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Қант диабеті – инсулин гормонының жеткіліксіздігі салдарынан глюкозаның сіңуінің бұзылуынан пайда болатын эндокриндік сырқат түрі.  
Инсулин – ұйқы безінде түзілетін, ағзадағы көмірсу алмасуын реттеп, глюкозаның жалпы қан ағымынан жасушаларға өтуіне ықпал ететін ақуызды гормон.
Гипогликемия – қандағы глюкоза деңгейінің қалыпты нормадан төмендеуі.
Layer by layer – қатты бетке қарама-қарсы зарядталған иондарды лезде орналастыру үшін оң және теріс зарядталған бөлшектермен кезектесіп әсер ету әдісі.
Мукоадгезивтілік – кейбір материалдардың адам немесе жануарлар ағзасындағы шырышты тіндердің бетіне жабысу (адгезия) қабілеттілігі.
In vitro – тәжірибелер жасанды шарттарда, табиғи ортадан немесе организмнен тыс жағдайларда өткізілетін әдістеме. 
In vivo – тәжірибелерді тірі организмдегі тірі тіндерде, тірі ағзаның ішінде жүргізу. 
Иммобилизация – дәрілік зат қатты тасымалдаушы бетінде немесе ішінде фиксацияланып, гетерогенді иммобилизацияланған жүйе түзетін процесс. 
Тігуші агент – полимерлер немесе олигомерлер молекуласын қатты, ерімейтін торлы полимерлерге айналдыратын заттар. 
Дәрілік заттың босап шығуы – дәрілік заттың ағзаға еніп, белсенді ингредиентті босатуы жүретін процесс. 
Полиэлектролитті комплекс – қарама - қарсы зарядталған полиэлектролиттердің (полианиондар мен поликатиондар) реакциясының нәтижесінің өнімі. 
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ПЭК – полиэлектролитті комплекс
LbL – layer by layer әдісі
WP – сарысу ақуызы
ALG – натрий альгинаты
Gel – желатин
Ins – инсулин
GA – глутарь альдегиді 
PCL-PEG-PCL – поликапролактон-полиэтиленгликоль-поликапролактон
γ-CD – γ-циклодекстрин 
ПАГ – поли(аллиламин гидрохлориді)
ПСС – поли(стиролсульфонат)
ПВС – поли(винилсульфат)
ДС – декстран сульфат
EDC – 1 - этил - 3 - (3 - диметиламинопропил) карбодиимид
DCC – N,N - дициклогексилкарбодиимид
МБА – N,N-метиленбисакриламид
Cu-AAC – мыс-катализине негізделген азидті-алкинді циклдендіру
DA – Дильс-Альдер реакциялары
NHS эфирлері – гидроксисукцинимидтің күрделі эфирлері 
Arg – аргинин
Lys – лизин
Hyl – гидроксилизин
His – гистидин
Glu – глутамин қышқылы
Asp – аспарагин қышқылы
Hyp – гидроксипролин
Ser – серин
Thr – треонин
Ш.б. – шартты бірлік
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[bookmark: _Toc164199972][bookmark: _Hlk166333419][bookmark: _Hlk170846319]Зерттеу жұмысының жалпы сипаттамасы. Зерттеу жұмысы полисахарид гельдерінде инсулинді иммобилизациялау арқылы инсулиннің пероралды формасын алуға; полисахарид матрицасының құрамын және тігу шарттарын оңтайландыру арқылы инсулиннің босап шығуын бақылауға арналған. 

[bookmark: _Toc164199973][bookmark: _Hlk170846356]	Зерттеу тақырыбының өзектілігі. Қант диабеті дүние жүзінде таралуы бойынша жүрек аурулары мен онкологиялық аурулардан кейін үшінші орын алады. Қазіргі уақытта диабет эпидемиясының мәселесі күрт артуда. 2030 жылы қант диабетімен ауыратын науқастар саны 643 миллионға, ал 2045 жылы 783 миллионға дейін жетуі мүмкін деп болжамдалынуда. 
Қант диабеті кезіндегі терапияның негізгі мақсаты қандағы глюкоза деңгейін қалыпқа келтіру арқылы гликемиялық бақылауды жақсарту. Бірінші типті қант диабетімен ауыратын науқастарды, сонымен қатар пероралды дәрі – дәрмекпен, физикалық жаттығулар мен диета арқылы қандағы глюкоза мөлшерін бақылау мүмкін болмаған жағдайда екінші типті қант диабетін емдеудің негізі – инсулинді қолдану болып табылады. Инсулин – жасушалардың глюкозаны cіңіруін реттейтін пептидтер негізіндегі гормон. 
Диабеттік науқастар қандағы инсулин деңгейін үнемі бақылап отыруы тиіс, бұл өз кезегінде гиперинсулинемия және липоатрофия тәрізді жағымсыз нәтижелерге алып келуі мүмкін. Қант диабетімен ауыратын науқастарда инъекциялық инсулин терапиясын сақтамау жиі кездеседі, оның себебі көп жағдайда инъекциялық қиындықтармен байланысты. 
[bookmark: _Toc164199974][bookmark: _Toc164199975]Инсулинді жеткізудің альтернативті түрлері зерттеліп, көптеген идеялар мен оларды әзірлеу жолдары ұсынылып, клиникалық зерттеулердің әр түрлі фазаларынан өткен препараттардың болуына қарамастан нарықта қазіргі уақытта тек инъекциялық инсулин түрі ғана қолданыста. Дегенмен инсулинді енгізудің табиғи және қолайлы әдісі пероралды форма болатын еді. Себебі, пероралды жеткізу кезінде басқа альтернативті түрлермен салыстырғанда инсулин секрециясын бақылау мүмкіншілігі бар және пероралды форма инъекция, ингаляторларға қарағанда науқастар үшін қолайлы болып табылады. Инсулинді пероралды жеткізу арқылы гипогликемиялық әсердің алдын алу мүмкіндігі бар, себебі оның барысында инсулин ішектен бауырға тікелей бағытталады. 
Ақуызды препараттарды алудың липосома, микроэмульсия, эмульсия, аралас мицеллалар түрінде алу тәрізді әдістерінде органикалық ерітінділерді, беттік активті заттарды қолдану, инкапсулияцияның қатаң шарттары тәрізді кемшіліктері инсулин белсенділігінің төмендеуіне алып келуі мүмкін. Осыған орай, инсулиннің жоғары активтілігі сақталынатын полиэлектролитті құрылымды тасымалдаушыларды алу өзекті мәселелердің бірі. 

[bookmark: _Toc164199976][bookmark: _Hlk170846372]Зерттеу жұмысының мақсаты: инсулинді иммобилизациялауда қолданылатын полисахаридті матрица қоспасының құрамын өзгерту және тігуші агенттерді қолдана отырып, инсулиннің тұрақтылығына қолайлы молекулярлы ортаны анықтау болып табылады. 

[bookmark: _Toc164199977][bookmark: _Hlk162164519]Міндеттері:
1. [bookmark: _Toc164199978][bookmark: _Hlk170846401]Инсулиннің пероралды формасын дайындау үшін ионотропты гель түзілу әдісімен альгинат негізіндегі бөлшектерді алу және бөлшектердің асқазанның қышқыл және сілтілік ортасына деген тұрақтылығын арттыру үшін желатинмен  қаптау; 
2. [bookmark: _Toc164199979]Желатиннің құрылымдық – механикалық қасиеттерін жақсарту мақсатында оның композицияларын жасау және олардың модельді асқазан ішек жолдарының әр түрлі рН мәндеріне тәуелділігін зерттеу; 
3. Гибридті тасымалдау жүйелеріне матрицалық дизайн жасау және инсулинді иммобилизациялауға арналған матрицаларды алу жолдарын оңтайландыру. 
4. [bookmark: _Toc164199980]Гибридті матрицадан инсулиннің босап шығу кинетикасы мен диффузия коэффициентіне фермент әсерін бағалау.

[bookmark: _Toc164199981]Зерттеу нысандары: альгинат және желатин негізінде алынған бөлшектер, тігуші агенттер, инсулин, фермент, L - глутамин және лимон қышқылдары, хитозан.

[bookmark: _Toc164199982]Зерттеу пәні: Ионотропты полисахарид гельдерінде иммобилизацияланған инсулин процестері. 

[bookmark: _Toc164199983][bookmark: _Hlk170846421]Зерттеу әдістері: ионотропты гель түзу әдісі; ісіну кинетикасы; инсулинді имммобилизациялау; УК спектроскопия (инсулиннің босап шығу кинетикасы); инфрақызыл спектроскопия; атомдық - күштік микроскопия; желатин композицияларының негізінде алынған үлдірлердің реологиясы (МТ 150 машинасы); стереомикроскопия; сканерлеуші электрондық микроскопия, молекулалық динамикалық модельдеу. 

[bookmark: _Toc164199984][bookmark: _Hlk170846520]Зерттеу жұмысының ғылыми жаңалығы:
1. Желатинмен қапталған ионотропты гель түзу әдісі арқылы алынған альгинат бөлшектерінен рН = 6.86; 9.18 мәндерінде инсулиннің босап шығу кинетикасы есептелініп, мәндері сәйкесінше 50% және 83% құрады. Желатинмен қапталған альгинат бөлшектерінің ісіну кинетикасы рН = 1.0; 4.01; 6.86; 9.18 мәндерінде альгинат бөлшектеріне қарағанда 0.52; 0.74; 1.66; 1.38 мәндеріне жоғары болды. 
2. Альгинат бөлшектерінің асқазанның агрессивті ортасына тұрақтылығын арттыру мақсатында желатиннің хитозан, лимон және L - глутамин қышқылдарымен түзген композицияларының құрылымдық - механикалық қасиеттері анықталды. Желатиннің L -глутамин қышқылымен биоүйлесімді композициясы төмен рН мәндерінде молекулааралық сутектік байланыстардың санының жоғарлауымен, ассоциативтік құрылымдардың түзілуімен байланысты берік құрылым түзіп, асқазанның қышқыл ортасының шарттарына төзетіндігі, ал сілтілік ортада осы жүйенің құрылымдық - механикалық сипаттамалары кеміп, ішек фазасында инкапсуляцияланған инсулиннің босап шығуына қолайлы жағдай тудыратындығы анықталды.
3. Гибридті тасымалдау жүйелеріне матрицалық дизайн жасалынып, тігуші агенттердің (CaCl2, GA; CaCl2 – GA) гибридті матрицаға әсері зерттелінді. Гель түзілу үрдісінде альгинатқа желатинді қосу  инсулиннің ағзаға әсерін кемітетін фибрилдену процесін  тежейді. Тігуші агенттерді қолдана отырып, беттік морфологиясы, ішкі құрылымы және ісіну кинетикасы бойынша ерекшелінетін құрылымдар алынды. 
4. Дизайндалған гибридті ақуыз - полисахарид матрицасына алғаш рет инсулин иммобилизациясы жүргізілді және оның босап шығу кинетикасы мен диффузия коэффициентіне биологиялық катализатор пепсин әсері зерттелінді. ALG; ALG – Gel бөлшектерінен пепсин қатысында инсулиннің босап шығуы сәйкесінше 57.7% және  61.4% құрады. Құрамында екі бірдей Сa2+ және GA тігуші агенттердің болуы полимерлі тордың қасиеттерінің нығаюына оң әсер ететіндіктен, инсулинді тасымалдауда тұрақты матрица ALG – Gel (CaCl2 - GA) негізіндегі матрица болып табылды. Полимерлі матрицалардың потенциалды энергиясы, молекулааралық әрекеттесу механизмдері Molecular Mechanics 2 (MM2) бағдарламасы арқылы модельденді. Инсулинді иммобилизациялау кезінде диполь – дипольді әрекеттесулердің басым екендігі анықталынды.

[bookmark: _Toc164199989]	Алынған деректердің негізділігі мен нақтылығы. Зерттеу жұмысының негізділігі мен нақтылығы диссертация тақырыбы бойынша соңғы әдебиет көздеріндегі ақпараттарды қолдана отырып талқылау және ИҚ спектроскопия, УК спектроскопия, атомдық - күштік микроскопия, стереомикроскопия, сканерлеуші электрондық микроскопия, молекулалық динамикалық модельдеу сияқты физика – химиялық талдау құралдарында жасалыну арқылы  дәлелденді. Зерттеу әдістемелері сертификатталған әдістемелер болып табылады; зертханалық ыдыстар мен ерітінділер МемСТ бойынша қолданылды және дайындалды; зертханалық құрал – жабдықтар метрологиялық салыстырып тексеруден өтілген; зерттеу материалдары нормативті құжаттарға сәйкес келеді. 

[bookmark: _Toc164199990]Зерттеу тақырыбының ғылыми зерттеу жұмыстарының жоспарымен және әртүрлі мемлекеттік бағдарламалармен байланысы
Диссертациялық жұмыс келесі ғылыми жоба аясында орындалды:
- AP19677207 Табиғи шикізат негізіндегі наноқұрылымдық бионанокомпозиттерді жобалау.



[bookmark: _Toc164199991]Қорғауға ұсынылған негізгі қағидаттар:
1. Инсулинмен жүктелген альгинат бөлшектерін желатинмен қаптау рН = 4.01 кезінде инсулиннің босап шығу дәрежесін 39%-дан 31%-ға дейін төмендетеді және рН = 9.18 кезінде оны 63%-дан 83%-ға дейін арттырады.
2. Полисахаридті матрицаға желатинді қосу кезінде инсулиннің табиғи (α-спиральді) конформациясы сақталады және оның фибриногенез процесі тежеледі.
3. Гибридті ақуыз - полисахаридті матрицадағы инсулин байланысының негізгі механизмі диполь - дипольді әрекеттесулер болып табылады.

Зерттеу нәтижелерінің практикалық маңыздылығы
Ақуыз – полисахаридті гибридті полимерлі матрицаларды қолдана отырып инсулинді инкапсуляциялау, қант диабетінің емінде қолданылатын гормон - инсулиннің ыңғайлы пероралды формасын алуға  және инъекциялық инсулинге балама жасауға мүмкіндік береді. 

	Диссертация мәліметтері келесі халықаралық конференциялар мен форумдарда баяндалды: «Фараби Әлемі» атты студенттер мен жас ғалымдардың халықаралық конференциясы (Алматы, 2021); «Тенденции, перспективы и инновационные подходы развития химической науки, производства и образования в условиях глобализации» халықаралық ғылыми – тәжірибелік конференцияcы (Алматы, 2021); «7th International Conference on New Trends in Chemistry» (Turkey, 2021); «Перспективные направления развития химической науки, технологии и экологии» (Алматы, 2022); «VI Международная конференция по коллоидной химии и физико – химической механике (IC CCPCM) посвященная 125 - летию со дня рождения П.А. Ребиндера» (Казань, 2023). 

	Жарияланымдар
[bookmark: _Hlk170846668]	Диссертациялық жұмыстың тақырыбы бойынша 9 ғылыми еңбек жарияланды, яғни Scopus базасына кіретін «Molecules» журналында (Q1, 83%) 1 мақала, «Eurasian Chemico-Technological Journal» журналында (Q3, 29%) 1 мақала, Қазақстан Республикасы Білім және ғылым министрлігінің Білім және ғылым саласындағы сапаны қамтамасыз ету комитеті ұсынған тізімге кіретін «ҚазҰУ хабаршысы» Химия сериясында  2 мақала, сонымен қатар халықаралық ғылыми – тәжірибелік конференцияларда 5 баяндаманың материалдары мен тезистері. 

	Автордың жеке үлесі. Диссертациялық жұмыста келтірілген барлық тәжірибелік жұмыстарды жүргізу, деректерді жинау, зерттеу жұмыстары кезінде алынған нәтижелерді өңдеу және талдау, нәтижелерді жарияланымға дайындау және жариялау автордың жеке өзімен іске асты. Жарияланған еңбектердің 9-да автор бірінші және 8-де жауапты автор болып табылады.   

	Диссертациялық жұмыстың құрылымы мен көлемі 
	Диссертациялық жұмыс кіріспеден, әдеби шолудан, тәжірибелік бөлімнен, зерттеу нәтижелерінен, қорытындыдан, қолданылған әдебиет тізімінен және қосымшалардан тұрады. Диссертациялық жұмыс 112 беттен, 299 пайдаланылған әдебиеттер тізімінен, 30 сурет және 4 кестеден тұрады. 







































1 [bookmark: _Toc164201485]    ӘДЕБИ ШОЛУ

[bookmark: _Toc164201486]1.1 Қант диабетінің таралуы мен емі
Қазіргі уақытта қант диабеті 537 миллионнан астам адам зардап шегетін, экономикалық және әлеуметтік салдары бар созылмалы аурулардың бірі болып табылады. Бұл көрсеткіш 2030 жылға дейін 643 миллионға және 2045 жылға дейн 784 миллионға дейін жетуі мүмкін деп болжамдалынады [1]. Қант диабетінің таралу жылдамдығы 21 ғасырда пандемиялық масштабтарға жақындап келеді. Бұл жиілігі экспоненциалды түрде артып келе жатқан ғаламдық аурулардың бірі [2]. Таралу жылдамдығы мен организмге тигізетін жанама әсерлеріне байланысты қант диабеті ең қауіпті аурулардың бірі болып саналады. Дүниежүзілік денсаулық сақтау ұйымының мәліметтері бойынша диабеттің салдарынан әлемде жылына үш миллионға жуық адам қайтыс болады [3]. 
[bookmark: _Hlk151025218]Қант диабеті қандағы глюкозаның жинақталуымен сипатталынатын глюкоза реттелуінің бұзылуы болып табылады. Глюкозаның деңгейінің бұзылуы эндокриндік ұйқы безінің инсулинді бөліп шығара алмауынан немесе организмнің инсулинді дұрыс пайдалана алмауынан туындауы мүмкін [4]. Қандағы глюкоза деңгейін қалыпқа келтіру арқылы гликемиялық бақылауды жақсарту қант диабеті кезіндегі терапияның негізгі мақсаты болып табылады [5]. Қант диабетінің екі негізгі түрі бар. Инсулинге тәуелді қант диабетінің бірінші түрінде ұйқы безінен инсулиннің бөлінуі бұзылып, нәтижесінде күнделікті инсулинді енгізу қажет болады. Диабеттің екінші түрінде организм бөлінген инсулинді эффективті қолдана алмайды. Қант диабетімен күресудегі тиімді және жиі қолданылатын препарат – инсулин [6]. Пероралды дәрі – дәрмекпен, диета және физикалық жаттығулар арқылы қандағы глюкоза мөлшерін бақылау мүмкін болмаған жағдайда екінші типті қант диабетін емдеудеудің негізі, сонымен қатар бірінші типті қант диабетімен ауыратын науқастар үшін емдік шара инсулинді қолдану болып табылады [7]. Инсулин - жасушалардың глюкозаны cіңіруін реттейтін, моносахаридтердің жасушаға қосылуына ықпал ететін,  молекулалық салмағы 5,8 кДа болатын ұйқы безінің полипептидтік гормоны [8]. Қант диабетімен ауыратын науқастардың шамамен 20-30% глюкоза дәрежесін бірқалыпты ұстап тұру үшін күнделікті инсулин инъекцияларын қабылдайды [9]. Инсулинді инъекция түрінде қолдану кезінде бірнеше қиыншылықтар туындайды: физиологиялық стресс, инъекцияны жүктеу қажеттілігі, инсулиннің концентрациясының физиологиялық қажетті мөлшерден ауытқуы, инфекция және т.б. [10]. Қант диабетімен ауыратын науқастар инъекциялық инсулин терапиясын жиі ұстанбайды, оның себебі көп жағдайда инъекциялық қиындықтармен байланысты [11]. Қант диабетінің бастапқы кезеңінде инсулинді қолданудағы негізгі кедергілерінің бірі енгізілетін дәрілік заттың қолайсыздығымен, науқастардың оны қабылдай алмауымен де байланыстырылады. Ал инсулиннің пероралды түрі қолжетімді болған кезде бұндай кедергілер жойылуы мүмкін [12]. Инсулинді пероралды жеткізу әдісі науқастар үшін психиологиялық және әлеуметтік тұрғыдан қолайлы және қауіпсіз болуы тиіс [13]. Инсулинді пероралды жеткізу барысында инсулин ішектен бауырға тікелей бағытталатын болғандықтан, пероралды форма арқылы гипогликемиялық әсердің алдын алу мүмкіндігі бар [14]. 
                
[bookmark: _Toc164201487]        1.2 Инсулинді пероралды жеткізу жолындағы кедергілер
Енгізу қарапайымдылығы мен денсаулық сақтау саласындағы төмен шығындарға байланысты дәрі-дәрмектерді пероральды жеткізу әдісі қолайлы болып табылады. Бірақ, макромолекулалық препараттардың төмен пероралды биожетімділігіне әкелетін асқазан-ішек жолдарының кедергілеріне байланысты пероралды ақуызды композициялар қазіргі уақытта коммерциялық тұрғыдан қол жетімді емес [15]. Төмендегі суретте (1 – сурет) инсулинді пероралды жеткізу кезіндегі негізгі кедергілер келтірілген: 

