini izledigini
ayrica ayni hiz ve kiitle/ylik (m/z) oranina sahip olmayan pargaciklarin plakanin farkl
yerlerine ¢arptigini gdzlemledi. Iyonlardan olusan pozitif 1sinlarin spektrumlarmin asirt
derecede hassas Ol¢im yapilabilmesi ve yontemin analiz edilen gazin safligindan
bagimsiz olmasi kimyasal analizler i¢in avantajli oldugunu gostermis, Neon atomunun
2ONe ve ?Ne halinde izotoplarin1 bu ydntem sayesinde bulmus ve kiitle spektrometrisinin
temellerini olusturmustur [46]. Thomson ile birlikte ¢alisan Francis William Aston ilk
kiitle spektrometrisini o zaman ki adiyla kiitle spektrografini icat etmis ve atomlarin
izotoplarinin kiitlelerini 6l¢miistiir. Bu ¢calismasindan dolay1 1922 yilinda kimya alaninda

Nobel odiilii almistir [47].

Izotoplarin kiitlelerinin dlgiilmesi kiitle spektrometrisinin ne kadar hassas 6l¢iim
kabiliyetine sahip oldugunun gostergesidir. Az miktardaki numuneleri bile analiz

edebilmesi ve sahip oldugu bu yiiksek hassasiyet sayesinde ilk ortaya ¢iktig1 giinden
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bugiine kadar kimya, tip, eczacilik, gida ve daha bir¢cok alanda kullanilmis ve giin
gectikce gelismeye ve kullanim alanini arttirmaya devam eden bir analitik teknik haline

gelmistir.

Atom ya da molekiilleri iyonik hale getirerek, kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore kiitlelerine
ayiran ve onlar hakkinda yapisal bilgiler veren analitik yonteme kiitle spektrometrisi
(MS) denir [48]. Bu analitik yontem, hem organik hem de inorganik tiirleri, hangi
kimyasal fazda olduklarina bakmaksizin, nitel ve nicel olarak analiz edebilme yetisine

sahiptir [49].

2.4.1. KUTLE SPEKTROMETRISI CiHAZI BIiLESENLERi VE CALISMA
PRENSIBI

Genel olarak bir kiitle spektrometrisi cihazi iyon kaynagi, kiitle analizorii ve dedektor
olmak iizere yliksek vakum altinda olan ii¢ bilesenden olusur. Bunlara ek olarak bir 6rnek

giris bolgesi ve veri isletim sistemi ile birlikte genel bir kiitle spektroskopisi meydana

gelir.

CIZELGE 2. 4. Kiitle Spektrometrisi Temel Bilesenleri
( IYON KUTLE N VERI
?;IEIESII{ KAYNAGI AYIRICISI DEIE NI SiSTEMI

\ VAKUM /

Ornek girisi, kat1, siv1 ya da gaz halinde bulunan numunenin cihaza verildigi kisimdir.
Cihaz icerisinde numune ilk olarak iyon kaynagina gider, oradan kiitle ayiricisina ve en
son dedektore ulasir ve analiz tamamlanir, veri sistemi sayesinde spektrumlar elde edilir
ve yorumlanir. fyon kaynagi, numunenin iyonik hale ge¢mesini saglar, kiitle ayiricisi,
elektrik ya da manyetik alan etkisiyle m/z oranlarina gore iyonik haldeki numuneyi ayirir,
detektor farkli zamanda ulasan iyonlarin tayinini gerceklesir. Analitin cihaza girisi
gergeklestikten sonra analit, dedektore ulasana kadar yiiksek vakumda yani diisiik
basingta olan ortamda bulunur, bu ortam analitin herhangi bir carpisma gergeklestirmeden

analiz edilmesine olanak saglamaktadir.
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2.4.1.1. iYON KAYNAGI

Gegmisten giiniimiize kadar molekiilleri iyonlastirmak amaciyla kullanilan ¢ok ¢esitli
iyon kaynaklar1 mevcuttur. Ugucu tiirler ve ugucu olmayan tiirlerin iyonlagsmasinda farkl
iyon kaynaklar1 kullanilir. Ugucu olmayan tiirleri iyonlagtirma sirasinda karsilagilan en
biliylik sorun molekiillerin ii¢ boyutlu yapilarin1 koruyarak molekiiler parcalanmanin
meydana gelmedigi iyonlar elde etmektir. Bu sorunu gidermek amacli yumusak
iyonlagtirma yaparak, molekiilleri par¢calamayan ve molekiillerin {i¢ boyutlu yapilarini
koruyan yontemler tercih edilmektedir. Matris destekli lazer desorpsiyon iyonizasyon
(MALDI) ve Elektrosprey iyonizasyon (ESI) yaygin olarak kullanilan yumusak iyon
kaynaklaridir. MALDI iyon kaynag kullanilarak analiz edilecek ornekler kati fazda
olurken, ESI kaynagi kullanilarak analiz edilecek Ornekler ¢bzelti halinde yani sivi
fazdadir. MALDI de tek yiiklii iyonlar olusurken, ESI ise ¢ok yiiklii iyonlar olusmaktadir
[50].
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SEKIL 2.2. MALDI iyon Olusum Mekanizmasi [50]

Sekil 2.2 ‘de gosterildigi gibi Matris Destekli Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI)
yonteminde numune uygun bir ¢bziicli de ¢ozilir daha sonra uygun bir matriks
kullanilarak MALDI plakasina uygulanir. Plaka iizerinde 6rnek ve matris kurudugunda
kristal bir yapt haline gelir. Lazer 1sin1 kristale carptiginda, lazer enerjisi matriks
tarafindan absorbe edilir ve numunedeki analitlerde desorpsiyon ve iyonlasma gergeklesir
[50].
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MALDI-MS analizlerinin en 6nemli kismi1 6rnek hazirlama kismidir. Hazirlanan 6rnekler
genellikle bir matris yardimiyla plakalara uygulanir. Matrisler analitlerin iyonlasma
verimliligini arttirmak ic¢in kullanilir. Analitler matrislerin  etkisinden dolay1
kiimelenmezler, bu nedenle daha kolay iyon haline gegebilirler. Genellikle asidik
yapidaki organik molekiiller matris olarak kullaniimaktadir. Kullanilan lazerin dalga
boyunda yiiksek absorbsiyon yapabilen pozitif iyon modunda proton verebilen matrisler
tercih edilir. Analite uygun matris se¢imi yapilmasi daha iyi spektrumlar elde etmek igin
gereklidir. MALDI-MS kiitle spektrometrisi ile protein, polimer, oligoniikleotidler,
metaller gibi farkli i¢eriklere ve 6zelliklere sahip maddeler analiz edilebilir, bu nedenle
analiz edilecek maddeyle uyumlu matris se¢imi yapilmalidir. Peptit ve protein temelli
maddelerin analizinde siklikla kullanilan matrislerden biri 2,5 Dihidroksibenzoik Asit
(DHB) dir. 1fmol tayin sinirina, tekrarli atiglarda kullanilabilirlige sahip olmasinin yani
sira anorganik yapida bulunan tuz, deterjan ve tamponlarin konteminasyonlarina karsi
duyarsizdir [51]. Bir¢ok matris hazirlama metodu bulunmaktadir. Bu metodlardan biri
olan ‘dried droplet’ kurutulmus damlacik metodu en yaygin olarak kullanilan kati matris
hazirlama yontemlerden biridir. Uygun ¢ozeltiler kullanilarak hazirlanan matris 6rnek ile
farklh oranlarda karistirildiktan sonra yeni ¢ozeltiden 1 pL alinarak MALDI plakasina
uygulanir. Plaka {izerinde bulunan damlaciklar oda sicakliginda kuruduktan sonra

MALDI-MS cihaz ile analiz edilebilir.

S1v1 faz kiitle spektrometrisinde (LC-MS) sistemlerinde mobil fazin kiitle spektrometrisi
cihazina yonlendirmek ayni zamanda ugucu olmayan ve kirilgan tiirlerin, bir sividaki
¢Oziinen maddelerin, kiitle analizine hazirlanmasi i¢in vakumda iyonlarina doniistimiine

olanak saglamalidir.

Makromolekiillerin  1sitilip  buharlastirilarak gaz fazmna gecirilmesi siiresince
makromolekiillerin bozuldugu goézlenmistir. Bunun {izerine Dole ve arkadaslari
makromolekiillerin bozulmadan gaz fazina gegirilmesi ile ilgili caligmalar yapmislardir.
Elektrosprey yardimiyla piskiirtillen ¢dziiclinlin tamamen buharlastirilmasi ve Faraday
kafesinde dogru akimin ayarlanmasi ile elektrik yiiklii bozulmamis makromolekiillerin
olusacaginm diisiiniiliiyordu ve bu ¢alisma sonucunda elektrosprey iyon kaynagi ortaya

cikmistir [52].

Elektrosprey iyonlagmada iki farkli iyon olusum teorisi vardir. Bunlardan biri iyon
buharlagma teorisi, digeri ise yiik kalint1 teorisidir. Iyon buharlasma teorisi genellikle

diisiik m/z oranina sahip iyonlar igin tercih edilirken yiik kalint1 teorisi ¢ok yiiksek m/z
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oranma sahip iyonlar igin tercih edilmektedir [53]. Iyon buharlasma teorisine gore
elektrosprey iyonlasmada iyon olusumunda numune, atmosferik basing altinda bir igne
yardimiyla elektrosprey iyon kaynagina enjekte edilir, numune siirekli piiskiirtiiliir ve
igneye yiiksek elektrik potansiyeli uygulanarak yiiklii damlaciklar olusturulur, elektriksel
olarak siiriiklenen damlaciklar, sicak bir nétr gaz (genellikle azot gazi) yardimiyla
buharlastirilir. Damlaciklar parcalanir ve iyon kaynagi igerisinde hareket ederken siirekli
olarak kiiciiliir, iyonlar arasindaki itici kuvvetler (coulomb patlamasi) yardimiyla
¢ozlicliniin yilizey gerilimini asan iyonlar gaz fazinda desorbe olur [54, 55]. Yiik kalinti
teorisi ise, ¢Oziicliniin damlaciklarinin columb patlamasi ile siirekli parcalandigi ve
buharlastigi, en sonunda ¢ok yiiklii iyonlarin olustugu iyon olusum mekanizmasidir [52,

55, 56].
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SEKIL 2. 3. Elektrosprey Iyonlasma isleminde iyon Olusum Mekanizmas: [50]

Sekil 2.3.” de iyonlar pozitif yiiklii olarak gosterilmistir ve negatif iyon modu i¢inde ayni
mekanizma kullanilabilir. Sekil 2.3 de gosterildigi gibi numune ¢ozeltisi yiiklii kapiler
arasindan gecer ve nitrojen akisi yardimiyla buharlagsan yiiklii damlaciklar olusurlar.
Coulomb patlamasi sonucu yiiksek yiike sahip damlaciklar daha kii¢ciik damlaciklara
béliiniirler. Iyonlar, iyon buharlagma teorisine gore yiizeyden desorbe edilir ya da ¢oziicii,

yiik kalint1 teorisine gére tamamen buharlastirilir ve yiiklii iyonlar elde edilir [50].

