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OZET

Rekombinant DNA teknolojisi ve genetik miithendisligindeki gelismeler, 6nemli
terapotik etkiye sahip protein ve peptid yapisinda ilag etkin maddelerinin
gelistirilmesini sagladi. Biyoteknolojik ilag etkin maddelerinin ¢ogunun, hizla faz I ve II
klinik ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Gilintimiizde, bu tip ilaglarin klinik kullaniminin
yayginlagsmasinin oniindeki en biiyiik engeller; in vitro kosullarda, depolama ve {iretim
esnasinda ve in vivo sartlarda (6r.: enzimatik hidroliz) ortaya ¢ikan stabilite sorunlari ve
bunlara bagl olarak ila¢ etkin maddesinin terapétik etkisini yitirebilme durumudur. Bu
stabilite sorunlari, etkin maddenin enkapsiilasyonu ile ortadan kaldirilabilir.
Formiilasyon acisindan bakilacak olursa, enkapsiilasyon, proteinik ilag etkin
maddelerinin fizyolojik ortamdan korunmasini ve etki bolgesine hedeflendirerek burada
optimal terapdtik etkinligin saglanmasini miimkiin kilar. Bazi proteinler, gastrik
ortamdan olumsuz etkilenir. Bu stabilite sorununu 6nlemek igin, bu ¢alismada, model
protein olarak segilen bovin serum albuminin selilloz asetat ftalat kullanilarak
emiilsiyon ¢oziicli ekstraksiyonu yontemi ile enkapsiilasyonu Onerilmektedir.
Mikrokiirelerin yiikleme kapasiteleri ortalama 52% olarak bulunmustur. Hazirlanan
enterik mikrokiirelerin boyutlar ise elek yontemi ile saptanmistir ve 525 + 1.38 pum
bulunmustur.  Mikrokiirelerin ~ mikroskop  altinda  fotograflar1  ¢ekilmistir.
Mikrokiirelerden in vitro kosullarda ila¢ salimi ¢alismalari, 37 + 0.5°C, pH 1.2 ile pH
6.8’de 100 rpm hizda pedal metodu ile gerceklestirilmistir. Fourier Transform Infrared
(FTIR) ve Diferansiyel Termal Analiz /Termal Gravimetri (DTA/TG) calismalarinin
sonuclari ise, seliilloz asetat ftalat mikrokiirelerinin iiretim islemi siiresince ve viicuda
uygulandiktan sonra, etkin maddeyi gastrik ortamda koruyabilecegini gostermektedir.
Bu calismadan elde edilen sonuglar 1siginda, selilloz asetat ftalat kullanilarak
hazirlanacak  enterik  mikrokiirelerin ~ proteinik  etkin  maddelerin  kolona

hedeflendirilmesinde yararh olacagi sdylenebilir.
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ABSTRACT

Developments in recombinant DNA technology and genetic engineering have led
to development of potent therapeutic proteins and peptides. Many biotechnology
derived drugs have been rapidly entering phase I and II of clinical studies. At present,
the biggest obstacles to the widespread utilization of these drugs are in vitro (during
storage and manufacturing) and in vivo (e.g. enzymatic hydrolysis) instability, which
may lead to a loss of biological activity. This instability problem may be overcome by
encapsulation. From a formulation perspective, proteins are encapsulated to provide: 1)
efficient protection for the active protein moiety against a physiological environment; 2)
targeting to the site of action allowing optimal therapeutic efficiency. Some proteins are
influenced by gastric medium. In order to prevent this instability, we suggest preparing
cellulose acetate phthalate (CAP) microspheres to encapsulate a model protein: Bovine
Serum Albumin, employing emulsion solvent evaporation method. Loading capacity
was found 52%. Particle size distribution of enteric microspheres was determined by
sieving (525 £+ 1.38 um). Electron micrographs were taken. In vitro release studies were
conducted using pedal method at 37 + 0.5°C (pH 1.2 and 6.8, 100 rpm). FTIR and
DTA/TG studies indicated that CAP microspheres can help proteinous drug substances
maintain their integrity throughout the manufacturing process, and protecting them from
the influence of gastric media.. Thus, based on the obtained data in this study, enteric
encapsulation using CAP and emulsion/solvent evaporation method can be utilized for

targeting proteinous active moiety to colon.
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1. GIRIS

Son yillarda, farmasotik teknoloji alaninda meydana gelen gelismeler geleneksel
ilaglarin  kullanimindan kaynaklanan sorunlar1 azaltmaya yonelik yaklagimlarin
gelistirilmesini saglamigtir (1). Bilim adamlari, ¢alismalarint modern terapotik sistemler
olarak adlandirilan mikrokiire, mikrokapsiil, nanopartikiil, lipozom vb. ila¢ tastyici
sistemler iizerinde yogunlastirmistir. Bu ilag sekilleri, diisiik dozla farmakoterapdtik etki
elde etmeyi amaglamaktadir. Bunun yanisira, soz konusu ilag tastyici sistemler
kullanilarak ilacin formiile edilmesiyle etkin maddenin kararliliginin saglanmasi, yan
etkilerinin azaltilmas1 ve salimin istenen sekilde programlanabilmesi de miimkiin
olmaktadir (1-3).