 
1 - сурет. Инсулинді пероралды жеткізу жолындағы негізгі кедергілер

Ферментативті және химиялық кедергілер ақуызды дәрілік заттардың асқазан ішек жолында сіңуіне кедергі келтіруі мүмкін. Сондай-ақ, ішек эпителийіндегі абсорбциялық кедергілер ақуызды дәрілік заттардың тасымалдануын шектейді. Инсулинді пероралды жеткізудегі химиялық кедергілерге ақуыз препараттарының рН мәнінің өзгерісіне деген сезімталдығы жатады. Асқазан ішек жолындағы рН мәні қышқыл ортадан (рН 1.2–3.0) әлсіз сілтілік (6.5–9.0) ортаға дейін өзгереді. Мұндай рН мәндерінде ақуыздардың гидролизі жүріп, олардың белсенділігінің жоғалуы мүмкін [16]. Ферментативті кедергілерге асқазан ішек жолындағы протеазалар әсерінен ақуыздардың деградацияға ұшырауы жатады. Диффузиялық тосқауыл функциясын атқаратын физиологиялық шырыш ақуызды дәрілік заттардың сіңірілуіндегі алғашқы абсорбциялық кедергі болып табылады [17]. 
Инсулиннің пероралды түрін құру жолындағы кедергілерді жою үшін химиялық модификация және липидті жүйелер, микросфералар, нанобөлшектер және липосомалар сияқты тасымалдаушыларды қолдану тәрізді көптеген тәсілдер зерттелген [18–20]. Қышқыл ортадағы өзгерістерден (денатруация/деградация) инсулинді қорғау мақсатында рН сезімтал полимерлер ыңғайлы тасымалдаушы материал ретінде қолданылған [21]. [18] зерттеуде липосомаларға инкапсуляцияланған инсулин жоғары абсорбция және фармакологиялық белсенділік көрсеткен. Бірақ рН, липазалардың және өт тұздарының әртүрлі мәндеріне байланысты асқазан-ішек жолдарындағы тұрақсыздық және инкапсуляция тиімділігінің төмендігі липосоманың негізгі шектеулері болып табылады [22]. Пероралды енгізетін инсулиннің биожетімділігін арттыру үшін [23] жұмыста лецитин липосомаларымен ассоцирленген инсулин – хитозанды полиэлектролитті комплекстер алынған. Липосомалы препаратты диабетті тышқандарға пероралды енгізу кезінде қандағы глюкоза деңгейінің едәуір төмендеуі байқалған.  
Нанобөлшектер, поли нанокапсулалар мен коллаген тәрізді материалдар инсулинді жеткізуші және инкапсуляциялаушы агенттер ретінде зерттелінген [24, 25]. Бірақ бұл материалдар төмен кеуектілік салдарынан әлсіз инсулинді жүктеу қабілеттілігін көрсеткен [26].
Инсулинді ферментативті деградациядан қорғау мақсатында крахмал/пектинмен қапталған геллан шайырының микробөлшектері алынған. Алынған жүйе 120 минут аралығында трипсин мен альфа-химотрипсин әсеріне қарсы қорғаныс әсерін көрсеткен. In vivo зерттеу нәтижелері 7 сағат аралығындағы тиімді гипогликемиялық белсенділікті көрсеткен. Бұл зерттеу нәтижелері қолданылған полисахаридтердің көбінесе улы болып табылатын қарапайым фермент ингибиторларын алмастыра алатынын көрсетеді [27]. 
Инсулиннің пероралды түрін дамыту үшін жоғарыда аталған кедергілердің функциялары мен сипаттамаларын түсіну қажет. Төменде 2 - суретте инсулиннің пероралды түрінің негізгі артықшылықтары мен кемшіліктері келтірілген:
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[bookmark: _Toc164201488]        1.3 Ақуызды препараттарды пероралды жеткізу жолдары
Н.Г. Балабушевич және т.б. ақуызды (инсулинді) микроагрегаттарда полианиондардың (декстрансульфат, хитозансульфат) және поликатиондардың (хитозан, протамин) адсорбциясының алмасуы арқылы алынған инсулинді микробөлшектердің қасиеттерін зерттеген [28] және полиэлектролиттер жұптарын түрлендіру, олардың адсорбция циклдерінің саны мен рН ортасын өзгерту арқылы осындай микробөлшектерден инсулиннің бөлініп шығу кинетикасын басқарудың потенциалды тәсілін орнатқан. Зерттеу нәтижелері адам ағзасының асқазан-ішек жолының шарттарына сәйкес келетін қышқыл pH мәндерінде инсулиннің инактивациясына және рН≥5 кезінде инсулиннің босатылуына қатысты микробөлшектердің қорғаныш әсерін көрсетті. 
Келесі зерттеуде [29] инсулинді Ca2+ иондарымен гель түзілу процесін қолдана отырып денатуратталған cарысу ақуызынан (WP) және альгинаттан (ALG) тұратын микробөлшектерге инкапсуляциялаған және жоғары инкапсуляциялау деңгейіне (85%) қол жеткізілген. Зерттеу нәтижелері инсулин микробөлшектерден қышқыл ортада да, ішекте де диффузия арқылы тез шығарылуы мүмкін екенін көрсетті және WP/ALG микробөлшектері инсулиннің пепсинмен және α-химотрипсинмен ферментативті деградациясына қарсы қорғаныс әсерін көрсетеді. Бұл нәтижелер инсулиннің пероралды формасын WP/ALG микробөлшектеріне инкапсуляциялау арқылы дайындау мүмкіндігіне әкелді.
WP/ALG микробөлшектерін қолдана отырып, биотерапиялық агент ретінде қолданылатын Saccharomycesboulardii тірі жасушаларының иммобилизациясы [30, 31] жұмыстарда зерттелген, ақуыз және альгинатпен жабылған микробөлшектер  иммобилизацияланған тірі жасушаларға жақсы қорғаныс әсерін көрсеткен. Бұл жұмыс WP/ALG микробөлшектерін қышқыл ортадағы тірі жасушаларды қорғау үшін қолдануға болатындығын көрсетті. 
Француз және үнді ғалымдарының тағы бір жұмысында [32] пероралды инсулин тиол-функционалданған полиметакрил қышқылы, полиэтиленгликоль және хитозан сополимері микробөлшектерінде иммобилизацияланған. In vitro эксперименттері иммобилизацияланған инсулин протеазалардың деструктивті әсеріне төзімді екенін көрсеткен. 
Инсулин, кальцитонин және циклоспорин А сияқты ақуыз препараттарын пероралды жеткізу үшін хитозан негізіндегі нанобөлшектер кеңінен зерттеліп, олардың пероралды биожетімділігін арттыру мүмкіндіктері көрсетілген [33]. 
[bookmark: _Hlk155215995]Циклодекстриндер мен полимерлерден құралған супрамолекулалық гидрогельдер биоүйлесімді, биоыдырағыш және реттелетін дәрі-дәрмек жеткізу жүйелері ретінде кеңінен зерттелуде. Бұл зерттеуде поликапролактон-полиэтиленгликоль-поликапролактон (PCL-PEG-PCL) және γ-циклодекстрин (γ-CD) биоыдырағыш триблок – сополимерлері негізінде алынған супрамолекулалық гидрогелі инсулинді баяу шығаратын инъекция құралы ретінде алынған. Триблок-сополимері PCL-PEG-PCL микротолқынды сәулеленуді қолдану арқылы, полимерлеу әдісімен синтезделген. Инсулиннің гидрогель жүйесі арқылы шығарылуы in vitro зерттелген. Гель өтімді хроматография нәтижелері және протонды ядролық магниттік резонанс микротолқынды сәулелену PCL-PEG-PCL сополимерін синтездеудің қарапайым және сенімді әдісі екенін көрсеткен. Гель түзілуі бір минут ішінде жүзеге асқан. 20 күн ішінде инсулин 80% - ға дейін босап шығарылған. γ -циклодекстрин мен PCL-PEG-PCL триблок сополимеріне негізделген супрамолекулалық гидрогель терапевтік ақуыздардың ұзақ мерзімді босатылуын қамтамасыз ететін қолайлы жүйе болып табылады [34].
[35] жұмыста биоыдырағыш полимер, поли(ε-капролактон) және дәстүрлі қатты дозалар (мысалы, жабын таблеткалары) рецептураларында қолданылатын полиакрилді полимер жүйелерінен инсулин нанобөлшектері әзірленген. Полиакрилді полимер поликатионды табиғатына байланысты хитозан тәрізді мукоадгезивті әсер ете алады. Бұл зерттеуде нанобөлшектер негізінен пептидтер мен ақуыздар үшін қос эмульсия әдісімен дайындалған. 
N-3-метилхитозан хлоридімен қапталған инсулинмен жүктелген полилактид-ко-гликозид нанобөлшектері инсулинді пероралды сіңірудегі көптеген кедергілерді жою үшін зерттелген. Нанобөлшектер екі эмульсиялы еріткішті буландыру әдісі арқылы дайындалған. Құрамында ферменттері бар модельді асқазан-ішек сұйықтықтарындағы инсулин нанобөлшектерінің тұрақтылығы мен босатылуы N-3-метилхитозан хлориді - полилактид-ко-гликозид нанобөлшектері инсулинді ферменттер деградациясынан қорғай алатынын көрсетті. Бірнеше абсорбциялық кедергілерді бір уақытта еңсеру арқылы нанобөлшектер көмегімен пероралды инсулиннің сіңуі күшейеді. Макромолекулярлық терапевтік заттарды пероралды қабылдау үшін N-метилхитозан хлориді - полилактид-ко-гликозид нанобөлшектері дәрі-дәрмекті жеткізудің перспективті әдісі болуы мүмкін [36]. 
Инсулин гормонын инкапсуляциялау үшін хитозан-пектин нано және микробөлшектерінің полиэлектролиттік кешенді жүйесі дайындалған. Жұмыстың мақсаты химиялық тігуші агенттерсіз табиғи және биоыдырағыш полисахаридтерге негізделген инсулинді пероралды жеткізуге арналған бөлшектерді алу. Нано және микробөлшектер жалпы заряд пен зарядтардың әртүрлі қатынасында хитозан (ацетилдену дәрежесі әртүрлі: 15.0% және 28.8%) және пектин ерітінділерін қолдану арқылы әзірленген. Инсулиннің бөлінуі модельді асқазан және ішек орталарында in vitro бағаланған. Жүйе әртүрлі орталарда, әсіресе жасанды асқазан сұйықтығында (рН = 1.2) тұрақты болған. Трансмиссиялық электронды микроскопия талдауы жүйеге инсулинді қосу кезінде сфералық бөлшектердің түзілгендігін көрсеткен. Модельді ішек сұйықтығында (рН = 6.8) инсулиннің бақыланып шығарылуы 2 сағат ішінде жүзеге асқан. In vitro сынақтары ұсынылған жүйенің биоактивті пептидтерді пероралды қабылдауға арналған препарат ретінде потенциалды түрде пайдаланылуы мүмкін екендігін көрсеткен [37].
Инсулинмен жүктелген поли-ε-капролактон бөлшектерінің микроқұрылымдық жүйесі қарапайым қос эмульсия процесін және еріткішті буландыру әдісін қолдану арқылы дайындалған. Бұл композиция орташа өлшемі 10 микрометр болатын сфералық микробөлшектерден тұрады. Дәрілік заттың in vitro бөлініп шығуы препараттың шамамен 50 пайызы 2 сағатта бөлініп шығатын тез бөліну мен 48 сағатқа дейінгі ұзақ мерзімді бөліну тәрізді екі фазалы белсенділікті көрсеткен. Бұл зерттеу оңтайландырылған қос эмульсия әдісімен тұрақты шығарылатын инсулин препараттарын одан әрі жақсарту үшін қолдануға болатын, биоүйлесімді полиэпсилон-капролактон микробөлшектерін алуға болатындығын көрсетеді [38].
Полиэлектролиттің қабатты жабындары (LbL) комплекс түзу [39, 40] және биологиялық ұқсастық [41], сутегімен биологиялық байланыстыру [42, 43] әдістерімен полимерлі материалдарды қатты бетке альтернативті және көп реттік тұндыру жолдарымен алына алады.
Комплекс түзілу әдісімен LbL пленкаларын дайындау теріс және оң зарядталған суда еритін полимерлі материалдардың электростатикалық тартылуына негізделген. Зарядталған бетке поликатиондар немесе полианиондар адсорбцияланғанда беттік зарядтың артық компенсациялануынан қарама-қарсы зарядты жаңа бет түзіледі. Үлбірді қондыруға болатын қатты төсемелердің (полимерлер, керамика, шыны, металдар) кең таралуы комплекс түзілу әдісінің артықшылығы болып табылады. Органикалық ерітінділерді еритін полимерлерден үлбірлерді алу кезінде бұл үлбірлердің тұрақтануы сутектік байланыс пен гидрофобтық әрекеттесулер есебінен жүреді.
Сутектік байланыстары бар layer by layer үлбірлері донорлық және акцепторлық полимерлерді кезек – кезек тұндыру арқылы алынады. Сутектік байланысы бар LbL үлдірлерінің ерекшелігі оларды рН мәні басқарылатын шығарылымы бар препараттарды жасау үшін қолдануға болады [44]. 
Биологиялық ұқсастық екі заттың, мысалы, антидене мен антиген арасындағы тартылыс күшіне негізделген. Авидин, антиденелер немесе лектин және стрептавидин ферменттік LbL үлдірлерін алу үшін қолданылады. Биополимерлер мен жасушаларды таңбалау үшін авидин қолданылады, өйткені ол ДНҚ, липидтер және ақуыздармен берік байланысады [45]. 
Жоғарыда келтірілген биологиялық материалдарды қолдану арқылы бүкіл процесті физиологиялық жағдайларда жүргізуге болады. Лектиннің қантқа биологиялық ұқсастығы LbL ферменттік үлдірлерін  алу үшін де қолданылған [46]. 
[47, 48] жұмыстарда куысты микрокапсулалар микросфералардың бетін LbL пленкаларымен жауып, содан кейін негізгі материалды еріту арқылы жасалған. LbL пленкасына негізделген микрокапсулалардың артықшылығы - бүкіл жұмыс процесін сулы ертіндіде жұмсақ жағдайда (яғни бөлме температурасында,  бейтарап рН кезінде) жүргізуге болады. Осылайша, ақуыздар мен гендер сияқты тұрақсыз қосылыстары бар микрокапсулаларды алуға болады [49, 50]. рН мәні реттелетін инсулиннің бөлінуін қамтамасыз ету үшін инсулинді LbL пленкаларына полимерлер мен инсулинді альтернативті тұндыру арқылы енгізуге болады [51].
LbL әдісі протеиннің (инсулиннің) биожетімділігі жақсартылған көп функциялы ақуыз-полимерлі микробөлшектерді алу үшін қолданылған. Микробөлшектер инкапсуляцияланған инсулинді құрамында пепсин бар агрессивті асқазан ортасынан қорғаған. Қандағы глюкоза кинетикасын және диабеттік тышқандардағы инсулиннің концентрациясын зерттеу қанға түсетін микрокапсуляцияланған инсулин ішке қабылдағаннан кейін 1, 6 және 24 сағаттан кейін анықталына алатындығын және диабеттік тышқандардағы қандағы глюкоза деңгейін тиімді төмендететінін көрсеткен [52].
Құрамында хитозан мен альгинаты бар бөлшектер полиэлектролиттердің ерімейтін протеин-альгинат кешенінің микроагрегаттарына layer-by-layer адсорбция әдісімен және кері ионотропты гельтүзілу әдісімен алынған. Кері ионотропты гель түзілу әдісі арқылы алынған бөлшектердің өлшемі 450-950 нм аралығында болған; ақуыз-альгинат кешенінде полиэлектролиттердің LbL адсорбциясы нәтижесінде алынған бөлшектердің өлшемі 30-40 мкм құраған. Хитозанмен қапталған оң зарядты микробөлшектердің мукоадгезиялық қасиеттері беті негізінен альгинатпен қапталған теріс зарядталған нано және микробөлшектерден жоғары болған. Дайындау әдісіне қарамастан, алынған бөлшектер рН 4-5 мәндерінде тұрақты болды және қышқыл және бейтарап ортада ақуызды бөліп шығарған [53]. 
[bookmark: _Hlk155216048]Құрамында инсулині бар микрокапсулалар поли(аллиламин гидрохлориді) (ПАГ) және поли(стиролсульфонат) (ПСС), поли(винилсульфат) (ПВС) және декстран сульфат (ДС) сияқты полианиондарды құрамында инсулині бар кальций карбонаты (CaCO3) микробөлшектеріне layer-by-layer тұндыру арқылы дайындалған. СаСО3 инсулині бар қуысты микрокапсулаларды алу үшін сұйылтылған HCl ерітіндісінде ерітілген. Микрокапсулалардағы инсулиннің бөлінуі ПАГ зарядының әртүрлі тығыздығына байланысты ерітінділердің қышқыл ортасына қарағанда рН 9.0 және 7.4 мәндерінде жылдам жүзеге асқан. Сонымен қатар, төмен молекулалы салмақты ПАГ қолдану арқылы алынған микрокапсулалардан инсулиннің босап шығуы тежелген, бұл микрокапсула қабықшасының қалыңдығына байланысты болуы мүмкін. Зерттеу нәтижелері инсулинді жеткізу жүйесін дамыту үшін құрамында инсулині бар микрокапсулалардың пайдалану мүмкіндігін көрсетеді [54].
[bookmark: _Hlk151027975]Пероральді препараттарды дайындауда полисахаридті матрицалар маңызды рөл атқарады. Полисахаридтер – гликозидтік байланыстар арқылы түзілетін үлкен полимерлі олигосахаридтері бар көмірсулар класы [55]. Моносахарид бірліктерінің құрамына қарай полисахаридтер гомополимерлер және гетерополимерлер деп жіктеледі [56]. Құрамындағы көптеген функционалды топтардың (гидроксил, амин және карбон қышқылдары топтары) болуына байланысты полисахаридтер биохимиялық немесе химиялық жолмен полисахарид туындыларының көптеген түрлеріне модификациялана алады [57]. 
Альгинаттар мен хитозан негізіндегі полисахаридті матрицалар мукоадгезивті, асқазанның қышқылдық ортасында ерімейді және асқазан-ішек жолының жоғарғы бөлігінде ферментативті ыдырауға ұшырамайды. Ішектің аздап сілтілі ортасында полисахаридті гидрогель баяу ери бастайды. Гидрогельдің еру жылдамдығы матрицаның құрамына байланысты. Матрицаның құрамын өзгерту арқылы дәрілік заттардың шығарылу жылдамдығын бақылауға болады [58–60]. 
Сұйылтылған инсулин ерітінділерін пероралды қабылдау мүмкіндігі [61] жұмыста зерттелген. Қысқа және ұзақ мерзімді тәжірибелердің нәтижелері сұйылтылған инсулин ерітінділерін ішке қабылдау кезінде жануарлардың қан құрамындағы глюкоза деңгейінің мөлшері төмендейтіндігін көрсеткен. Қандағы және бауыр тіндеріндегі инсулин концентрациясы препаратты енгізу тәсіліне байланысты өлшенген. Зерттеу нәтижелері тері арқылы инъекцияға қарағанда пероралды қабылдау кезінде инсулин қанға бауыр арқылы еніп, денеде дұрыс таралуын жүзеге асырады деген қорытынды жасауға мүмкіндік береді.
[62] зерттеу жұмысында егер бөлшектен ішек қабырғасына дейінгі қашықтық үлкен болса, онда инсулин протеолитикалық ферменттердің әсеріне ұзағырақ ұшырайды және осылайша оның гидролиз ықтималдығы артады деген гипотеза ұсынылған. Бұл гипотезаны тексеру үшін имитациялық ішектің қабырғалары арқылы өтетін инсулиннің мөлшері 10, 20 және 30 минут ішінде трипсин протеолитикалық ферменті қатысында және оның қатысынсыз өлшенген. Түтік қабырғалары арқылы өтетін инсулин мөлшері түтіктің ішкі диаметріне тәуелді екені анықталған. Диаметрі 10 мм түтікті пайдалану кезінде қабырғалар арқылы өткен инсулин мөлшері диаметрі 25 мм түтікке қарағанда 1.3-1.4 есе көп болған.
Инсулин протеолитикалық ферменттердің ингибиторларымен модификацияланған полимерлі гидрогельдерде иммобилизацияланған. Протеиназа ингибиторлары көмегімен жасалынған модификация иммобилизацияланған инсулиннің биологиялық белсенділігін өзгертпеген. Инсулиннің пероральді түрінің әсері инъекциялық инсулиннің әсеріне ұқсас екендігін жануарлардың қанындағы глюкоза концентрациясының өзгеру динамикасы көрсеткен. Дегенмен иммобилизацияланған инсулиннің тиімділігіне байланысты сандық айырмашылықтар бар, яғни пероралды инсулин инъекциялық инсулин тиімділігінің 60-70% құраған [63]. 
[64] зерттеу жұмысында 2 типті қант диабетін емдеуде гликемиялық бақылауды жақсарту үшін терапевтік пептид, эксенатидті пероралды жеткізуге мүмкіндік беретін наноэмульсиялық жүйе ұсынылған. Наноэмульсия жүйесі 37˚C температурада жасалған және 4˚C сақтау температурасында тұрақты. Мұндай жүйенің емдік әсері дәстүрлі инъекциялық терапиядан төмен болғанымен, майлы құрылымы бар наноэмульсия жүйесі инкапсуляцияланған пептидті қорғап, инсулиннің бөлінуін қамтамасыз етіп, антидиабеттік әсер көрсеткен.
Пероралды инсулиннің тасымалдаушылары ретінде нанобөлшектердің үш түрі дайындалып, зерттелген: қарапайым альгинат нанобөлшектері, альгинат-стеарин қышқылының нанобөлшектері және құрамында С18 конъюгаты бар альгинат нанобөлшектері [65]. Аталған нанобөлшектердің ішінде альгинат-С18 нанобөлшектері уыттылықтың төмен деңгейін және шырышты қабатқа жақсырақ енуді, қандағы инсулин деңгейін жоғарылатуды және глюкоза деңгейін төмендетуді көрсеткен. С18 конъюгатының альгинатқа қосылуы нәтижесінде инсулиннің реабсорбциясының тенденциясы төмендеген, себебі COOH/COO-альгинаттың белсенді топтары С18 конъюгатымен түйіндеседі. 
Май қышқылдарын коацервациялау әдісі инсулинді және оның аналогтарын пероралды жеткізу құралы ретінде липидті тасымалдаушыларды әзірлеу үшін [66] зерттеуде қолданылған. Эксперименттік нәтижелерге сәйкес, инсулинмен жүктелген липидті тасымалдаушылар бос пептидпен салыстырғанда жоғары ену қабілетін көрсеткен. Ex vivo зерттеулері липидті тасымалдаушылардан инсулиннің ішекте сіңуін көрсеткен, ал in vivo зерттеулері зертханалық тышқандардағы қандағы глюкоза деңгейінің төмендеуін көрсеткен.
Пероралды түрде қабылданатын инсулиннің абсорбциясын жақсарту үшін тасымалдаушылар ретінде рН-сезімтал метилметакрилат/метилен янтарь қышқылы наногельдері пайдаланылған [67]. Наногельдерге инсулинді енгізу полиэлектролитті комплекс түзілу әдісі бойынша жүргізілген. Наногельдер трегалозаның қатысуымен лиофилденген. Лиофилденген наногельдердің тұрақтылығы 5±3˚C температурада 3 ай бойы зерттелген және зерттеу нәтижелері бойынша наногельдер тұрақтылық қасиет көрсеткен. Сондай-ақ наногельдердегі инсулиннің бастапқы құрылымы бұзылмаған.
Овомукоидпен модификацияланған полиакриламидті гидрогельге иммобилизацияланған инсулиннің рН = 2.5; 4.3; 8.0 мәндеріндегі тұрақтылығы  [68] жұмыста зерттелген. рН<3.8 және рН >5.5 мәндерінде инсулин гидрогельден өздігінен босап тарай алған, және бөлінген инсулиннің үлесі гидрогель мен оны қоршаған ерітінді көлемінің қатынасына тура пропорционал болған. Гидрогель көлеміндегі инсулиннің концентрациясы 3.8<pH<5.5 диапазонында қоршаған ерітіндідегі инсулин концентрациясымен салыстырғанда жоғары екендігі байқалған, бұның себебі инсулин молекулалары мен овомукоидтың электростатикалық әрекеттесуіне байланысты.
Инсулинді жеткізу жүйелерін құру үшін поли(винил спирті) және 4-меркаптофенилбор қышқылынан глюкозаға сезімтал гидрогельдер жасау жұмыстары жүргізілген. Тотықтырғыш ортада (рН>9) реагенттердің сулы ерітінділерін араластырғанда, фенилбор қышқылы мен поли(винил) спиртінің функционалды топтарындағы 1,2-диолдар арасында дисульфидті байланыстар мен коваленттік байланыстардың түзілуі арқылы полимерлі гидрогельдер алынады. Гидрогельдердегі меркаптофенилбор қышқылының –В(ОН)2 топтары және поли(винил спиртінің) 1,2-диолдары арасындағы байланыстар D-глюкозаның қатысында, ал дисульфидті байланыстар L-глутатион ерітінділерінде глюкозаға сезімталдығын көрсете отырып, ыдыраған. Поли(винил спирті) жартылай кристалды полимер, уақыт өте келе макромолекулалық сутектік байланыстардың әсерінен қоюлануы мүмкін болғандықтан, D-глюкоза және L-глутатион ерітінділеріндегі гидрогельдердің толық ыдырауы байқалмаған [69]. 
Полисахаридтер мен полимерлерге негізделген ақуыздарды жеткізу бойынша көптеген зерттеулерге қарамастан, олардың тек бірнешеуі ғана клиникалық зерттеулерге өткен. Жоғарыда келтірілген ақуызды жеткізудегі тасымалдаушылардың әрқайсысының өз артықшылықтары мен кемшіліктері бар, олар 1 - кестеде келтірілген.








1 - кесте. Ақуыздарды пероралды жеткізуде қолданылатын жүйелердің артықшылықтары мен шектеулері
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Артықшылықтары
	
Шектеулері

	


Микроэмульсиялар

	
Ішек тінін зақымдамайды [70].

Ферментативті деградациядан қорғауды арттырады [71].
	
Фазаларды бөлуде шектеулерге ие [72].

Қоршаған ортаның параметрлері (рН, температура) тұрақтылыққа әсер етеді [73].


	

Липосомалар

	
Төмен уыттылық, биоүйлесімділік, биоыдырағыштық [74].

	
Жоғары құны, төмен дәрілік жүктеме [75].


	
Ферменттердің ингибиторлары

	
Ақуыздардың ферменттермен деградациясын баяулатады.

	
Тағамдық ақуыздардың қалыпты қорытылуына әсер етуі мүмкін [76].


	
Полимерлі мицеллалар

	
Ішектегі дәрілік заттардың абсорбциясын арттырады [77].

	
Полимерлі мицеллаларға жүктелген ақуыздардың жеткіліксіз тұрақтылығы [78].


	

Нанобөлшектер

	
Ақуыздардың бақыланып босап шығуы
[79]. 

	
Ақуыздарды ұстау эффективтілігінің төмендігі [80].

	
Микросфералар

	
Бақыланатын және мақсатты ақуызды жеткізу [81].

	
Дәрілік заттың күрт бөліну ықтималдығы [82].


	
Абсорбция күшейткіштері

	
Ақуыздардың биожетімділігін арттырады [83].

	
Жасушалардың морфологиясын өзгертеді [84].


  
[bookmark: _Toc164201489]        1.4 Мукоадгезивті полисахарид матрицалары
        Мукоадгезивті тасымалдаушыларды дәрілік заттарды тасымалдауда қолдану абсорбция аумағында дәрілік заттардың болу уақытын арттырып, оларды протеолиздік ыдыраудан сақтайтындығын көрсеткен [85]. Биоадгезиялық полимерлер абсорбция уақытын ұзартуға мүмкіндік бере отырып, дәрілік форма мен ауыз қуысының шырышты қабығының тығыз және ұзақ байланысын қамтамасыз етуде кеңінен қолданылады [86]. рН мәніне,  иондық күш, температураға байланысты мукоадгезивті полимерлер өздерінің ісіну қабілеттілігін өзгерте алады [87]. 
Шырышты қабықшалар арқылы, ауыз қуысы, ішек, мұрын, пульмонарлы, окулярлы жолдар арқылы мукоадгезиялық жеткізу жүйелері бірқатар артықшылықтарды ұсынады: дәрілік зат абсорбция орнына жақын жерде босап шығарылады, ал бұл өз кезегінде жоғары концентрация градиентіне мүмкіндік береді [88]. Мукоадгезивті полимерлер беттік заряды бойынша үш негізгі топқа жіктеледі: аниондық, катиондық және ионсыз. Зарялталған полимерлер ионсыз полимерлерге қарағанда айқын мукоадгезивті қасиеттер көрсетеді [89]. 
Соңғы кездері дәрілік заттарды тасымалдауда табиғи полимерлер, әсіресе полисахаридтерді қолдану кең зерттелуде [90]. Табиғи полимерлі гидрогельдер биологиялық тұрғыда қауіпсіз, дәрілік заттарға қатысты инертті болып келеді және органикалық ерітінділерді қажет етпейді [91]. Табиғи полисахаридтерге негізделген полимерлі гидрогельдердің бақыланатын ісіну қасиеттері және жоғары су мөлшері сияқты бірегей ерекшеліктері олардың табиғи байланыстырушы тіндерге ұқсастығын қамтамасыз етеді. Полимерлі гидрогельдердің бұл қасиеттері биологиялық белсенді макромолекулаларды (нуклеин қышқылдары, ақуыз препараттары) және төменгі молекулалық қосылыстарды олардың құрылымы мен белсенділігін бұзбай инкапсуляциялауға мүмкіндік береді. Осылайша, полисахаридтік жүйелер сезімтал дәрі-дәрмек жеткізу жүйелерін құруда жоғары потенциалға ие, себебі олар фазалық ауысуларға (золь-гель, ісіну - жиырылу) тез өте алады және дәрілік диффузияны белгілі бір жолмен басқарудың бірегей мүмкіндігін ұсына алады [92]. 
Дәрілік формаларды дайындау үшін көбінесе анионды полимерлер қолданылады. Бұл олардың жоғары мукоадгезивтілігі және төмен уыттылығымен байланысты. Мұндай полимерлер полимердің рКа мәнінен жоғары рН аймақтарында жеткізу жүйесінің жалпы теріс зарядын арттыратын карбоксил және сульфат топтарының болуымен сипатталады. Олардың мукоадгезивтілігі негізінен сутектік байланыстар есебінен муцинмен жақсы әрекеттесуіне негізделген [93]. 
Катионды мукоадгезивті полимерлердің ішінде ең қарқынды зерттелгені хитозан болып табылады. Хитозанның мукоадгезивтілігі ең алдымен муцин сиал қышқылының қалдықтары сияқты теріс зарядталған шырышты құрылымдармен амин топтарының иондық өзара әрекеттесуімен анықталады. Ол шырышты қабатта бір тәуліктен астам уақыт сақталынуға қабілетті. Хитозанның туындысы триметилхитозанның мукоадгезивтік қасиеттері жоғары зарядқа байланысты жақсырақ болуы мүмкін [94]. 
Биоүйлесімді, мукоадгезивті және биоыдырағыш қасиеттеріне байланысты дәрілік заттарды тасымалдауда, биомедицинада жиі қолданылатын табиғи полисахаридтердің бірі альгинат болып табылады. Эмульгирлеу, гель түзілу әдістерімен алынған альгинаттың микробөлшектері пероралды формада жеткізуде перспективті тасымалдығыштар бола алады [95]. Реакцияға қабілетті функционалды топтардың көп мөлшерде болуы полисахаридтердің  әр түрлі функционалды қызмет етуіне ықпал етеді [96]. Дәрілік заттарды полисахаридтер ішіне инкапсуляциялау жүктелген дәрілік заттардың биологиялық белсенділігі мен құрылымын сақтауға, биотаралу профилін өзгертуге және жанама әсерлерді азайтуға, қоршаған ортаның факторларынан қорғауға мүмкіндік береді [97].
Хитозан, альгинат капсулалары эмульсия коалесценциясы, коацервация және тұндыру, эмульсияны тігу, бүріккіш кептіру, иондық гель түзілу және кері мицелла әдістері көмегімен алынады. Дәрілік заттарды жеткізу үшін ковалентті материалдармен салыстырғанда ионды тігу әдісімен алынған материалдар жиірек қолданылады. Иондық тігуші реагенттерді қолданудың өзіндік артықшылықтары мен кемшіліктері бар. Полимерлерді модификациялауда иондық тігу әдісі ең қарапайым әдіс болып табылады және процесс жұмсақ шарттарда жүреді, сонымен қатар қолданылатын реагенттердің уытты еместігіне байланысты осы жүйеге негізделген материалдарды медицина мен фармацевтикада қолдануға болады. Оларды қолданудың негізгі кемшілігі механикалық беріктігінің төмендігі және рН мәніне тәуелді еруі болып табылады. Ковалентті тігуші реагенттерді қолданудың артықшылығы гельдену уақытын реттеу және берілген физикалық формадағы материалдардың кең спектрін алу мүмкіндігі болып табылады. 
Иондық гель түзілу әдісінде полиэлектролит және қарсы ион арасындағы электростатикалық гель түзілу әдісі қолданылады. Альгинат негізіндегі бөлшектердің салыстырмалы жұмсақ гель түзу процесі оларды дәрілік заттарды тасымалдауда потенциалды үміткер ретінде қарастыруға мүмкіндік береді [98]. 