Yumusak iyonlagtirma yontemlerini kullanarak iyonlagtirma yapan ve sivi faz kiitle
spektrometrisinde kullanilabilen iyonlastirma yontemleri; elektrosprey iyonlagma (ESI),
atmosferik basingli kimyasal iyonlasma (APCI) ve atmosferik basingli fotoiyonlasma
(APPI) yontemleridir. Bu yontemler arasindan elektrosprey iyonlasma ve atmosferik
basingli kimyasal iyonlasma yontemleri LC-MS sistemlerinde siklikla kullanilmaktadir

[57].
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Elektrosprey iyonlastirma inorganik maddeler, polimerler, peptitler, proteinler gibi ¢cok
cesitli maddelerin iyonlastirilmasinda kullanilabilir [58]. Bu iyonlastirma kaynaginin
bircok olumlu 6zelligi bulunmaktadir. Elektrosprey iyonlastirma yontemi kullanilarak
yapilan kiitle spektrometrisi uygulamalarinda ana tiirlerde minimum pargalanma oldugu,
analit konsantrasyonu ve analit boyutu ac¢isindan hassas oldugu, yiiksek molekiil agirlikli
polar atom ya da tiirleri dogalhallerini koruyabildigi, ¢oklu yiiklii iyonlar olusturabildigi

ve rastgele hatayr onemli 6l¢iide azaltabildigi gbzlemlenmistir [59].

2.4.1.2. KUTLE AYIRICISI

Iyonlasarak gaz fazina gegen farkli kiitlelerdeki iyonlarin m/z oranlarma bagl olarak
birbirlerinden ayrildigi boliimdiir. Kiitle analizorleri farkli ayirma prensiplerinden
yararlanirlar ancak hepsi bu ayrima islemini yaparken elektriksel ve manyetik alandan
yararlanmaktadir. Kiitle ayiricilar tek baslaria kullanilabildikleri gibi ikinci bir kiitle

ayiricisinin bulundugu hibrit olarak adlandirilan sistemler seklinde de kullanilabilir.

Yiiksek ¢oziintirliiklii kiitle spektrometresi cihazlariyla yapilan akademik ¢alismalarda
orbitrap ve bir hibrit sistemi olan dért kutuplu ugus zamanli (quadrapol- time of flight)
(Q-TOF) kiitle analizorleri yaygin olarak tercih edilmektedir. Bu analizorler, hem nicel

hem de nitel analizler i¢in kullanilabilmektedir [60].
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Sekil 2. 4. TOF Kiitle Spektrometresi Sematik Gosterimi [61]

MALDI iyon kaynagiyla en ¢ok kullanilan kiitle ayiricist TOF (ugus zamanli) kiitle
ayiricisidir. Analizore gelen iyonlarin m/z oranlarimi belirlemek i¢in sahip olduklar
hizlar1 kullanir. Bir elektrik potansiyeli yardimiyla sabit bir kinetik enerjiye hizlandirilir,

detektore ugus siirelerinin farkli olmasiyla iyon analizlerini gergeklestirir [62].
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Makarov’un fourier doniisiimlii iyon siklotron rezonansi kiitle spektrometrisini (FTMS)
gelistirme ¢abalar1 sonucu orbitrap kiitle analizorii ortaya ¢ikmustir. Orbitrap kiitle
analizoriinde dis elektrotlar elektriksel olarak izole edilmistir. Merkezi elektrot tuzak
sistemini bir arada tutar ve dielektrik ug¢ ayiricilar yardimiyla merkez elektrodu hizalar.
Etrafinda dis elektrotlar bulunur ve elektriksel olarak izole haldedirler. Dis elektrotlar ve
merkez elektrotlar arasina bir voltaj uygulandiginda elektriksel alan olusur. Bu elektriksel
alan dogrusaldir ve bu yonde harmonik salinimlar meydana gelmesine neden olur.
Elektriksel alanin radyal bileseni iyonlari merkezi elektroda dogru ¢ekmektedir. Merkez
elektrotlar ve dis elektrotlar arasindaki hacme iyonlar enjekte edilir. Bu alanda bulunan
iyonlara bir voltaj uygulandiginda, dis elektrotlar ve merkez elektrotlar arasinda olusan
elektrik alan ve merkezkag¢ kuvvetlerinin etkisiyle, iyonlar tuzak sisteminin igerisinde
dairesel bir spiral lizerinde kalirlar. Ayni zamanda, elektrotlarin seklinden kaynakli
eksensel elektrik alan, iyonlar1 tuzagin en genis kismina iterek harmonik salinimlara
neden olur ve dis elektrotlar bu eksensel salinimlarin goriintii akimi tespiti i¢in alict
plakalar olarak kullanilirlar. Burada elde edilen goriintii akimi dedektoér yardimiyla

dijitallestirilir ve kiitle spektrumuna doniistiiriliir [63].

Orbitrap kiitle analizoriinde radyal ve agisal frekans kiitleye baglidir, eksensel frekans ise
enerjiden ve iyonlarin uzaysal yayilimindan tamamen bagimsizdir. Enerji bagimsizligi,
kiitle dogrulugu ve kiitle ¢oziiniirliigli acisindan yiiksek performansh kiitle analizlerinin
ger¢eklesmesine yardimci olur. Bu durumun sonucu olarak Orbitrap yiiksek dogrulukla
alanin tanimlanabilmesinin etkisiyle 150 000 ‘e kadar yiiksek kiitle ¢ozlintirligi, m/z
oraninda tuzaklama potansiyelinin bagimsizlig1 nedeniyle yiiksek kiitlelerde uzayda artan

sarj kapasitesi agisindan avantaj saglamaktadir [64].

26



IYON m/z ORANI NOTRAL DIS
ELEKTROT

MERKEZ ELEKTROT
DC 3,5kV

SEKIL 2.5. Orbitrap Kiitle Analizériiniin Sematik Gosterimi [65]

Orbitrap kiitle spektrometrisi hibrit sistemi seklinde gelistirilen birgok kiitle
spektrometrisi cihazinin temel pargasidir. Orbitrap kiitle analizorii kullanilarak
gelistirilen Q-Exactive Plus kiitle spektrometrisi (Quadrapol (Dért kutuplu)-Orbitrap
kiitle spektrometrisi) cihazi akademik ve klinik arastirmalar basta olmak iizere
toksikoloji, gida ve cevre arastirmalari, ilag gelistirme calismalari, dogal protein
komplekslerinin analizi ve proteomiks gibi farkli alanlarda yapilan ¢alismalarda tercih
edilen bir cihaz haline gelmistir. Hem Kkalitatif hem de Kkantitatif analizlerde
kullanilabilmektedir. Standart bir Q-exactive plus kiitle spektrometrisi cihazi, 200 m/z
‘de ayiricilik 140 000, i¢ kalibrasyon ile < 1 ppm kiitle dogrulugu, m/z 50-6000 kiitle
araligi, carpisma kaynakli ayrisma (CID) ve yiiksek enerjili carpisma ayrisma (HCD)
kaynaklarinin kullanimi gibi 6zelliklere sahiptir [66].
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SEKIL 2. 6. Q-Exactive Plus Kiitle Spektrometrisinin Sematik Gosterimi [67]
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SEKIL 2.7. Q-Exactive Plus Kiitle Spektrometrisinin Detayh Gosterimi [67]

Dort kutuplu filtre sisteminin orbitrap kiitle analizoriiyle kullanilmasi hizli analiz
yapabilme olanag saglamistir. Uzayda ayirma 6zelligi MS ve MS/MS araliklarini yiiksek

¢ozliniirliikte analiz etme yetenegi kazandirmistir [67].

Q Exactive plus cihazinda analiz esnasinda; elektrosprey iyonlasma ile atmosferik
basingta olusan iyonlar cihaz igerisine girdiginde bir kapiler tiipiinden gecerek S-Lens
bolgesine ulagirlar ve S-Lens bolgesinde vakum altina alinirlar, S-Lens bolgesinden ¢ikan
iyonlar egimli flatapole bolgesinde carpismali sogutmadan sonra kiitle se¢iliminin oldugu
quadrapole kiitle filtresine gelir, daha sonra HCD hiicresinin 6niinde bulunan kavisli bir

yakalama sistemi olan C-Trap bolgesine gelirler ve gazla doldurulmus halde olan ve C-
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trap bolgesinden ince bir zarla ayrilan HCD hiicresine gecis yaparlar, HCD hiicresinde
iyonlarin pargalanmasi gerceklesir, bu par¢alanmadan sonra toplanan iyonlar tekrar C-
Trap bolgesine gelirler ve buradan orbitrap kiitle analizoriine ilerlerler ve orbitrap kiitle

analizoriinde iyonlarin analizi gergeklestirilir [67, 68].

2.4.2. INSULIN HORMONUNUN KUTLE SPEKTROMETRIK ANALIiZi

Insiilin  hormonunun ve insiilin cesitlerinin (analoglarinin) kiitle spektrometrik
yontemlerle tayin edilmesi, basta tip alaninda yapilan ilag¢ gelistirme ¢aligmalart olmak
tizere, klinik arastirmalar, doping kontrol ¢alismalari, adli tip caligmalar1 gibi farkl
alanlar i¢in 6neme sahiptir. Numune hazirlama kolayligi, az miktarda numunenin analiz
icin yeterli olmasi, analiz siirelerinin kisa olmasi, sonuglarin yiiksek giivenilirlikte ve
dogrulukta olmas1 ve hem kantitatif hem de kalitatif 6rnek analizlerinin yapilabiliyor
olmast kiitle spektrometrisinin tercih edilebilirligini arttirmigtir.  Farkli  kiitle
spektrometrik yontemler ve cihazlar kullanilarak insiilin hormonu ve insiilin hormonunun
analoglarini igeren bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Bu ¢aligsmalara; insiilin hormonu ve insiilin
hormonunun analoglarinin benzerlik iligkilerini, hormonlarin yapisini, insanlarda insiilin
hormonlarinin seviyesinin 6l¢giilmesi [69], sporcularda uyusturucu testlerinde ve adli tipta
insiilin hormonu ve insiilin analoglarinin hizli tayini [70, 71] gibi farkli amaglara yonelik

calismalar 6rnek olarak gosterilebilir.