Son yirmi yildir molekiiler biyolojide meydana gelen gelismeler, farmasotik
biyoteknoloji alanina da yansimis, biyoteknolojik etkin maddelerin ilag olarak
formiilasyonunu miimkiin kilarak saglik alaninda ¢igir agmustir (4). Farmasotik
biyoteknolojide en c¢ok kullanilan etkin maddeler, proteinler ve peptidlerdir (4).
Proteinler ve bazi basit peptidler, viicut fonksiyonlarinin ¢ogunu kontrol eden ajanlardir.
Insan saghiginin korunmasi, viicudun uygun bélgesinde, uygun zamanda, bu maddelerin
dogru ve yeterli miktarlarda bulunmasi ile miimkiin olur. Ancak, bu maddeler, normal
kosullarda, insan viicudunun belli bir noktasinda, ¢ok kii¢iik miktarlarda sentezlenir ve
bu noktadan etki bolgesine diffiizyon ya da aktif transportla tasinir (5, 6). Etki
bolgesinde ise, spesifik bir molekiil veya reseptorle etkileserek fizyolojik yaniti
olusturur (6).

Protein ve peptid yapisindaki ilaglarin da hedef dokulara kiiclik miktarlarda
uygun dozaj sekilleri ile taginip etki gdstermesi istenir. Bu tip ilaglarin hedeflendirilmesi
ise pek ¢ok giicliigii beraberinde getirir (4).

Protein ve peptid yapili ilaclarin klinikte yaygin kullanilabilmesini engelleyen en
onemli unsurlar; bu etkin maddelerin formiilasyon, nakil ve depolama esnasinda
stabilitesinin  diisiik olmasi, gastrointestinal sistemde enzimler tarafindan
pargalanmasidir (4). Fiziksel ve kimyasal kararsizliklar ise, terapdtik etkinin kaybina
dahi yol acabilir. Bu sorunlarin ¢6ziimii a¢isindan en uygun yaklasim, mikrokiire veya

mikrokapsiil gibi kontrollii salim yapan dozaj sekillerinin hazirlanmasidir (1,2,4).



Yarilanma Omiirlerinin kisa olusu da diisiiniilecek olursa, bu ilaglarin kontrollii salinim

sistemleriyle viicuda verilmesi biiylik avantaj saglayacaktir (1,4).

Mikrokiireler, mikropartikiiler sistemler arasinda en ¢ok incelenen ve
kullanilanlardir (1). Pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmalart miimkiindiir. Plazma —
ilag diizeylerinin istenen silire boyunca istenen diizeyde kalmasini saglarlar. Doz siklig1
azdir. Mikrokiirelerle diisiik dozda optimum terapotik etki elde etmek miimkiindiir. Doz
siklig1 azaldigi i¢in hasta uyuncu da artar (1,2). Tiim bunlara ilaveten, formiilasyonda
kullanilan polimerin 6zelligine bagli olarak enkapsiile edilen maddeyi enzimlerden
koruma Ozelligine de sahiptir (7, 8). Proteinlerin gastrik ortamda enzimatik
degredasyona ugradigi diisiinlilecek olursa, enterik mikrokiire formiilasyonu iginde
proteinik yapidaki bir etkin maddenin verilmesi, etkin maddenin gastrik stabilitesinin

arttirllmasi agisindan biiylik avantaj saglayacaktir.

Bu caligmada, oral yolla uygulanacak proteinik ilaglarin gastrik stabilitesini
arttirmak ve kontrollii salim saglamak amaciyla seliiloz asetat ftalat mikrokiirelerinin
hazirlanmas1 Onerilmekte ve incelenmektedir. Seliiloz tiirevleri, enterik tablet
hazirlamada sagladiklar1 avantajlardan dolay1 enterik mikrokiire hazirlanmasinda da
kullanilmaktadir ve bugline kadar geleneksel ilag etkin maddeleriyle yapilan
caligmalarda olumlu sonuglar vermistir. Bu nedenle, seliiloz asetat ftalat polimeri ile
emiilsiyon olusturma/¢oziicli buharlagtirma yontemi kullanilarak model protein olarak
secilen bovin serum albuminin enterik mikrokiireleri ¢alismamizda hazirlanmis ve

karakterize edilmistir.



2. GENEL BILGIi

2.1.Proteinler

Proteinler, enzimatik kataliz, tasima ve depolama, koordine hareket, mekanik
destek, immun koruma, sinir uyaranlarinin olusturulmasi ve tasinmasi, bilyiime ve
baskalasimin kontrolii gibi hemen hemen her biyolojik olayda 6nemli rol oynarlar (9-
10). Hiicre igerisinde gergeklesen olaylar; yiizbinlerce farkli proteinin kendilerine
verilmis olan gorevleri mucizevi bir sekilde yerine getirmeleri ile devam eder. Ornegin,
kanda bulunan hemoglobin proteini dokulara gerekli oksijeni tagimakta, antikor denilen
proteinler viicudun savunma sisteminin temelini olusturmakta, insiilin hiicrelere
glukoz/seker alimini saglamakta, keratin sa¢ ve tirnak yapisini meydana getirmekte,
enzim ad1 verilen proteinler ise, hiicre i¢i kimyasal reaksiyonlar1 miikemmel bir hiz ve

dogrulukta yerine getirmektedir (9, 10).

2.1.1.Protein Yapisi

Proteinler, amino asit adi verilen ve karbon, hidrojen, oksijen ve azot
atomlarindan meydana gelen molekiillerin boncuk taneleri gibi yan yana dizilmeleri ile
olusur (9). Diger bir deyisle, proteinler, makromolekiillerdir (9, 10). Amino asitlerden
baslica 20 tanesi protein yapiminda gorev alir. Bu standart 20 amino asitin farkli sayida
dizilisleri neticesi ylizbinlerce farkli yap1 ve yiikiimliiliige sahip proteinler olusmaktadir
(10). Ayni alfabedeki 29 harfin farkli dizilisleri ile farkli kelime ve cilimlelerin
yazilabilmesi gibi; 20 aminoasit ile de sonsuz sayida farkli protein {iiretmek
miimkiindiir(9, 10).