[bookmark: _Toc164201490]1.5 Альгинатты дәрілік заттарды тасымалдауда қолдану
Альгинат - D - маннурон және L - гулурон қышқыл қалдықтарының сызықты тізбегінен тұратын, Laminaria және Agarum тұқымдас балдырлардан алынатын табиғи полисахарид. Альгинаттың инкапсуляциялық материал ретінде қолданылуы оның кальций иондарымен электростатикалық өзара әрекеттесіп, гидрогель түзетіндігімен түсіндіріледі [99]. Альгинат β-D-маннурон қышқылы (М) және  α-L-гулурон қышқылдарынан тұратын тізбекті полисахарид болғандықтан, оның моносахаридтік қайталануы қайталанатын M қалдықтарының блоктары (ММ блоктары), қайталанатын G қалдықтарының блоктары (GG блоктары) немесе аралас M және G қалдықтарының блоктары (MG блоктары) түрінде орналасуы мүмкін [100]. 
[bookmark: _Hlk151028075]Пероралды түрде қабылдау барысында альгинат уытты емес және катионды индуцирлеуші гель түзу қабілеттілігіне байланысты дәрілік заттардың босап шығуын қамтамасыз етеді [101]. Ионды альгинатты гельдер екі валентті катиондарды қолданып ионды тігу әдісі арқылы түзіледі [102]. Альгинатпен жақсы байланысу қабілеттілігі және қалыпты жағдайда қолдану кезіндегі уытсызығы Ca2+ иондарын альгинатты гельдерді алудағы жиі қолданылатын екі валентті катионға айналдырады [103]. Альгинаттың уронатты блоктары мен кальций иондарының әрекеттесуі арқылы тігу процесі жүзеге асады [104]. Микробөлшектердің түзілу кабілеттілігіне альгинаттың тұтқырлығы әсер етпейтіндігі анықталған [105].
Альгинатты гидрогельдер төмен молекулалы массалы дәрілік заттар мен макромолекулаларды, соның ішінде ақуыздар мен гендерді жеткізудегі қолайлы үміткерлер [106]. Дәрілік заттар альгинат тәрізді тасымалдаушылардың кеуектерінде иммобилизациялануы немесе инкапсуляциялануы мүмкін. Қоршаған ортаның рН мәніне байланысты ALG гельдердің екі түрін құра алады. Төмен рН (асқазан ортасы) кезінде ол жиырылады және инкапсуляцияланған препараттарды шығармайтын вискозды қышқылды гель түзеді. Ішек жолынан өткеннен кейін жоғары рН мәндерінде альгин қышқылының тері тәрізді құрылымы еритін вискоза геліне айналып, полимерлі желінің бұзылуы дәрілік заттардың еруі мен босатылуын тудырады. Гидрогельдің кеуектерінен дәрілік заттың шығарылуы диффузиямен басқарылатын, ісіну кинетикасымен басқарылатын, химиялық бақыланатын және қоршаған орта әсеріне тәуелді босап шығу тәрізді әртүрлі механизмдер арқылы жүзеге асырылады [107]. Диффузиямен басқарылатын босату жүйелерінде резервуар немесе матрицалық құрылғылар гидрогель торынан немесе кеуектерден диффузия арқылы дәрілік заттардың шығарылуын бақылау үшін қолданылады. Резервуарлы жеткізу жүйесі әдетте капсула, шар немесе цилиндр түрінде қол жетімді гидрогельді мембранасы бар ядроны қамтиды. Дәрілік заттың концентрациясы жүйенің орталығында өте жоғары, сондықтан ол дәрінің баяу босап шығуына ықпал етеді [108]. 
Альгинат карбоксиметилцеллюлоза, полистирол, хитозан сияқты полимерлермен салыстырғанда ең жоғары мукоадгезивті қабілетке ие [109]. Альгинаттың төмен рН мәндерінде (асқазан ортасы) жиырылу қабілеті дәрі-дәрмектердің пероралды формаларын жеткізу жүйесін дамытуда пайдалы болуы мүмкін, өйткені pH мәні төмен ерітінділерде инкапсуляцияланған дәрі-дәрмектердің шығарылуы айтарлықтай төмендейді [110]. 
Альгинат микрокапсулаларын модельді асқазан шарттарында жақсы өмір сүру бейімділігін көрсететін, пробиотикалық бактерияларды микрокапсуляциялау үшін пайдалануға болады [111]. Тек альгинатпен инкапсуляциялау кезінде ішек pH мәндерінде үлкен молекулалардың "күрт шығарылуы" орын алатындықтан, оны хитозанмен жабу арқылы азайтуға болады [112]. 
Отандық ғалымдарымыздың зерттеулерінде кальций альгинаты ісікке қарсы циклофосфамид препаратын иммобилизациялау үшін пайдаланылған. Циклофосфамидтің босап шығу кинетикасы in vitro жағдайында зерттелген. Хитозанмен альгинат бөлшектерін модификациялау иммобилизацияланған дәрілік заттың босап шығу жылдамдығын төмендететіндігін көрсеткен. Хитозанның адсорбциялық қабаты хитозан концентрациясының артуымен жоғарылаған [113]. 
[114] зерттеу жұмысында иммобилизацияланған анальгетик AB-101 диффузиясын бақылау мақсатында натрий альгинатының құрамындағы маннурон (M) / гулурон қышқылының (G) әртүрлі арақатынастары таңдалған. Зерттеу нәтижелері бойынша альгинаттағы маннурондық бірліктердің жоғарылауымен альгинат бөлшектерінің кең көлемде ісінетіні анықталған, сонымен қатар нәтижелер G - блоктарымен салыстырғанда М - блоктардың тез диссоциацияланатындығын көрсеткен.
[bookmark: _Hlk151025905]Екі валентті тігуші иондар комбинациясының альгинатты гидрогельдерден дәрілік заттардың бөлініп шығу жылдамдығына әсері [115] жұмыста зерттелген. Ca (II) және Ba (II) тігуші иондарының қоспасын қолдану кезінде дәрілік заттың тиімді босап шығу жылдамдығына қол жеткізуге болады. Тігуші агент ретінде Ba (II) иондарын қолдану кезінде дәрілік заттың ұзақ уақыт ішінде жүзеге асатын баяу босап шығуы, ал Ca (II) иондарын қолдану барысында дәрілік заттың толық ыдырауымен жүзеге асатын жылдам босап шығуы жүзеге асады. Осы екі иондардың арасындағы аралық жағдайға алдын ала есептелген мөлшерде екі ионды қамтитын ерітіндіні пайдалану арқылы қол жеткізуге болады. 

1.6 [bookmark: _Toc164201491] Альгинат – хитозанды капсулалар
Альгинат-хитозан капсулаларын алу үшін эмульгациялау [116], бүріккіш кептіру [117] және коацервация [118] тәрізді әдістер қолданылады. Ұсақ бөлшектерді эмульгация әдісі арқылы алуға болады. Бүріккіш кептіру әдісі арқылы алынған капсулалар өлшемінің үлкенірек болатындығы оларды практикалық қолдану кезінде жанама әсерлерді тудыруы мүмкін [119].
Альгинат, хитозан және пектин тәрізді полисахаридтер ұзақ және тұрақты терапиялық әсер беретін болғандықтан көптеген дәрілік заттарды тасымалдауда қолданылады. Фосфолипидті мицеллаларды инкапсуляциялау үшін хитозан және альгинат қышқылының тұздары негізіндегі қабатты капсулалар алынған. Альгинат қышқылының кальций және барий тұздары хитозан – альгинат капсуласын дайындауда негіз ретінде алынған. рН мәнінің артуымен хитозан ерігіштік қабілеттілігін күрт жоғалтатын болғандықтан, сілтілік ортадағы тұрақтылықты арттыру үшін матрицаға әртүрлі тұтқырлықтағы хитозан енгізілген. Полиқабатты капсулалардан фосфолипидті мицеллалардың бөліну процесін зерттеу барысында алынған мәліметтердің нәтижелері Са – альгинаты мен тұтқырлығы төмен хитозанның қосындысы ең қолайлы екенін көрсеткен, мұндай капсулалар орта есеппен 210 – 215 минутта еріген. Матрицаға тұтқырлығы орташа хитозанды енгізу жағдайында капсулалардың еруі байқалмаған [120].
 Bacillus lentus, Geobacillus thermoglucosidasius және Paenibacillus polymyxa штамдарынан алынған антимикробты заттар натрий альгинаты мен хитозанды қолдану арқылы инкапсуляцияланған. Бұл полимерлі тасымалдаушыларды инкапсуляция үшін таңдау олардың зеңдер мен бактерияларға қарсы белсенділігімен, шығу тегінің табиғи сипатымен түсіндіріледі. Хитозан жабыны бар альгинат түйіршіктері зерттеу жұмыстарының нәтижелері бойынша ыдырауға және микробқа қарсы белсенділікті сақтауға тұрақты және төзімді екені анықталған [121].
 [122] жұмыста хитозанмен қапталған альгинатты микрокапсулалар жүйесінде инкапсуляцияланған Bifidobacterium breve пробиотигінің асқазан-ішек жолындағы бейімділігі анықталынып, осы микрокапсулалардың кейбір қасиеттері зерттелінген. Ісіну кинетикасын зерттеу кезінде ісу және еру процестері рН мәніне тәуелді екендігін көрсеткен және микрокапсуланың еруі альгинаттың pKa мәнінен жоғары рН мәндерінде жүзеге асқан. Құрғақ және ылғалды альгинат микрокапсулалары жасанды асқазан сөлінің әсері кезінде B. Breve пробиотигінің өміршеңдігін жақсартқан. Ал хитозанмен қаптау  B. Breve өмір сүру қабілеттілігін одан әрі жақсартқан. Хитозанның әсер ету уақытының жабынның қалыңдығына әсері конфокальды лазерлік сканерлеу микроскопиясы арқылы зерттеліп, оның альгинат матрицасына енуі өте баяу жүретіндігі көрсетілген. 

[bookmark: _Toc164201492]1.7 Хитозан және оның туындылары негізіндегі пероралды жеткізу жүйелері
Хитозан - хитиннің деацетилденген түрі болып табылатын, шаян тәрізділердің қабығында көп мөлшерлерде кездесетін полисахарид. Хитозанды алу жолы жоғары температурада сілтілі гидролиз арқылы хитинді деацетилдеу реакциясына негізделген [123]. Хитозан - катионды полисахарид, терапевті макромолекулалардың ішекке сіңірілуінің қауіпсіз және тиімді нығайтқышы ретінде кеңінен қарастырылады [124]. Сонымен қатар хитозан Escherichia coli тәрізді ішек таяқшаларының бактерияларына қарсы антимикробты агент ретінде де белгілі [125]. 
Хитозан полиэлектролиттермен ковалентсіз комплекстер түзуге қабілетті, бұл қасиеті хитозанды медицинада дәрілік заттарды инкапсуляциялауда қолдануда үлкен қызығушылық тудырады [126]. Комплекстердің түзілу процесіне полимердің келесі құрылымдық сипаттамалары үлкен әсер етеді: макромолекулалардың конформациясы, молекулалық массасы, полидисперстік дәрежесі, амин топтарының деацетилдену дәрежесі, амин топтарының протондануы, амино- және ацетамино- топтарының полимер тізбегі бойымен таралуы [127].
Амин тобының болуына байланысты хитозан әртүрлі химиялық қасиеттерге ие, бұл полимерді оған қажетті қасиеттерді беріп, модификациялауға мүмкіндік береді [128]. Амин тобы ацилдену, альдегидтермен және кетондармен реакцияларға, алкилдену, полимерге бүйірлік топтарды енгізу, төртіншілік аммоний тұздарының түзілуіне және басқа реакцияларға түсе алады. Осылайша, гипоаллергенділігімен, биологиялық үйлесімділігімен және биоыдырағыштығымен үйлесетін, пайдалы қасиеттерінің жиынтығы бар (бактерияға қарсы, зеңге қарсы, вирусқа қарсы) модификацияланған хитозандарды алуға болады [129]. Хитозанның амин тобынан басқа С2 және С6 атомдарында екі гидроксил тобы бар. Осы топтардың арқасында хитозан үшін бірқатар реакцияларды жүргузі мүмкіндігі пайда болады: этерификация, сополимерлену, сонымен қатар о-ацилдену, полярлы атомдармен сутектік байланыстардың түзілуі [130]. 
[131] зерттеу жұмысында хитозан және гиалурон қышқылы туындыларына негізделген көп функционалды нанобөлшектердің жүйесі зерттелген. Көп функциялы нанобөлшектерді алу үшін электростатикалық өздігінен құрастырылу технологиясы қолданылған. Зерттеу жұмысының нәтижелері бойынша нанобөлшектерді оңтайландыру гипогликемиялық әсерді жақсартатындығын және жасуша өткізгіштігін арттыратындығын растаған.
Төртіншілік аммоний тұздары мен май қышқылдары инсулинмен жүктелген хитозан нанобөлшектерін оңтайландыруда пайдаланылған. Электростатикалық және гидрофобты әрекеттесу арқылы келесі нанобөлшектер алынған: N-(2-гидрокси)-пропил-3-триметиламмоний хлорид хитозан - лаурин қышқылы; N-(2-гидрокси)-пропил-3-триметиламмоний хлорид хитозан – олеин қышқылы [132]. Алынған нанобөлшектердің екі түрі де жүктелген инсулиннің гипогликемиялық әсерін жақсартқан, алайда лаурин қышқылының нанобөлшектерімен салыстырғанда күштірек беттік гидрофобтылыққа ие олеин қышқылының нанобөлшектері тиімдірек болған.
Инсулинді бақылап жеткізу үшін күрделі коацервация әдісімен хитозан және полиуретан-хитозан нанобөлшектерінің ядросы алынып, қорғаныс қабықшасы ретінде ядро сыртына альгинат және полиуретан-альгинат иондық гельтүзілу әдісі арқылы тігілген [133]. Полиуретанды қосудың тиімділігі in vitro және in vivo зерттеулерінде айтарлықтай жақсартуларды көрсеткен, яғни: диабеттік тышқандардағы глюкоза деңгейінің төмендеуі; инкапсуляция тиімділігі және инсулиннің тұрақты босап шығуы.
[bookmark: _Hlk115646061]Тиолданған хитозан нанобөлшектері арқылы инсулиннің пероралды жеткізу жүйесі in vitro және in vivo жүйелерінде сыналған. In vitro зерттеу нәтижелері рН = 5.3 мәнінде тиолданған хитозан нанобөлшектерінен инсулиннің тұрақты босап шығарылуын көрсеткен. In vivo зерттеуінде байқалған флуоресцентті дақтар пероралды жүйенің асқазан-ішек жолына жеткізілгендігінің дәлелі болып табылады. In vitro және in vivo деректері қант диабетін емдеуде тиолданған хитозан нанобөлшектерін пайдалану мүмкіндігін көрсетеді [134]. 
Ципрофлоксацинді жеткізу үшін хитозан және хитозан/поли(2-этил-2-оксазолин) негізіндегі үлдірлер қолданылған. Құрамында ципрофлоксацин бар үлдірлер Escherichia coli бактериялары мен Staphylococcus aureus бактерияларына қарсы жақсы антимикробтық қасиеттер көрсеткен. Үлдірлерден дәрілік заттардың бөлінуі хитозан үлдірлері үшін 42.2% және хитозан/поли(2-этил-2-оксазолин) үлдірлері үшін 56.1% құраған. Бұл нәтижелер үлдірлердің дәрілік заттарды тасымалдаудағы потенциалды қолданылуын көрсетеді [135]. 
Диабеттік тышқандарға инъекциялық және пероралды инсулиннің әсері [136] зерттеуде зерттелген. Зерттеу деректері инсулиннің инъекциялық түрі тәрізді инсулинмен жүктелген триметилхитозан нанобөлшектерімен пероралды емдеу қандағы глюкоза деңгейін төмендетіп, тышқандардың бүйрек зақымдануын азайтуға мүмкіндік беретіндігін көрсеткен. [137] зерттеу жұмысының нәтижелері диабеттік тышқандардағы липидтер алмасуын түзетуде инъекциялық инсулинмен салыстырғанда пероралды инсулин нанобөлшектерін енгізудің тиімділігін көрсеткен. 
Қышқыл сулы ортада хитозан еригіш, белсенді амин топтары бар және бірнеше иондық заттармен әрекеттесе алады. Хитозанның сулы ортада ерігіштігі ерітіндінің қышқылдығы белгілі бір шекті деңгейден жоғары болғанда ғана мүмкін болады, бұл алмастырылмаған амин топтарының болуымен түсіндіріледі. Қышқыл ортада амин топтарының протондануы жүреді, полимер оң зарядталады, осы себептен хитозан молекулаларын катионды полиэлектролит ретінде қарастыруға болады. рН > 6 шартында амин топтары депротондалған күйге өтіп, полимер суда ерімейтін болады [129]. Хитозанның ерігіштігі ортаның рН мәніне, амин топтарының деацетилдену дәрежесіне (алмастырылған амин топтары протондана алмайды және хитозан ерігіштігін төмендетеді) [138], N-ацетилденген топтардың полимер тізбегі бойымен таралуына , сондай-ақ полимердің молекулалық массасына тәуелді. Хитозан минералды және органикалық қышқылдарда ериді. Хитозанның еріген кезде түзілетін күрделі тұздары суда ериді. Хитозан құрамында 0.2-100% құмырсқа қышқылы бар сулы жүйелерде жақсы ериді [139]. Еріткіш ретінде көбінесе 1% CH3COOH ерітіндісі (рН = 4.0) қолданылады. Хитозан 1% HCl және сұйылтылған HNO3 ериді, бірақ H2SO4 және H3PO4 тәрізді қышқылдарда ерімейді. Концентрлі CH3COOH ерітіндісі жоғары температурада деполимеризацияны тудыруы мүмкін [140].
Хитозан және оның көптеген туындылары биохимиялық және физика-химиялық қасиеттерімен медицина және фармацевтикада пайдалы. Сондықтан оның рецептуралары таблеткалар, түйіршіктер және пленкалар сияқты жүктелген заттардың резервуары бола алады. Хитозан көп валентті иондармен иондық тігуге ұшырайды. Анионды полимерлер хитозанмен электрлік әрекеттесетіндіктен өзара кешендер құра алады. Мұндай тігу хитозанның микро немесе нанобөлшектерін жасау үшін пайдалы [141]. 
Хитозан нанобөлшектерін алудың негізгі механизмдері - полиэлектролиттік кешендердің түзілуі және гидрофобты түрлендірілген хитозанның өздігінен жиналуы болып табылатын тігу (химиялық немесе физикалық) процесі. Кері мицеллалар, десольвация, тұндыру/коасервация және эмульсия тамшыларының бірігуі басқа потенциалды процестер болып табылады. Хитозанның тігілуі, мысалы хитозан ерітіндісіне тігуші агентті тамшылатып қосу - ақуызды иммобилизациялау немесе әртүрлі молекулаларды инкапсуляциялаудың қарапайым әдісі болып табылады [142].
Хитозан да, альгинат та пептидті, ақуызды дәрілік заттарды тасымалдауда қолданылатын биоыдырағыш полимерлер [143]. Жоғарғы заряд тығыздығына байланысты хитозан, альгинат мукоадгезивті (денедегі шырышты тіндер бетіне жабысуға қабілетті) қасиетке ие, сол арқылы капсуланың босатылу аймағында болу уақытын ұзартады. Бұл касиеті олардың дәрілік заттарды тасымалдауда қолданылуының тағы бір себебін түсіндіреді [144, 145]. 
Көптеген зерттеулерде хитозан негізіндегі нанобөлшектер көмегімен дәрілік затпен жүктелген макромолекулаларды қышқылды денатурация мен ферментативті деградациядан қорғауға, олардың ішекте болу мерзімін ұзартуға және ішек эпителийімен  сіңірілуін арттыруға байланысты шаралар жүзеге асырылған [146, 147]. Макромолекулалық препараттардың пероралды сіңірілуі кезінде оның тиімділігін одан әрі арттыру үшін кватернизацияланған хитозан, тиолданған хитозан және карбоксилденген хитозан сияқты хитозан туындылары зерттелген. Сонымен қатар, хитозан мен оның туындыларын гидрофильді макромолекулаларды пероралды жеткізудің тасымалдаушысы ретінде пайдалану саласындағы соңғы жетістіктер мен олардың дәрілік заттарды тасымалдауға әсері зерттелуде.
[148] жұмыста Маяр реакциясымен алынған хитозан туындыларының Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Escherichia coli, Shigella dysenteriae, Salmonella typhimuriumю тәрізді патогендерге қарсы антибактериялық белсенділігі зерттелінген. Бастапқы хитозанмен салыстырғанда хитозан - глюкозамин туындысының салыстырмалы түрде жоғары антибактериялық белсенділігі байқалған.  
Көзге арналған препараттарды тасымалдауда тиолданған хитозан синтезделініп, натрий альгинатымен нанобөлшектер дайындалған [149]. Зерттеу нәтижелері жоғары оң заряд пен мукоадгезивті қасиеттеріне байланысты тиолданған хитозан - альгинат нанобөлшектерінің тұрақтылығы мен тиімділігі хитозан бөлшектеріне қарағанда жоғары екенін көрсеткен.
Тиолданған хитозан туындылары меркаптокарбон қышқылдары мен карбодиимид сияқты кейбір улы реагенттерді қолдану арқылы синтезделетінін атап өткен жөн. [150] жұмыста тиолданған хитозан нанобөлшектерін синтездеу екі сатылы реакциядан тұрады. Реакцияның бірінші сатысы меркаптокарбон қышқылының эфирінің пайда болуымен өтеді, келесі сатыда ол хитозанның амин топтарымен әрекеттеседі.
Хитозанның тек қышқыл pH мәндерінде (pH<6) ерігіштігі, шектеулі pH мәндерінде мукоадгезивтілігі - шырышты қабаттар арқылы дәрі-дәрмектерді жеткізудегі хитозанның негізгі кемшіліктері болып табылады [151]. Көптеген ақуыздар мен пептидтерге негізделген препараттар төмен pH мәндерінде тұрақсыз болғандықтан, хитозан тасымалдаушыларының pH мәнін төмендету оның дәрі-дәрмектерді жеткізуде қолданылуын шектейді [152].
Асқазан сұйықтықтарындағы хитозанның жоғары ерігіштігі дәрі -дәрмектерді тоқ ішекке бағыттауда хитозанды шектеп, дәрі-дәрмектің асқазанда күрт босатылуына әкеледі. Қышқыл ортадағы хитозанның ерігіштігін микросфераларды альдегидтермен химиялық тігу арқылы азайтуға болады, бірақ ол инкапсуляцияланған дәрілердің босап шығарылуының алдын алуда тиімсіз [153].