Tez calismast kapsaminda gergeklestirilen polimerik membranlardan zamana bagli olarak
insiilin salim1 6lgitimleri olduk¢a hassas tayinler gerektirmektedir. Bunun sebebi, salim
yapilan insiilin miktarinin olduk¢a diisiik olmasi ve bu miktarin yiiksek dogrulukta
tayininin gergeklestirilmesinin gerekliligidir. Bu da ancak kiitle spektrometrik bir cihaz
kullanilarak miimkiin kilinir. Ayrica, salim ortaminda bulunan baska kimyasallarin
yapabilecegi girisim ihtimalleri géz Onilinde bulundurulmalidir. Dolayisiyla kiitle
spektrometrik cihazlar arasinda da ¢ok yiiksek ayiriciliga ulasabilen ve yine ¢ok yiiksek
kiitle dogrulugunda analiz yapabilen orbitrap kiitle spektrometresi cihazinin kullanilmasi

kaginilmazdir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Insiilin tedavisine ihtiyag duyan diyabet hastalar yeterli miktarda ve ihtiyaglar1 oldugu
zamanda insiilin hormonu takviyesi almalidirlar. Tez kapsaminda; farkli c¢ozelti
ortamlarinda polimerik membranlardan zamana bagli olarak kontrollii insiilin salim
miktart kiitle spektrometrik yontemlerle dl¢lilmiistiir. Deneysel ¢alisma siirecinde izlenen

yol akis semasi ile gosterilmistir.
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Analiz siiresince; 5807.57 Da molekiil agirligmma sahip olan insiilin hormonunun

iyonlarina ait kiitle/yiik degerleri takip edilmistir.

Kiitle spektrometrik c¢alismalara ek olarak analizlerde kullanilan membranlarin
karakterizasyon ¢alismalart yapilmistir. Membranlar 10 mp basing altinda 37°C sicaklikta
kurutulmustur. Membranlarin karakterizasyonu amacli FT-IR (fourier doniistimlii
infrared spektrometresi), TGA (termogravimetrik analiz) ve SEM (taramali elektron

mikroskobu) analizleri yapilmistir.

3.1. KULLANILAN KIMYASALLAR

Insan insiilin (Mw 5807.54 Da) Sigma-Aldrich (St. Louis MO ABD) firmasindan satin
almmig, NaCl (sodyum kloriir) sigma firmasindan, H3POs (orto-fosforik asit, %85)
sigma-aldrich firmasindan, NasPOs (sodyum fosfat,%96) Aldrich firmasindan, formik
asit (FA, %98-100) Sigma-Aldrich firmasindan alinmistir. Deiyonize su Expe-Ultrapure
Water System (Mirae St Co. Giiney Kore) cihazi kullanilarak elde edilmis.

3.2. INSULIN YUKLU POLIMERIK MEMBRAN SENTEZi

Prof. Dr. M. Yakup ARICA ve Prof. Dr. Gillay BAYRAMOGLU tarafindan

sentezlenmistir.

Biyoaktif madde olarak insulinin saliminda destek materyali olarak kullanilmak {izere
poli(hidroksipropil metakrilat) ve poli(hidroksipropil metakrilat)-kitosan polimerleri
(sirast ile I-1 ve 1-2) UV-1s181 fotopolimerizasyon ydntemi ile hazirlanmistir. Insulinin
kontrollii saliminin incelenmesi i¢in polimerik tasiyict desteklere biyoaktif madde
matriks i¢i tutuklama yolu ile yliklenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda, poli(hidroksipropil
metakrilat) ve poli[(hidroksipropil metakrilat)/kitosan] polimeri metilen bisakrilamit ve
amonyum persiilfat varliginda, 2-hidroksipropil metakrilat monomeri ve/veya kitosan
polimer ¢dzeltisi ve belirli miktarda insulinin karistirilmasi ile formiilasyonlar1 asagida
verilen I-1, 1-2.1 ve 1-2.2 polimerleri elde edilmistir. Sentezlenen membranlar azot

atmosferi altinda, 25 °C sicaklikta 30 dakika siire ile UV-15181 altinda sentezlenmistir.
e |-1 formiilasyonu
3 ml hidroksipropil metakrilat + 1,5 ml etilalkol + 0,5 ml metilen bisakrilamit (10 mg)

+ 0,5 ml (pH's1 7,4 tamponunda ¢oziinmiis 6 mg) insiilin + 0,5 ml amonyum persiilfat (1
mg) + 10 pl tetrametilen etilendiamin
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e |-2.1 formiilasyonu

2,5 ml hidroksipropil metakrilat + 0,5 ml kitosan (%1°lik) + 1,5 ml etilalkol + 0,5 ml
metilen bisakrilamit (10 mg) + 0,5 ml (pH's1 7,4 tamponunda ¢6ziinmiis 6 mg) insiilin
+ 0,5 ml amonyum persiilfat (1 mg) + 10 ul tetrametilen etilendiamin

o |-2.2 formiilasyonu

2,5 ml hidroksipropil metakrilat + 0,5 ml kitosan (%1°lik) + 1,5 ml etilalkol + 0,5 ml
metilen bisakrilamit (10 mg) + 0,5 ml (pH's1 7,4 tamponunda ¢6ziinmiis 12 mg) insiilin
+ 0,5 ml amonyum persiilfat (1 mg) + 10 ul tetrametilen etilendiamin

3.3 INSULIN YUKLU POLIMERIK MEMBRANIN SU, SODYUM KLORUR ve
FOSFAT TAMPONU ICERISINDE SALINIMI

Insiilin yiiklii polimerik membranlari, insanlarin giinliik yasamda kullanilacag goz
onlinde bulunduruldugunda, membranin uygulanacagi ortam kosullar1 belirlenerek
membran inkiibasyonlarinin gergeklestirildigi ¢ozeltiler secilmistir. Bu ¢ozeltiler
icerisinde insiilin salimimlarinin gergeklestirilmesinin ardindan kiitle spektrometrik

analizler yapilmustir.

3.3.1. INSULIN YUKLU POLIMERIK MEMBRANIN SU ICERISINDE
SALINIMI

Tartilan membranlar belirli hacimlerde su igerisinde inkiibe edilmistir. Insiilin yiiklii
polimerik membranlarin analiz i¢in hazirlanmasinda kullanilan membran agirliklari ve su

hacimleri asagida verilmistir.

I-1 membrani: 0.05 gram insiilin yiikli polimerik membran, 2mL hacimdeki

deiyonize su igerisine konulmustur.

I-2.1 membrani: 0.10 gram insiilin yiikli polimerik membran, 1mL hacimdeki

deiyonize su igerisine konulmustur.

I-2.2 membrani: 0.05 gram insiilin yiikli polimerik membran, 2mL hacimdeki

deiyonize su igerisine konulmustur.

37 °C sicaklikta bulunan su banyosu igerisinde 140 rpm de calkanarak membran
icerisindeki insiilinin su igerisinde salinimi gercgeklestirilmistir. Zamana bagli olarak

membrandan salinan insiilin miktarin1 6l¢ebilmek icin membran su igerisindeki
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inkiibasyonundan sonra 2. saat, 4. saat, 6. saat, 8. saat, 12. saat, 24. saat ve 48. saatlerde
analiz i¢in membran bulunan ¢6zeltiden numune alimi gergeklestirilmistir. Membran
bulunan sudan 100pL alinmistir ve alinan 100pL hacimdeki her 6rnek igerisine 2pL
formik asit eklenmistir. Her 6rnek aliminda membran yeni bir 2mL hacmindeki deiyonize
su igerisine konulmustur. Boylece asir1 doygun ¢ozelti ortami olusmasi engellenmistir.
Analiz edilene kadar 6rnekler sicak su banyosunda 140 rpm hizda ¢alkanmaya devam

etmistir.

3.3.2. INSULIN YUKLU POLIMERIK MEMBRANIN SODYUM KLORUR
COZELTISI ICERISINDE SALINIMI

Insiilin yiiklii polimerik membranlarm insiilin salim davranisini incelerken gercek hayatta
kisilerin kullanimina uygunlugunu belirlemek i¢in membrani deriye yapistirdigimizda
membranin karsilasacagi ilk ortam olan ‘Ter’ diye adlandirilan viicut sivisini yansitmasi
i¢cin sodyum kloriir ¢ozeltisi se¢ilmistir. Terin biiyiik bir kismi1 sudan olusmaktadir ve geri
kalan kisimda elektrolitler bulunmaktadir. Insan terinde sodyum, klor, potasyum,
magnezyum gibi elektrolitler bulunur. Bu elektrolitler arasinda terdeki temel iyonlar
sodyum (Na*) ve klor (CI) iyonlaridir [72]. Kistik fibrozis gibi bazi hastaliklar terde
bulunan sodyum kloriir iyon derisimi, saglikli insanda bulunan iyon derisimine gore
farklilik gostermektedir [73]. Bu nedenle saglikli ve hasta bireylerde insiilin yiikli
polimerik membranin kullanilabilirligini 6l¢gmek amaciyla 0.05 M ve 0.1 M olmak iizere
iki farkli derisimde sodyum klortir ¢ozeltisi hazirlanmistir. Analizde kullanilan membran

ve ¢ozelti miktarlart ayr1 ayri listelenmistir.

I-1 membrani: 0.05 gram insiilin yiikli polimerik membran, 2mL hacimdeki

sodyum kloriir ¢6zeltisi i¢erisine konulmustur.

I-2.1 membran: 0.10 gram insiilin yikli polimerik membran, 1mL hacimdeki

sodyum kloriir ¢6zeltisi i¢erisine konulmustur.

I-2.2 membrani: 0.05 gram insiilin yiiklii polimerik membran, 2mL hacimdeki

sodyum kloriir ¢ozeltisi i¢erisine konulmustur.

37 °C sicaklikta bulunan su banyosuna konularak 140 rpm de ¢alkalanmis ve membran
da bulunan insiilinin ¢ozelti i¢erisine salimi1 saglanmistir. Belirli saatlerde, ¢ozeltiden

analiz i¢in 100 pL alinmis ve alinan ornek igerisine 2uLL formik asit eklenmistir. Alinan
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ornekler analize kadar su banyosunda karistirilmaya devam etmistir. Her 6rnek aliminda

2mL’ lik yeni ¢ozeltiler kullanilarak membranin saliniminin devamlilig saglanmastir.