Proteinlerin 50 kadar aminoasit igeren tiirlerinden, binlerce amino asit igeren
tirlerine kadar yiizbinlerce c¢esidi vardir (4, 9, 10). Hiicrelerde protein sentezi
sonrasinda iiretilen aminoasitlerin birbirine baglanarak olusturduklar diiz zincir, daha
sonra aminoasitler arasindaki kimyasal baglar neticesi katlanarak proteine son seklini
verir. Proteinlerin bazilar1 heliks/sarmal yapida olabilecegi gibi kiiresel veya antikorlar
gibi Y seklinde de olabilirler (9). Proteinler ii¢ boyutlu yapilarindaki girinti ¢ikintilar
sayesinde ya bagka proteinlere ya da alict molekiillere baglanarak hiicre i¢i faaliyetleri
gerceklestirirler. Anahtar-kilit iligkisine benzer sistemlerle proteinlerin birbirlerine ya da

diger molekiillere baglanip ayrilmasi, protenlerin ii¢ boyutlu yapilarin1 cok énemli kilar



(10). Bir proteinin aktif bolgesindeki sadece bir amino asidin bile yerinin degismesi,
proteinin seklini degistirip is gérmesini engellemektedir. Bu nedenle, protein sentezi
sonrast zincir gibi olan aminoasit dizisinin katlanarak asil seklini almasi ¢ok
o6nemlidir(10).

Proteinlerin yapisi, fiziksel ve kimyasal stabiliteleri ile aktivitelerini etkileyen en
onemli faktordiir (11). Proteinler peptid baglariyla bagli amino asit dizileridir (9).
Amino asitler bir amino asitin a-karboksil grubuyla diger amino asitin a-amino grubu
ile amid baglar1 olan peptid baglar ile kovalent olarak baglanirlar (10).

Boyuta bagli olarak, dipeptid, tripeptid, oligopeptid ve polipeptidler olarak
siniflandirilirlar (9, 10).

Proteinlerin 4 organizasyon diizeyi vardir (9, 10). Bunlar; primer, sekonder,

tersiyer, kuaterner yapilardir.

2.1.1.1.Primer Yap1

Primer yapi, bir proteindeki amino asitlerin polipeptid olusturacak sekilde
dizilisine denir (Sekil 2.1) (9, 10). Sekilde de goriildiigii gibi, polpeptid zinciri yalnizca
amino asit molekiillerinin kovalent baglarla birbirine baglanarak yan yana
dizilmesinden olugmaktadir (4, 9-11).Yapida R harfiyle gosterilen bolge " Radikal "
grubunu temsil ediyor olup amino asitten amino asite bu molekiil grubu degismektedir.
Ornegin, alanin amino asitinde R grubu CH; yani metil grubudur. Fakat, iyodotronin
amino asitinde metil grubunun yerini iyotlu bir bilesik alir. Primer yapi, kuvvetli asitler,

alkaliler ve proteolitik enzimlerle bozunur.
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Sekll 2.1. Primer yapinin §emat1k gosterimi.
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2.1.1.2.Sekonder Yapi
Sekonder yapi, primer yapiya kiyasla biraz daha kompleks bir yapidir (12).
Sekonder yapi, lineer dizide birbirine yakin olan amino asitlerin kurall1 diizenlenmesiyle

olusur. a-heliks, B-tabaka ve B-kivrim olmak iizere degisik formlarda goriiliir (10).



Tipki DNA zinciri gibi heliks doniimleri yapan formuna o-heliks adi verilir
(Sekil 2.2) (9, 10). Sekilde o- heliks, kivrilmasimin ilk agamasi goriilmektedir. Bu
asamada, zincir biikiilmeye baglar ve COOH yani karbonil grubu ile NH' yani amino
grubu arasinda hidrojen bagi olusmaya baslar (9). Bu bag, fiziksel olarak kuvvetli bir
bag degildir ve disaridan verilen 1s1 veya fiziksel bir hareket ile koparilabilir. Kopmanin

etkisiyle zincir yine eski diiz halini almaya baglar (10).
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Sekil 2.2. a-heliksin sematik gosterimi.

Sekil 2.3’de goriilen yapi ise, proteinin sekonder formunun daha degisik bir sekli
olan ve B3 - tabakas1 ad1 verilen bir konfigiirasyondur (10). Bu konfigiirasyonda primer
zinciri meydana getiren amino asitler heliks yapmak yerine kivrilmalar yaparak

akordiyon gibi bir hal almistir(10).
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Sekil 2.3. B — tabakanin sematik gosterimi.

Proteinler, ayr1 ayr1 konfigiirasyonlara sahip olabildigi gibi her iki
konfigiirasyona sahip proteinler de vardir (9). Ornegin baz1 proteinlerin %70' sekonder
a-heliks yapisindan, geri kalan %30'mu ise sekonder [ - tabakasindan meydana

gelmektedir (10).

2.1.1.3.Tersiyer Yapi

Sekonder yapiy1 takip eden bu konfigiirasyonda proteinin yapist daha da
kompleks bir hal almaya bagslar (10). Tersiyer yapida ise, amino asitlerin yukarida
belirttigimiz R (radikal) yan zincirleri arasinda meydana gelen baglar ile seklini

kazanmaya baglar. Birbirinden uzak amino asitlerin diizenlenmesi ile tersiyer yapi



olusur (Sekil 2.4) (9, 10).

Sekil 2.4. Tersiyer yapinin sematik gosterimi.