[bookmark: _Toc164201493]1.8 Полимерлі матрицаларды тігу процесі, тігуші агенттер
Гидрогельдер сұйық емес коллоидты желілер немесе ісіну агенті су болып табылатын полимерлік желілер. Желідегі полимерлік тізбектер ісінеді, бірақ суда ерімейді, өйткені полимер тізбектері түйісу нүктелері арқылы үш өлшемді құрылым түзеді. Түйісу нүктелері физикалық өзара әрекеттесу нәтижесі немесе химиялық байланыстар нәтижесі болуы мүмкін. Физикалық өзара әрекеттесу физикалық гидрогельдердің түзілуін қамтамасыз етеді, олар температураның, рН мен иондық күштің өзгеруіне сезімтал болады. Сутектік байланыстар, гидрофобты немесе ван-дер-Ваальс күштері макромолекулаларды бірге ұстап тұратын физикалық молекулааралық күштер [154]. Химиялық гидрогельдердегі полимер тізбегі арасындағы химиялық байланыстар, әдетте, тігуші агенттер арқылы жүзеге асады, бұл химиялық гидрогельдерді физикалық гидрогельдерге қарағанда тұрақтырақ етеді. Физиологиялық шарттардағы температураның, рН және иондық күштің өзгеруі химиялық гидрогельдердің ісіну әрекетінің өзгеруіне әкелуі мүмкін, бірақ олар үш өлшемді құрылымды бұзбайды [155]. Химиялық және физикалық тігілу гидрогельдің химиялық және механикалық тұрақтылығын арттыра отырып, биополимер тізбегін қосудағы мүмкін болатын стратегиялардың бірі болып табылады.
Полимер тізбектерін ковалентті немесе ковалентті емес байланыстар арқылы байланыстырып үш өлшемді желілерді түзу тігу процесі деп аталады. Тігу процесі полимерлердің суға төзімділігін, сондай-ақ механикалық қасиеттерін арттырады [156]. Химиялық тігу - сәулелену немесе химиялық реакциялар арқылы полимер тізбектері арасында пайда болатын коваленттік байланыстың нәтижесі, ал физикалық тігілу иондық өзара әрекеттесу, сутектік байланыстар және гидрофобты байланыстар нәтижесі болып табылады. Тігу молекула ішілік немесе молекула аралық бола алады және полимерлерді модификациялаудың негізгі әдістерінің бірі болып табылады [157, 158]. Тігу реакциялары сонымен қатар полисахаридтер мен ақуыздық материалдардың биодеградациясын баяулата алуы мүмкін [159]. 
Химиялық гель түзілу процесі ионотропты немесе ковалентті тігу арқылы жүзеге асады. Бірінші жағдайда полисахаридтер гель торын құрып, иондар арқылы тігіледі. Екінші жағдайда гельдер қайтымсыз химиялық торлардың түзілуіне әкелетін ковалентті тігу арқылы түзіледі [160].
Иондық гель түзілу полисахарид негізіндегі полиэлектролиттердің концентрацияның және/немесе рН мәнінің белгілі диапазонында қарсы иондардың қатысуымен тігілу мүмкіндігі. Полисахарид тамшыларының сулы ерітіндідегі иондық тігілуі өзара байланысқан нанофибриллярлы торы бар микроқұрылыммен сипатталатын гидрогель бөлшектерін (немесе түйіршіктерді) береді [161]. Ионотропты гель түзілу механизмі полисахаридтердің карбоксилат, сульфат және амин тәрізді белсенді функционалды топтарының қатысуымен жүреді. Қарсы ионның типі мен гель түзілу шарттары полисахаридтің белгілі бір түріне байланысты жеке таңдалуы керек [162]. 
Ковалентті тігуші агенттермен салыстырғанда иондық тігуші агенттер қарапайым тәжірибелік процедуралары мен жұмсақ дайындалу шарттарына байланысты тиімдірек болып келеді [163]. Иондық тігуші агент полиэлектролитті полисахаридтермен (катиондар және аниондар) олардың қарсы иондары арқылы иондық әрекеттесіп гель түзе алады [164]. 
Ковалентті тігуші агенттер полимер, көлемді немесе шағын органикалық молекула болуы мүмкін. Тігуші агенттің мөлшеріне байланысты гидрогельдердегі полимерлі тізбек желілері арасындағы ашық кеңістіктерді реттеуге болады. Полимер тізбегі желілерімен түзілген кеңістіктік кедергілер дәрілік заттың босап шығу мерзімін ұзартуы мүмкін, себебі гидрогельдердегі дәрілік заттар диффузиясы Стокс-Эйнштейн теңдеуіне тәуелді болып келеді. Гидрогельдерде кеуекті құрылымның болуы дәрілік заттардың босап шығуына Дарси заңы бойынша әсер етуі мүмкін. Гидрогельдердегі кеуекті құрылым лиофилизация әдісі тәрізді физикалық өңдеу нәтижесінде түзіледі [165]. [166] зерттеуде альгинат негізіндегі гидрогельдерден дәрілік заттың пролонгациялық босап шығуына кеуекті құрылым мен тігуші агенттің әсері қарастырылған. Тігуші агент ретінде дисульфидті тетразин (S-Tz) және дисульфидті малеимид  (S-Ma қолданылған, сәйкесінше кеуекті (гидрогель А) және тығыз (гидрогель B) гидрогель құрылымдары алынған. Дәрілік затты жүктеу қабілеттілігі гидрогельдің кеуектілігінің артуымен жоғарылайтындығы көрсетілген. Гидрогель А желідегі бос кеңістіктердің көп болуына байланысты дәрілік заттардың босап шығу мөлшерін жоғарылатқан, ал кеуекті емес гидрогель В тығыз құрылымының себебінен бастапқы мезетте көп мөлшерде дәрілік затты босатудан кейін өте баяу босап шығуға алып келген. Сонымен қатар, кеуекті альгинат А гидрогелі дәрілік заттың 35 күн аралығындағы пролонгациялық тұрақты босап шығуын қамтамасыз ете алған  (жалпы шығарылымы 90% дейін). 
Ақуыздардың амин топтары күшті нуклеофильді болғандықтан тігу реакцияларының бірнеше түріне қатыса алады. Ферментативті тігу кезінде ақуыздардың тігу механизмі амин және карбоксиамид топтары бойынша жүзеге асады. Ал полисахаридтермен тігілу реакциялары гидроксил немесе карбоксил топтарын қамтиды [167].
Пектин және альгинат (екеуі де полиуронаттар) Ca2+ сияқты екі валентті катиондармен тігілетін иондық полисахаридтер. Кальциймен индуцирленген тігілу уронат блоктары (альгинат пен пектиндегі сәйкес гулуронат және галактуронат) мен кальций иондары арасындағы әрекеттесу нәтижесінде жүзеге асады. Түзілген тізбектік құрылымдар «жұмыртқа қорабы» деп аталатын модельмен ұсынылған түйісу аймақтарын құрайды [168].
Лимон қышқылы полисахаридті үлдірлер үшін тігуші агент ретінде қолданылған [169]. Лимон қышқылын тігуші агент ретінде қолданудың бір артықшылығы кез келген реакцияға түспеген лимон қышқылы уытсыз, тағамдық тұрғыдан қолайлы және пластификатор ретінде әсер ете алады. Тігу механизмі полисахаридтің гидроксил топтары мен тігуші агенттің екі карбоксил топтары арасындағы ковалентті молекулааралық диэфир түзілуімен түсіндіріледі [170]. 
Дәрілік заттарды тасымалдау жүйелерінде физикалық инкапсуляциялау жүктелген дәрілік заттардың биологиялық белсенділігін сақтаудың және бүтін құрылымының артықшылықтарын ұсынады. Ионды гель түзілу, еріткіштерді буландыру әдісі, микро/наноинкапсуляция - полисахарид негізіндегі жүйелерде дәрілік заттарды физикалық ұстау үшін кеңінен қолданылатын әдістердің бірі [171].
Екі валентті катиондардың көпшілігі (Ca2+, Sr2+, Cd2+ , Co2+, Cu2+, Mn2+, Ni2+, Pb2+ және Zn2+) және кейбір үш валентті катиондар (Fe3+, Cr3+, Al3+, Ga3+, Sc3+  және La3+) альгинаттың G-блоктарымен әрекеттесіп, үш өлшемді жүйе құра алады. Әдетте катионның атомдық радиусы неғұрлым үлкен болған сайын, соғұрлым  полимерлі матрица күштірек тігілген болады. Ba2+ және Sr2+ тәрізді иондық радиустары үлкен екі валентті иондар Ca2+ ионы негізіндегі бөлшектерге қарағанда берік алгинатты гель бөлшектерін түзуге қабілетті. Ал атомдық радиусы кіші Mg2+ ионы альгинатқа тігуші агент бола алмайды [172]. Жасушаларды иммобилизациялауда Ba2+ және Sr2+ иондарын қолдану кезінде аз концентрация шамасына қарамастан уыттылығы байқалған [173]. Ca2+ ионы қалыпты жағдайда қолдану кезіндегі уытсыздығы және альгинатпен жақсы байланысу қабілеттілігіне байланысты альгинатты гидрогельдерді түзуде ең жиі қолданылатын екі валентті катион болып табылады [174].
Глутаральдегид - молекулалық массасы төмен, түссіз, суда, спиртте және органикалық еріткіштерде еритін, өткір иісі бар бифункционалды альдегид. Әдетте рН = 3 - 4 аралығында болатын, сулы ерітінді түрінде болады [175]. Глутаральдегидпен тігу гидрогельдердің физикалық және химиялық қасиеттерін жақсартудың ыңғайлы және тиімді әдісі болып есептеледі, себеі оның амин, имидазол және тиол функционалдық топтарымен байланысуы жоғары. Кейбір зерттеушілер қышқылдық жағдайда гидроксил топтары глутаральдегидпен тігіле алатындығын болжамдаған, себебі қышқыл орта гидроксил және глутаральдегидтің альдегид топтары арасындағы ацетилдеуді катализдей алады [176]. Глутаральдегид пен амин топтарының арасында түзілетін коваленттік байланыстар бастапқы түстің сарыға өзгеруіне әкеледі. Қышқыл ортада глутаральдегидтің амин топтарымен реакциясы амин тобының нуклеофильді шабуылы түрінде жүзеге асады. Протондалған амин топтары карбонилді көміртекке шабуыл жасау қабілетін жоғалтқанымен, қышқылдық жағдайда дегидратация тез жүреді. Амин топтары мен глутаральдегидтің әрекеттесуінен түзілетін Шифф негіздері аса қышқыл ортада тұрақсыз болып келеді, иминдік байланыс гидролизге ұшырап, глутаральдегид пен амин топтарын қайта қалпына келтіре алады. Қыздыру немесе ультрадыбыстық сәулелену бейтарап және қышқыл рН шарттарында глутаральдегидпен тігілген полимерлерді еріте алады [177].
[bookmark: _Hlk155216165]Карбодимидті қосылыстар уытсыз, биоүйлесімді, карбоксил және амин топтары арасындағы амидтік байланыстарды қамтамасыз етеді. Дегенмен глутаральдегидпен салыстырғанда карбодиимид арқылы тігілген матрицалардың механикалық қасиеттері нашар, беткі қабаты жұмсақ және ыдырау уақыты аз болады [178]. Ең көп қолданылатын карбодиимидтер 1-этил-3-(-3-диметиламинопропил) карбодиимид (EDC) және N,N- дициклогексилкарбодиимид (DCC) болып табылады. EDC – қышқыл ортада карбоксил топтарын активациялауға қабілетті суда еритін тігуші агент. EDC көмегімен карбоксил топтарын активациялау үшін оңтайлы рН мәні әлсіз қышқыл орта шарттары болып табылады. рН < 7 шартында EDC протондануы және карбоксил топтарының иондануы жүреді. DCC EDC сияқты карбон қышқылдарын амин топтарымен тігеді, бірақ DCC суда ерімейтін болғандықтан негізінен органикалық синтезде қолданылады [179]. 
Соңғы уақыттарда натрий триметафосфаты табиғи полимерлер үшін тігуші агент ретінде қолданылуда. Полимер тізбегін натрий триметафосфатымен тігу процесі бастапқы рН > 10, бірқалыпты температурада бірнеше сағат бойы араластыруды, содан кейін құю немесе мұздату арқылы кептіруді талап етеді [180]. Полимер тізбектерінің сілтілік ортадағы тұрақтылығын ескеру қажет. Келтірілген шектеуге қарамастан, натрий триметафосфатымен тігілген гидрогельдер жақсы 3D матрицалар болып табылады. Мысалы, натрий триметафосфатымен тігілген пуллулан тізбектері балық терісінен алынған коллагеннің екінші реттік полимер ретінде гидрогельдік матрицаға қосылуына мүмкіндік берген. 
Поликарбон қышқылдары полисахаридтер үшін 50 жылдан астам уақыт бойы тігуші агент ретінде қолданылып келе жатыр. Карбон қышқылдары спирттермен әрекеттесіп, күрделі эфирлер түзеді, қосалқы өнім ретінде су молекуласын бөліп шығарады. Барлық полисахаридтердің тізбектерінде карбоксил топтарымен әрекеттесіп, тұрақты күрделі эфир байланыстарын түзетін бірнеше гидроксил топтары болады. Кейбір полисахаридтік тізбектерде гидроксил тобымен қатар карбоксил топтары да болады. Бұл жағдайда тізбек ішілік және тізбек аралық этерификация орын алуы мүмкін [181].
[bookmark: _Hlk155216188]  	N,N-метиленбисакриламид (МБА) – акрил қышқылы және акриламид негізіндегі гидрогельдер алуда қолданылатын бифункционалды молекула. Соңғы жылдары көптеген зерттеулер МБА көмегімен тігілген полисахаридтер, ақуыз және мономерлер  негізіндегі альгинат / хитозан / акриламид және желатин / декстрин / акриламид тәрізді гидрибді материалдарды синтездеуге арналған. Бұл материалдар әдетте бос радикалдар жарық, кернеу, механикалық күш немесе химиялық иницирлеу жолдарымен активтендірілетін бос радикалды полимерлеу әдісімен дайындалады. МБА мен полимерден бөлек, термосезімтал инициатор және белсенді орталықтарды мономерлерге көшіру көршілес мономерлермен ары қарай әрекеттесіп, тігулі процесіне және тізбектің жалғасуына алып келеді [182]. 

[bookmark: _Toc164201494]1.8.1 Табиғи тігуші агенттер
Құрылымында альдегид тобының болуына байланысты ванилин біріншілік аминдермен әрекеттесіп, Шифф негізін (имин) түзеді. Гидроксил тобының бұрын қалыптасқан Шифф байланысына қатысты пара - орында орналасуы көрші тізбектің бастапқы тізбегінде орналасқан гидроксил немесе амин топтарымен сутектік байланыстың түзілуіне жауап береді [183]. Ванилинмен тігілген хитозан гидрогельдері әдетте қышқыл ортада алынады, себебі хитозан рН<4,5 шамасынан төмен болғанда ғана ериді. Алдымен тігуші агент этанол немесе ацетон сияқты полярлы органикалық еріткіште ерітіледі, содан кейін оны интенсивті араластыру кезінде 2% сірке қышқылындағы хитозан ерітіндісіне тамшылатып қосады. Осыдан кейін еріткіштің буланып, нәтижесінде сарғыш түсті ванилинмен тігілген хитозан гидрогельдері алынады. Иминдік байланыстардың түзілуін FTIR спектроскопиясы арқылы дәлелдеуге болады, типтік иминдік жолақ 1637 см-1 аймағында пайда болады [184].
Таннин қышқылы - ауа өсімдіктерінің ұлпаларында кездесетін табиғи полифенолды қосылыс. Ол бес дигалл қышқылымен эфирленген глюкоза сақинасынан тұрады. Таннин қышқылы молекуласында карбоксил тобы болмаса да, оны қышқылдық сипатына жауап беретін көптеген фенол топтарының болуына байланысты «қышқыл» деп атайды. Тігілу модификациялары негізінен физикалық өзара әрекеттесу немесе химиялық байланыс арқылы жүзеге асады. Таннин қышқылының фенолды гидроксил топтары лизинмен, тирозинмен және цистеинмен оңай әрекеттесе алады. Сол себепті таннин қышқылы желатин мен коллаген үшін ақуыздардың табиғи тігуші агенті ретінде кеңінен қолданылды. Фенолдық қосылыстар мен ақуыздар немесе аминофункционалды полисахаридтер арасындағы коваленттік байланыс фенолдық құрылымдардың сілтілік ортада хинондық аралық өнімдерді беріп, бастапқы тотығуын қамтиды [185]. 
[bookmark: _Toc164201495]1.8.2 Ферменттер тігуші агент ретінде
Табиғи процесте ферменттердің бірнеше кластары белоктардың ковалентті байланысын немесе тігілуін катализдейді. Әртүрлі көздерден ферменттерді алу және өндірудегі жетістіктер шығындарды азайтып,  гидрогельдердің синтезі үшін ферменттерді перспективті тігуші агент етеді. Табиғи протеиндерге негізделген инъекциялық гидрогельдер адамның миы мен көз тіндерін имитациялай алатын, сонымен бірге сүйек, шеміршек немесе терідегі созылмалы жарақаттарды толтыра алатын жұмсақ матрицаларды алуға арналған. Ферменттік жолмен тігілген гидрогельдердің серпімділік (Юнг) модулі басқа тігуші агенттермен тігілген гидрогельдермен салыстырғанда төмен болады. Трансглутаминаза, тирозиназа, лакказа және сортаза А пероксидазалары тігуші агент ретінде жиі қолданылатын ферменттер болып табылады. Гидрогельдер температура немесе рН шарттарына сезімтал болуы мүмкін екенін ескере отырып, қажетті қасиеттерге қол жеткізу қиын міндет болып табылады. Ақуыздың денатурациясын болдырмау үшін реакция температурасы жұмсақ диапазонда сақталады [186].

[bookmark: _Toc164201496] 1.8.3 Гидрогельдер өндірісіндегі «клик химия»
[bookmark: _Hlk155216222]Алғаш рет Шарплесс және т.б. авторлар 2001 жылы «клик химия» терминін енгізген. Бұл терминді екі молекулалық заттар немесе компоненттер жұмсақ реакция шартында әрекеттесуге ұшырағанда өнімнің жоғары шығымына әкелетін, жылдам, өздігінен жүретін және өте таңдамалы реакциялар класы деп сипаттайды. Гидрогельдердің синтезіне арналған бірнеше белгілі реакциялар «клик химия» тәсіліне сәйкес келеді. Оларды үш топқа бөлуге болады, оларға мыс-катализине негізделген азидті-алкинді циклдендіру (Cu-AAC); мыссыз «клик химия» реакциялары, мысалы, Дильс-Альдер (DA) реакциялары, радикалды механизммен жүретін тиол-ен және оксим түзілу реакциялары [187]. Соның үшінде ақуыздың және полисахарид негізіндегі гидрогельдердің түзілуіне қатысты кликтік химия реакцияларына тоқталып өтеміз. 
Желатиннің физикалық тігілуі сутегінің ішкі және молекулааралық байланыстары арқылы өздігінен индуцирленді, бұл төмен қаттылықтағы гидрогельдердің түзілуіне әкеледі. Осыған байланысты желатин негізіндегі гидрогельдердің механикалық қасиеттерін жақсарту үшін CuAAC, DA және радикалды механизммен жүретін тиол-ен және оксим түзілу реакцияларын қамтитын «клик химия»  әдістері қолданылған [188]. Алкинді функционалданған желатиннің диазидтермен CuAAC реакциясы диазидтің желатинге қатынасы және диазидтің механикалық қаттылығы бойынша сәйкес келетін механикалық қасиеттері бар гидрогельді желілерді алуға мүмкіндік берген [189]. 
Әр түрлі «клик химия» реакцияларын біріктіру арқылы тігілген  альгинат гидрогельдері алынған. Ван және т.б. ғалымдар Дильс-Альдер (DA) және радикалды механизммен жүретін тиол-ен және оксим түзілу реакциялары арқылы альгинат негізіндегі гидрогельдерді алған. Біріншіден, натрий альгинатының карбоксил топтары мен фуранның амин топтары арасындағы амидация арқылы фурилмен модификацияланған натрий альгинаты алынған. Содан кейін бималеимидті ПЭГ модифицирленген натрий альгинатымен араластырылып,  NaAlg/PEG гидрогелі түзілген. Цистеинінді (HHC10) топпен аяқталатын пептид HHC10-CYS гидрогельге окси-норборнен тобы мен тиол тобы арасына тиол-эн реакциясы арқылы егіліп, нәтижесінде NaAlg/PEG-HHC10 микробқа қарсы гидрогельдері алынған. Гидрогельдің механикалық қасиеттері кернеудің (33,01 кПа) және қысу модулінің (52,53 кПа) ең жоғары мәнін көрсеткен [190].
[bookmark: _Toc164201497]1.8.4 Макромолекулалық тігуші агенттер 
[bookmark: _Hlk155216258]Макромолекулалық тігуші агенттер тізбек соңында функционалдық топтары бар олигомерлер немесе төмен молекулалы массалы полимерлер болып табылады. Тізбектің екі ұшы бірдей функционалды топтан тұратын болса, гомофункционалды деп аталады. Егер екі жақтағы реакцияға қабілетті топтар әртүрлі болса, олар гетерофункционалды деп аталады. ПЭГ және декстран негізіндегі макромолекулалық тігуші агенттер биоүйлесімділігі мен реакциялық қабілеттілігіне байланысты қызығушылық тудыртады. Тізбек соңына бекітілген функционалдық топтар полисахаридтердің (гидроксил, амин және карбоксил топтары) немесе ақуыздардың (амин, қышқыл карбоксил және сульфгидрилді топтары) ішкі функционалдық топтарына қатысты реакцияға қабілетті болуы керек. Біріншілік амин топтарына қатысты жоғары реакциялық қабілеттілігіне байланысты N-гидроксисукцинимидтің күрделі эфирлері (NHS эфирлері) және имидоэфирлер ақуыздарды тігуде жиі қолданылатын функционалды топтарға жатады [191]. 

[bookmark: _Toc164201498]1.9 Дәрілік заттардың полимерлі тасымалдаушылардан босап шығу  процесі
Полимерлі тасымалдаушыларға қойылатын негізгі талаптардың бірі олардың гидролиз бен ферменттердің әсерінен организмдегі биоыдырағыштығы болып табылады. Полимерлер құрылымына байланысты ыдырайды. Дәрілік заттардың босап шығуы процесі полимер қабықшасының табиғатына тәуелді. Полимер қабықшаларының екі түрі қолданылады:
- сұйық ортадағы төмен молекулалы заттарды өткізбейтін капсула қабықшасы. Микрокапсуланың ішіндегі төмен молекулалы сұйық молекулаларының диффузиясы нәтижесінде капсулаларды ішінен жарып жіберетін осмостық қысым пайда болады. Микрокапсула бұзылған кезде ядроның босауы жүзеге асады.
- ядро ​​өткізгіш капсула қабықшасы. Дәрілік заттың жүйеден босап шығу жылдамдығы полимер қабықшасының қалыңдығы мен ісінуіне, оның кеуектілігіне, кеуек өлшеміне, дәрілік заттың концентрация градиентіне және т.б. тәуелді. 
Полимерлер, төмен молекулалы заттар сияқты ағзаға енгізілгенде әр түрлі қасиеттер көрсете алады. Бірінші жағдайда, олар ешқандай өзгеріссіз организмнен бүйрек арқылы өте тез, бір тәулік аралығында шыға алады. Екінші жағдайда, олар ішкі ағзалар мен тіндерге шөгіп, олардан апталар мен айлар бойы бірте-бірте босатылуы мүмкін, кейде жылдар бойы сақталады. Бұл жағдайда патологиялық процестердің пайда болу ықтималдығы жоғары. Үшінші жағдайда, кейбір полимерлер организмде тез метаболизденуі мүмкін, яғни биологиялық ыдырауға ұшырайды, нәтижесінде төмен молекулалық массалы фрагменттері бүйрек арқылы шығарылады. Денсаулық қауіпсіздігіне байланысты ағзаға енгізілген кез келген бөгде зат ақылға қонымды уақыт ішінде ағзадан шығарылуы қажет. Полимерлердің бақыланатын биоыдырауы полимерлердің ағзадан шығарылуын бақылап қана емес, сонымен қатар дәрілік заттың әсер ету орны мен ұзақтығын реттеуге мүмкіндік береді [192]. 