3.3.3. INSULIN YUKLU POLIMERIK MEMBRANIN pH: 7.4 FOSFAT
TAMPONU iCERISINDE SALINIMI

Membranlarin viicut igerisinde kullanilabilir olup olmadigini test etmek amaciyla pH: 7.4
olan bir tampon ¢ozeltisi kullanilmasi tercih edilmistir. Sodyum fosfat ve orto-fosforik
asit kullanilarak pH 7.4 olan 50mM derisimde fosfat tamponu hazirlanmistir. Analizde

kullanilan membran ve ¢dzelti miktarlar1 ayr ayri listelenmistir.

I-1 membrani: 0.05 gram insiilin yiikli polimerik membran, 2mL hacimdeki

sodyum kloriir ¢ozeltisi i¢erisine konulmustur.

I-2.1 membrani: 0.10 gram insiilin yiikli polimerik membran, 1mL hacimdeki

sodyum Kkloriir ¢ozeltisi i¢erisine konulmustur.

I-2.2 membrani: 0.05 gram insiilin yiikli polimerik membran, 2mL hacimdeki

sodyum kloriir ¢ozeltisi i¢erisine konulmustur.

37 °C sicaklikta bulunan su banyosunda 140 rpm hizda karistirilarak belirli saatlerde
cozelti icerisinden 100uL alinmistir. Bu 100pL’lik 6rnek ¢ozeltisi igerisine 2L formik
asit eklenmistir. Her 6rnek alimindan membran yeni bir 2mL’ lik fosfat tamponu ¢6zeltisi
icerisine konulmustur. Ornek ¢ozeltileri cihazda analiz edilene kadar su banyosunda

muhafaza edilmistir.

3.4. KALIBRASYON DOGRUSU

1 mg insan insiilini 1 mL su igerisinde ¢oziildii ve ¢ozelti icerisine 4 pL formik asit
eklendi. Hazirlanan 1000 ppm derisimdeki stok ¢dzeltisi, %50 asetonitril, %50 su ve %1
formik asitten olusan seyreltme ¢ozeltisi yardimiyla 50 ppm ve daha diisiik derisimler de
cozeltiler hazirlanilmasinda kullanildi. Farkli derisimler de hazirlanan ¢ézeltilerden 100
pL alindi, ¢ozeltilere 4 L formik asit eklendi ve analiz edildi. Orbitrap-MS cihaziyla
analiz edilen standart insiilin ¢ozeltileri i¢in toplam iyon kromatogramda insiilin

hormonuna ait kiitlelerin pikleri izlenildi. Belirlenen derisimlere karsilik gelen insiilin
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pikleri altinda kalan alan kullanilarak kalibrasyon dogrusu grafigi ¢izildi ve dogru

denklemine ulasildi.

Insiilin Hormonu Kalibrasyon Grafigi
3E+10

2.5E+10
2E+10

Z 1.5E+10

1E+10
y = 5E+08x - 6E+07

R2=0.9965
5E+09

0
0 10 20 30 40 50 60

DERISIM(PPM)

SEKIL 3. 1. Standart Insiilin Hormonuna Ait Kalibrasyon Grafigi

Dogru denklemi yapilan analizlerde elde edilen alan degerleri kullanilarak membranin

salim yaptig1 insiilin miktarinin ppm cinsinden hesaplanmasin da kullanilmastir.

3.5. MALDI-MS ANALIZ KOSULLARI

e DHB Matrisinin Hazirlanmasi (10 mg/mL): 10mg 2,5 dihidroksibenzoik asit
(DHB) katisi, su/asetonitril/TFA (50:50:0,1; v/v) ile hazirlanan 1mL hacimdeki

¢Ozelti icerisinde ¢oziilmiistiir.

Polimerik membranlarin inkiibasyonu tamamlandiktan sonra kurutulmus damlacik
metodu kullanilarak analiz i¢in ayrilan 6rnek ¢ozeltileri ve DHB matrisi ile 1:5 (v/v)
oraninda karigtinlmistir ve ¢ozeltiden 1 pL hacminde alinarak MALDI plakast
tizerinde bulunan bdlgelere uygulanmistir. Kristal olusumu gézlemlendikten sonra
Bruker RapifleX MALDI TOF/TOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA) sistemi
yardimiyla analiz edilmistir. Veri analizleri Bruker firmasi tarafindan saglanan
FLEXANALYSIS programi yardimiyla yapilmis ve siddet - m/z degerlerinin yer
aldigr kiitle spektrumu elde edilmistir.
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3.6. ORBITRAP-MS ANALIZ KOSULLARI

Polimerik membran igerisindeki insiilinin su, sodyum kloriir ¢6zeltisi ve fosfat tamponu
igerisinde salim1 sonucunda analize hazir hale gelmis ve analizi igin kiitle spektrometrisi
kullanilmistir. Q exactive plus kiitle spektrometrisi cihazina online olarak bagli olan sivi
kromatografisi (Dionex, UltiMate 3000 RSLCnano sistem) yardimiyla cihaza 6rnek girisi
yapilmigtir. NanoLC cihazinda mobil faz olarak A ve B olarak adlandirilan iki ¢ozelti
kullanilmistir. A ¢ozeltisi i¢erisinde %0.1 formik asit bulunan su ve B ¢ozeltisi i¢erisinde

%0.1 formik asit bulunan asetonitril (ACN) ¢ozeltisidir.

Insiilin igeren ¢dzeltiler analizin hemen 6ncesinde speedvac yardimiyla karistirildiktan
sonra her ¢ozeltiden 5 pL hacimde 6rnek kolona yiiklenmistir. Miktar1 %5 ile %90
arasinda gradientli olarak degisen B ¢ozeltisi ve A ¢ozeltisi kullanilarak eliisyon
gergeklestirilmistir. 35 dakikalik analiz siiresi boyunca mobil fazin akis hiz1 0.250 pl/dk
dir. Analizler pozitif iyon modunda, 50 cm kolon ( EASY-Spray kolon, 50 cm
uzunlugunda, 75um i¢ cap, pepMap C18, 2p partikiil, 100 A gdzenek biiyiikliigii)
kullanilarak yapilmustir. Kiitle spektrometrisinin ayiricilik degeri 70 000 ve tarama araligi
500-2000 m/z olarak ayarlanmistir. Analiz sonucunda elde edilen veriler X Calibur
programi araciligiyla toplam iyon kromatogram incelenerek degerlendirilmeye alinmistir.
Her bir analiz sonucu elde edilen toplam iyon kromatograminda molekiiler iyon sinyal
pikinin altinda kalan alan1 kullanarak salimi ger¢eklesen insiilin miktar1 kantitatif olarak
hesaplanmistir. Bu hesaplamalar icin kalibrasyon dogrusundan elde edilen alana kars:-

insiilin salim derisimi esitliginden yararlanilmistir.

3.7. KUTLE SPEKTROMETRIK VERIi ANALIiZi

Her analiz verisi 2 mL ¢ozelti igerisinde 0.10 gram membran bulundugu kosula gore
normalize edilerek sonuclar verilmistir. Analizlerde kullanilmak iizere sentezlenen
membranlarin toplam agirliklart hesaplanmistir. Eger 0.1g membran kullanilirsa, I-1: 1-

2.1: 1-2.2 membranlarinindan elde edilen par¢a sayisinda sirasiyla 1:1:2 oran1 mevcuttur.

Matris-destekli Lazer Desorpsiyon/iyonlasmali-Ugus Zamanli-Kiitle Spektrometresi
cithazinda yapilan analizlerde ti¢ farkl insiilin ytiklii polimerik membran kullanilmistir.
Membranlar su, sodyum kloriir ve fosfat tamponu (pH: 7.4) igerisinde inkiibasyonu

sonrasinda belirli saatlerde alinan 6rnekler, DHB matrisi kullanilarak analiz edilmistir.
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Flexanalysis programi araciligiyla veri analizleri ger¢eklestirilmistir. Analizler reflektron

mod ve pozitif iyon modunda yapilmastir.

Sekil 3.2 de goriildiigii gibi insiiline ait molekiiler iyon piki (M) izlenerek kullanilan ii¢
farkli instilin yikli polimerik membranin insiilini salimladigi kanitlanmistir.
Spektrumlarda m/z degeri 5800 civarinda gozlemlenen piklerin insiilinin molekdiler iyon
pikine ait oldugu goézlenmektedir. MALDI-MS ile normalde tek yiiklii iyonlarin olusumu
gbzlenebilmektedir ancak spektrumlarda gézlemlenen diisiik siddetteki 2900civarinda

bulunan piklerin insiilinin +2 yiiklii iyonlar1 oldugunu soyleyebiliriz.
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SEKIL 3.2. (A) Suicerisinde 6saat inkiibe edilen I-1 membranina ait MALDI-MS
analizi kiitle spektrumu (B) Su icerisinde 6 saat inkiibe edilen I-2.1 membranina ait
MALDI-MS analizi kiitle spektrumu (C) Su icerisinde 6saat inkiibe edilen 1-2.2

membranina ait MALDI-MS analizi kiitle spektrumu
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CIZELGE 3. 2. Insiiline Ait Molekiiler Iyonlarin Kiitle/Yiik Degerleri

Oncii Iyon m/z (Da)
(M+H)" -5808.5
(M+2H)F | ~2904.7
(M+3H)® | ~1936.8
(M+4H)* | ~1452.8
(M+5H)® | ~1162.5
(M+6H)® | ~968.9
(M+7H)™ | ~830.6
(M+8H)F | ~726.9
(M+9H)® | ~646.2

ORBITRAP-MS cihaz ile yapilan deneyler de, Sekil 3.3 de agiklandig1 sekilde her bir
ornek analizinden sonra Xcalibur programi kullanilarak toplam iyon kromatogramlari
elde edilmistir. Bu kromatogramlarin kiitle spektrumlari incelenmistir (sekil 3.2.C). Bu
spektrumlarda izlenen insiilin hormonuna ait molekiiler iyon sinyallerinin kiitleleri
cizelge 3.1 de verilmistir. Kromatogram iizerinde bu sinyallerin gézlemlendigi bolgeler
belirlenerek insiilin salim miktarina ulasmamizi saglayacak pik alanlar1 belirlenmistir. Bu
alanlar kalibrasyon grafiginden elde edilen esitlige yerlestirilerek alana karsilik gelen

insiilin salim derisimleri hesaplanmistir.
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SEKIL 3.3. (A) 0.1 M Sodyum kloriir ¢bzeltisi icerisinde 2 saat siiresince inkiibe
edilen membrandan salinan insiiline ait toplam iyon kromatogramm (B) Insiilinin
molekiiler iyon sinyallerin gozlendigi pik bolgesi (C) 0.1 M Sodyum kloriir ¢ozeltisi
icerisinde 2 saat siiresince inkiibe edilen membrandan salinan insiiline ait kiitle
spektrumu
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. MEMBRANLARIN KARAKTERIZASYONU