Proteinler, sekonder yapilarinda aldiklar1 sekilden sonra birbirlerine yaklasan
veya uzaklasan amino asitlerin etkisiyle biikiilmeye, katlanmaya ve bazen de ani
doniisler yaparak yepyeni sekiller almaya baslarlar. Iste, bu sekilde, proteinin islevi igin
son derece 6nemli olan ii¢ boyutlu sekli meydana getirirler. Bu biikiilme ve katlanmanin
nedeni; amino asitlerin yan zincirlerinin arasindaki etkilesimlerdir (9, 10).

Proteinlerdeki amino asitlerin yan zincirleri baz1 etkiler sonucu birbirlerini
cekerler veya iterler. Bu ¢ekme ve itme hareketinin olusumunda bes 6nemli etken rol
oynar (4, 9-11). Bu bes etki; hidrojen baglari, disiilfit baglar, iyonik baglar, Van der
Walls kuvvetleri ve yan zincirlerin diger etkilesimleri kutupsal ve kutupsal olmayan
etkiler olarak 6zetlenebilir (9-10).

Bu 6zel baglar sayesinde, amino asitlerin baz1 boliimleri birbirlerine yaklasir,
amino asit zinciri kendi iizerine katlanir, proteinlerin belirli zamanlama ve agilarla
biikiilmeleri saglanir, protein molekiiliiniin {i¢ boyutlu yapis1 kararli kalir ve hiicre
disindaki ortamda ¢6ziilmesi engellenir (9, 10).

Tersiyer yapi, sekonder yapinin kivrilmis halidir. Sekonder yapi igerisinde heliks
diizeni ve beta diizeninin her ikisi de bulunabilir. Hatta, bunlara ilave olarak bazi

bolgeler, primer ve “Kangal” adi verilen daha degisik konfigiirasyonlara sahip olabilir

(10).

2.1.1.4.Kuarterner Yapi
Proteinler, bazi durumlarda igige girmis telefon kordonlar1 gibi olduk¢a karmagik

bigimde biikiilmeler yaparak birbirleriyle birlesip kuarterner yapiy1 olusturur. Bir baska



deyimle, tersiyer yapiya sahip subiinitelerin birlesmesiyle de kuaterner yapi1 meydana

gelir (Sekil 2.5) (9-10).

Sekil 2.5. Kuarterner yapinin sematik gosterimi.

Birgok protein ancak bu birlesmeyi gergeklestirdikten sonra goérevini yerine
getirebilecek hale gelir (9). Fakat, proteinlerin birbirleriyle birleserek dev molekiiller
meydana getirebilmeleri i¢cin de ¢ok hassas dengelerin saglanmasi gereklidir. Eger iki
protein birlesecekse, ikisinin de sekli birbirine el ve eldiven kadar uyumlu olmalidir

(10). Boyle olmadiginda, biraraya gelip baglanmalari miimkiin olmaz.

2.2.Proteinlerin Siniflandirilmasi

Proteinler; fiziksel yapilari, boyutlar: ve tiplerine gore siniflandirilabilir (9-10).

2.2.1. Fiziksel Yapilarina Gore

Proteinler, fiziksel yapilari itibariyle, iki ana gruba ayrilirlar:

2.2.1.1.Fibroz Proteinler
Bu proteinler, ozellikle deri, tendon (kaslar1 kemige baglayan sert doku) ve
kemik dokularda bulunur (9). Fibr6z protein suda ¢oziinmemekle birlikte, fiziksel

olarak oldukc¢a dayanikli bir yapiya sahiptir (9).

2.2.1.2.Globiiler Proteinler
Fibroz proteinin aksine, suda c¢oziinebilirler ve fiziksel olarak dayanikli

degillerdir (9, 10).



Globiiler proteinler ¢ogunlukla, "enzim" yapisindadirlar. Enzimler ise, hiicre

igerisindeki sitoplazmada kimyasal reaksiyonlar katalizlerler (10).

2.2.2. Tiplerine gore

Proteinlerin enzimler, reseptor proteinleri, glikoproteinler, lipoproteinler, plazma
proteinleri (albuminler, globulinler) gibi farkli islevsel yapiya sahip tipleri mevcuttur (9-
10). Ayrica; insiilin, glukagon, kollajen, hemoglobin gibi spesifik gorevleri olan

proteinlerde vardir (9-10).

2.3. ilac Tasiyic1  Sistemlerin  Formiilasyonlarimin  Gelistirilmesinde Etkin
Protein Molekiiliine Ait Faktorler
Proteinik yapidaki ilaglarin formiilasyonu sirasinda karsilasilan en biiyiik
sorunlar, bu etkin maddelerin molekiiler 6zellikleri ile ilgilidir (4):
a. Biiyiik molekiil yapis1 ve sekli
b. Proteolitik enzimlere duyarliligi
c. Hizli plazma klerans1
d. Doz-yanit iliskisinin belirsizligi
e. Immunojenisite
f. Biyouyum
g. Fiziksel bozunma

h. Kimyasal bozunma

2.3.1. Molekiil Yapisi ve Sekli

Proteinlerin molekiil agirlig1 birkag bin ile birka¢ milyon Dalton arasinda degisir
(4, 9-10, 13-14). Cogu globiiler sekilde olmakla birlikte, fibroz yapida olanlari da
vardir. Bunun yami sira, pentamerik Oriimcek seklinde olan molekillere de
rastlanmaktadir. Iimmunoglobulin M bunun en giizel 6rnegidir (15).

Proteinlerin biiylik molekiill agirliginda olmasi, barsak gibi biyolojik
membranlardan gegisini de olumsuz yonde etkiler (4, 16-17). Yine, ayni nedenle,
bukkal, nazal, rektal ve vajinal yolla uygulama da zorluklarla karsilasilir (18-26). Bu
sorunu ¢dzmek i¢in, ¢ogu zaman penetrasyon arttiricilarin kullanilmasi onerilir (4, 27-

29).