[bookmark: _Toc164201499]	2.0 Гидрогельдер, ақуызды полисахаридті полиэлектролитті комплекстер
	Гидрогельдер суда және сулы ерітінділерде қайтымды ісінуі қабілеттілігі бар гидрофильді макромолекулаларға негізделген құрылымды жүйелер. Үш өлшемді полимерлі тордың болуы гидрогельдерді қатты заттардың серпімділік және беріктік, пішінді сақтау қабілеттілігі және аққыштықтың болмауы тәрізді механикалық қасиеттерімен қамтамасыз етеді [193]. 
	Ақуыздар мен полисахаридтер әр түрлі желілік гель құрылымдарын құра алады: бір-біріне енетін, байланысқан және фаза бойынша бөлінген желілер [194]. 
	Бір-біріне енетін желілер тек физикалық түрде шиеленіскен екі полимерді қамтиды. Бұндай жүйе екі полимер арасындағы химиялық әрекеттесулерді қамтымайды. Байланысқан желілер жағдайында бір желінің пайда болуына ықпал ететін екі полимер арасында өзара әрекеттесу болады. Байланысқан желі үшін оңтайлы деңгейлер әр полимер тізбегіндегі қосылу аймақтарының санына байланысты. Байланысқан желі сонымен қатар анионның катионмен ассоциациясы немесе коваленттік байланыс арқылы екі бөлек полимер тізбегінің байланысуын көрсетуі мүмкін. Гель түзілу процесі бастапқыда кешендер мен коацерваттардың түзілуіне ұқсас жолмен жүреді, содан кейін кешендердің ұлғаюы мен жүйенің фазалық бөлінуінің орнына торлы құрылымға әкелетін еріген кешендердің өзара әрекеттесуі жүреді. Байланысқан гель желілері альбумин, желатин, натрий альгинаты, лизоцим, каррагенан және т.б. негізіндегі көптеген ақуыз-полисахаридтік жүйелер негізінде түзіле алады [195]. Гельдер фаза бойынша бөлініп, полимерлер бір-бірімен әрекеттеспейтін полимер матрицасын құрайды. Бұндай жүйе басым фазадан (әдетте үздіксіз желі) және  «толтырғыш» фазадан (енгізілген полимер) тұрады [196]. 
	Гидрогельдер қатты құйма, жабын, престелген белсенді матрицалар (капсулалар және пероральді таблеткалар алуда қолданылады), микробөлшектер мен түйіршіктер (дәрілік заттың бақыланып босап шығуында дәрілік резервуар ретінде пайдаланылады), инкапсуляцияланған қатты заттар, капсулаланған сұйықтықтар (салқындату немесе қыздыру кезінде гельдерді түзу үшін пайдаланылады), адгезивті агенттер (биоадгезивті тасымалдаушылар мен таңғыштарды дайындау үшін қолданылады) тәрізді әртүрлі физикалық формаларды қабылдауы мүмкін.
	Гидрогельдер ісінген күйінде биологиялық тіндермен ұқсастыққа ие және пластикалық пен биоүйлесімділікті сақтай отырып, өте жақсы механикалық қасиеттерді көрсетеді [197]. 
	Ақуыздар сутектік, электростатикалық, иондық және гидрофобты байланыстар арқылы әрекеттесе отырып полисахаридтермен комплекстер түзуде және олардың тұрақтылығын сақтауда айтарлықтай рөл атқарады. Табиғаты бойынша гидрофильді болғандықтан, полисахаридтер әдетте сулы фазада қала алады, сол арқылы олардың реологиялық қасиеттерін бақылауға болады. Орта шартына (рН, температура, молекулалық масса, иондану дәрежесі, иондық күш және биополимерлердің заряд тығыздығы) байланысты ақуыздар мен полисахаридтердің сулы ортадағы өзара әрекеттесуі полиэлектролиттік кешендердің (ПЭК) түзілуіне алып келуі мүмкін [198]. ПЭК макромолекулалар бір-бірімен негізінен электростатикалық әрекеттесу арқылы байланысатын қарама-қарсы зарядты екі биополимерлер арасында түзіледі [199]. Ақуыз-полисахаридті ПЭК негізінен сфероидты формада болады және зарядталған тұрақтандырғыш қабықшаны түзуге мүмкіндік беретін, полиэлектролиттердің біреуінің артық мөлшерімен қоршалған,  катиондық және аниондық биополимерлердің стехиометриялық қоспасы бар бейтарап ядродан тұрады [200]. Биологиялық және технологиялық функцияларды жақсартуда ақуыз-полисахаридті композиттер көптеген мүмкіндіктер береді. Ақуыз - полисахаридті композициялық материалдар негізінде зақымдалған мүшелерді қалпына келтіруге арналған жасанды тіндерді, жараларды емдеуде қолданылатын және дәрі-дәрмек жеткізудің тиімді жүйелерін қамтитын заманауи қолданбаларды алуға болады [201]. 
[bookmark: _Toc164201500]        2.1 Желатин негізіндегі биополимерлі тасымалдағыштар
Биополимерлер синтетикалық полимерлерді жақсы алмастыра алады, синтетикалық полимерлерге байланысты көптеген жанама әсерлерді табиғи полимерлердің көмегімен жақсартуға болады. Биополимерлерге негізделген дәрілік заттардың көп функциялы босап шығу жүйелерінің дамуы биологиялық молекулалардың функционалдығын сақтай алады. Медициналық қолданудағы биополимерлі кешендердің артықшылығы - адам денесі мен полимерлі композиттер арасындағы ұқсастық болып табылады [202].
[203] жұмыста натрий альгинаты мен желатиннің композиттері Bacillus subtilis SL-13 микробтық фунгициді эмульсиялау / ішкі гель түзілу әдісімен диспергирленген микронды микрокапсулалларды алуда қолданылған. Натрий альгинатына желатинді қосу барысында микрокапсулалардың ісіну коэффициенті, биодеградациясы мен өлшемі артқан. 
Куркуминді инкапсуляциялау және күміс нанобөлшектерін тұрақтандыру үшін GelCurAg терапевтік композитін түзетін желатин қолданылған. Зерттеу нәтижелері 1% желатин ерітіндісінен синтезделген композиттің күшті бактерицидтік және антиоксиданттық қасиеттері бар екенін көрсеткен [204]. 
[205] зерттеуде хош иісті ұнтақ желатинді, гуммиарабикты қолдана отырып, көп ядролы капсулаларға инкапсуляцияланған. Зерттеу нәтижелері желатин пандан хош иісін гуммуарабикке қарағанда жақсы байланыстыратынын көрсеткен. Жалпы, желатинмен инкапсуляция хош иісті ұнтақтың тұрақтылығын едәуір жақсартқан. 
[bookmark: _Hlk155216292][bookmark: _Hlk155216308]Желатин – коллагеннен гидролиз арқылы алынатын ақуыз қосылысы. Физиологиялық ортадағы биожетімділігі мен биологиялық ыдырағыштығына байланысты желатин медицинада және фармацевтикада гель түзуші ретінде кеңінен қолданылады [206]. Желатин гидроксил және гидрофобты топтары бар, оң және теріс зарядталған табиғи полиамфолит. Желатин макромолекуласының оң заряды аргинин (Arg), лизин (Lys), гидроксилизин (Hyl) және гистидин (His) қалдықтарымен қамтамасыз етіледі, олардың В типті сілтілі желатиндегі концентрациялары 1000 амин қышқылы қалдықтарына шаққанда тиісінше 48-49, 22-28, 4-9 және 4-5 шамасында болады. Концентрациялары 1000-ға шаққанда 72 және 46–48 шамасында болатын глутамин қышқылы (Glu) және аспарагин қышқылы (Asp) қалдықтары теріс зарядтың болуын қамтамасыз етеді. Гидроксил топтары концентрациялары тиісінше 1000-ға шаққанда 92–94, 33–39, 17–19 және 4–5 болатын гидроксипролин (Hyp), серин (Ser), треонин (Thr) және тирозин (Тир) қалдықтарының нәтижесінде түзіледі [207]. Сулы ерітінділерде желатин табиғи ионды полисахаридтермен (альгинат, каррагинан, хитозан және т.б.) комплекстер түзеді, молекулааралық электростатикалық әрекеттесулер нәтижесінде тұрақтанады, тұрақтандыруда көп жағдайда сутектік байланыстар басты рөл атқарады. Гидрофобты әрекеттесулер де комплексті тұрақтандыруда кішігірім үлес қосады  [208, 209]. 
Желатин тін инженериясында жақсы биоүйлесімділік, матрицалық металлопротеиндік деградацияны көрсетеді [210]. Желатиннің молекулалық тізбегіндегі функционалды топтарға әр түрлі химиялық модификацияларды жасаудың қолжетімділігі дәрілік заттарды тасымалдау жүйесінде пайдалы болып табылады [211]. Желатиннің пептидтік тізбегі жасушаның адгезиясы мен ферментативті деградациясын жеңілдетеді. Медицинада қан көлемін кеңейтуші ретінде қауіпсіздігі, иммуногенділіктің жоқтығы және төмен құны жасушаларды тасымалдауда желатинді қолдануға мүмкіндік береді [212]. Желатин құрылымында аргинилглициласпарт қышқылының (RGD тізбегі) болуы желатиннің биологиялық сипаттамасын басқа синтетикалық полимерлерден ерекшелендіреді, себебі бұл амин қышқылдарының тізбегі жасушаларды анықтай алады және жасуша адгезиясын модульдей алады [213]. 
Дәрі-дәрмектерді желатинге инкапсуляциялау кезінде ол дәрі-дәрмектің белгілі бір жерлерге жеткізілуін қамтамасыз етіп, тұрақтылығын арттырады және дәрінің босап шығуын бақылайды [214]. Желатин сонымен қатар дәрі-дәрмектердің бақыланып шығарылуы кезінде альгинаттың қасиеттерін жақсарту үшін де қолданылады. [215] зерттеуде альгинат үлдірінің құрамына желатинді қосу дәрілік заттың гомогенді дисперсиясына ықпал еткен. Рентгеноқұрылымдық зерттеулер желатинді үлдірге қосу үлдірде полимер – дәрілік зат кристалды микроагрегаттарының болуын дәлелдеп, үлдірдің кристалдылығын арттыратындығын көрсеткен.
Желатин - гидрогельдер алуда кеңінен қолданылатын ерігіштігі жақсы ақуызды коллоген болып табылады. Теріс зарядталған қышқыл немесе оң зарядталған негіздік желатинді алу мақсатында оның изоэлектрлік нүктесін өндіріс барысында өзгертуге болады. Теориялық тұрғыда бұл зарядталған биомолекула мен қарама қарсы зарядты желатиннің арасында электростатикалық өзара әрекеттесудің жүруіне мүмкіндік береді. Желатиннің осы мүмкіндігі желатин негізіндегі жүйелердің гендік инженерия, дәрілік заттарды тасымалдау тәрізді әр түрлі салаларда қолданылуына алып келді [216]. Желатин - табиғи, уытты емес макромолекула болғандықтан нанобөлшектердің материалы ретінде қолданыста бірнеше артықшылықтарға ие. Әдебиет көздерінде желатин негізіндегі нанобөлшектер безгек ауруына қарсы белгілі дәрілік зат хлорохинфосфатты [217] және рак ауруына қарсы препарат метотрексатты [218] жүктеуде, адреномедуллин генін [219] жеткізуде қолданылғаны келтірілген.
Желатинді анионды полисахаридпен гель түзуші ретінде біріктіру желатинді гельдердің физика-химиялық қасиеттерін, оның ішінде беріктігі мен балқу температурасын өзгертудің тиімді әдісі болып табылады [220].
Альгинат пен желатиннен алынған композициялық матрица екі полимердің де синергетикалық пайдалы аспектілеріне ие. Алынған материалдың суды сіңіру, биоүйлесімділік, жұмсақ антисептикалық және биоыдырағыштық қасиеттерге ие екендігі анықталған [221]. 
Глутар альдегиді коллагенді материалдарды тұрақтандырудағы жоғары эффективтілігі үшін кең қолданылатын тігішу агенттердің бірі болып табылады [222]. Глутар альдегидінің құрылымындағы (-CHO) альдегид тобы -NH2, -COOH, -OH тәрізді көптеген функционалды топтармен әрекеттесіп, композиттердің механикалық беріктігін арттыруға мүмкіндік береді [223]. Глутаральдегид танымал бифункционалды қосылыс. Біріншілік амин топтары бар протеин және полимерлермен глутаральдегид өзінің карбонил тобы мен полимердің протондалмаған амин тобының өзара әрекеттесуі арқылы Шифф негізін түзіп, оңай әрекеттеседі [224]. Ерітіндіде глутаральдегид әртүрлі тепе-теңдік күйінде болуы мүмкін. Тепе-теңдік қоспасының құрамына рН мәнін 3.0-ден 4.2-ге дейін жоғарылату іс жүзінде әсер етпейтіндігі, ал рН = 5.6 кезінде диальдегидтің сызықтық формаларының мөлшері артатындығы 13С-ЯМР спектроскопия әдісімен көрсетілген [225]. Дәрілік заттарды жеткізуде қолданылатын желатин/гиалурон қышқылы негізіндегі материалдардың қасиеттерін жақсарту үшін глутаральдегид немесе 1-этил-(3-3-диметиламинопропил)карбодиимидті (EDC) тігуші агент ретінде қолдану қарастырылған. EDC сұйытылған қышқылмен немесе сумен жуу арқылы артық реагентті оңай кетіруге болатын, қауіпсіз және биоүйлесімді тігуші агент болып табылады. Бірақ желатин немесе хитозан матрицасы үшін оның тігу күші төмен [226]. Химиялық тігуше агенттердің ішінде коллагенді материалдарды тұрақтандырудағы жоғары тиімділігіне байланысты глутаральдегид ең көп қолданылатын тігуші агенттердің бірі болып есептеледі. 
 Глутаральдегидпен химиялық тігу in situ немесе ex situ процестері арқылы жүзеге асады. Глутаральдегидтің сулы ерітіндісі мен биополимерді араластыру барысында in situ процесі деп аталатын бір этапты тігу процедурасы жүреді. Гидрогельді глутаральдегид ерітіндісіне енгізу немесе гидрогельге глутаральдегид буымен әсер ету ex situ процесі деп аталады. Екі әдіс те тұрақты материалдар алуға мүмкіндік береді  [227, 228].
Инсулинді пероралды жеткізу кезінде қолданылатын матрица оны асқазан жолындағы деградациядан қорғауы қажет [229]. Асқазанның рН мәніне сәйкес келетін төмен рН мәндерінде тұрақты болып, ішек жолының рН мәндерінде инсулинді босатуы тиіс. Негізгі міндет инсулин активтілігін сақтау және оның ішектен қанға эффективті түрде тасымалдануын қамтамасыз ету, асқазан ішек жолындағы протеазалардан қорғау болып табылады. Биополимерлер негізінде алынған бөлшектер асқазан ішек жолында ұзақ мерзімде болуды қамтамасыз ете алуы керек. Альгинат негізіндегі бөлшектер мукоадгезивті болғандықтан, олардың аш ішекте болу уақыты ұзарады және эпителиймен берік байланыста бола алады [230]. Ал инсулинді пероралды жеткізуге арналған матрицаның құрамында ферменттерге субстрат бола алатын биополиэлектролиттің, яғни желатиннің болуы, алынған бөлшектердің қоршаған ортада осындай ферменттердің әсеріне деген сезімталдығын арттырып, өз кезегінде полиэлектролитті қабықтың инсулинге қатысты өткізгіштігін өзгертуге мүмкіндік беріп, жүктелген инсулинді босатып шығарады. Альгинат негізіндегі бөлшектерді алуда тігуші агент ретінде қолданылатын екі валентті катионға Ca2+ глутар альдегидін қосу биополимерлердің ферменттердің протеолитикалық әсеріне деген тұрақтылығын арттыруы қажет. 


[bookmark: _Toc164201501]        2 ТӘЖІРИБЕЛІК БӨЛІМ
 
2.1 [bookmark: _Toc164201502]Зерттеу нысандары

Натрий альгинаты (19 - 40 kDa, Sisco Research Laboratories, Түркия); желатин (The Kraft Heinz Company, АҚШ); L - глутамин қышқылы (99% + кристалды, Titan Biotech Limited, Үндістан); лимон қышқылы (аса таза, Titan Biotech Limited, Үндістан); кальций хлориді (Fisher Scientific Company, АҚШ); Na КМЦ (таза, ТШ 2231-002-50277563-00, Ресей); хитозан (төмен молекулалы массалы, 103 kDa, деацетилдену дәрежесі 85.6%) Sigma Aldrich (St. Louis, АҚШ); ); глутар альдегиді (Sigma - Aldrich CO, Германия); инсулин – протафан (Novo Nordisk A/S, Данияпепсин (Sigma - Aldrich CO, USA).

2.2 [bookmark: _Toc164201503]Зерттеу әдістері 

2.2.1 [bookmark: _Toc164201504] Ионотропты гель түзілу әдісі арқылы альгинат бөлшектерін алу 
Альгинат бөлшектерін ионотропты гель түзілу әдісімен алу үшін натрий альгинатының 1% сулы ерітіндісі дайындалды. Натрий альгинатының ерітіндісі шамамен 15 см биіктіктен диаметрі 0,8 мм TopPette (DLAB Scientific Co., Ltd., Қытай) дозаторы көмегімен тігуші агент ерітіндісіне тамызылды. Тігуші агент ретінде CaCl2 ерітіндісі қолданылды. 
Бөлшектерді алу әдісін оптимизациялау мақсатында тігуші агент ерітіндісінің әр түрлі концентрациялы (0.5%; 1.0%; 1.5%; 2.0%) ерітінділері дайындалып, зерттелді. Натрий альгинатының бөлшектері тігуші агент ерітіндісіне 30 мин салынып, 30 мин полимеризациядан кейін түзілген бөлшектер фильтрация көмегімен жиналып, деионизацияланған сумен шайылды. 

[bookmark: _Toc164201505]2.2.2 Модельді асқазан ішек жолы шарттарындағы бөлшектердің ісіну кинетикасы
Бөлшектердің ісіну кинетикасы олардың уақыт бойынша массаларының артуына негізделіп анықталынды. Бөлшектер модельді асқазан ішек жолының ерітінділеріне салынып, олардың массалары әрбір 30 мин сайын 180 мин аралығында өлшенді. Зерттеу кезінде қолданылған модельді асқазан ішек жолы ерітінділері мен олардың рН мәндері төмендегі 2 - ші кестеде көрсетілген.

Ісіну дәрежесі келесі теңдеу бойынша есептелінеді:


            

Мұндағы, mt – t уақытындағы бөлшектер массасы, мг; m0 – бастапқы уақыттағы бөлшектер массасы, мг. 

2 - кесте. Модельді асқазан ішек жолының ерітінділері мен олардың рН мәндері [231]
 
	Модельді асқазан ішек жолының ерітінділері
	рН мәні

	0.1 н HCl
	1.0

	25 қаныққан калий гидрофталаты

	4.01

	Фосфатты буфер
	6.86

	0,01 моль/л натрий тетраборатының ерітіндісі
	9.18



[bookmark: _Toc164201506]2.2.3 Альгинат бөлшектерін желатинмен қаптау 
Альгинат бөлшектерін қорғаныш желатин үлдірімен қаптау үшін 8% желатиннің сулы ерітіндісі дайындалды. Ионотропты гель түзу әдісімен алынған альгинат бөлшектері желатин ерітіндісіне 30 мин салынды. 30 мин кейін бөлшектер желатин ерітіндісінен фильтрация арқылы бөлініп алынды және деионизацияланған сумен шайылды.

[bookmark: _Toc164201507]2.2.4 Желатин үлдірімен қапталған альгинат бөлшектеріне инсулинді иммобилизациялау 
Инсулинмен жүктелген бөлшектерді алу үшін құрамында 0.28 мг/мл инсулин бар 1% натрий альгинатының 50 мл ерітіндісі тігуші агент болып табылатын 1.5% CaCl2 ерітіндісіне тамшылатып қосылады. 30 мин кейін түзілген бөлшектер фильтрация көмегімен жиналып, желатин үлдірімен қапталынды. 

[bookmark: _Toc164201508]2.2.5 ИҚ спектроскопия
Үлгілердің ИҚ спектрі Cary 660 Agilent ИҚ Фурье спектрометрінде (Agilent Technologies, АҚШ) алынды.

[bookmark: _Toc164201509]2.2.6 Атомдық күш микроскопиясы 
Атомдық күш микроскоп бейнелері Ntegra Therma (NT-MDT, Ресей) атомдық күш микроскопының жартылай контактілі режимінде түсірілді. 

[bookmark: _Toc164201510]2.2.7 Инсулиннің босап шығу кинетикасы
Инсулиннің босап шығу кинетикасы диапазоны 200-1000 нм аралығындағы UV-7504 (Shanghai Hansom Technology & Sales Limited, Қытай) УК-спектрофотометрін қолданып, 280 нм толқын ұзындығында анықталынды. 
Инсулинмен жүктелген бөлшектер рН мәндері (рН = 1.0; 4.01; 6.86; 9.18) болатын, асқазан ішек жолының әр түрлі бөліктерінің шарттарын модельдейтін 20 мл буфер ерітінділеріне салынып, 37 °С температурада (100 айналым/мин) инкубацияланды. Белгілі бір уақыт аралығында буферлі ерітінділердің аликвоталары алынып, инсулин концентрациясы анықталынды. Аликвоталардың мөлшері жаңа буферлі ерітінділердің дәл сондай мөлшерімен компенсацияланды. 

[bookmark: _Toc164201511]2.2.8 Желатин негізіндегі үлдірлерді алу
Желатин негізіндегі үлдірлерді алу үшін желатиннің 8% сулы ерітіндісі  және хитозанның (0.25%; 0.50%; 0.75%; 1.0%), лимон қышқылының (0.15%; 0.25%; 0.50%; 0.75%; 1.0%), L-глутамин қышқылының (0.25%; 0.50%; 0.75%; 1.0%) ерітінділері дайындалынды. Хитозан, лимон қышқылы және L-глутамин қышқылының әр түрлі концентрациялы ерітінділері желатиннің 8% сулы ерітіндісімен 1:1 қатынаста V1:V2, магниттік араластырғышта 1500 айн/мин шартында 10 минут аралығында араластырылды, қоспаның жалпы көлемі 100 мл болуы тиіс. Араластырылған қоспаны шыны табақтарға құйып, 25˚С термостатта 24 сағат бойы ұсталынды. Түзілген үлдірлерді табақ бетінен бөліп, 12 х 4 см өлшемді үлгі түрінде кесіп, олардың серпімділік модулі және беріктік қасиеттері анықталынды.

[bookmark: _Toc164201512]2.2.9 Желатин негізіндегі үлдірлердің модельді асқазан ішек жолы ортасындағы өзгерістерін анықтау
Желатин негізіндегі үлдірлердің рН мәніне байланысты өзгерістері анықталынды. Модельді асқазан ішек жолының ерітінділеріне желатин негізіндегі үлдірлерді 12 х 4 см өлшемді үлгі түрінде кесіп, 30 мин уақытқа салады. 30 мин өткеннен кейін үлдірлер ерітіндіден алынып, кептірілді және олардың құрылымдық - механикалық қасиеттерін анықталынды.

[bookmark: _Toc164201513]2.2.10 Желатин негізіндегі үлдірлердің үзілу күші мен созылуын анықтау әдісі
Үлдірлердің беріктігі МТ-150 (Ресей) үзілуді сынау машинасында анықталынды. МТ үзілуді сынау машиналары зерттеу үлгілерінің созылу, сығу, серпімділік тәрізді қасиеттерін анықтау кезіндегі деформация және жүктеу күшін өлшеуге арналған. Құралдың жұмыс істеу принципі күш өлшеуші тензорезистрлік сенсордың зерттелінетін үлгіге түсірілген кернеу күшін электр сигналына түрлендіруге негізделген. Зерттеуге ұзындығы 12 см, ал ені 4 см болатындай үлгі дайындалады. Сынақ жұмысын жүргізу барысында үлгінің созылу мәні – мм өлшем бірлігінде және жүктеу күшінің максималды мәні – кг өлшем бірлігінде индикатор бетінде көрсетіледі. Осы алынған мәліметтер бойынша үлдірдің деформация, беріктік және серпімділік модулі сипаттамалары анықталынды.


            (2)

мұндағы δ - беріктік, [кПа]; F - үлдірдің үзілу күші, [Н]; S - үлдірдің ауданы, [м2].

          ɛ =               (3)

мұндағы ɛ- деформация;  - үлдірдің созылуы, [мм]; l  - үлдірдің бастапқы ұзындығы, [мм].


               (4)


мұндағы  - серпімділік модулі, [кПа]; δ - беріктік, [кПа]; ɛ - деформация. 

[bookmark: _Toc164201514]2.2.11 Гибридті тасымалдау жүйелерінің матрицалық дизайны және инсулинді иммобилизациялауға арналған матрицаларды алу жолдарын оптимизациялау
[bookmark: _Hlk155216879]Инсулинді иммобилизациялауға арналған матрицаны оптимизациялау мақсатында  натрий альгинаты, натрий альгинаты – желатин жүйесі таңдалынып, тігуші агент ретінде 1.5% СaCl2; 25% глутарь альдегиді (GA); 1.5% СaCl2 – 25% GA қоспасының ерітінділері зерттелінді. 
 Альгинат матрицалары 1% ALG ерітіндісін шприцтік насос (New Era Pump Systems NE - 300, Inc., АҚШ)  көмегімен ультрадыбыстық сандық ваннасына ((VWR, АҚШ) f=35 кГц жұмыс жиілігімен және ультрадыбыстық энергияның айналмалы мөлшерімен (50%, 100%) орналастырылған тігуші агент ерітінділеріне тамшылатып енгізу арқылы алынды. Альгинат үшін тігуші агенттер 1.5% СaCl2; 1.5% СaCl2 – 25% GA қоспасы болды. Алынған ALG бөлшектері тігуші агенттердің ерітінділерінде 30 мин ұсталып, кейін түзілген бөлшектер фильтрация көмегімен жиналып, деионизацияланған сумен шайылды. 
ALG – Gel матрицасы 1% ALG және 8% Gel ерітінділерін 1:1 (V1:V2) қатынасында араластырып, шприцтік насос көмегімен ультрадыбыстық сандық ваннасына ((VWR, АҚШ) f=35 кГц жұмыс жиілігімен және ультрадыбыстық энергияның айналмалы мөлшерімен (50%, 100%) орналастырылған тігуші агент ерітінділеріне тамшылатып енгізу арқылы алынды. ALG – Gel матрицасы үшін тігуші агенттер 1.5% СaCl2; 25% GA; 1.5% СaCl2 – 25% GA қоспасы болды. Алынған ALG – Gel бөлшектері тігуші агенттердің ерітінділерінде 30 мин ұсталынып, кейін түзілген бөлшектер фильтрация көмегімен жиналып, деионизацияланған сумен шайылды. 

[bookmark: _Toc164201515]2.2.12 Оптимизацияланған матрицаларға инсулинді иммобилизациялау
Алынған матрицаларға инсулинді иммобилизациялау үшін құрамында 0.28 мг/мл инсулин бар 50 мл ALG ерітіндісін; 50 мл ALG – Gel қоспасын шприцтік насос көмегімен ультрадыбыстық сандық ваннасына ((VWR, АҚШ) f=35 кГц жұмыс жиілігімен және ультрадыбыстық энергияның 100% мөлшерімен орналастырылған тігуші агент ерітінділеріне тамшылатып енгізілді. 
ALG үшін тігуші агенттер: СaCl2; СaCl2 - GA. ALG - Gel жүйесі үшін тігуші агенттер: СaCl2; GA; СaCl2 - GA.
30 мин кейін түзілген бөлшектер фильтрация көмегімен жиналып, деионизацияланған сумен шайылды. 

[bookmark: _Toc164201516]2.2.13 Стереомикроскопия
Стереокескіндерді алу үшін полимер бөлшектері түзу жүзі бар зертханалық пышақтың көмегімен екі бөлікке кесілді. Алынған полимер матрицаларының құрылымы SMZ-171 TLED (ESD) стереомикроскопының көмегімен зерттелді.

[bookmark: _Toc164201517]2.2.14 Сканерлеуші электронды микроскопия
Бастапқы және инсулинмен жүктелген үлгілер түзу жүзі бар зертханалық пышақтың көмегімен екі бөлікке кесіліп, «Ted Pella» көміртекті бетке бекітілді және вакуумдық эксикаторда кептірілді. Одан кейін үлгілер EMS 150T ES Coater құрылғысында (Quorum Technologies, Ұлыбритания) шашырату арқылы жұқа алтын қабатымен қапталды және SIGMA FE-SEM өрістік эмиссиялық сканерлеуші ​​электронды микроскопында (ZEISS Sigma, Германия) зерттелді.

[bookmark: _Toc164201518]2.2.15 Гибридті матрицаға иммобилизацияланған инсулиннің инкапсуляция эффективтілігін анықтау
Инкапсуляция эффективтілігі 275 нм толқын ұзындығында фосфатты буфердегі инсулин концентрациясын өлшеу арқылы анықталынды. Өлшеу жұмыстары UV-VIS-NIR HR2000+ спектрометрінде (Ocean Insights, Орландо, Флорида, АҚШ) және жарық көзі ретінде M275L4 275 нм тереңдіктегі ультракүлгін жарық диодын  (Thorlabs, Ньюарк, Нью-Джерси, АҚШ) қолдану арқылы орындалды.
Дайындалған гидрогель түйіршіктеріндегі инсулинді инкапсуляциялау тиімділігі келесідей анықталды: инсулинмен жүктелген бөлшектердің 10 данасы ішкі көлемі 5 мл, натрий фосфаты буферімен толтырылған (рН = 7.4) стандартты спектрофотометриялық кварц кюветасына (Hellma GmbH, Мюльхайм, Германия) орналастырылып, тефлонды бетпен жабылып, 37˚C температурда магниттік араластырғышқа орнатылып, инкубацияланды. Инкубациядан кейін ерітіндінің 275 нм толқын ұзындығында жұтылуы өлшенді. Инсулинді инкапсуляциялау эффективтілігі ерітіндіге бөлінген инсулиннің инкапсуляцияланған инсулин мөлшеріне қатынасын есептеу арқылы бағаланды.
[bookmark: _Toc164201519][bookmark: _Hlk160472673]2.2.16 Молекулалық динамикалық модельдеу 
Модельдеуге арналған Molecular Mechanics 2 (MM2) (ChemOffice Ultra, PerkinElmer, Waltham, Массачусетс, АҚШ) бағдарламалық құралы молекулааралық өзара әрекеттесулерді зерттеу мақсатында гидроколлоидтық матрицалардың потенциалдық энергиясын модельдеу үшін пайдаланылды. Модельдеу процесі молекулалардың атомдық үлгілерін құрудан, байланыстың созылуын, бұрыштың иілуін, бұралу деформацияларын және байланыссыз әрекеттесулерді (ван дер Ваальс және электростатикалық күштер) қамтитын MM2 есептеулерін жүргізуден тұрады. Инкапсуляциялық матрица компоненттерінің жүктелген инсулин молекулаларымен жұптық өзара әрекеттесуі жүйелі түрде талданды.  Бұл тәсіл молекулалық құрылымдық өзгерістердің матрицалардың қасиеттеріне әсерін сандық бағалауға мүмкіндік береді, бұл өз кезегінде алынған тасымалдау жүйесіндегі инсулин конформациясының механизмдерін түсіну үшін өте маңызды.

[bookmark: _Toc164201520]2.2.17 Инсулиннің босап шығуына фермент әсерін зерттеу
Инсулиннің фермент әсерінен босап шығу кинетикасы диапазоны 198-1000 нм аралығындағы Jenway - 6305 ук-спектрофотометрін қолданып (Jenway, Англия), 280 нм толқын ұзындығында анықталынды. 
Инсулинмен жүктелген ALG – Gel бөлшектері асқазан жолының шарттарын модельдейтін рН = 1.0 ерітіндісіне салынды және 37°С температурада (100 айналым/мин) инкубацияланды. Одан кейін бөлшектер рН = 1.0 ерітіндісінен алынып, рН = 7.4 болатын ішек жолының шарттарын модельдейтін 20 мл буфер ерітіндісіне салынды және 37°С температурада (100 айналым/мин) инкубацияланды. Зерттеу жұмыстары фермент – пепсин (0.1 мг/мл) қатысында жүзеге асырылды. 12 сағат бойы белгілі бір уақыт аралығында буферлі ерітінділердің аликвоталары алынып, инсулин концентрациясы анықталынды. Аликвоталардың мөлшері жаңа буферлі ерітінділердің дәл сондай мөлшерімен компенсацияланды. 

[bookmark: _Toc164201521]2.2.18 Инсулиннің босап шығу диффузиясы
 Матрицалық типтегі жүйелер үшін дәрілік заттың босап шығуы концентрация градиентімен байланыстағы Фик диффузиясы арқылы жүреді. Сол себепті инсулиннің босап шығу диффузиясы Фиктің екінші заңы арқылы келесі теңдеумен есептелді:
                                               F              (5)

Мұндағы,  F – t уақыттағы бөлінген дәрілік заттың мөлшері;  – бөлшектің радиусы, см; t – уақыт, сек; D – диффузия коэффициенті. 
Бөлшектердің радиусы ImageJ кескіндерді өңдеу мен анализдеуге арналған ашық бастапқы кодты бағдарламада анықталды. 






[bookmark: _Toc164201522]        3 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ ЖӘНЕ ОЛАРДЫ ТАЛДАУ

[bookmark: _Toc164201523]3.1 Ионотропты гель түзілу әдісі арқылы альгинат бөлшектерін алу жолы
Альгинаттың Ca2+ тәрізді екі валентті катиондармен әрекеттесуі кезіндегі гель түзе алу қабілеттілігі оның ең маңызды қасиеттерінің бірі болып табылады. Альгинат бөлшектерін альгинат ерітіндісін тігуші агент ерітіндісіне тамшылатып тамызу арқылы алады [232]. Альгинаттың қарсы иондармен иондық тігілуі, сол иондармен қатайған альгинатты түйіршіктердің түзілуіне алып келеді [233]. Альгинатты бөлшектер ішке қабылдағанда уытты емес және асқазан-ішек жолдарының жоғарғы бөлігінің шырышты қабығына қорғаныш әсер етеді. Альгинат негізіндегі бөлшектер басқарылатын дәрі-дәрмек шығару жүйелері үшін қолданыла алады, өйткені кептірілген альгинат бөлшектері қайта ісіну қасиетіне ие [101]. Сондықтан инсулинді иммобилизациялау үшін матрица ретінде натрий альгинаты таңдалды.
	Ионотропты гель түзу әдісімен бөлшектерді алу тәсілін оңтайландыру мақсатында  CaCl2 тігуші агентінің әр түрлі концентрациялы (0.5%; 1.0 %; 1.5%; 2.0%) ерітінділері қолданылды. Са2+ иондарының түзілген натрия альгинатының бөлшектеріне әсері үлкен. Са2+ иондарының концентрациясының жоғарылауымен натрия альгинатының бөлшектері тұрақты агрегаттар түзіп бастады. Тұрақтылығы жоғары бөлшектер CaCl2 тігуші агентінің  1.5% және 2% концентрациялы ерітінділерін қолдану барысында алынды ( 3 - сурет).