Sentezlenen membranlarin karakterizasyonlarinin gergeklestirilmesi i¢in FT-IR, TGA ve

SEM analizleri gerceklestirilmistir.
Karekterizasyon analizlerinin hepsinde kullanilan kodlamalar asagida listelenmistir.
e A: I-1 membranimin insiilin icermeyen hali (3 ml hidroksipropil metakrilat + 1,5

ml etilalkol + 0,5 ml metilen bisakrilamit (10 mg) + 0,5 ml amonyum persiilfat (1
mg) + 10 pl tetrametilen etilendiamin)

e B:I-1 membrani
e Z:1-2 membraninin insulin igermeyen hali (2,5 ml hidroksipropil metakrilat + 0,5
ml kitosan (%1°lik) + 1,5 ml etilalkol + 0,5 ml metilen bisakrilamit (10 mg) + 0,5

ml amonyum persiilfat (1 mg) + 10 ul tetrametilen etilendiamin)

e Y:I-2.1 membran

X: 1-2.2 membrani

4.1.1. FT-IR ANALIiZLERI

32 tarama 4 cm™ ¢oziiniirliikte, Nicolet IS10 FTIR spektrometre (Thermo Scientific)
cihazi kullanilarak kurutulup toz haline getirilmis I-1 ve 1-2 membranlarinin (I-2.1 ve I-
2.2) infrared spektrumlar1 yapilan analizlerle elde edilmis ve incelenmistir. Insiiline ait
karakteristik pikler 1656,33 cm™ 'de amid I'in C-O gerilmesinden kaynakl bir tepe ve
1537.81 cm™? 'de orta siddetde bir tepe noktasi, amid-II'nin N gerilme ve N-H
biikiilmesinden kaynaklanmaktadir [74]. Membranlarin sentezi sirasinda poliaktif destek
metaryeli olarak kullamlan hidroksipropil metakrilat 3450 cm™ O-H band1 ve anhidrit
yapilara karsilik gelen 1805 cm™ omuz gériiniimii tespit edilmistir [75]. Buna ek olarak
sentezlenen I-2 membraninda kitosan maddesi bulunmaktadir. Kitosan’a ait olabilecek
karakteristik pikler 3427,73cm™* (O-H esneme ve N-H esneme, ortiisme), 2922,49 ve
2859,82cm™t (C-H esneme), 1652,90cm! (NH, deformasyonu), 1154,09cm™t 'deki
(koprii-O  gerilme) ve 1092,74cm™* (C-O uzama) temel Karakteristik pikleri
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gozlemlenmistir [74]. Belirtilen iic madde ve bunlara ait karakteristik pikler analiz

sirasinda takip edilecektir.
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SEKIL 4. 1. Insiilin icermeyen I-1 Membram ve I-1 Membramna ait IR
Spektrumu

Spektrumda bulunan PHPMA (poli- hidroksipropil metakrilat) ‘a ait tepe noktalarinin
(3450 cm™ ve 1805 cm™) hem insiilin icermeyen I-1 membranininda (A) hem de I-1
membraninda (B) varliginin gériilmesi polimerizasyonun gerceklestigini kanitlamaktadir.
Bu durumun yani sira sentez sirasinda kullanilan insan insiiline ait karakteristik piklere
infrared spektrumunda gézlemlenememistir. Polimer sentezinde kullanilan malzemelerin
miktarina baktigimizda sentez sirasinda kullanilan hidroksipropil metakrilat miktarinin
yaninda kullanilan insiilin miktar1 ¢ok azdir. Bu nedenle insiilin molekiiliine ait piklere

rastlanilmamis olunabilecegi diisiiniilmiistiir.
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SEKIL 4. 2. 1insiilin icermeyen I-2 Membram, 1-2.1 Membram ve 1-2.2

Membranlarimina ait IR Spektrumu

I-2 membraninda ek olarak takip edilebilecek kitosan maddesi bulunmaktadir, bu nedenle
izlenen piklere eklenmistir. Poli- hidroksipropil metakrilat’a ait pikleri insiilin igermeyen
[-2 membraninda (Z), [-2.1 membraninda (Y) ve 1-2.2 membraninda (X)
izleyebilmekteyiz. Ancak kitosan ve insiilinden kaynakli karakteristik pikler tam olarak
izlenememektedir. Bu durum I-1 membraninda da gozlemledigimiz gibi sentezde
kullanilan diger maddelerin hidroksipropil metakrilat miktarina gére orami %1 in
altindadir, bu nedenle hidroksipropil metakrilat piklerinin, diger maddelere ait piklerin

baskilanmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

4.1.2. TGA-DTA ANALIZLERI

Kurutulup toz haline getirilmis I-1, 1-2 membranlar1 ve insan insiilini TGA (SDT Q600
V20.9 Build 20) kullanilarak analiz edilmistir. Insan insiilininden yaklastk 3 mg
kullanilirken membran 6rnekleri 11-15 mg agirligindadir. Toz halindeki 6rnekler, 40 °C-
800 °C sicaklik arahiginda azalan % agirlik olarak olgiilmistiir. Analizler 10 °C/dak.
1sitma hizinda, azot gazi atmosferinde yapilmistir. Buna ek olarak erime, kaynama,
parcalanma gibi endotermik ya da ekzotermik degisimlerin izlenebildigi DTA

(diferansiyel termal analiz) verileri de alinmstir.
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SEKIL 4. 3. Insiilin icermeyen I-1 Membram ve I-1 Membranina ait TGA Analiz

Termogrami

TGA analiz ait termogrami inceledigimizde, 100 °C civarinda sadece insiilinde ¢ok az bir
kayip goriilmektedir. Bunun nedeninin su ¢ikis1 olabilecegi diisiiniilmektedir. 100 °C ve
450 °C araliginda kiitle azalislar1 goriilmektedir. Insiilin icermeyen I-1 membrani (A) ve
I-1 membraninda (B) 175-300 °C bolgesinde goriilen bozulmanin farkli % agirlik
degerine sahip olmasi I-1 membraninin, insiilin igermeyen I-1 membranindan farki olan
insiilinden kaynaklandigr disiiniilmektedir. Ayn1 zamanda DTA analizleri takip
edildiginde insiilinde endotermik bozulmalarin oldugu goriilmektedir. insiilin icermeyen
I-1 membrani ve I-1 membranlarinda endotermik bozulmanin oldugu goriilmektedir

(Sekil 4.3).
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SEKIL 4. 4. 1Insiilin icermeyen I-2 Membram, 1-2.1 Membram ve I1-2.2

Membranina ait TGA Analiz Termogrami

Sekil 4.4’ de I-2.1 ve 1-2.2 membraninlara ait termograminda 100 °C ve 450 °C araliginda
kiitle degisimi goriilmektedir. 175-350 °C bolgesinde goriilen bozulmada insiilin
icermeyen 1-2 membrani (Z), diger membranlara gore daha fazla kiitle kaybina
ugramistir. Bu durum goz oniine alindiginda 1-2.1 (Y) ve 1-2.2 (X) membranlarinda
bulunan insiilinin etkisinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. 1-2.2 membranina ait
termogramin insiiline olan benzerligi acgiktir ancak insiilinde keskin bir diisiislin
gergeklestigi 250-300 °C bolgesinde 1-2.2 membrani daha yumusak sekilde kiitle kaybina
ugramistir. Bunun sebebinin 1-2.2 membranimin yapisinda bulunan polimerik
malzemeden kaynaklanmis oldugu diistiniilmektedir. 1-2.2 ve 1-2.1 membranlari

arasindaki farkin ise insiilin miktarinin artmasiyla meydana geldigi kanisina varilmagtir.

4.1.3. SEM ANALIiZLERIi

Taramal1 elektron miktroskobu (Tescan, GAIA 3) yardimiyla kurutulan membranlarin
ylizey analizleri gercgeklestirilerek yiizey morfolojileri hakkinda bilgi edinmek
amaclanmigtir. Membranlar 500x (100 pm), 2000x (20 pm) ve 10000x (5 um) olmak

tizere ii¢ farkli biiylitme ile SEM goriintiileri alinmistir. Analiz edilen iki membranin da
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yiizey morfolojilerinin birbirinden farkli oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira insiilin

eklenen ve insiilin eklenmeyen membranlar arasindaki farkliliklar gozlemlenmistir.

SEKIL 4.5. 1-1 Membram SEM Gériintiileri (A) Insiilin icermeyen I-1 Membram
100 ve 5 pm (B) 1-1 Membrami100 pm 5 pm Biiyiitme Oram Ile Verilmistir.

Sekil 4.21 de gosterilen A goriintiileri insiilin igermeyen I-1 membranina aitken B
goriintiileri insiilin igeren I-1 membranma aittir. Bu maddelerin iki farkli biiyiitme
orantyla yiizeyleri incelenmistir. I-1 membrani i¢in ylizeyde dairesel partikiillerin
varligindan bahsedilebilir. A goriintiisiinde 100 um biiylitme de heterojen partikiil
dagilimmna ve partikiil boyutuna sahiptir. Insiilin igermeyen I-1 membraninin 5 pm
boyutundaki goriintiilerinde gozenek oldugu diisiiniilebilecek bdlgeler bulunmaktadir.
Aynt maddeye ait 100 pum biiylitme oraninda bu gozenekler goriilmemistir. B

goriintlisiinde daha homojen partikiil boyutu ve dagilimi mevcuttur. A ve B goriintiilerini
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birlikte degerlendirirsek 100um biiyiikliigiindeki alanda gozlemlenen B goriintiisiinde
dairesel partikiil miktarinin A goriintiisiine gore azaldigi ve B goriintiisiinde partikiil
boyutunun A goriintiisiine gore arttig1 tespit edilmistir. Bu durumun I-1 membraninda
insiilin tutulumu oldugunu kanitladig: diisiiniilmektedir. Baslangi¢ partikiillerine (insiilin
icermeyen I-1 membranina) insiilin tutulumu gergeklestikten sonra partikiillerde sekilsel

bir degisiklik goriilmemistir.

SEKIL 4.6. 1-2 Membram SEM Gériintiileri (Z) insiilin icermeyen I-2 Membram
100pm, 20pm ve Spm (Y) 1-2.1 Membram 100pm, 20pm ve Spm (X) 1-2.2 Membrani
100pm ve 5pm Biiyiitme Oram ile Verilmistir.