2.3.2.Yar1 Omrii

Cogu protein molekiiliiniin in vivo yar1 émrii, birka¢ saniye ya da dakika gibi
kisa bir siiredir (30). Bu, kismen, protein molekiiliiniin karaciger, bobrekler, vaskiiler
endotel ve diger dokulardaki degradasyonundan kaynaklanir. Protein molekiillerinin
kisa yar1 6mre sahip olmasi, bu etkin maddeleri kontrollii salim sistemleri ile formiile
etme acisindan uygun aday haline getirmektedir (1).

Sadece, ilag uygulama bdlgesinde protein  molekiiliinii  enzimatik
degredasyondan korumak, plazma protein konsantrasyonunu maksimum diizeye
cikartmaya yetmeyebilir. Uzun siiren ve sabit plazma diizeylerinde bir terapotik etki
elde etmek i¢in en iyi ¢oziim bu molekiilleri igeren kontrollii salim sistemlerinin
hazirlanmasidir (1, 4, 31-35). Kontrollii salim yapan dozaj sekilleri iki amag tasir: yavas
ilag salim1 saglamak ve ila¢ etkin maddesini hem in vitro hem de in vivo kosullarda

degredasyon ve denatiirasyondan korumak.

2.3.3. Stabilite
Protein stabilitesinde en 6nemli husus termodinamik kararliliktir. Burada, protein
molekiilii agilir ve yeniden katlanir. Bu olay, geri doniisiimlii ve basit bir mekanizmayla
gerceklesebilir (36-37):
ku
F (katlanmis molekiil) —>‘ U (acilmis molekiil)

ku : molekiiliin agilmasi reaksiyonunda denge sabitesidir.

Proteinin stabilitesi, Gibbs serbest enerjisindeki farkliliklarla (4G) ortaya ¢ikar.
Burada stabiliteyi etkileyen faktorler; katlanmis molekiiliin rolatif serbest enerjisi (Gy)
ile acilmig molekiiliin serbest enerjisidir (G,). Katlanma reaksiyonuna ait serbest enerji

farki, ne kadar biiyiik ve pozitif olursa, protein denatiirasyona o kadar ¢cok dayanir.

AGu = Gu -Gf (1)

Gibbs’in serbest enerjisi, entalpi (H) ve entropi (S)’den ibarettir:

G=H-TS ()
T: sicaklik (°K)



Katlanma reaksiyonuna ait serbest enerji farki (AG,), genellikle kiigiiktiir:
globiiler proteinler i¢in 5- 15 kcal/mol.

Protein asir1 sicaklik ve organik coziiciiler gibi stress kosullarinda da islevini
yerine getirebilecek kadar dayanikli mi1? Bu sorunun yaniti termodinamik stabilite ile
verilebilir ve molekiiliin geri doniisiimlii, geri doniislimsiiz veya ¢ok yavas bir sekilde
acilmasina baglidir.

Eger, bir protein molekiilii geri doniisiimlii olarak agilirsa ve yliksek sicaklikta
inaktif ise, oda sicakligina sogutuldugunda yeniden katlanir, aktivitesini de geri kazanir.

Bu, molekiiliin termostabil oldugunu gosterir (36-37).

2.3.3.1.Protein Stabilitesini Etkileyen Faktorler
Protein stabilitesini etkileyen faktorler; hidrofobik etkilesimler, hidrojen baglari,

konformasyonel entropi, tuz kopriileri, aromatik yapilar arasindaki etkilesimler, metal

baglar1 ve disiilfid baglaridir (Sekil 2.6) (38).

Hidrofobik grag B rolekiili

Sekil 2.6. Katlanmis molekiiliin agilmasinda etkili baglarin sematik gésterimi.

2.3.3.1.1. Hidrofobik Etkilesimler
Hidrofobik etki, globiiler proteinlerin katlanmasinda tetikleyici rol oynar.

Hidrofobik kisimlarin molekiiliin i¢ kisminda kalmasini saglar (39-41).

2.3.3.1.2. Hidrojen Baglar
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Hidrojen bagi, azot ve oksijen gibi iki elektronegatif atom arasinda olusur (Sekil
2.7). Burada, hidrojen, genellikle, donor adi1 verilen bir atoma kovalent bag ile baghdir.
Ancak, reseptor adi verilen diger atomla elektrostatik etkilesime girer. Bu etkilesim,

elektronegatif atomlar ile proton arasindaki dipolden kaynaklanir (41).

Sekil 2.7 Tersiyer yapidaki hidrojen baglar

Protein molekiilii katlandiginda, protein-su hidrojen baglar1 kirilir ve sadece bir
kismi intra-protein hidrojen baglar1 ile yer degistirir. Proteinlerde sadece amino
gruplarinin %1.3°l ile karbonil gruplarmin %1.8’1 hidrojen bagi olusturamazken,
karbonil zincirinin %80’1 ikinci bir hidrojen bagi olusturmayi basaramaz (42).
Dolayisiyla, entalpi tek basina ele alindiginda, katlanmig protein yapisinin
destabilizasyonuna neden olmaktadir.

Globiiler proteinlerde, amid ve karbonil gruplarinin H baglarmin biiyiik bir
kismi, a-heliks ve B-tabaka yapilarinin olusumu ile gergeklesir. Bunlar da yapinin %80-

90’nin1 olusturur (42- 43).
2.3.3.1.3 Konformasyonel Entropi

Protein molekiiliiniin a¢ilmis haldeyken stabilitesine en ¢ok katkisi olan faktor,

konformasyonel entropidir (44). Katlanmamis zincirin prolin siibstitiisyonu veya glisin
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ile yer degistirmesi neticesinde konformasyonel esnekliginin azalmasi, katlanmis

molekiiliin stabilitesinin artmasina neden olacaktir. Bu, enzimlerde goriilebilir.