 [image: F:\Gulzhan -  PhD\Disser\Статья\Capsules\IMG_0719.JPG]

3 - сурет. Ионотропты гель түзілу әдісімен алынған альгинат бөлшектері

[bookmark: _Toc164201524]         3.2 Модельді асқазан ішек жолы шарттарындағы бөлшектердің ісіну және инсулиннің босап шығу кинетикасын талдау
Дәрілік затты полимерлі матрицаға бірқалыпты дисперсиялау кезінде соңғы өнім ісінген микросфералар түрінде немесе қарапайым таблеткалар түрінде болуы мүмкін. Бұндай системалардан дәрілік заттың босап шығуы ісіну арқылы диффузия жолымен және матрицаның еруімен жүзеге асады [234]. Альгинат гидрофильді полимер болғандықтан, кальций альгинатының гелі сулы ортада ісініп, ыдырайды [235].
Ионотропты гель түзілу әдісімен алынған альгинатты бөлшектердің ісіну кинетикасы олардың асқазан ішек жолдарындағы өзгерістерін бақылау мақсатында зерттелді. Тігуші агент ретінде CaCl2 ерітіндісінің әр түрлі концентрациялары (0.5%; 1.0%; 1.5%; 2.0%) алынды және олардың альгинат бөлшектерінің ісіну кинетикасына әсері бағаланды. 
Натрий альгинаты негізіндегі бөлшектердің модельді асқазан ішек жолының әр түрлі рН (1.00; 4.01; 6.86; 9.18) мәндеріндегі ісіну дәрежесі (К) 4-ші суретте көрсетілген. 

	

	


	

	


	
1 - CaCl2 (0.5 %); 2 - CaCl2 (1 %); 3 - CaCl2 (1.5 %); 4 - CaCl2 (2 %)

4 - сурет. Асқазан ішек жолының әр түрлі бөлімдерін модельдейтін шарттардағы альгинат бөлшектерінің ісіну кинетикасы



4 - ші суреттегі мәліметтер pH = 1 мәнінде альгинатты бөлшектер 60 мин аралығында ісініп, одан кейін ісіну дәрежесінің төмендегенін және сол арқылы бөлшектердің жартылай ерітиндігін көрсетеді. Ал бұл процесс 1.5% CaCl2 ерітіндісі үшін 120 мин аралығында байқалды. 
pH = 4.0 және  рН = 6.86 ерітінділерінде альгинатты бөлшектер CaCl2 ерітіндісінің барлық концентрацияларында 180 мин аралығында ісінуін жалғастырады. Бірақ,  1.0%; 1.5% CaCl2 ерітінділері негізіндегі альгинатты бөлшектердің ісіну дәрежесі 0.5%; 2.0% CaCl2 ерітінділерімен салыстырғанда рН = 4.0 мәнінде 0.36 - 0.69 шартты бірлікке артатындығы,  сәйкесінше рН = 6.86 мәнінде ісіну дәрежесі 0.26 – 0.55 шартты бірлікке артатындығы анықталды.
pH = 4.0 және  рН = 6.86 мәндерімен салыстырғанда альгинатты бөлшек pH=9.18 мәнінде төмен ісіну дәрежесін көрсетті, яғни 0.29‒0.76 ш.б. төмен. Яғни, бұл бөлшектердің аш ішекке өткен мезеттен бастап ери бастайтындығын растайды.  
Жоғарыда келтірілген мәліметтерден CaCl2 ерітінділерінің негізінде алынған альгинатты бөлшектердің жоғары ісіну дәрежесін көрсеткен 1.5% концентрациялы ерітіндісі оптималды деп таңдап алынды. 
Полиэлектролитті гельдер сулы ортада қатты ісіне алады [236] және олардың суды қайта сіңіру қабілеттілігі фармацевтика мен косметика салаларында қолданылады [237]. Тігілген полимер гельдері ионсыз бейтарап полимер гельдеріне қарағанда жоғары ісіну қабілеттілігіне ие. Сонымен қатар олар аралық фазалық ауысуларға ұшырайды және олардың бұл қасиеттері теориялық және қолданбалы зерттеулерде қызығушылық тудырады. Полиэлектролитті гельдердегі бұндай фазалық ауысулар дәрілік заттар мен гендерді тірі организмдер жасушаларына тасымалдауда қолданылады [238].
Көптеген жұмыстарда хитозан биомедициналық қолданыстар үшін зерттелген [53, 58, 90, 112, 116, 117, 119, 239–241]. Хитозан хитинді қышқылды ортада деацетилдеу арқылы алынады, сол себепті хитозан сұйытылған сірке қышқылында ерігіш, жартылай синтетикалық табиғи полисахарид болып табылады [242]. Хитозан жара таңғыштарының құрамдас бөліктерінің бірі ретінде сыртқы қолдануға рұқсат етілгеніне және уытсыз полимер ретінде таңылғандығына қарамастан [243], [244] зерттеуде әр түрлі сипаттамалы хитозандар CCRF – CEM (лейкоздық лимфобласттар) және L132 (адамның өкпе эпителийінің жасушалық желісі) жасушаларына қарсы кішігірім цитотоксикалық әсер көрсеткен. 
Хитозанның кемшіліктерінің бірі оның рН 5.5-7.4 мәндерінде ерігіштігінің төмендігі болып табылады. Хитозанның ерігіштігін арттыруға бағытталған химиялық модификациялар молекуланың уыттылығына әсер етуі мүмкін, бұл өз кезегінде оның медицинада қолданылуына кедергі болады. Сол себепті желатин, целлюлоза, агар – агар, пектин, крахмал және т.б. сияқты табиғи полимерлер олардың биоыдырауы мен биоүйлесімділігіне байланысты биомедицинада қолданылуда перспективті болып есептелінеді. 
Осы келтірілген мәліметтерді қорытындылай келе, альгинатты бөлшектердің қышқыл және сілтілік ортадағы тұрақтылығын арттыру мақсатында олар желатинді мембранамен ( 2%; 5%; 8% желатин ерітінділерімен) қапталынып, олардың ісіну кинетикасы зерттелінді (5 - сурет). 

	


	


	

	


	

1 - ALG 1 %; 2 – (ALG) Gel - 2%;  3 - (ALG) Gel - 5%; 4 - (ALG) Gel - 8%

5 - сурет. Желатинмен қапталынған альгинат бөлшектерінің модельді асқан ішек жолы ерітінділеріндегі ісіну кинетикасы



Зерттеу нәтижелері бойынша альгинат - желатин бөлшектерінің ісіну дәрежесі альгинат бөлшектерімен салыстырғанда рН = 1.00 мәнінде 0.52 ш.б., рН = 4.01 мәнінде 0.74 ш.б., рН = 6.86 мәнінде 1.66 ш.б., рН = 9.18 мәнінде 1.38 ш.б. жоғары болды. рН = 1 мәнінде бөлшектердің ісіну дәрежесінің төмендеуі, альгинаттың қышқылды гель қасиетіне (рКа  ≈ 3.5) байланысты болуы мүмкін және қышқылды гельдің күші протон концентрацияларының артуымен жоғарылайды [245]. 
pH = 4.0 және рН = 6.86 мәндерінде бөлшектердің ісінуі 180 мин аралыққа созылды. Ал, рН = 9.18 мәнінде бөлшектер pH = 4.0 және рН = 6.86 мәндерімен салыстырғанда 0.05 - 1.84 ш.б. төмен ісіну дәрежесін көрсетті. 
Альгинат – желатин бөлшектерінің қышқыл ортада ісіну дәрежесінің төмендеуі Н+ иондарының қатысында альгинат макромолекуласындағы карбоксил топтарының диссоциациясының төмендеуімен түсіндіріледі. 
pH = 9.18 шамасында ісіну коэффициентінің төмендеуі натрий альгинатындағы - COONa топтарының диссоциациясының төмендеуімен байланысты.
Бұл нәтижелер бөлшектердің ас ішекке түскен мезеттен бастап еруінің бірден бір дәлелі бола алады. рН = 9.18 еру себебі, бөлшек ішіндегі көмертегі топтарымен кальцийді байланыстыру үшін асқазан сөлінің бір валентті тұздарының өзара бәсекелестігі болуы мүмкін [246]. Бөлшектер қышқыл ортада тұрақты, яғни ерімеу керек. Себебі, бұл олардың бастапқы мезетте асқазанның қышқыл ортасында иммобилизацияланған инсулинді босатпауының кепілі болып табылады. Демек, желатинді жабын альгинат бөлшектерінің қышқыл ортада ерігіштігін төмендетеді және асқазан-ішек жолдарының агрессивті ортасына деген төзімділігін арттырады.
[bookmark: _Hlk161219898]Әсер етуші заттың оптималды дозасын таңдау және осы препараттардың эффективтілігін, қауіпсіздігін қамтамасыз ету үшін дәрілік заттың босап шығу сипаттамаларын түсіну маңызды. 
Дәрілік заттын босап шығуы полимердің ісінуі мен деградациясының әсерінен немесе дәрілік заттың диффузиясының әсерінен болады. Полимерлі матрица негізіндегі дәрілік заттарды тасымалдаудың негізгі механизмі полимердің деградациясы мен ісінуі болып табылады [247]. 
Полимерлердің қарама - қарсы зарядталған топтармен әрекеттесуі нәтижесінде дәрілік заттарды [248, 249], ақуыздарды [250] және гендерді [251] тасымалдауға арналған полиэлектролитті комплекстер түзіледі. Протеиндер мен пептидтерді полиэлектролитті комплекстерге инкапсуляциялау олардың деградациясынан қорғауды қамтамасыз етеді [252]. Осыған байланысты альгинат бөлшектерінің тұрақтылығын арттыру мақсатында олардың құрамына желатин енгізілді.  
Бөлшектер асқазан ішек жолдары арқылы өту барысында бірінші асқанның төмен рН мәндерінің әсеріне, ал ішекке түсу кезінде жоғары рН мәндерінің әсеріне ұшырайды. Инсулиннің босап шығуы инсулиннің асқазан ішек жолының әр түрлі аймақтарындағы  биожетімділігін анықтау үшін зерттелінді. 
Инсулиннің босап шығу кинетикасы оның ерітіндідегі концентрациясының өзгеріс жылдамдығымен анықталынды:

          (6)


Мұндағы,  Сt – t уақытында босап шыққан инсулин концентрациясы;  - инсулиннің максималды мүмкін болатын концентрацясы.
[bookmark: _Hlk161220007][bookmark: _Hlk161220037] pH=6.86 мәнінде альгинат бөлшектері үшін инсулиннің босап шығуы 53%, желатинмен қапталған альгинат бөлшектері үшін 50% құрайды. pH=9.18 мәнінде альгинат бөлшектері үшін 63%, желатинмен қапталған альгинат бөлшектері үшін 83% болды (6 - сурет). Әлсіз қышқыл pH=4.01 ортада инсулиннің босап шығуы альгинат бөлшектері үшін 39%, желатинмен қапталған альгинат бөлшектері үшін 31% болды. Ал, pH=1.0 мәнінде инсулиннің босап шығуы басқа рН орталарымен салыстырғанда мүлдем байқалмады. Сілтілі ортада желатинмен қапталған альгинат бөлшектерінен инсулиннің босап шығуының артуын pH>6 шартында альгинат және желатиннің полиэлектролитті комплексі желатиннің депротондануынан тұрақсызданып, сол арқылы инсулиннің босап шығуын арттырады деген болжам жасауға болады. pH=1.0 және pH=4.01 мәндерінде бөлшектер инсулиннің ерте шығуын болдыртпай, асқазанда ерімей тұрақты болуы шартты. Желатинмен қапталған альгинат бөлшектерімен салыстырғанда тек альгинаттан тұратын бөлшектер ішек ерітіндісіне түспестен бұрын қышқылды ортада инсулиннің кенеттен бөлінуін тудыруы мүмкін. pH = 9.18 ерітіндісінде альгинат бөлшектеріне қарағанда  желатинмен қапталған альгинат бөлшектерінен инсулиннің босап шығу мөлшері артық. Оның себебі желатинмен қапталған кезде альгинаттың еру уақытының азаюында болуы мүмкін. 


             
	
Альгинат бөлшектері үшін рН мәндері: 1 - 4.01; 2 - 6.86; 3 - 9.18  
Желатинмен қапталған альгинат бөлшектері  үшін рН мәндері:     
4 - 4.01; 5 - 6.86; 6 - 9.18 

6 - сурет. Модельді асқазан ішек жолы шарттарындағы альгинат және желатинмен қапталған альгинат бөлшектерінен инсулиннің босап шығу кинетикасы



Тәжірибе барысында алынған мәліметтер рН = 2 - 7 аралығында ерітінділердің лайлылығының жоғарылауын көрсетеді, бұл желатиннің аминтоптары мен альгинаттың карбоксил топтарының электростатикалық әрекеттесуінің нәтижесінде түзілетін полиэлектролитті комплекстердің болуын дәлелдейді. Бұл өз кезегінде альгинатты бөлшектерді алуда шешуші рөл атқарады, себебі альгинат пен желатиннің өзара әрекеттесуі асқазан арқылы өткен сәттен басталуы керек (рН = 2-7).

[bookmark: _Hlk161220589][bookmark: _Toc164201525]        3.3 Альгинатты бөлшектерді ИҚ спектроскопиялық талдау
Полиэлектролитті комплекстің түзілетіндігін нақтылау мақсатында альгинат, желатин және желатинмен қапталған альгинат бөлшектерінің ИҚ спектрлері зерттелді ( 7- сурет). 
Натрий альгинатының спектрі карбоксильді функционалды топтарға қатысты маңызды жұтылу жолақтарын көрсетті. Карбоксилат тұзды топтарының (-COONa) асимметриялық және симметриялық созылмалы тербелістері 1603 см-1 және 1412 см-1 аралықтарында байқалды [253]. 1122 және 949 см-1 аралықтарындағы жолақтар пиранозил сақинасының C-O созылмалы тербелуіне, сондай ақ C-C-H және C-O-H деформацияларының үлестері бар C-O созылуына жатқызылды [254]. 1086 см-1 және 1030 см-1 тербелістері оның сахаридтік құрылымын түсіндіретін гликозидтік байланыстарға (C-O-С созылуы) жатқызыла алады [255]. 




7 - сурет. ALG (1), Gel (2) және желатинмен қапталған ALG (3) ИҚ спектрлері
Желатиннің спектрі үш аймақта сипаттамалық пиктерді көрсетті: 1637 см-1 (амид I), 1541–1450  см-1 (амид II) и 1242-1030 см-1 (амид III) [256]. Амид I жұтылуы C = O пептидті байланыстың карбонильді созылуын көрсетеді. Амид II жұтылуы C-N байланысының валентті тербелуі мен N-H байланысының иілу режиміне байланысты жүзеге асады. C-C және C = O байланыстарының жазықтықтағы иілуінен болатын N-H топтарының жазықтықтағы иілуімен біріктірілген C-N валентті тербелістері амид III жұтылуын тудырады [257].
Желатинмен қапталған альгинат бөлшектерінің ИҚ спектрі 1082 см-1 және 1030 см-1 аймақтарындағы полисахаридтің гликозидтік байланыстарына (C-O-C созылу) жатқызылатын тербелістерді көрсетті. 1412 см-1 аймағында натрий альгинатының спектріне тән келетін карбоксилат тұзадарының (-COONa) тербелістері байқалды. C-N байланысының валентті тербелістерінен 1543 см-1 аймағында желатиннің ИҚ спектрінде де кездескен амид II топтарына сәйкес жұтылу жолақтары алынды. 1628 см-1  аймағындағы пик СO валентті тербелісінен туындайтын, ақуыз спектріне сәйкес келетін амид I жұтылуына жатқызылады. 
[bookmark: _Hlk161220974]Альгинат, желатин және желатинмен қапталған альгинат бөлшектерінің ИҚ спектрлерін талдаудан альгинатты бөлшекті желатинмен қаптау кезінде инсулинді иммобилизациялауға негіз болатын полиэлектролитті комплекс түзілетіндігін растауға болады. 
[bookmark: _Hlk161221070]
[bookmark: _Toc164201526]        3.4 Атомдық күштік микроскопиялық зерттеу
Желатинмен қапталған альгинат бөлшектерінен рН = 6.86 және рН = 9.18 мәндерінде, яғни ішек жолдарында инсулиннің босап шығу профилі атомдық күштік микроскопия әдісімен бөлшектердің кедір бұдырлығы мен морфологиясын анықтау арқылы нақтыланды. Атомдық күштік микроскопия кескіндерінде үлгілердің беттік морфологиясында өзгешеліктер байқалады (8 - сурет). 
Зерттеу нәтижесі бойынша АКМ кескіндерінде альгинат және желатинмен қапталған альгинат үлгілерінің беткі қабатында және үлгі көлемінде орналасқан глобулалар көрінеді. Глобулярлы бөлшектердің өлшемі шамамен 100 нм. Желатинмен қапталған альгинат үлгілерінің рН = 6.86 және рН = 9.18 мәндеріндегі беткі қабаттың бастапқы үлгімен салыстырғандағы өте кедір бұдырлығы бөлшектердің ерігендігін көрсетеді. Желатинмен қапталған альгинат үлгісінің (2) АКМ кескініңде беттік қабаттың кедір бұдырлығы 100-130 нм шамасында, ал осы үлгінің рН = 6.86 мәніндегі (3) АКМ кескініңдегі кедір бұдырлық шамасы 150 нм шамасында, рН = 9.18 мәнінде (4) 200 нм. Желатинмен қапталған альгинат үлгісінің (2) АКМ кескініңде глобулярлы түзілімдерді байқауға болады. Осы үлгінің рН = 6.86 және рН = 9.18 мәндеріндегі кескіндерінде өлшемі 80-100 нм болатын кедір -  бұдырлық байқалады. Кеуектілік (кеуекті құрылым) екі үлгіде де байқалады, бірақ рН=6.86 мәнімен салыстырғанда, рН=9.18 мәнінде кішірек кеуекті түзілімдерді байқауға болады. Кеуектілік үлгінің өлшемін үлкейтіп, соңында оның ішек фазасында еруіне әкеледі. Үлгілердің кедір-бұдырлығы мен морфологиясын атомдық-күштік микроскопия арқылы анықтау бөлшектердің морфологиясының инсулинді босатып шығару үшін қолайлы екендігін растайды [258].
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ALG (1); желатинмен қапталған ALG (2);
 pH = 6.86 мәніндегі желатинмен қапталған ALG (3); 
pH = 9.18 мәніндегі желатинмен қапталған ALG (4)

8 – сурет. Альгинат және желатинмен қапталған альгинат бөлшектерінің АКМ кескіндері


[bookmark: _Toc164201527]  	3.5 Желатин негізіндегі үлдірлерді алу және олардың реологиялық қасиеттерін талдау
Өнімдердің физика-химиялық сипаттамалары фармацевтика өнеркәсібінде оларға қойылатын негізгі талаптардың бірі болып табылады. Дәрілік үлдірлердің реологиялық қасиеттерін анықтап, арнайы мақсатта өзгерту жолдарын білу үлдірлердің кейбір сипаттамаларын реттеу үшін қажет.
Ешқандай модификациясыз желатиннің тек өзін қолдану желатин қатысындағы полимерлік материалдардың төмен физика - механикалық қасиет көрсетуіне алып келеді және олардың пайдалану аясын шектейді. Осы себептерге байланысты, желатиннің лимон және L-глутамин қышқылдарымен және хитозанмен композициялық үлдірлерін алу қарастырылған. Соңғы кездері лимон қышқылы биоыдырағыш полимерлер өндірісінде тігуші агент ретінде кеңінен қолданылады [259], сонымен қатар бактериялардың өмір сүруін тежейтін агенттердің бірі болып табылады [260]. L - глутамин қышқылы фармацевтикада кеңінен қолданылатын [261], табиғатта L - пішініндегі негізгі аминқышқылы. L - глутамин қышқылы жасуша тіндеріндегі гликолиз процесстеріне, ақуыздар мен көмірсулардың алмасуына қатысады [262]. [263] жұмыста глутамин қышқылы хитозан гидрогельдерін гамма сәулелену арқылы егу сополимеризациясы әдісімен алуда мономер ретінде қолданылған. Зерттеу нәтижесінде хитозанның глутамин қышқылымен гидрогельді түйіршіктері алынып, қатерлі ісікке қарсы дәрілік заттарды тасымалдау жүйесінде қолданылған және қатерлі ісік жасушаларына қарсы тиімді әсер көрсеткен.
Желатин – хитозан, желатин – лимон қышқылы және желатин – L-глутамин қышқылы үлдірлерінің беріктік және серпімділік модулінің концентрацияларға тәуелділік қисықтары 9-шы суретте келтірілген. Желатин негізіндегі үлдірлерге хитозанды, лимон және L-глутамин қышқылдарын енгізгенде желатин үлдірінің беріктігін және серпімділік модулін арттыратындығы байқалды. 9 (а) суретте хитозан концентрациясының 0.75% дейін артуынан беріктік және серпімділік модулінің жоғарылап, одан кейін төмендейтіндігі анықталды. Хитозанның 0.75% концентрациясында желатин үлдірінің беріктігі 0.27 Па шамасынан 8.17 кПа-ға, ал серпімділік модулі 7.22 кПа мәнінен 238.16 кПа мәніне дейін жоғарылады. 9 (ә) суреттен желатин – лимон қышқылы негізіндегі үлдірлер үшін лимон қышқылының оптималды концентрация 0.25% екендігін байқауға болады. Лимон қышқылының 0.25% ерітіндісі желатин негізіндегі үлдір беріктігін 0.27 кПа-дан 7.11 кПа-ға, ал серпімділік модулін 7.22 кПа-дан 163.21 кПа мәніне арттырып, жоғары шамада төмендетеді. 9 (б) суретте L-глутамин қышқылының 0.5% ерітіндісі 0.25%; 0.75%; 1.0% ерітінділерімен салыстырғанда желатин негізіндегі үлдір беріктігін 0.27 кПа-дан 3.33 кПа-ға, ал серпімділік модулін 7.22 кПа-дан 112.00 кПа шамасына дейін жоғарылатты.
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1 - беріктік; 2 - серпімділік модулі 


	9 - сурет. Желатин - хитозан (а), желатин - лимон қышқылы (ә) және желатин - L - глутамин қышқылы (б) негізінде алынған үлдірлердің беріктігі мен серпімділік модулінің хитозан, лимон және L - глутамин қышқылдарының концентрацияларына тәуелділігі 



Зерттеу нәтижелерінен хитозан, лимон қышқылы және L - глутамин қышқылдарының желатин негізіндегі үлдірдің түзілуіне әсері оңтайлы және әр түрлі екендігі байқалды. 
Тігуші агенттердің ең төменгі 0.25% концентрациясында  хитозан мен L - глутамин қышқылына қарағанда, лимон қышқылы қатысында үлдірдің беріктік және серпімділік модулі жоғары мәндерге ие болатындығы анықталды. 
Осы жүйелердің деформациялану қисықтары 10-шы суретте келтірілген.  Бұл қисықтардан да, лимон қышқылы қатысында 0.25% концентрацияда жоғары деформациялану байқалады.   