46



I-2 membranmin ii¢ farkli biiylitme oranina ait SEM goriintiileri mevcuttur. Z insiilin
igermeyen I-2 membranina ait goriintiilerde siirekli ve belirsiz sekle sahip ylizey varligini
gostermektedir. Insiilin icermeyen I-2 membranmin, insiilin icermeyen I-1
membranindan farki yapida bulunan kitosandir. iki yapidaki yiizeyin birbirinden
tamamen farkli olmasi kitosan kaynakli olabilir. Y goriintiilerinde 1-2.1 membranina ait
goriintiileri inceledigimizde yiizeyde ¢ukur bolgeler bulmaktadir, bu bolgelerin gézenek
ya da sadece ylizeydeki ¢ukurluk mu olduguna karar verilememistir. Buna ek olarak
yapida kiimelenmeler oldugu goriilmektedir. Bu kiimelenmeler yapiya insiilin
tutulumunun homojen olarak ger¢eklesmedigini gostermektedir. 1-2.2 membranina ait X
gorlintiilerinde yiizeyin tamamen belirsiz sekilli partikiiller tarafindan kaplandigi
goriilmektedir. 1-2.2 membraninda (X) yilizeyde goriilen mikro yapi, insiilin igermeyen I-
2 membranindan (Z) ve 1-2.1 membranindan (Y) tamamen farklidir. Bu membranin
iceriginde sadece insiilin miktarinin fazla oldugunu g6z 6niinde bulundurursak yapidaki
insiilin konsantrasyonunun yiizey morfolojisini tamamen degistirdigi gézlemlenmektedir.

Bu degisime gbre yapinin insiiline doydugunu soyleyebiliriz.

4.2. SU ICERISINDE POLIMERIK MEMBRANDAN INSULIN HORMONU
SALIMI

MALDI-TOF-MS cihaz1 kullanilarak kalitatif olarak gdzlemlenen insiilin hormonuna ait
molekiiler iyon pikleri izlenmistir. Kantitatif analiz siirecinde; diisiik derisimler de yiiksek
hassasiyet ve dogrulukta analiz yapabilen LC- ORBITRAP-MS cihaz1 kullanilmistir.
Elde edilen veriler X CALIBUR programi yardimiyla degerlendirilmistir. Ortalama alan
degerleri bulunmustur. Ortalama alan degerleri kalibrasyon grafiginden elde edilen
esitlige yerlestirilerek tek tek derisim degerleri hesaplanmistir. Bulunan derisim

degerlerinden yararlanilarak derisim-zaman grafigi ¢izilmistir.
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SEKIL 4.7. 1-1 Membranmmmn Su Icerisinde Inkiibasyonuna Ait MALDI-MS

Spektrumu

Sekil 4.7 de insiilin hormonuna ait molekiiler iyon pikinde I-1 membraninin su ¢ozeltisi
icerisindeki salimi gozlendiginde 48 ve 72. Saatlere ait spekturumlar ¢akigsmaktadir yani
ayni siddet degerlerine sahiptir. Bunun yani sira diger saatlere ait siddet degerleri

birbirine yakinlik gdstermektedir.
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SEKIL 4.8. 1-2.1 Membranmmmn Su Icerisinde Inkiibasyonuna Ait MALDI-MS

Spektrumu
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Sekil 4.8° de membrandan 6.saat hari¢ takip edilen zamanlarda elde edilen insiilinin
molekiiler iyon pikinin 2 ile 24 saat arasinda izlenmesine dair spektrum mevcuttur. lk iki

saat disindaki siirelerde siddet degerlerinin birbirlerine yakinlig1 dikkat cekmektedir.
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SEKIL 4.9. 1-2.2 Membranmmn Su Icerisinde Inkiibasyonuna Ait MALDI-MS

Spektrumu

Sekil 4.9 ile gosterilen spektrumda insiilin hormonunun 48 saatlik siire igerisinde
salimlanmasini gostermektedir. Sekil 4.8 de belirtilen 1-2.1 membrani ile sekil 4.3 de
belirtilen I-2.2 membrani arasinda 1:2 insiilin oran1 bulunmaktadir ve bu durumun insiilin

hormonunun molekiiler iyon pikinin intensite degerine yansidigi goriilmektedir.

Su igerisinde salimlanan insiilin yiiklii polimerik membranlarla yapilan MALDI-TOF-
MS analizlerinden elde edilen spektrum incelendiginde {i¢ membran i¢inde gecerli olacak
sekilde insiilinin molekiiler iyon pikine ait siddet degerlerinin, membranin ¢ozelti

igerisinde inkiibasyon siirelerinin artmasina bagl olarak arttig1 gozlemlenmistir.
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SEKIL 4. 10. Su icerisinde Céziinen (A) I-1 Membranina (B) I-2.1 Membranina (C)
1-2.2 Membranmma Ait %Membrandan Salimlanan insiilin Miktari-Zaman
Grafikleri

50



Su igerisinde insiilin yiiklii polimerik membranin inkiibasyonu sonucunda ORBITRAP-
MS analizleri sonucunda elde edilen verilere bagl olarak Sekil 4.10 da goriilen grafikler
hazirlanmistir. Bu grafikleri inceledigimizde 0.10 gram insiilin yiiklii polimerik membran
icerisinde olmasi gereken insiilin miktarlari %100 kabul edilerek % membrandan

salimlanan insiilin miktarlar1 zamana bagli olarak gézlemlenmistir.

I-1 membraninin salim araliklar1 incelendiginde 48 saatlik siirede membran igerisinde
bulunan insiilinin neredeyse %35 kadar1 salimlanmistir. 4-6 saat ve 8-12 saat araliginda
%1 kadar insiilin salimlanmistir. Membrandan izlenen saatler icerisinde salim miktar1
%71 in lizerine ¢gitkmamustir (Sekil 4.10.A). 1-2.1 membraninda ilk 4 saatte incelenen diger
zamanlara gore daha hizli insiilin salim1 gerceklestigi gozlemlenirken, 2-4 saat araliginda
salimlanan insiilin miktarinin ilk iki saate gore neredeyse yariya diistiigii gézlemlenmistir,
4 saat sonunda membran igerisinde bulunan insiilinin %50’sinin su i¢erisine salimlandigi
goriilmektedir. 4-48 saat araligindaki siirede salimlanan insiilin miktar1 %2 kadardir. Bu
veriden yola ¢ikarak I-2.1 membraninin su igerisinde sahip oldugu insiilinin biiyiik bir
kismini ilk 4 saatlik slire de salimladigin1 daha sonra ¢ok diisiik hizda salim yapmaya
devam ettigini sdyleyebiliriz (Sekil 4.10.B). 1-2.2 membranin da ilk 2 saatte membran
icerisinde bulunan insiilinin %63 kadar biiyilk bir miktar1 inkiibasyon sonunda su
cozeltisinde salimlandigi gozlenmistir. 2-4 saat aralifinda salimlanan insiilin miktar
%09.5 oldugu goriiliirken, 4-48 saat aralifinda membranda bulunan insiilinin %51

salinmigtir (Sekil 4.10.C).

Su igerisindeki inkiibasyonlari sonucunda; MALDI-MS analizleriyle elde edilen siirekli
salim yapildigina dair 6n gorii ORBITRAP-MS analizlerinde membranlardan salimlanan
insiilin miktarlarinin kantitatif olarak tayin edilmesiyle dogrulanmistir. 1-1 membrani I-
2.1 ve 1-2.2 membranlarina gore daha yavas salim yapmakta ve 1-2.1 membrani da 1-2.2
membranindan daha yavas salim yapmaktadir. Bu durum gz 6niinde bulunduruldugunda

I-1 membrani diger membranlardan daha uzun siireli olarak kullanilabilecektir.
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43. SODYUM KLORUR COZELTIiSI ICERISINDE POLIMERIK
MEMBRANDAN iNSULIN HORMONU SALIMI

Ter igerisinde su disinda en yliksek miktarda bulunan elektrolitler sodyum ve klor
elementidir. Ter testi olarak adlandirilan ve kistik fibrosiz hastaliginin tanisinda
kullanilan testte de bu iki elektrolitin miktar1 Ol¢iilmektedir. Kistik fibrosiz (KS)

hastalarinda ter ile birlikte daha fazla elektrolit atilmaktadir.

Polimerik membran1 deriye yapistirdigimizda membranin ilk karsilastigi ¢ozeltilerden
biri de sodyum kloriir ¢ozeltisi olacaktir. Polimerik membranin sodyum kloriir
icerisindeki davranisi, viicuda yapistirildiginda karsilasacagimiz davranisiyla benzerlik
gosterecektir. Bu nedenle iki farkli sodyum kloriir ¢dzeltisi igerisinde polimerik

membranlarin salim davranisi kiitle spektrometrik yontemlerle incelenmistir.

4.3.1.0.05 M SODYUM KLORUR COZELTIiSi DENEYLERI

Belirli bir kiitle de tartilan membranlarin 0.05 M derisimde hazirlanan ¢ozelti igerisindeki
salim miktar1 Ol¢iilmistir. Analizlerde MALDI-MS ve ORBITRAP-MS cihazlar
kullanilmistir. MALDI-MS cihazina ait flexanaysis programinda elde edilen verilerde
instilinin molekiiler iyon piki izlenmistir. ORBITRAP-MS analizleri sonucunda TIC
(total iyon kromatogram) kullanilarak alan degerleri belirlenmis ve belirtilen saat i¢in
ortalama alan degerleri hesaplanmigtir. Ortalama alan degerleri, standart insiilin
cozeltisinden elde edilen kalibrasyon grafigi denklemi kullanilarak, belirtilen zamanlarda
membranin salim miktar1 elde edilmistir. 0.10 gram membrandan salimlanabilecek
toplam insiilin miktar1 kullanilarak membranin 0.05 M sodyum kloriir ¢dzeltisindeki

inkiibasyonunda insiilin salim davranis1 grafiklerle gosterilmistir.
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SEKIL 4. 11. I-1 Membranimin 0.05 M NaCl Cézeltisi icerisindeki Inkiibasyonuna

Ait MALDI-MS Spektrumu

2-72 saat araligindaki siire boyunca 0.05 M NaCl c¢ozeltisinde inkiibe edilen I-1

membranindan salimlanan insiiline ait molekiiler iyon pikleri zamana bagl olarak artan

siddet degeri ile gozlenmektedir. 24, 48 ve 72. saatlere ait pik siddetleri birbirleriyle

tamamen cakigsmasa da yakinlik gostermektedir. 4-24 saat araligindaki pik siddetlerini

inceledigimizde inkiibasyon siiresinin artmasiyla pik siddetleri arasinda benzer bir artis

bulundugu sdylenebilir.
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Sekil 4.12° de sodyum kloriir ¢ozeltisi igerisinde 48 saatlik siire de gdzlemlenen 1-2.1
membraninin molekiiler iyon piki vardir. 2-8 saat arasindaki siddet degerleri yakinlik

gostermektedir.