2.3.3.1.4.Tuz Kopriileri

Tuz kopriileri ya da iyon ¢iftleri, iki elektrik yiiklii rezidiie arasinda etkilesimi
saglayan giiclii hidrojen baglarinin 6zel bir seklidir (46-49) (Sekil 2.8). Bunlarin protein
stabilitesine katkis1 ise, tartismali bir konudur. Yiiksek sicakliklarda, tuz kopriilerinin

stabiliteye katkis1 daha fazladir (47-49).

O
+ e
CH,CH,-C-O" H;3N-CH,CH,CH,CH,

Glutamik asit (glu) Lizin (lys) \

Sekil 2.8 Tuz kopriisii.

2.3.3.1.5.Aromatik Yapilar Arasindaki Etkilesimler
Proteinlerde bulunan aromatik yan zincirlerin yaklasik %60’1 (fenil , tirozin, ve
triptofan), aromatik c¢ift yap1 tasir. Model bilesiklerle yapilan ¢alismalar, optimal
geometrinin dikey oldugunu, bundan dolayi, aromatik halkanin kenarinda yer alan
kismen pozitif yiik tasiyan hidrojenlerin pi elektronlar1 ve diger aromatik yapinin
kismen negatif yiklii karbonlariyla reaksiyona girebildigini gostermistir (50). Buna
gore, aromatik yapilar arasindaki etkilesimlerin protein molekiiliiniin stabilitesi

acisindan 6nemlidir (51).

2.3.3.1.6.Metal Baglama
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Proteinlerin katlanmis hallerinin stabilizasyonunu saglayan diger bir metot ise,

metal baglanmasidir (52-54).

2.3.3.1.7.Disiilfid Baglar
Disiilfid baglari, iki sistein rezidiiesinin intra- ve intermolekiiler kopriilerle bir

kovalent siilfiir — siilfiir bag1 olusturmak iizere oksidasyonu ile meydana gelir (52) :

Sistein Sistein
HO H O
+ | " +| " L
3HN-C|-C-O' + 3HN-|C-C-O' +(0) ’ ._CHz-S-S-C.Hz + HO
CHZ_FH | CH,-SH™
Disiilfid bag1

Kovalent disiilfit baginin entalpisi ¢ok yiiksek oldugundan, stabilteye katkis1 da
biiyliktiir. Ancak, bu bag, molekiiliin hem katlanmig hem de katlanmamis halinde
mevcuttur. Dolayistyla, bunun serbest enerjiye entalpik katkis1 gbz ardi edilebilir. Bir
disiilfid baginin stabilize edici etkisinin, molekiiliin katlanmamis haldeyken sahip
oldugu konformasyonel entropideki azalmadan kaynaklandig: diisiiniilmektedir (44).

Hiper-termostabil proteinlerde, disiilfid baglar1 nadiren mevcuttur (55). Bunun
nedeni, yiiksek sicakliklarda bu molekiillerin kimyasal acidan dayanikli olmalaridir.

Disiilfit baglar kinetik stabiliteye de etki ederler (56).

2.3.3.2.Kimyasal Bozunma

Bir protein molekiiliindeki fonksiyonel gruplarin bazilart molekiilii degredasyon
yani bozunmaya ve inaktivasyona duyarli hale getirir (55). Bir protein molekiiliiniin
kimyasal degredasyonu cesitli kimyasal reaksiyonlar meydana gelir (Cizelge 2. 1). Bu
reaksiyonlar bazi faktorlere bagli olarak gerceklesir (35):

a. sicaklik

b. degredasyona yol agan etkenle temas siiresinin uzunlugu

c. amino asit igerigi

d.molekiiliin sekansi ve ii¢ boyutlu yapisi.
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Kimyasal etkenle temasa maruz kalacak gruplar genellikle molekiiliin i¢
kisminda yer alir. Bu nedenle, ii¢ boyutlu yapi stabilite acisindan biiyilk 6nem
tagimaktadir (9-10).

Dayanikli bir protein, katlanmis halinin dayanikli hale getirilmesi ile olusur.
Burada, kovalent bozunma s6z konusudur. Ciinkii; protein stabilitesinin dayanikliliginin

sinirlarini bu belirler (55). Yiiksek sicakliklarda (80 - 120°C), Asn (asparagin) ve Gln

Cizelge 2. 1 Protein molekiillerinde siklikla karsilagilan kimyasal bozunma reaksiyonlari

Reaksiyon Reaktant kisim
Deamidasyon Asparagin, glutamin

Peptid baginin hidrolizi Ozellikle aspartik asit
B-eliminasyon Sistin

Oksidasyon Sistein ve metiyonin
Disiilfid baglarinin yeniden olusmasi Sistein

Capraz baglanma Lizin

Tiyol-disiilfid degisimi Sistin ve sistein

Agregasyon Protein molekiiliiniin tamami
Molekiil i¢i konformasyonel degisiklikler Protein molekiiliiniin tamami

(glisin) deamidasyona ugrar. Asp-Xaa peptid baglari, hidrolize, disiilfid baglarinin
kopmasina hassastir. Xaa-Pro (Xaa: herhangi bir amino asit) peptid baglar ise, cis-trans
izomerizasyonuna ugrar.  Kimyasal bozunma, molekiiliin terapotik aktivitesini
yitirmesine neden olabileceginden biiyiilk 6nem tasir. Bu nedenle, baslica kimyasal

bozunma reaksiyonlari asagida detaylariyla agiklanmistir (55).