10 – cурет. Желатин - хитозан (1), желатин - лимон қышқылы (2) және 
желатин - L - глутамин қышқылы (3) негізіндегі үлдірлердің деформациясының концентрацияға тәуелділігі

Желатиннің әсіресе, лимон қышқылының қатысында жоғары деформация және жоғары беріктік мәндеріне ие болуы, желатинннің протонданған амин топтарының және диссоциацияланған карбоксил топтарының санының артуынан электростатикалық әрекеттесуі болуы мүмкін [264, 265]. Бұл байланыстарды тұрақтындыруда сутектік байланыстар мен полярлы емес тізбектер арасындағы гидрофобтық әрекеттесулердің маңыздылығы зор. Олай болса, хитозан молекуласының құрамындағы ОН және CH2OH, L-глутамин қышқылының N-H және С=О топтарының арасындағы сутектік байланыс желатин қатысындағы үлдірдің құрылым түзуіне әсер ететін негізгі фактор болуы мүмкін. Желатинге лимон қышқылын қосу көлденең тігістің түзулуіне алып келіп, полимерлі материалдың гидрофильділігін теңестіріп, сутектік байланыстардың түзілуін қамтамасыз етеді деген болжам жасауға болады.
Желатин - хитозан, желатин - лимон қышқылы және желатин - L - глутамин қышқылы үлдірлерінің реологиялық қасиеттеріне әр түрлі рН мәндерінің әсерін байқау олардың асқазан ішек жолындағы өзгерістері туралы мәліметтерді анықтауға мүмкіндік береді. 
Хитозанның 0.75%, лимон қышқылының 0.25%  және L - глутамин қышқылының 0.5% концентрацияларында беріктік, серпімділік модулінің жоғары болуына байланысты осы концентрацияларын оптималды деп алып, ары қарай ең негізгі қажетті зерттеу - ортаның  рН мәніне байланысты құрылымдық - механикалық қасиеттерінің өзгерістері анықталды. Зерттеуге алынған үлгілердің рН мәніне байланысты реологиялық қасиеттерінің өзгерістері 11, 12-ші суреттерде келтірілген. 
Хитозанның 0.75% ерітіндісі негізіндегі желатин үлдірлерінің серпімділік, беріктік қасиеттері рН = 6.86 мәнінде жоғары, ал  рН  = 1.0; рН = 4.01 мәндерінде төмендейтіндігін байқауға болады (11 (а) - сурет).
Орта рН-ның хитозанның реакциялану қабілетіне әсері өте зор. Себебі, хитозанның реакциялану қабілетін арттыратын функционалды амин тобы сутегі иондарының белсенділігіне байланысты әртүрлі қасиеттерге ие болады. Сулы қышқылдық ортада хитозан еріп, нәтижесінде -NH3+ топтары есебінен оң зарядқа ие болады. Хитозанның аминополисахаридінің протондаған түрі суда еритінін ескере отырып, желатин мен хитозанның комплекстенуі нәтижесінде суда еритін және ерімейтін өнімдері түзілуі мүмкін. Ал полиэлектролиттік кешеннің түзілуін хитозанның амин және желатиннің карбоксил топтарының арасында пайда болатын пептидтік немесе амидтік байланыстың негізінде түсіндіруге болады.
Қышқыл ортада хитозан - желатин үлдірінің серпімділік модулі мен беріктік шамаларының азаюын, хитозанның амин топтарының иондану дәрежесінің төмендеуімен байланыстыруға болады. Ал, рН = 6.86 мәнінде жоғары беріктік және серпімділік модулінің артуы карбоксил топтарының иондану дәрежесінің артуынан болуы мүмкін.  Яғни, ортада ОН− иондарының жоғарылауынан ортаның иондық күші өсіп, желатиннің макромолекуласының шырмалануына байланысты деуге болады.
Лимон қышқылының 0.25% концентрациялы ерітіндісі қатысында алынған үлдірдің серпімділік және беріктік қасиеттерінің рН мәніне тәуелділік қисығында жоғарғы серпімділік модулі рН = 6.86 мәнінде, ал жоғарғы беріктік рН = 9.18 мәнінде байқалды. рН  = 1.0; рН = 4.01 мәндерінде беріктік және серпімділік шамасы төмен (11 (ә) - сурет). Бұның себебі, біріншіден лимон қышқылының қышқылдығымен байланысты. Н+ иондарының көбеюі ортаның иондық күшін көбейтіп, электростатикалық әрекеттесулерді азайтуы мүмкін. Екіншіден, желатин бетіне лимон қышқылының гидрофобтық немесе сутектік әрекеттесулер арқылы адсорбциясы полимер бетінде диссоцияланған карбоксил топтарын арттырып, гидрофильді қасиетін көбейтіп, бөлек фазаға шығу мүмкіндігін және құрылымдануын бәсендетеді.
Және 11 (б) мен 12-ші суреттерден көрініп тұрғандай экстремалды қисықтар алынды. 0.5% L - глутамин қышқылы және желатин негізіндегі үлдірдің, желатиннің лимон қышқылы және хитозан қатысында алынған үлдірлерінің серпімділік модулі, деформация және беріктік қасиеттерімен салыстырсақ, келтірілген қисықтардағы өзгеше заңдылықты байқауға болады. L - глутамин қышқылы - желатин үлдірінің деформация, беріктік және серпімділік модулі қасиеттері pH = 4.01 мәнінде жоғары шамаларға, ал рН = 6.86; pH = 9.18 мәндерінде төмен шамаларға иеленетіндігі байқалады. Орта pH-ның төмен мәндерінде реологиялық сипаттамалары артады. Ол молекулааралық сутектік байланыстардың санының жоғарылауымен және ассоциативтік құрылымдардың түзілуімен байланысты болуы мүмкін. 
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1 - беріктік; 2 - серпімділік модулі 


	11 – cурет. Желатин - хитозан (а), желатин - лимон қышқылы (ә) және желатин - L - глутамин қышқылы (б) негізіндегі үлдірлердің беріктік және серпімділік қасиеттеріне орта рН-ның әсері






12 – cурет. Желатин - хитозан (1), желатин - лимон қышқылы (2) және 
желатин - L - глутамин қышқылы (3) негізіндегі үлдірлердің деформациясына орта рН-ның әсері

[bookmark: _Hlk161231407]Әр түрлі рН мәндеріндегі желатин негізіндегі үлдірлердің құрылымдық - механикалық қасиеттерін зерттеу хитозан, лимон қышқылы және L - глутамин қышқылдарының желатинмен қоспаларының модельді асқазан ішек жолындағы өзгерістері жайлы мәліметтер береді. Тәжірибе нәтижелерінен L - глутамин қышқылының желатинмен қоспасы төмен рН мәндерінде берік құрылым түзіп, асқазанның қышқыл ортасының шарттарына төзетіндігін, ал сілтілік ортада L - глутамин қышқылы - желатин қоспасының құрылымдық қасиеттері әлсіреп, ішек фазасында инкапсуляцияланған инсулиннің босап шығуына қолайлы жағдай жасайтындығын көруге болады [266]. Осы реологиялық сипаттамалардың нәтижелерін нақтылауда ИҚ спектроскопия әдісі қолданылды.
[bookmark: _Hlk161231428]Әр түрлі рН мәнінде дайындалған желатин-хитозан, желатин-лимон қышқылы және желатин-L-глутамин қышқылы негізіндегі үлдірлердің ИҚ спектрлері алынды.
Желатин - хитозан негізінде алынған үлдірдің және оған әр түрлі рН мәндерінің (pH = 1.0; 4.01; 6.86; 9.18) әсерін бақылау кезінде алынған үлдірлердің ИҚ спектрлерінде (13 - сурет) 3245, 3312, 3318, 3320 см-1 аймақтарында хитозан молекуласындағы ОН, NH2 топтарының жолақтары байқалды [267]. 2109, 2116, 2147, 2149 см-1 толқын ұзындығында C-H тобына сәйкес келетін жолақтар жатқызылады [268]. Желатин молекуласының құрылымымен түсіндірілетін С=О тобына сәйкес жолақ 1706 см-1 толқын ұзындығында байқалды. Желатин - хитозан және pH = 4.01 ИҚ спектрлеріндегі  1074, 1089 см-1 аймақтарындағы жолақтар алифатты аминдердің C - N созылуына жатқызылды [23]. pH = 4.01; 9.18 ортасына салынған үлдірлердің ИҚ спектрлерінде 739, 877 см-1 аймақтарында біріншілік және екіншілік аминдерге сәйкес N-H жолақтары байқалды [268].



1 - желатин - хитозан; 2 - рН = 1; 3 - рН = 4.01; 4 - рН = 6.86; 5 - рН = 9.18

13 – cурет. Желатин - хитозан негізінде алынған үлдірдің орта рН-ның өзгерісіндегі алынған ИҚ спектрлері

Желатин - лимон қышқылы негізінде алынған үлдірдің ИҚ спектрлерінде (14-сурет) лимон қышқылындағы - ОН тобына сәйкес жолақтар 3609, 3332 см-1 аймақтарында пайда болды. 2869, 2939, 2947 см-1 толқын ұзындығына сәйкес келетін әлсіз жолақтар валентті С-Н тербелістеріне жатқызылады [269]. 2531 см-1 аймағында карбон қышқылының ОН тобы байқалды. Желатин - лимон қышқылы негізінде алынған үлдірге әр түрлі рН мәндерінің әсерін бақылау кезінде алифатты аминдердің C - N созылуына сәйкес келетін жолақтар 1074, 1081, 1236, 1244 см-1 аймақтарында (pH = 1.0; 4.01; 6.86; 9.18 ИҚ спектрлерінде) пайда болды [270]. pH = 4.01; 6.86; 9.18 ИҚ спектрлерінде біріншілік және екіншілік аминдерге сәйкес N-H жолақтары 743, 835, 858, 912 см-1 толқын ұзындықтарында көрінді [268]. 



1 - желатин - лимон қышқылы; 2 - рН = 1.0; 3 - рН = 4.01; 4 - рН = 6.86;              5 - рН = 9.18

14 – cурет. Желатин - лимон қышқылы негізінде алынған үлдірдің орта рН-ның өзгерісіндегі алынған ИҚ спектрлері

Желатин - L - глутамин қышқылы негізінде алынған үлдірдің ИҚ спектрлерінде (15 - сурет) 3001, 3170 см-1 толқын ұзындықтарындағы жолақтар ОН, NH2 топтарына сәйкестелді, бұл L - глутамин қышқылының екі негізді амин қышқылдығымен түсіндіріледі. 2708, 2769, 2831 см-1 аймақтарындағы жолақтар асимметриялық және симметриялық СН валенттілік тербелістеріне сәйкес келеді [271]. Желатин - L - глутамин қышқылы негізінде алынған үлдірдің ИҚ спектрлерінде де 1074, 1081, 1220 см-1 толқын ұзындықтарында pH = 1.0; 4.01 ИҚ спектрлерінде алифатты аминдердің C - N созылуына сәйкес келетін жолақтарды байқадық. pH = 1.0; 4.01; 6.86 және желатин - L - глутамин қышқылы үлдірінің ИҚ спектрлерінде 874, 881, 927, 997 см-1 аймақтарындағы жолақтар біріншілік және екіншілік аминдердің N-H тербелісіне сәйкестенген.  




1 - желатин - L - глутамин қышқылы; 2 - рН = 1.0; 3 - рН = 4.01; 4 - рН = 6.86;     5 - рН = 9.18

15 – cурет. Желатин - L - глутамин қышқылы негізінде алынған үлдірдің 
орта рН-ның өзгерісіндегі алынған ИҚ спектрлері

[bookmark: _Hlk161231739]ИҚ спектроскопия әдісі бойынша алынған мәліметтердің нәтижелерін салыстырсақ, желатин - хитозан, желатин - лимон қышқылы және желатин - L- глутамин қышқылы жүйелерінің қатысында алынған үлдірлерге әр түрлі рН мәндерінің (pH = 1.0; 4.01; 6.86; 9.18)  әсерін бақылау кезінде үш жүйеде де C - N созылуына және біріншілік, екіншілік аминдердің N-H тербелісіне сәйкес келетін жаңа жолақтар пайда болды. ИҚ спектрлердегі бұндай өзгерістер үлдірлерді әр түрлі рН орталарына салу барысында С-Н, С-ОН, С=O, C-N, N-H, СН(NH2), CH2OH байланыс сандарының өзгерісінен болуы мүмкін.

[bookmark: _Toc164201528]3.6 Гибридті тасымалдау жүйелерінің матрицалық дизайны және инсулинді иммобилизациялауға арналған матрицаларды алу жолдарын оңтайландыру 
[bookmark: _Hlk124530966]Тігілу реакциялары ақуызды материалдардың биоыдырауын баяулатуы мүмкін [272]. Салыстырмалы түрде жұмсақ иондық гель түзілу процесінің негізінде альгинатты микросфералар биомедицинада қолдануда потенциалды үміткерлер болып табылады. Дәрілік затты тасымалдауға биополимерлі матрицалардың екі моделі таңдалынды: натрий альгинаты матрицаны құраушы гель түзуші негізгі агент және желатин қосымша гель түзуші агент. Ионотропты гель түзу мен ковалентті тігуді әр түрлі комбинацияда біріктіру бізге бірнеше тасымалдаушы матрицаларды жобалауға мүмкіндік береді. 
16-шы суретте полимерлі матрицаларды Ca2+ және GA иондарының қатысында тігу механизмі келтірілген. 

[image: Изображение выглядит как диаграмма, зарисовка, рисунок, шаблон]

16 – сурет. Полимерлі матрицалардың Ca2+ ионымен GA қатысында тігілу механизмдері
Ұсынылған механизмерге сүйене отырып, натрий альгинатын негізгі, желатинді екіншілік гель түзуші агент ретінде қолданып, жеке және аралас гидрогель композицияларынан тұратын бірнеше гибридті жүйелердің дизайны модельделді (17 – сурет).  
Альгинаттағы карбоксильді және гидроксильді топтар жоғары реакциялық қабілеттілікке ие және тігуші ион Ca2+ альгинатты тізбектің G-блоктарымен әрекеттесуінің нәтижесінде үш өлшемді полимерлі торлар пайда болады (17 – сурет, ALG (CaCl2)). Желатинді натрий альгинатына қосу бұл биополимерлердің тор ішілік электростатикалық әрекеттесуіне алып келуі керек (17 - сурет, ALG - Gel (CaCl2)). Глутаральдегид желатин мен альгинаттың аминтопторы және гидроксиль топтарымен үш өлшемді полимерлі тор түзіп, тігуші агент ретінде ковалентті әрекеттесе алады  (17 - сурет, ALG - Gel (GA)). ALG – Gel (CaCl2 - GA) матрицасында Сa2+ және GA тігуші агенттерінің екеуі де болғандықтан, бұнда жоғарыда келтірілген әрекеттесулердің барлығы да жүреді деп күтіледі және олар полимерлі торды нығайтуға септігін тигізеді.
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17  - сурет. Инсулинді иммобилизациялауға арналған гидрогель матрицаларының дизайны

Бөлшектер тігуші агент құйылған ыдысқа шприцтен тамшылардың тамуы кезіндегі сыртқы тігу әдісімен алынған [273]. Капиллярлы ине диаметрі, материал және беттік керілу бөлшектердің өлшемін анықтаушы негізгі факторлар болып табылады. Биополимер ерітіндісі инеден итеріліп шығарылғанда, итеруші күш тамшы мен иненің бөліну шекарасындағы беттік керілуден үлкен болған кезде тамшы капиллярдан бөлінеді.  Тамшылардың бөлінуі тұрақсыздықтардың (бастапқыда Толлмин-Шлихтинг толқындары, одан кейін Рэлей - Плато тұрақсыздықтарының) артуына байланысты ағынды бұзудың күрделі процесі болып табылады. Ағын тұрақсыздыққа ұшыраған кезде бастапқы тамшыдан кішігірім бағыттас тамшылар бөлінеді [274] Осы кішігірім бағыттас тамшылар негізгі тамшының беткі қабатына жабысып, күрделі және қажетсіз беттік морфологияға алып келеді (18 (а) - сурет). Тамшылардың түзілуін тұрақтандыру мақсатында тамшыларды алуда ультрадыбыс қолданылды [275]. Тігу процесі жүргізуге арналған ыдыс Symphony ультрадыбыстық сандық ваннасына ((VWR, АҚШ) f=35 кГц жұмыс жиілігімен және ультрадыбыстық энергияның айналмалы мөлшерімен орналастырылды. 18 (ә) және (б) суреттерінде ALG (CaCl2) бөлшектерінің модифицирленген әдістің эффективтілігін көрсететін, 50% және 100%  ультрадыбыс энергиясы мөлшерінде жасалынған беттік морфологиясындағы өзгерістер келтірілген. 
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а – ультрадыбыссыз; ә – 50% энергиямен ультрадыбыс процесі;     
 б - 100% энергиямен ультрадыбыс процесі

18 – сурет. Бөлшектердің морфологиясына ультрадыбыстың әсері

[bookmark: _Toc164201529]3.7 Оңтайландырылған матрицаларға инсулинді иммобилизациялау,  инкапсуляция эффективтілігі және стереомикроскопия, СЭМ талдаулары
19-шы суретте активті фармацевтикалық заттарды иммобилизациялаудың классификациясы келтірілген. Инсулинді полимерлі гельдерге иммобилизациялау активті фармацевтикалық субстанцияларды иммобилизациялаудың физикалық (гельге енгізу) әдістеріне жатады [276].
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[bookmark: _Hlk148366725]19 – сурет. Активті фармацевтикалық заттарды иммобилизациялау әдістері [277, 278].

Инсулин -  полпептидті тізбектерден тұратын ақуызды гормон, А – тізбегі (21 аминқышқылы) және В – тізбегі (30 аминқышқылы) бір бірімен дисульфидті көпірмен жалғанған. Гибридті матрицаға  иммобилизацияланған инсулин гельдің кеуектерінде инкапсуляцияланады. Бұндай резервуарлы жүйелердің ядросы гидрогельді мембранадан тұрады және ядродағы дәрілік заттың жоғары концентрациясы пролонгациялық босап шығуды қамтамасыз етеді [279]. Көп жағдайда иммобилизацияланған активті фармацевтикалық заттар денатурациялық факторларға (рН, температура және т.б.) жоғары тұрақтылықпен сипатталады. 
Инкапсуляция эффективтілігі гидрогельдің инсулинді иммобилизациялау/ұстау қабілеттілігін сипаттайды. 20-шы суретте инсулинді жеткізу жүйелерінің инкапсуляция эффективтілігі берілген. Гибридті матрицаны СaCl2 және GA тігуші агенттермен тігу эффективті инкапсуляциялауды көрсетеді. 


 20 - сурет. Инсулинді жеткізу жүйелерінің инкапсуляция эффективтілігі
Инсулинмен жүктелген полимерлі матрицалардың құрылымы SMZ-171 TLED (ESD) стереомикроскопының көмегімен зерттелді. Төменде 21-ші суретте полимерлі бөлшектер қимасының стереомикроскопиялық нәтижесі көрсетілген. Инсулинмен жүктелген полимерлі бөлшектердің барлық үлгілерінде (альгинат, альгинат – желатин) тігуші агенттің түріне қарамастан бастапқы үлгілермен салыстырғанда гидрогель көлемінде кеуектер байқалды. 
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	ALG (CaCl2)
	ALG - Insulin (CaCl2)

	     [image: Изображение выглядит как стена, металлоизделия

Автоматически созданное описание]
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	ALG - Gel (CaCl2)
	ALG - Gel - Insulin (CaCl2)

	     [image: Изображение выглядит как половина, съеденный

Автоматически созданное описание]
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	ALG - Gel (GA)
	ALG - Gel - Insulin (GA)

	     [image: Изображение выглядит как еда, половина

Автоматически созданное описание]
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	ALG - Gel (CaCl2 - GA)
	ALG - Gel - Insulin (CaCl2 - GA)



21 - сурет. Альгинат, альгинат – желатин полимерлі матрицаларының қималарының стереокескіндері
[bookmark: _Hlk161232619] Инсулинмен жүктелген үлгілерде (21, 22 - суреттер) кеуектердің түзілуі инсулиннің иммобилизациясы немесе адсорбциясы жақсы жүретіндігінің дәлелі болуы мүмкін. Бұл жағдайда инсулин фермент ретінде әсер етеді деп қарастырсақ, онда альгинат пен альгинат – желатин субстрат болып табылады. Әдетте фермент пен субстрат арасында химиялық құрамы мен құрылысы бойынша ұқсастық болады.
Берілген жүйе компоненттері: альгинат, желатин және инсулин арасында құрамы мен құрылысы бойынша ұқсастық бар. Ұқсастық олардың құрамында карбоксил (-СООН) және амин (-NH2) функционалды топтарының болуымен түсіндіріледі. Егер фермент өз субстратын табатын болса, оның активтілігі жоғарылайды. Сол себепті инсулин альгинат және желатин бетінде жоғары деңгейде иммобилизацияланған (немесе адсорбцияланған). Нәтижесінде альгинат, альгинат – желатин бөлшектерінің бетінде инсулиннің сәтті иммобилизациясын көрсете алатын кеуектер пайда болды.
Бастапқы және инсулинмен жүктелген альгинат үлгілерінің морфологиясы СЭМ көмегімен зерттелді (22 - сурет). Инсулинмен жүктелген альгинат бөлшектері (22 - сурет, ALG - Insulin (CaCl2)) бастапқы үлгімен салыстырғанда кеуекті құрылым көрсетті. Натрий альгинатына желатин қосқан кезде тегіс беттің түзілгендігін байқауға болады, себебі бастапқы альгинаттың беті (22 - сурет, ALG (CaCl2)) біркелкі емес болып табылады. ALG/Gel композициясына инсулинді иммобилизациялау кезінде алынған СЭМ кескіндерінде екі жағы да ойыңқы формалы кеңістіктер (22 - сурет, ALG - Gel - Insulin (CaCl2) және AlG – Gel - Insulin (CaCl2 - GA)), сонымен қатар басыңқы бос кеңістіктер (22 - сурет, AlG - Gel - Insulin (CaCl2 - GA)) байқалды. Зерттелінген үлгілердің морфологиясындағы бұндай өзгерістер инсулиннің ALG және ALG/Gel полимерлі композициясымен әрекеттесетіндігінің дәлелі бола алады. 












	[image: Изображение выглядит как кровать, овощ

Автоматически созданное описание]
	[image: Изображение выглядит как текст, рептилия, динозавр

Автоматически созданное описание]

	ALG (CaCl2)
	ALG - Insulin (CaCl2)

	[image: Изображение выглядит как внутренний

Автоматически созданное описание]
	[image: Изображение выглядит как текст

Автоматически созданное описание]

	ALG - Gel  (CaCl2)
	ALG - Gel - Insulin (CaCl2)
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	[image: Изображение выглядит как текст

Автоматически созданное описание]

	AlG - Gel (CaCl2 - ga)
	AlG - Gel - Insulin (CaCl2 - GA)



22 - сурет.  Альгинат, альгинат – желатин полимерлі матрицаларының қималарының СЭМ кескіндері

[bookmark: _Toc164201530]3.8 Молекулалық динамикалық моделін құрастыру  
Потенциалды энергия – бұл молекуладағы атомдардың салыстырмалы орналасуымен байланысты толық энергияның мөлшері. Молекулааралық әрекеттесу механизмдерін анықтау мақсатында алынған полимерлі матрицалардың потенциалды энергиясын модельдеуде Molecular Mechanics 2 (MM2) бағдарламасы қолданылды. MM2-де молекулалық жүйенің потенциалдық энергиясы байланыстың созылу энергиясы, бұрыштық иілу энергиясы, бұралу энергиясы, Ван-дер-Ваальс энергиясы және электростатикалық энергия сияқты белгілі бір атомдық өзара әрекеттесулермен байланысты энергия мөлшерлерінің қосындысы ретінде есептеледі (3 - кесте). Желатин көптеген аминқышқылдарының күрделі қоспасы болғандықтан, желатиннің әрекеттесу энергиясын есептеуде желатиннің негізгі компоненттері глицин мен пролин қолданылды [280]. Барлық молекулярлы құрылымдар ChemDraw Professional Suite 22 бағдарламасында құралып, талданады. Модельдеу нәтижелері бойынша инсулинді инкапсуляциялау процесінде диполь – дипольді әрекеттесулер басым: ALG – Ins (81%), Gel – Ins (97%), Ins – Ins (88%). Олар жалпы өзара әрекеттесу энергиясының 80% - дан астамын құрайды, бұл электростатикалық тартылыс алынған матрицалардағы ең басым механизм екенін растайды. Альгинат - желатин өзара әрекеттесуі негізінен полярлық энергия компонентінің жеткіліксіз үлесі бар Ван-дер-Ваальс түріне ие. Желатин мен альгинат арасындағы салыстырмалы түрде әлсіз электростатикалық потенциал гельдің гибридті құрылымын көрсетеді, мұнда барлық компоненттер өзара енетін гель желілерін құрып, тәуелсіз тігілген [281]. 

3 – кесте. ALG - Gel - Ins жүйесіндегі молекулааралық әрекеттесудің есептелген энергиялары

	Энергия (ккал / моль)
	Натрий альгинаты
	Пролин
	Глицин
	Инсулин

	Натрий альгинаты
	-215.5
	-81.9
	-114.5
	-578.1

	Пролин
	-81.91
	11.19
	0.757
	-500.9

	Глицин
	-114.5
	0.757
	-17.31
	-473.2

	Инсулин
	-578.1
	-500.9
	-473.2
	-1095.4



Молекулалық модельдеу гидрогель компоненттері мен инсулин арасындағы өзара әрекеттесуді жақсы түсінуге мүмкіндік береді. Электростатикалық потенциал картасы молекулалардағы күшті және әлсіз электростатикалық потенциалы бар аймақтарды көрсетеді. Қызыл түске боялған аймақтар электротеріс топтардың болуына байланысты электрондардың тартылуының күшті потенциалын көрсетеді. Керісінше, көк түсті аймақтар электрон донорлық потенциалдың төмен деңгейін көрсетеді. 23-ші суретте инсулин аминқышқылдарының, натрий альгинаты және желатиннің оңтайландырылған құрылымдары және сәйкес электростатикалық потенциал картасы көрсетілген.
Инсулин-инсулиннің өзара әрекеттесуі ең үлкен энергияға ие - 1095.4 ккал/моль, бұл оның өзіндік жиналуға және фибриллдердің түзілуіне бейімділігін жақсы түсіндіреді.
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23 - сурет. Өзара әрекеттесуші молекулалардың электростатикалық потенциалының есептелген карталары және жұптық өзара әрекеттесудің толық энергиялары. Инсулиннің электростатикалық потенциал картасы [282] әдебиет көзіне бейімделген

Бір таңқаларлығы, желатин (глицин, - 473.2 ккал/моль, пролин, - 500.9 ккал/моль) және натрий альгинаты (- 578.1 ккал/моль) инсулинге қатысты күшті электростатикалық потенциалдарды көрсетті, бұл инсулинді инкапсуляциялау механизмінінің дұрыс болжамдалғандығына сенім береді. Бұл сонымен қатар толтырғыш молекулаларымен әрекеттесу фибриллдердің түзілуіне әсер етеді деген қорытындымызды растайды. Өзара әрекеттесу потенциалының аз мөлшеріне қарамастан, капсуляция матрицаларының ішінде инсулин әлдеқайда аз концентрацияда болады. Сондықтан өзара әрекеттесу орындарының саны инсулин молекулаларындағы осындай орындардың санынан едәуір асып түседі. Нәтижесінде инсулин, альгинат және желатин арасындағы бәсекеге қабілетті электростатикалық адсорбция әсерінен фибриллдердің түзілуінің төмендеуін күтуге болады [283].
[bookmark: _Toc164201531]3.9 Инсулинмен жүктелген гибридті матрицаның ИҚ талдауы
Инсулинмен жүктелген матрицалардың құрамы жайлы мәлімет алу үшін ИҚ спектроскопия әдісі қолданылды. Әр түрлі тігуші агенттерді қолдану кезіндегі ALG және ALG - Gel жүйелерінің ИҚ спектрлері 24-ші суретте көрсетілген. 

	


	1 – ALG; 2 – Gel; 3 - ALG (CaCl2); 4 – ALG - Gel (CaCl2);                                    5 – ALG - Gel (GA); 6 – ALG - Gel (CaCl2 - GA)


	


	
1 - Insulin; 2 - ALG - Insulin (CaCl2); 3 - ALG - Gel - Insulin (CaCl2);                      4 - ALG - Gel - Insulin (GA); 5 - ALG - Gel - Insulin (CaCl2 – GA)



24 - сурет. Инсулинсіз (а) және инсулинмен (ә) тігілген альгинат, альгинат – желатин полимерлі матрицаларының ИҚ спектрлері

3500-3000 см-1 диапазонында байқалған пиктер полимерлі матрицалардың гидроксильді (-ОН) топтарына сәйкес келеді [284]. 2949 см-1 толқын ұзындығындағы жұтылу жолағы C-H валентті тербелістеріне тән пик болып табылады және инсулинмен жүктелген альгинат бөлшектерінде кездеседі [285]. ALG - Gel композицияларының үлгілеріндегі 1643-1599 см-1 диапазонындағы интенсивті пиктер II-лік амидтің N-H деформациялық тербелістері мен N-C=O валентті тербелістеріне сәйкес келеді [286] және ALG – Gel композициясындағы пептидті байланыстардың бар екендігін дәлелдейді. Ароматты қосылыстардың С-С созылуына тән жолақтар 1418-1454 см-1 аралығында байқалды. Барлық келтірілген спектрлердегі 1006-1300 см-1 аймағындағы тербеліс жолақтары С-О және С-Н деформацияларына жатқызылады [287]. Инсулинмен жүктелген үлгілерде 667-648 см-1 диапазонында O=N-O байланыстарының деформациялық тербелістерінің жаңа пиктері байқалды. 1640 см-1 аймағында инсулин спектрінде тіркелген пик инсулинмен жүктелген ALG – Gel композицияларының барлық спектрлерінде жұтылу жолақтарының интенсивтілігіндегі айырмашылықтарға қарамастан өзгеріссіз сақталды. Берілген пиктің өзгеріссіз жағдайы иммобилизацияланған инсулиннің тұрақтылығының дәлелі бола алады. 
Натрий альгинатының, желатиннің және инсулинмен жүктелген ALG – Gel қоспасының 1700–1500 см–1 диапазонындағы ИҚ-Фурье-спектрлері (25 – сурет) жүйедегі конформациялық өзгерістерді түсіну үшін өте маңызды. Инсулин спектрлері I амилоидтың α-спираль құрылымымен, I амилоидтың β-бетінің шағын бөлігімен және II амилоид аймағындағы жолақтармен байланысты күшті шыңдарды көрсетеді. Инсулинмен жүктелген гидрогель бөлшектерінің ИҚ-Фурье-спектрлері [288] әдебиеттегідей спектрлердің басыңқы көк ығысуын көрсетті. Қатты көк ығысу әдетте молекулалық ортадағы өзгерістермен немесе матрица ішіндегі өзара әрекеттесумен байланысты. ИҚ жолақтарының көгілдір ығысуының кең таралған себептерінің бірі сутектік байланыстардың түзілуі болып табылады. Сутектік байланыстар жұтылу жолақтарының ығысуына алып келетін молекулалардың тербеліс режимдерін өзгерте алады. Молекулалық модельдеу нәтижелері көрсеткендей, сутектік байланыстар инсулиннің альгинат пен желатинмен байланысуындағы негізгі механизм болып табылады.
Қандағы қант деңгейін реттейтін маңызды гормон инсулиннің белгілі бір жағдайларда амилоидты фибрилдерді түзетіні анықталған. Агрегацияға ықпал ететін жағдайларда инсулин молекулалары конформациялық өзгерістерге ұшырап, бета беттерінің пайда болуымен сипатталатын фибриллярлық құрылымдарға жиырылуы мүмкін. Бұл агрегация процесі, ерімейтін агрегаттар түзетін, инсулин молекулаларының конформациялық жиырылуымен байланысты. Фибрилдің түзілу процесін инсулиннің қоршаған ортамен (натрий альгинаты және желатин) әрекеттесуін өзгерту және ақуыздың конформациялық өзгерістеріне әсер ету арқылы басқаруға болады.
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25 - сурет. Инсулинмен жүктелген полимерлі матрицалардың 1500 - 1700 см-1 аймақтарындағы ИҚ-Фурье-спектрлері және инсулин жолақтарының сәйкес таралуы
Инсулиннің амилоидты фибрилдері бұрыс жиырылған ақуыздар немесе пептидтерден тұрады, олар өзіне тән құрылымы бар көлденең β-беттік ерімейтін фибрилдерге бірігеді. Фибрилдер β-беттік құрылымдарының болуымен сипатталады [289]. Инсулин фибрилдерінде β-беттердің түзілуі ақуыздың құрылымдық бірігуінің артқандығын көрсетеді. Инсулинмен жүктелген гидрогель бөлшектерінің ИҚ-Фурье-спектрлері өңделді (базалық жою және деконволюция). Есептелген фракциялық пик ауданы дайындалған бөлшектердегі инсулиннің екіншілік құрылымдарының салыстырмалы құрамын білдіреді (4 - кесте).