Intensite
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SEKIL 4. 13. 1-2.2 Membranmmm 0.05 M NaCl Cozeltisi Icerisindeki
Inkiibasyonuna Ait MALDI-MS Spektrumu

Sekil 4.13’de 1-2.2 membranina ait spektrumda 48 ve 72.saat degerleri birbiriyle tam
olarak Ortiistiigli icin 72. Saate ait pikler verilmemistir. 48. Saatte inkiibasyona ait olan
spektrumda siddet degerinin I-1 ve I-2.1 membranlarina ait siddet degerlerinden iki kattan
daha fazla bir artig gosterdigi gézlemlenmektedir. Ancak I-1 ve 1-2.1 spektrumlarina gére

zamana bagli olarak gozlemlenen pik siddetlerinde farkliliklar mevcuttur.
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SEKIL 4. 14. 0.05M NaCl icerisinde Céziinen (A) 1-1 Membranma (B) 1-2.1
Membranma (C) I-2.2 Membranmma Ait %Membrandan Salimlanan Insiilin

Miktari-Zaman Grafikleri
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0.05 M sodyum kloriir ¢dzeltisi igerisinde inkiibe edilen membranlarin ORBITRAP-MS
analiz verileri sekil 4.14° de gosterilmektedir. 0.10g membranin kullanildigi durumda

teorik olarak salimlanmasi diisiiniilen insiilin degeri baz alinarak grafikler ¢izilmistir.

I-1 membranina ait salim davranis1 incelendiginde membranda bulunan insiilinin
yaklasik %6 kadarinin 0.05 M sodyum kloriir ¢ozeltisi i¢inde salimlandigi goriilmektedir.
Membranin kullaniminda avantaj olarak goriilebilecek bir husus olarak 0-12 ve 12-24
saatleri arasinda salimlanan insiilin miktar1 sirastyla %3.3 ve %2.6 gibi birbirine yakin
olmasi gosterilebilir. 24 saatlik siire icerisinde salimlanan insiilin miktar1 12 saatlik
periyotlar halinde bakildiginda esit denebilecek diizeydedir (Sekil 4.14.A). [1-2.1
membranina ait 48 saatlik siirede % salimlanan insiilin grafiginde, ilk iki saatlik siire
icerisinde insiilin salimimin %28 oldugu gozlenmektedir. Buna karsin 2-48 saatleri
arasinda membrandan sadece %05 insiilin salimlanmistir. 6-48 saat araliginda O6l¢iim
alinan saatler arasinda neredeyse %0.27’lik bir insiilin salim davranigi gézlemlenmektedir
(Sekil 4.14.B). 1-2.2 membranimin 48 saatlik siirede % membrandan insiilin salim
grafiginde bu siire i¢erisinde membranda bulunan insiilinin %92 gibi biiyiik bir kismim
salimlandig1 gozlenmistir. 0-2 saatlik siirede %29.5 miktarinda insiilin salimlanmustir. 2-
4 saat araliginda membranda bulunan insiilinin %20’si 4-6 saat araliginda ise %11°i kadar
insiilin salimlanmaya devam etmistir.. Bunun yani sira, 0-4 saat arasinda membranda
bulunan insiilinin %51°1 salimlandigi, 4-12 saat aralifinda ise membranda bulunan
insiilinin %26’sinin salimlandig1 goriilmiistiir. 12-24 saat araliginda membrandan %10.4
insiilin salimlanmigtir. Bu durum g6z oniinde bulundurulursa membranin ilk 4 saatte
membranda goriilen insiilin salim davranisi, sonraki 8 saatte neredeyse yar1 yariya
azalmustir. izlenen sonraki zaman dilimlerinde salim yavaslayarak devam etmistir (Sekil

4.14.C).

Analiz edilen li¢ membranin salim hizlarini karsilastirirsak, en hizli salim yapan membran
[-2.2 membram iken, en yavas salim hizina sahip membran I-1 membramdir. 1-2.1
membraninda kullanilan insiilin miktari ile I-2.2 membraninda kullanilan insiilin miktar1
arasinda orantisal bir iliski olmasina ragmen bu durumun insiilinin salimlanma egilimine

yansimadigi goriilmektedir.
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4.3.2.0.1 M SODYUM KLORUR COZELTIiSI DENEYLERI

x1 osi
"
1.254 ."\ | '|II
i | II|I I| {
i | '| [
1.00 A l,I | |II
] I \ \ |I
] | | \ /
] | |I'| IIl, | | '.’\l\l
0.75] l". | Vo '\II
° 1 \ E \/ \ \
E \ VS
= ] ™ A 1\ | \
0,507 / \\ I \\ IJ,"\WI\ ] .\
] [ \‘.\ / "\, ,II_ \':'\I I|I ll\'. ,'r\hl A I'-.I 5
- - 0 TN N R R JAN (A
0.25 /I R i \ Jl,n'.' \I\ IJ." ‘\'Q| /.: \\\ \/ \.\
25 B\ ARV B\ \ /N A \ .
] N ,/ \\Q\_ x"i.. \J < N/ \{}f ..\,\ ¥//\\ \ \
e b M - - s/ A\ ry \ -
] /o yoood = N\ P
S = .
0.00E=— - : : : e e
5804 5806 5808 5810 5812

SEKIL 4. 15. 1-1 Membranmin 0.1 M NaCl Cézeltisi icerisindeki inkiibasyonuna

Ait MALDI-MS Spektrumu

Sekil 4.15°de gosterilen I-lmembranindan 72 saatlik siirede salimlanan insiiline ait

molekiiler iyon pikleri incelendiginde 4-24 saatleri arasinda iyon siddetleri Sekil 4.11 ile

gosterilen 0.05 M NaCl c¢ozeltisinde salimlanan insiilinin siddet degerine gore daha

yiiksek siddet degerleri gbzlemlenmektedir.
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SEKIL 4. 16. 1-2.1 Membranminin 0.1 M NaCl Cozeltisi I¢erisindeki inkiibasyonuna

Ait MALDI-MS Spektrumu
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Sekil 4.16, 1-2.1 membraninin 48saatlik siire igerisindeki salima aittir. Bu siire igerisinde
6.saate ait insilin salimim kanitlayacak molekiiler iyon piki gorilmemistir. Ayni
zamanda 2 ve 4 saatlerine ait spektrumlarda cakisma meydana geldigi i¢in 4.saate ait kiitle
spektrumu eklenmemistir. Sekil 4.12 ile gosterilen 0.05M NaCl igerisinde insiilin
salmimina ait kiitle spektrumlari ile karsilastirildiginda daha diisiik siddete pikler
mevcuttur. Bu durum girisim yapan tiirlerin varligindan, ortamda bulunan NacCl
derisiminden kaynaklanmis olabilir, sekilde gosterilen spektruma bakarak bu konu

hakkinda net bir bilgi vermek miimkiin olmayacaktir.
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SEKIL 4. 17. 1-2.2 Membranimin 0.1 M NaCl Cézeltisi Icerisindeki Inkiibasyonuna
Ait MALDI-MS Spektrumu

Sekil 4.17° de 72 saatlik siire i¢erisinde salimlanan insiilin hormonuna ait molekiiler iyon
pikleri bulunmaktadir. 2 saat ve sonrasinda izlenen saatlerde pik siddetleri arasindaki fark
giderek azalmistir. 1-2.1 membranina ait spektrum (Sekil 4.16) ile karsilastirirsak 1-2.2

membranina ait insiilin piklerinin daha siddetli olduklarini gézlemleyebiliriz.
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SEKIL 4.18. 0.1 M NaCl icerisinde Céziinen (A) I-1 Membranma (B) 1-2.1
Membranma (C) I-2.2 Membrammma Ait %Membrandan Sahmlanan Insiilin

Miktari-Zaman Grafikleri
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Sekil 4.18° de 0.1 M sodyum Kkloriir ¢6zeltisinde inkiibe edilen {i¢ membranin
ORBITRAP-MS analizleri sonunda elde edilen %membrandan insiilin salim grafikleri
mevcuttur. 1-1 membraninda zamana bagl olarak salimlanan insiilin miktar1, toplam
insiilinin yaklasik %11°i kadardir. 0-12 ve 12-24 saat araliginda sirasiyla %5.8 ve %2.9
oraninda insiilin salim1 gergeklesmistir. 24-48 saat araliginda bu oran %2.15’e kadar
diismiistiir. Bu durumda 0.1 M sodyum kloriir igerisinde I-1 membranindan salimlanan
insiilin miktarinin 48 saatlik siire i¢erisinde yavas yavas azaldigini sdyleyebiliriz (Sekil
4.18.A). Ayn1 zamanda 0.05 M NaCl ¢ozeltisi igerisinde salimlanan insiilin miktart
(%5.7) ile karsilastirdigimizda sodyum kloriir derisimi arttiginda salimlanan insiilin
miktar1 da neredeyse ayni oranda artmistir bu durum géz oniinde bulunduruldugunda
kistik fibrosiz hastalar1 gibi normalden daha fazla terleyen insanlarinda I-1 membranini
kullanabileceklerini sdyleyebiliriz. I-2.1 membraninin salim davranisini inceledigimizde
ilk 2 saatte membran igerisinde bulunan insiilinin %24’iinii salimladiktan sonra izlenen
2-48saatlik slire igerisinde membranda bulunan insiilinden sadece %2.8’i
salimlanmistir.2 saat sonunda insiilin salim miktarinda hizli ve ani bir diisiis oldugunu
sOyleyebiliriz (Sekil 4.18.B). 48 saatlik siirede membranda bulunan insiilinin %27’si
salimlanmistir ve bu 0.05 M NaCl ¢o6zeltisinde 2 saat iginde salimlanan insiilin
miktarindan daha azdir. Iki farkli derisimde salimlanan I-2.1 membranlar1 arasinda
orantisal bir iliski kurulamamistir ancak sodyum kloriir derisiminin yliksek oldugu
durumda membrandan salimlanan insiilin miktarinin azaldigi goriilmektedir. 1-2.2
membraninin igerisinde bulunan insiilinin %83.4 kadarin1 salimladig1 goriillmektedir. 0-2
saatte %31 insiilin ve 2-4 saat araliginda ise %29 insiilin salim1 ger¢eklesmistir. Ilk 4 saat
icerisinde membrandan insiilin salim davranis1 benzerlik gostermektedir. 4-48 saat
araliginda ise membrandan %23’liik bir insiilin salim1 gergeklesmistir. Bu durumda 4
saatten sonra membranin insiilin saliminin daha yavas oldugunu sdyleyebiliriz (Sekil
4.18.C). Ayni membrani 0.05 M NaCl ¢ozeltisi igerisindeki davranis ile karsilastirirsak,