2.3.3.2.1.0ksidasyon ve Rediiksiyon Reaksiyonlari
Protein molekiillerinde yer alan bazi fonksiyonel gruplar, oksidasyon ve
rediiksiyona hassastir (4, 9-10) (Sekil 2.9). Oksidasyon, genellikle, proteinlerin
izolasyonu, sentezi ve depolanmasi sirasinda meydana gelir (9-10). Buna en giizel
ornek, sisteindir. Tiyol gruplar1 da ndtral pH’da oksidasyona ugrar. Ayrica, tiyoller eser

elementlerin varliginda kendiliginden okside olur (57).

14




o0, _C
H HE! - oM
F y H
— 5 \\ — 5
Protein | Protein
—s N =S\,
H H
H'{:I P, =~ 'Ej-. .-'{-- ?-. - owH
™~ AN
H; - H;

Sekil 2.9 B-merkaptoetanol varhginda meydana gelen rediiksiyon reaksiyonunun sematik
gosterimi.

Metiyonin ise, asidik kosullarda atmosferik oksijen varliginda, okside olan bir
amino asittir. Bunun yani sira, hidrojen peroksit, periyodat, iyodiir ve dimetil siilfoksit
de protein molekiillerinin oksidasyonuna yol acan maddelerdir. Belli baz1 kosullar
altinda, aspartik asidin karboksil grubu ve glutamik asit, alkollere indirgenme 6zelligi
gosterir. Triptofanin indol halkasi ise, geri doniigiimsiiz olarak okside olma egilimine
sahiptir (57).

Amino asitlerdeki bu oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlari, ¢ogunlukla,
terapétik etkinligin yitirilmesine yol agar. Ornegin, kortikotropin, kalsitonin, gastrin ve
hGH’nin oksidasyonu, bu molekiillerin terapotik etkinliklerini kaybetmelerine neden
olur (58-61). Ancak, glukagon gibi baz1 proteinler, oksidasyona ugrasalar da terapdtik

etkinliklerini yitirmezler (62).

2.3.3.2.2.Deamidasyon

Glutamin ile aspartamm amid yan zincirleri, deamidasyona hassastir ve bu
reaksiyon sonucunda sirasiyla; glutamat ve aspartata doniisiirler. Baz1 arastirmacilar
deamidasyon hizi ile protein molekiiliiniin biyolojik yari-Omrii arasinda bir iligki
olabilecegini  gostermistir (63). Yine, molekiiliin termal inaktivasyonu da
deamidasyonla iliskilendirilmistir (64). Ancak, deamidasyonun protein molekiiliiniin
terapotik etkinligi ile immunojenik 6zelligini etkilemedigi durumlar da mevcuttur.
Ornegin, bovin veya porsin kaynakli insiilinin baz1 formiilasyonlar1 yiiksek sicakliklara
maruz birakildiginda, deamidasyona ugrarlar ve agregatlar olustururlar. Ancak, bu
esnada, molekiil, terapotik etkinligini yitirmez ve immunojenik 6zelligi artig gostermez

(65-67).

2.3.3.2.3. Kovalent Bag Olusumu
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Protein molekiilleri igerisinde kovalent baglarin olusumu, o6zellikle yiiksek
sicakliklarda, N-, C-, R- ve diger gruplarin aktifligi ile tetiklenebilir (67). Eger, bunun
sonucunda ¢apraz baglanma olusursa, molekiil terapotik etkinligini yitirebilir (68).
Capraz baglanma, en ¢ok, disiilfit baglariyla ya da mevcut S-S baglarinin yeniden
diizenlenmesi ile meydana gelir. Alkali pH’da, molekiiller arast S-S bagi degisimi,
agregasyona yol acabilir (69). Serbest anomerik karbon iceren glikoproteinlerin bazi
karbonhidrat gruplar1 da terminal N ile capraz baglanma yapar. ila¢ formiilasyonu
acisindan, agregasyon Onem tasir (70, 71). Ciinkii, protein molekiilii bunun sonucunda

immunojenik 6zellik tasiyabilen inaktif yapilara dontisebilir (57, 72-73).

2.3.3.2.4. Proteoliz

Bir protein molekiiliiniin omurgasinda yer alan peptid baglarinin hidrolizi, o
molekiiliin terapdtik etkinligini azaltabilir veya tamamen ortadan kaldirabilir (38). Bu,
cogunlukla, protein molekiiliiniin asir1 pH (asir1 asit veya alkali), yiiksek sicaklik ya da
proteolitik enzimlere uzun siire maruz kalmasi sonucu olur (74). Protein molekiilleri,
genellikle, gastrik ortamda, tripsin ve kimotripsin gibi endopeptidazlar ile
ekzopeptidazlarin varliginda, amino asitlere ve kiigiikk peptidlere ayrisacak sekilde
hidrolize ugrar (75-76). Normal kosullarda yani noétral pH ve oda sicakliginda, peptid
baglar1 hidrolize dayaniklidir. Ancak, bazi proteinler, otoproteolitik etkiye sahiptir.
Bunlar, kendi kendilerini proteolize ugramis gibi degrade ederler. Bu durum, 6zellikle
in vivo kosullar altinda, protein molekiiliiniin konsantrasyonu kontrol altinda tutmak
acisindan 6nemli olabilir. Formiilasyon kosullari, proteinik yapida bir ilacin bu sekilde

otokatalitik aktivitesini en aza indirecek bicimde belirlenmelidir (77).