4 - кесте. Алынған гидрогельдердегі инсулин конформациясының фракциялық талдауы

	[bookmark: _Hlk164783771]Атауы
	α-спиралды            I амилоид
	β-бетті         I амилоид  
	кездейсоқ        I амилоид 
	β-бетті         II амилоид
	Тирозиннің бүйір тізбектері

	Insulin
	89
	-
	-
	11
	-

	ALG - Ins (CaCl2)
	-
	-
	54
	-
	46

	ALG - Gel - Ins (CaCl2)
	55
	-
	-
	45
	-

	ALG - Gel - Ins (GA)
	75
	7
	-
	18
	-

	ALG - Gel - Ins (CaCl2 + GA)
	59
	4
	-
	37
	-



[bookmark: _Hlk166334270]Инсулиннің бастапқы түрінде негізінен инсулиннің ең биожетімді конфигурациясы I амилоидтың α-спиралінен тұрады. II амилоидтың β-бетінің
шамалы фракциясы инсулиннің жоғары концентрациясына және ұзақ сақтау уақытына байланысты әлсіз агрегацияны көрсетеді. Ионотропты гельтүзілу әдісі арқылы тігілген натрий альгинаты бөлшектері негізінен I амилоидтың кездейсоқ орамдары мен кейбір тирозин тізбектерін қамтиды. ALG + Ins (CaCl2) фибрилдердің түзілуі байқалмады.  
Құрамында желатині бар барлық гидрогельдер құрамында I амилоидтың α-спиралінің болуын көрсетеді, соның ішінде глутаральдегидпен тігілген үлгілерде ең жоғары фракциялар байқалды. Бірақ CaCl2 қатысында тігілген аралас гидрогельдер құрамында I амилоидтың α-спиралінің үлесі аз, ал II амилоидтың β-бетінің едәуір жоғары үлесі бар. Бұл фибрилдің түзілу процесінің жүруін көрсетеді, өз кезегінде мұндай құрамдардың дәрілік препараттарды тасымалдаудағы қолайлылығы төмендейді. I амилоидтың β-бетінің конформациясының едәуір фракциясы байқалды, ол инсулиннің глутаральдегидпен әрекеттесуінің нәтижесі болуы мүмкін. 
Фибрилдің түзілуі ақуыз құрылымдарының кездейсоқ спиральді немесе α-спиральді конформациядан β-беті көп құрылымдарға ауысуын қамтиды. Матрицаға желатинді қосу фибрилдің түзілуін және гидрогельден инсулиннің ағып кетуінің алдын алатындығы байқалды. Аминқышқылдарымен әрекеттесу нәтижесінде фибрил түзілуінің алдын алу процесінің себебін желатинді тізбектер мен инсулин молекулалары арасындағы бәсекелес адсорбциямен түсіндіруге болады деп есептейміз.
Кедергі/стерикалық фактор арқылы нуклеацияның бұзылуы, β-беттерінің түзілуінің тежелуі және диффузиялық тасымалдауды шектеу - аминқышқылдарының немесе басқа агенттердің фибрилдердің түзілуіне кедергі бола алатын ең көп таралған механизмдері. Гидрофобты немесе ароматты бүйір тізбектері бар желатин аминқышқылдары фибрилдердің түзілуіне әкелетін, молекулааралық өзара әрекеттесу үшін өте маңызды ақуыз бетіндегі байланыстыру орындарын бәсекеге қабілетті түрде иемденуі мүмкін. Гидрофобты бүйір тізбектері бар аминқышқылдары ақуыздардың агрегациясына әкелетін гидрофобты әрекеттесулерге кедергі келтіре алады. Ақуыз бетіндегі гидрофобты аймақтармен бәсекеге түсе отырып, олар фибриллогенезге ықпал ететін гидрофобты күштерді бұзады.
Сонымен қатар, аминқышқылдары инсулин молекулаларының өзара әрекеттесу орындарын физикалық түрде блоктау арқылы стерикалық кедергілер тудыруы мүмкін. Бұл тұрақты ядролардың пайда болуына қажетті жақындасуды болдырмайды [290]. Егер ядро пайда болса, фибрилдерге тән β-беттік құрылымдарының түзілуін бұзатын аминқышқылдары осы өзара әрекеттесулер орын алатын аймақтармен байланыса алады. Бұл β-беттердің қатпарлануын бұзады және фибриллдердің өсуіне жол бермейді. Зарядталған бүйір тізбектері бар аминқышқылдары ақуыздардың агрегациясына қатысатын электростатикалық өзара әрекеттесулерге әсер етуі мүмкін. Инсулин молекуласының зарядталған аймақтарымен байланыса отырып, фибрилдердің түзілуіне жол бермейді. Сонымен қатар, ірі биополимерлі молекулалар ақуыздың агрегация уақытын арттырып, фибрилдердің түзілуіне әсер ететін, "молекулалық жинақталу" деп аталатын диффузияға кедергіні қамтамасыз ете алады. 
Осылайша матрицаның құрамы мен тігуші агенттерді түрлендіру арқылы альгинат пен желатин негізінде инсулинді иммобилизациялауға арналған полимерлі матрицалар алынды. Инсулинмен жүктелген матрицалардың құрылымы стереомикроскоп және СЭМ арқылы зерттелді. Полимерді матрицаларға иммобилизацияланған инсулинді идентификациялауда ИҚ спектроскопия қолданылды. Инсулинді тасымалдауда тұрақты матрица ALG – Gel (CaCl2 - GA) негізіндегі матрица болып табылады, себебі оның құрамында екі бірдей Сa2+ және GA тігуші агенті бар және осы тігуші агенттер полимерлі тордың қасиеттерінің нығаюына оң әсер етеді. 

[bookmark: _Toc164201532][bookmark: _Hlk166334309] 3.10 Инсулиннің босап шығуы және диффузиясына фермент әсерін талдау
 Полимерлі бөлшектердің ісіну және жиырылу қабілеттіліктерін ақуыздарды жүктеу, ұстау және босату үшін пайдалануға болады. Жиырылу кезінде полимерлі гельдің кеуектері кішірейіп, ақуыздың босап шығуына кедіргі келтіреді. Сәйкесінше ісіну кезінде полимерлі тор диффузия әсерінен жүктелген ақуызды босатып шығарады [291]. Полимерлі бөлшектердің ісінуі және биодегидратациялануы иондық күштің, температураның, ферменттің және рН мәнінің өзгеруі кезінде жүзеге асады [292]. Альгинатты гельдер тізбектегі теріс зарядтың жоғары тығыздығына байланысты бейтарап ортада ісінеді, ал қышқылды ортада карбоксилді топтардың зарядтарының бір бөлігінің жоғалуына байланысты жиырылады. Сондай-ақ, полимерлік тізбектер арасындағы күшті электростатикалық әрекеттесу кезінде полимер тізбектері арасында ісінуге деген қабілеттілік байқалады [293]. Бізге мәлім, тірі организмде үнемі сырттан келетін заттардың бірқатар химиялық өзгерістері жүреді. Бұл реакциялар белгілі бір катализаторлардың қатысуымен ғана болуы мүмкін. Ол ақуыздық заттар – ферменттер. Олар метаболизм процесін жылдамдатады және тепе-теңдікке қол жеткізеді. Келесі зерттеулерде алынған гибридті матрицаның тұрақтылығына фермент әсері қарастырылды. Төменде рН = 7.4 мәнінде ALG – Gel бөлшектерінен фермент қатысында және қатысынсыз инсулиннің босап шығу кинетикасы келтірілген (26 - сурет). 




1 - ALG – Gel – Ins; 2 - ALG – Ins;
 3 - ALG – Gel - Ins - пепсин; 4 – ALG – Ins – пепсин

26 - сурет. ALG (CaCl2 – GA); ALG – Gel (CaCl2 – GA) бөлшектерінен инсулиннің фермент қатысында және қатысынсыз босап шығуының кинетикасы 

Асқазан ішек жолы ақуыздар үшін өте жағымсыз орта болып табылады. Асқазанға түскеннен кейін ақуыздар тұз қышқылы мен пепсиннің жоғары концентрациясында пептидтерге дейін гидролизденеді және денатурацияланады [294]. Пепсин – ақуыздарды пептидтерге дейін ыдырататын қышқыл протеазалық фермент [295]. Ақуыздардың асқазан ішек жолында ферменттер әсерінен жалпы ыдырау механизмі 1-ші сызбанұсқада келтірілген. 
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Автоматически созданное описание]
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1 - сызбанұсқа. Ақуыздардың асқазан ішек жолында фермент әсерінен ыдырау механизмі
Фермент әсері оның төлсипаттылығымен сипатталады. Ферменттің төлсипаттылық механизмі, Эмиль Фишердің («қатаң матрица» моделі, «кілт-құлып») және Дэниел Кошландтың («индукцияланған сәйкестік» моделі, «қолғапты қол») теориялары арқылы жүзеге асады. Жалпы, бәрі фермент пен субстраттың комплементарлы әрекеттесуіне келіп тіреледі. Бұл жағдайда субстраттың функционалдық топтары ферменттің сәйкес функционалдық топтарымен әрекеттеседі.
Пепсин зимогендік пепсиноген түрінде асқазанның негізгі жасушаларымен синтезделінеді және өзінің активті формасы үшін қышқылды ортаны қажет етеді [296]. Адам асқазанындағы пепсиннің концентрациясы 0.5-1.0 мг/мл аралығында болады [294]. 
[bookmark: _Hlk166334343]Инсулиннің бөлшектерден босап шығу кинетикасы адамның асқазан ішек жолын модельдейтін рН мәндерінің шартында анықталынды. Зерттеу барысында бөлшектер 30 минутқа рН = 1.0 болатын, асқазан ортасын имитациялайтын физикалық ерітіндісінде пепсин қатысында (0.1 мг/мл) және қатысынсыз инкубацияланды. 30 минуттан кейін бөлшектер рН = 7.4 болатын,  ішек аймағын имитациялайтын ортаға пепсин қатысында (0.1 мг/мл) және қатысынсыз орналастырылды. Пепсин қатысында ALG; ALG – Gel бөлшектерінен инсулиннің босап шығуы сәйкесінше 57.7% және 61.4% құрады. Ал пепсинсіз ортада ALG; ALG – Gel бөлшектерінен инсулиннің босап шығуы сәйкесінше 68.2% және 73.3% құрады. ALG жүйесіне қарағанда ALG – Gel жүйесінен инсулиннің босап шығу дәрежесінің артуы желатинді альгинатқа қосу инсулиннің босап шығуына айтарлықтай әсер ететіндігін көрсетеді. 
Инсулиннің ALG бөлшектеріне қарағанда ALG – Gel бөлшектерінен жоғарырақ бөлінуінің себебі желатиннің жоғары ерігіштігінде болуы мүмкін, өйткені желатин еріген кезінде матрицада кеуектер қалдырады, ал ол өз кезегінде инсулиннің гельдегі қозғалғыштығын арттырады. 
Матрицалық типтегі жүйелер үшін дәрілік заттың босап шығуы концентрация градиентімен байланыстағы Фик диффузиясы арқылы жүреді [297]. Сонымен қатар дәрілік заттың диффузиясы полимерлі тордың физикалық қасиеттеріне, полимер және дәрілік зат арасындағы әрекеттесулерге байланысты. Фиктің екінші заңы [298] t уақытқа байланысты көлем бірлігіндегі концентрацияның өзгеруін концентрацияның екінші кеңістіктік туындысымен байланыстырады:

       (7)

 (7) теңдеу келесідей ықшамдалынады [299]: 

                     (8)

Сфералық типтегі матрицалар үшін Фиктің екінші заңы (8 теңдеу) келесідей өрнектеледі [298]:

                 F =                    (9)

9-шы теңдеуде қолданылған бөлшектер радиусы 27-ші суреттегі мәліметтен алынған. 27-ші суретте ионотропты гель түзілу әдісімен алынған бөлшектердің диаметрлерінің шприцтік насостағы шприц ұшының диаметріне тәуелділігі келтірілген. 




27 – сурет. Ионотропты гель түзу әдісімен алынған бөлшектердің өлшемі

9-шы теңдеу бойынша ALG; ALG – Gel бөлшектерінен пепсин қатысында және қатысынсыз инсулиннің диффузия коэффициенті есептелді (28 - сурет). 
Инкубация уақытының артуымен әрбір үлгі үшін диффузия коэффициентінің мәні максимумге жетіп, төмендейді. Пепсин қатысында диффузия коэффициенті бастапқы үлгілермен салыстырғанда төмен екендігі байқалды. ALG бөлшектері үшін диффузия коэффициенті пепсин қатысынсыз 5 сағ. аралығында 13.3∙ см2/c максимумына жетіп, 8.4∙ см2/c мәніне дейін төмендейді; пепсин қатысында 7 сағат аралығында 6.7∙ см2/c максимумына жетіп, 3.9∙ см2/c мәніне дейін төмендейді. ALG – Gel бөлшектері үшін диффузия коэффициенті пепсин қатысынсыз 7 сағат аралығы үшін диффузия коэффициенті 17.5∙ см2/c мәнінде бақыланып, 10.2∙ см2/c мәніне дейін төмендейді; Пепсин қатысында максимум 7 сағат аралығында 11.3∙ см2/c мәніне дейін жетіп, 6.6∙ см2/c шамасына дейін төмендейді. Пепсин қатысында диффузия коэффициентінің төмендеуі ALG, ALG-Gel матрицаларындағы конформациялық өзгерістермен байланысты болуы мүмкін. Пепсин қатысында дәрілік заттың диффузия коэффициентін төмендуіне алып келетін ALG, ALG-Gel матрицаларының тығыздығының артуымен байланысты. 



1 - ALG – Gel – Ins; 2 - ALG – Ins; 3 - ALG – Gel - Ins – пепсин; 4 – ALG – Ins – пепсин
28 - сурет. Пепсин қатысында және қатысынсыз ALG (CaCl2 – GA); ALG – Gel (CaCl2 – GA) бөлшектерінен босап шыққан инсулиннің диффузия коэффициентінің инкубация уақытына тәуелділігі

Пепсиннің ақуыз – полисахаридті матрицаға әсері ИҚ спектроскопия әдісімен де зерттелінді. Төмендегі 29, 30 суреттерде ALG-Gel матрицаларының пепсин қатысынсыз (29 - сурет) және пепсин қатысындағы (30 - сурет) ИҚ спектрлері келтірілген.  

[image: ]
29 - сурет. ALG-Gel (CaCl2 – GA) матрицасының пепсин қатысынсыз ИҚ спектрі 
[image: ]
30 - сурет. ALG-Gel (CaCl2 – GA)  матрицасының пепсин қатысында ИҚ спектрі

ALG-Gel матрицаларының пепсин  қатысында және қатысынсыз ИҚ спектрлерінде 1634 және 1539 см-1 (29 - сурет), 1629 және 1533 см-1 (30 - сурет ) аралықтарында N-H деформациялық тербелістері мен амид - карбонил C-O және C-N валентті тербелістерімен байланысты жолақтар анықталды. 1234 – 1015 см-1 аралығындағы екі спектрде де байқалған барлық жолақтар амино топтар мен алкил тізбектерінің сипаттамалық пиктеріне жатқызылды. 1447 см-1 толқын санындағы байқалған жолақтар карбоксилат тұзы ионының асимметриялық және симметриялық валентті тербелістеріне сәйкес келеді. 1401, 1397, 1334 см-1 толқын сандарындағы тербелістер C-O және C-H байланыстарының деформациялық тербелістері болып табылады. Пепсинсіз үлгінің спектрінде байқалған 2360, 2330 см-1 аралығындағы жолақтар тобы (29 - сурет) R2C=NH+ түріндегі амин тұздарының валентті тербелістеріне жатады. Пепсин қатысындағы үлгінің спектрлерінде пепсинсіз үлгімен салыстырғанда бұл пиктің интенсивтілігінің төмендеуі байқалады. Сондай-ақ, пепсин қатысындағы үлгінің спектрлерінде 3292–3257 см-1 диапазонында пепсинсіз үлгі спектрінде байқалмаған, А амидіне жолағына жатқызылатын, N-H байланысының созылуы кезінде пайда болатын пикті байқауға болады (30 - сурет). Бұл байқалған өзгерістер, нәтижесі ақуыздардың амидтік байланыспен байланысқан полипептидтерге ыдырауына әкелетін, пепсин ферментінің ALG-Gel матрицасына әсер етуінің салдарынан болуы мүмкін [267].  
	Қорытындылай келе, альгинат, альгинат  - желатин негізіндегі гибридті гидрогельдерге инсулин иммобилизациясы тігуші агенттер (CaCl2, GA; CaCl2 -GA) қатысында ионотропты гель түзу әдісімен жүргізілді. Альгинатты бөлшектердің АКМ кескіндерінде бөлшектің ішек фазасында еруіне әкелетін кеуекті құрылым байқалды. Ақуыз – полисахаридті гибридті матрица инсулиннің табиғи (α – спиральды) конформациясын сақтайтындығы анықталды. Инсулиннің желатинмен сутектік байланыстарының артуы оның фибриногенез процесін тежейді. Гибридті матрицаға инсулинді иммобилизациялау кезіндегі молекулааралық өзара әрекеттесудің басты механизмі диполь - дипольді өзара әрекеттесу екендігі молекулалық динамикалық модельдеу арқылы көрсетілді. SEM, стереомикроскопия суреттерінде байқалған  кеуектер инсулиннің нәтижелі иммобилизацияландығының дәлелі бола алады. Полимерлі матрицаға желатинді қосу инсулиннің ағып кетуін төмендетеді. Ақуыз – полисахаридті гибридті матрицаға иммобилизацияланған инсулиннің босап шығу кинетикасы мен диффузия коэффициентіне фермент әсері қарастырылды. Зерттеу жұмыстарының нәтижелері инсулинді полимерлі гидрогельдерге иммобилизациялау арқылы оның пероралды формасына қол жеткізуге болатындығын көрсетеді. 
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1. Инсулиннің пероралды формасын дайындау мақсатында альгинат негізіндегі бөлшектер ионотропты гель түзу әдісі арқылы алынды. Тігуші агент ретінде CaCl2 ерітіндісінің 1.5% оптималды концентрациясы таңдап алынды. Асқазан – ішек жолдарындағы қышқыл және сілтілік орталарға қарсы тұрақтылықты арттыру мақсатында бөлшектер желатинмен қапталынып, осы бөлшектерге иммобилизацияланған инсулиннің босап шығу кинетикасы рН = 6.86; 9.18 мәндерінде сәйкесінше 50% және 83% құрады. Атомдық күштік микроскопия әдісімен бөлшектердің кедір бұдырлығы мен морфологиясы анықталынды. АКМ кескініңде беттік қабаттың кедір бұдырлығы 100 - 130 нм шамасында, ал осы үлгінің рН = 6.86 мәніндегі АКМ кескініңдегі кедір бұдырлық шамасы 150 нм шамасында, рН = 9.18 мәнінде 200 нм. Осы рН мәндерінде бөлшектің ішек фазасында еруіне әкелетін кеуекті құрылым байқалды. Алынған АКМ нәтижелері альгинатты бөлшектердің морфологиялық өзгерістерінің инсулинді босатып шығаруда қолайлы екендігін растайды.
2. Желатиннің құрылымдық – механикалық қасиеттерін жақсарту мақсатында оның композициялары жасалынды және олардың асқазан - ішек жолдарының рН мәндеріне тәуелділігі зерттелінді. Желатиннің хитозан, лимон және L-глутамин қышқылдары қатысында түзілген композицияларының деформациялық, серпімділік модулі және беріктік сипаттамалары анықталынды, алынған композициялар желатиннің реологиялық қасиеттерін нығайтады. Қарастырылған жүйелерден желатиннің L-глутамин қышқылымен композициясы рН = 4.01 мәнінде берік құрылымдануы (δ = 5.3 кПа) асқазанның қышқыл ортасындағы төзімділігін арттырады. Ал сілтілік ортада жүйенің реологиялық сипаттамаларының төмендеуі дәрілік заттың ағзаның ішек жолдарында тасымалдануына оңтайлы жағдай туғызады. Композиттерге әр түрлі рН орталарының әсерін ИҚ спектроскопия әдісімен бақылау кезінде С-Н, С-ОН, С=O, C-N, N-H, СН(NH2), CH2OH топтарының артуы молекулааралық сутектік байланыстардың санының жоғарылауымен және ассоциативтік құрылымдардың түзілуімен байланысты.
3. Инсулиннің табиғи (α – спиральды) конформациясын сақтау үшін ақуыз – полисахаридті, яғни гибридті матрица алынды. Полимерлі матрицаның құрамын өзгерту және тігуші агенттерді (CaCl2, GA; CaCl2 -GA) қолдану арқылы инсулиннің тұрақтылығына қолайлы молекулярлы орта анықталынды. ALG – Gel қоспасының GA тігілуі барысында алынған бөлшектер модельді асқазан ортасына тұрақтылық пен жоғары инкапсуляция, эффективтілік көрсетті. Инсулиннің фибриногенез процесі инсулиннің желатинмен сутектік байланыстарының артуынан тоқтатайтындығы анықталды. Molecular Mechanics 2 (MM2) бағдарламасымен орындалған молекулалық динамикалық модельдеу матрица ішіндегі инсулиннің әрекетін анықтайтын басты механизм диполь - дипольді өзара әрекеттесулер екенін көрсетті. Гибридті матрицадағы молекулааралық әрекеттесулерді талдау үшін FT-IR спектроскопиясы қолданылды. 1643–1599 см-1 диапазонындағы жұтылу максимумы ALG - Gel құрамындағы пептидтік байланыстың бар екендігін көрсетеді. 1640 см-1 аймағында инсулин спектрінде тіркелген пик инсулинмен жүктелген ALG – Gel композицияларының барлық спектрлерінде жұтылу жолақтарының интенсивтілігіндегі айырмашылықтарға қарамастан өзгеріссіз сақталуы, иммобилизацияланған инсулиннің тұрақтылығының дәлелі бола алады. 
4. Гибридті ақуыз - полисахарид матрицасына CaCl2 - GA тігуші агенттері қатысында инсулин иммобилизациясы жүргізілді және оның босап шығу кинетикасына пепсин әсері зерттелді. ALG; ALG – Gel бөлшектерінен пепсин қатысында инсулиннің босап шығуы сәйкесінше 57.7% және  61.4% құрады. ALG; ALG – Gel бөлшектеріндегі инсулиннің диффузия коэффициенттерінің өзгерісіне пепсин әсері бағаланды. Матрицалық типтегі жүйелер үшін дәрілік заттың босап шығуы концентрация градиентімен байланыстағы Фик диффузиясы арқылы жүреді. ALG бөлшектері үшін диффузия коэффициенті пепсин қатысында 7 сағат аралығында 6.7∙ см2/c максимумына жетіп, 3.9∙ см2/c мәніне дейін төмендейді. ALG – Gel бөлшектері үшін диффузия коэффициенті пепсин қатысында максимум 7 сағат аралығында 11.3∙ см2/c мәніне дейін жетіп, 6.6∙ см2/c шамасына дейін төмендейді. Пепсиннің қатысуымен диффузия коэффициентінің төмендеуі ALG және ALG-Gel матрицаларының конформациялық құрылымының өзгеруімен байланысты болуы мүмкін. Сондай-ақ, FTIR спектроскопиясының көмегімен пепсиннің ақуыз-полисахаридті матрицаға әсері зерттелді, матрицалардың алынған спектрлерінде пепсиннің әсері R2C=NH+ амин тұздарының созылу тербелістерінің қарқындылығының төмендеуі, N-H байланыстарының созылуынан жаңа амидті  жолақтарының пайда болуы түрінде байқалды.























	
	Алға қойылған мақсаттардың толық орындалғандығын негіздеу
Алға қойылған мақсаттар мен міндеттер толық орындалды. Ионотропты гель түзу әдісімен инсулиннің пероралды формасы алынды. Альгинатты бөлшектердің қышқыл, сілтілі ортаға қарсы тұрақтылығы желатинмен қаптау арқылы қол жеткізілді. Желатиннің құрылымдық – механикалық қасиеттері оның композициялары арқылы жақсартылды. Инсулинді иммобилизациялауда гибридті матрица алынды, инсулиннің тұрақтылығы тігуші агенттерді (CaCl2, GA; CaCl2 -GA) қолдану арқылы жүзеге асырылды. Гидрогель компоненттері мен инсулин арасындағы өзара әрекеттесулер Molecular Mechanics 2 (MM2) бағдарламасымен модельденді. Гибридті матрицадан инсулиннің босап шығу кинетикасы мен диффузия коэффициентіне фермент әсері бағаланды.

Жұмыстың ғылыми деңгейі мен экономикалық тиімділігін бағалау
Диссертация нәтижелері денсаулық сақтау саласының басты мәселелерінің бірі болып табылатын, дүние жүзіндегі адам шығынының негізгі себебі болып табылатын қант диабеті эпидемиясының алдын алуда қолданыла алады. Науқастар үшін қиыншылық тудыратын инъекциялық инсулин түріне қарағанда пероралды инсулин формасы инсулин секрециясын бақылауға  мүмкіндік бере алатын табиғи және қолайлы әдіс. Пероралды форманы алуда биоүйлесімді, биоыдырағыш табиғи полимерлі материалдарды қолдану, ионотропты әдіспен гель түзілу процесінің қарапайымдылығы мен жұмсақ шарттарда жүруі жұмыстың экономикалық тиімділігін көрсетеді. 
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