0.1 M NaCl ¢6zeltisinde 48 saatte daha az instilin salimi1 yaptigini sdyleyebiliriz.

0.1M NaCl c¢ozeltisinde 1-2.2 membran1 48saatlik siirede, membran igerisinde bulunan
insiilinin %83.4 kadarin1 salimlarken, I-1 membrani sahip oldugu insiilinin sadece
%11’ini salimlayarak en diisiik miktarda insiilin salimi yapan membran olmustur. Iki
farkli derisimde membran davraniglarini ele aldigimizda sadece I-1 membrani 0.05M ve

0.1M derisimde benzer insiilin salim davranisi géstermektedir.
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4.4. FOSFAT TAMPONU (pH 7.4) iCERISINDE POLIMERIK MEMBRANDAN
INSULIN HORMONU SALIMI

Viicudumuzda dolagsan kanin saglikli insanlarda pH degeri 7.4 civarinda oldugu
bilinmektedir. Bu pH degeri 7’nin altina diistiigiinde kanin asitlik degeri artar ve bu
durum cesitli hastaliklara neden olabilir yani olaganiistii durumlar disinda viicutta kanin

pH degeri 7.4 civarindadir.

Viicuttaki kan ortaminin bir gostergesi olarak pH degeri 7.4 olan fosfat tamponu ¢ozeltisi
igcerisinde insiilin yiiklii polimerik membranin, insiilin salim davranist MALDI-MS ve

ORBITRAP-MS cihazlar1 kullanilarak incelenmistir.
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SEKIL 4. 19. I-1 Membranmmn Fosfat Tamponu Icerisindeki Inkiibasyonuna Ait
MALDI-MS Spektrumu

I-1 membranin MALDI-MS spektrumunda 4-24 saat araligindaki sonuglar mevcuttur.

4.saate ait siddet degeri diger zamanlara gore daha diisiiktiir.
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SEKIL 4. 20. 1-2.1 Membranimin Fosfat Tamponu I¢cerisindeki Inkiibasyonuna Ait
MALDI-MS Spektrumu

Sekil 4.20 ile gosterilen [-2.1 membraninin fosfat tamponu igerisindeki salimina ait
veriler 2-4 ve 24 saatte membranin salim davranigini gostermektedir. 2-72 saat araliginda
takip edilen diger saatlerde (6-8-12-48-72.saatler) insiilinin molekiiler iyon pikine

rastlanmamigtir. MALDI-MS sonuglarina gozlenmeyen saatlerde insiilin saliminin
devam edip etmedigi bilinmemektedir.
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SEKIL 4. 21. 1-2.2 Membraninin Fosfat Tamponu Icerisindeki Inkiibasyonuna Ait
MALDI-MS Spektrumu
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[-2.2 membraninin 2-48saatler arasinda izlenmesiyle elde edilen MALDI-MS verileri
Sekil 4.21 ile gosterilmistir. 12 ve 24 saatlerine ait salimlanan instilinin molekiiler iyon

pikinin siddet degerleri aynidir.
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SEKIL 4. 22. Fosfat Tamponu I¢erisinde Coziinen (A) 1-1 Membranma (B) 1-2.1
Membranma (C) I-2.2 Membranmna Ait % Membrandan Sahmlanan Insiilin

Miktari-Zaman Grafikleri
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Sekil 4.22°de fosfat tamponu igerisinde inkiibe edilen membranlarin ORBITRAP-MS
analizleri sonunda ¢izilen grafikler mevcuttur. I-1 membranini inceledigimiz de igerisinde
bulunan insiilinin yaklasik %4 kadarini salimladigi goriillmektedir. 0-8 saat araliginda
%2.7 insilin salinimi gerceklestirilirken, 12-48 saat aralifinda %0.8 insiilin salimi
gerceklestirmistir (Sekil 4.22.A). Toplam salimlanan insiilin miktari I-1 membraninin
diger coziiciiler igerisinde salimladigi insiilin miktarlarina goére en az olamidir. 1-2.1
membrani1 48 saatlik siirede %16.8 insiilin salimi1 gergeklestirmistir.0-2 saat araliginda
yaklagik salimlanan insiilin miktar1 %15.8’dir.. Buna gore insiilin salimmin aniden
azaldigin1 sdyleyebiliriz (Sekil 4.22.B). 1-2.2 membranini inceledigimizde, membranda
bulunan insiilinden %62.6 kadarini 48 saatlik siire igerisinde salimladig1 goriilmektedir,
salimlanan insiilinin yaklasik %48.5 kadari ilk iki saat igerisinde salimlanmistir. 2-4 saat
araliginda yaklasik %13insiilin salimlanmistir. 6-48 saat araliginda 9%0.58 insiilin
salimladigr goriilmektedir (Sekil 4.22.C). Fosfat tamponu igerisinde membranlarin salim
davraniglarini inceledigimizde biitlin membranlarda ani bir salim davranisi degisikligi

meydana geldiginden bahsedebiliriz.
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5. YORUM

Infrared spektrumlarinda insiilin varligit membranlar icerisinde bulunan insiilin
oraninin diisiik olmasindan dolayr kanitlanamamistir ancak polimerizasyonun
gerceklestigi gozlemlenmistir.

Termogramlar insiilin yiiklii olmayan membranlar ile insiilin yiiklii membranlar
arasinda % agirlik farkliliklar1 bulundugunu kanitlamistir. Bu durumda yapiya
insiilin tutulumunun gergeklestigi soylenebilmistir.

Sem goriintiilerinde sentezlenen I-1 ve -2 membranlarinin ylizey morfolojisinin
birbirinden farkli oldugu gozlemlenmistir. Insiilin miktarinin iki katina
cikmasinin yiizey morfolojisini degistirdigi kanitlanmistir.

Polimerik membranlardan kontrollii ilag salim c¢alismalarinda, siklikla tercih
edilen maddelerden biri de insiilin salimmidir. Yapilan ¢alismalarda [76-78]
insiilin enjeksiyonunun olumsuz etkilerinden uzaklagsmak amacli oral yolla alinan
polimerik malzemelerden insiilin salinimi yapan sistemler kurulmak istenmistir.
Bu nedenle genellikle polimerik malzemelerden insiilin saliminda pH etKkisi
vurgulanmis ve analizlerde UV-goriiniir bolge spektrometresi ya da yiiksek
performasli sivi kromatografisi (HPLC) tercih edilmistir. Literatiirde bulunan
polimerlerden insiilin salimiyla ilgili laboratuvar ortaminda yapilan (in vitro)
calismalardan farkli olarak, kiitle spektrometrik yontemler kullanilarak
membranlarin fizyolojik pH’ta salimlar1 incelenmistir.

MALDI-MS analizlerinde zamana bagli olarak her membranin her ¢oziicii
igerisinde insiilin salim1 gergeklestirdigi kanitlanmistir. Insiilinin molekiiler iyon
pikinin yan sira +2 iyon yiikli hali de gézlemlenmistir.

Salim hizinda aniden degisiklik meydana gelmesi membranin kullanilmak istedigi
durumlarda ani insiilin artiglarina sebep olabilecektir. Daha 6nce bahsedilen
mevcut tedavi yontemlerinin de en biiyiik dezavantajlarindan biri bu durumun
yasanmasi sonucunda hastanin karsilastigi zorluklardir. Bu nedenle yavas ama
istikrarli olarak polimerik membrandan insiilin saliminin yapildig: sartlarin ve bu
sartlarda ¢alisan uygun membranin kullanilabilirligi diger membranlara gore daha
fazla olacaktir. I-1, 1-2.1 ve 1-2.2 membranlar1 arasinda daha yavas ve izlenen siire
boyunca benzer salim davranigina sahip membran I-1 membranidir.

I-1 membraninda sodyum kloriir ¢ozeltisi derisiyle dogru orantili olacak sekilde

insiilin salim miktarinda degisim oldugu goriilmektedir.
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I-2.1 membraninda su igerisinde 4 saatte diger ¢oziicliler icerisinde 2 saatlik siire
icerisinde diger saatlere oranla yiiksek miktarda insiilin salimi yapildig
gorilmektedir. Bu durum g6z onilinde bulunduruldugunda hizli salim yapan
insiilin analoglar1 gibi davrandigi sdylenebilir.

I-2.2 membraninda igerisinde bulunan insiilinin %64 - %92 arasinda degisen bir
kismini 48 saatlik siire icerisinde salimladigr gozlemlenmistir. Su igerisinde 6,
fosfat tamponu icerisinde 8 saat sonrasinda salim miktarinin ani azalmasi
goriilmektedir. Buna karsin sodyum kloriir ¢dzeltileri igerisinde inkiibasyonunda
membrandan insiilin salim miktarinda yavas bir azalma varligi dikkat
¢ekmektedir.

Insiilin yiikli polimerik membranlarin farkli ¢ozeltiler icerisindeki salim

miktarlart en ¢ok salim yapandan en az salim yapana gore siralanirsa, sirasiyla

I-1 membrant: 0.1 M sodyum kloriir ¢ozeltisi, 0.05 M sodyum kloriir ¢ozeltisi, Su ve

fosfat tamponu

[-2.1 membrani: su. 0.05 M sodyum kloriir ¢ozeltisi, 0.1 M sodyum kloriir ¢ozeltisi

ve fosfat tamponu

[-2.2 membrant: 0.1M sodyum kloriir ¢6zeltisi, su, 0.05M sodyum kloriir ¢ozeltisi ve

fosfat tamponu seklindedir.

Ileri ki ¢alismalarda polimerik membranin serum icerisinde insiilin salim
davranis1 gozlemlenerek fizyolojik ortamdaki insiilin salim1 incelenecektir.

Tez kapsaminda, mevcut olarak uygulanmakta olan insiilin tedavilerinin
dezavantajlarin1 ortadan kaldirabilecek ve ticari olarak {iretilebilecek, insiilin
salimi1 yapabilen bantlarin gelistirilmesine olanak saglayacak bir calisma

gergeklestirilmistir.
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