2.3.3.2.5. Rasemizasyon
Glisin hari¢ tiim amino asitler, kiral yapiya sahiptirler ve rasemizasyona ugrarlar
(9-10, 38, 78). Rasemizasyon, baz katalizorlii bir reaksiyondur. Rasemizasyon sonucu
molekiiller cogu zaman terapdtik etkinliklerini yitirir (4, 79). Hatta, bazi durumlarda,

metabolize olamayan protein molekiillerinin olugsmasina bile sebep olabilir.
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2.3.3.3. Fiziksel Bozunma

2.3.3.3.1.Denatiirasyon

Bir protein molekiiliiniin dogal yapisinda meydana gelen degismeler,
denatiirasyon olarak nitelendirilir (9-10, 38). Bu degisimler, genellikle, sekonder,
tersiyer ve kuarterner yapilarda meydana gelir ve katlanmis olan molekiiliin agilmasina
yol agar. Sicaklik, pH, iyonik giic ve ¢0ziicii, denatiirasyonu indiikleyici unsurlar

arasindadir (4, 9-10, 80).

pH’nin degismesi, karboksilik asit ve amino gruplarinin iyonizasyonuna yol acar
(81). Bu da, molekiiliin tasidig1 elektriksel yiikiin dansitesini etkiler. Molekiiller
tizerinde yer alan benzer elektriksel yiiklerin artmasi, elektrostatik itmeye; bu da,
katlanmis yapidaki molekiiliin ag¢ilmasina ve dolayisiyla, terapdtik etkisini yitirmesine
neden olur. Molekiiliin tasidig1 elektriksel yiik, iyonik giicten etkilenir.

Sicakligin arttirilmasi, termal enerjiyi arttirir. Bu da molekiiler yapida agilmaya
yol agar. Termal enerjideki artig belli bir diizeye eristiginde ise, molekiiliin sekonder,
tersiyer ve quarterner yapilarini stabilize eden hidrojen baglari kopar (4, 80,82).

Eger, ¢oOzlici su iken alkol/su, aseton/su, kloroform/su veya
kloroform/hekzan/suya degistirilirse, molekiil denatiire olur (38, 83). Denatiirasyon, geri

dontisiimlii olabildigi gibi geri doniisiimsiiz olarak da gerceklesebilir.

2.3.3.3.2.Cokme

Belli kosullar altinda, yanhis katlanmis ya da dogal yapisini muhafaza etmis
haldeyken protein subiinitelerinin kendiliginden organize olup yeni bir diizen
olusturmasi sonucu agregasyon veya ¢cokme meydana gelebilir (38). Her iki durumda da
protein konsantrasyonu azalabilir ya da molekiil terapotik aktivitesini yitirebilir.
Agregasyon ve ¢okme, protein ¢dzeltisinin temas ettidi ylizeylerin hidrofilik ya da
hidrofobik olusundan etkilenir (4). Cozlinebilen agregatlar, protein stabilitesini olumlu

ya da olumsuz yonde degistirir.

2.3.3.3.3. Adsorpsiyon

17



Proteinler, yap1 olarak amfilik 6zellikte maddelerdir. Hava/kati, hava/su veya
sivi/katt arayiizeylerinde adsorplanma egilimi gosterirler (4, 38, 84). Molekiiliin
hidrofilik ve polar amino asit kisimlari, suya dogru; apolar hidrofobik amino asitleri
iceren kisimlari ise, hidrofobik yiizeylere (6rnegin: havaya ya da cam veya plastik bir
kap igerisindeyse bu kaplarin yiizeylerine) dogru yonelerek diizenlenir (4, 38).
Hidrofobik yiizeylere adsorpsiyon; genellikle, van der Waals kuvvetleri, hidrofobik
etkilesimler ve iyon c¢ifti etkilesimleri gibi kisa mesafede etkili bag kuvvetleriyle
gerceklesir. Bu da, protein molekiiliiniin denatiire olmasina ve bunun neticesinde de
terapdtik etkinligini yitirmesine, ilag¢ icerisindeki konsantrasyonun azalmasina sebep
olur (85, 86). Bu, genellikle, saflastirma, formiilasyon, depolama, ve nakil esnasinda

gerceklesir. Buna en giizel 6rnek, insiilinin pompa yiizeyine adsorbe olmasidir (87).

2.3.3.4. Protein Stabilitesini Etkileyen Onformiilasyon Ve Formiilasyon

Kosullar

2.3.3.4.1. Sicakhk

Proteinlerin ¢ogu sicaklik artisiyla geri doniistimlii olarak denatiire olur (4, 38,
88). Sicaklik asir1 arttirilirsa, bu denatiirasyon artitk geri doniisiimsiiz hale gelir.
Literatiirde 1s1 ile proteinlerin denatiirasyonunun incelenmesine dair calismalar
mevcuttur (4, 15, 38, 89-91). Enzimler iizerinde yapilan bu caligmalar, protein
molekiillerinin katli iic boyutlu yapilarinin agilmasi ve yeniden katlanmasinin
sonucunda orijinal yapidan farkliliklar gosteren yeni yapilarin olustugunu
gostermektedir. Sicaklik asir1 derecede arttirildiginda, mevcut S-S baglar1 bozulmakta
ve yenileri olusmaktadir. Bu da molekiilii denatiire eder (15). Asir1 sicaklik kadar ¢ok
diisiik sicaklik da protein molekiillerinin denatiire olabilmesine neden olmaktadir (92-
94). Dolayistyla, 6n formiilasyon c¢alismalarinda protein molekiiliiniin fiziksel
ozellikleri ile terapotik etkinliginin sicakligin bir fonksiyonu olarak incelenmesi gerekir
(4). Albumin gibi baz1 proteinler, oda sicakliginda giinlerce kararl kalabilir (4, 15, 77).
Lipoproteinler ise, bu kadar dayanikli degillerdir. Saf gama interferon ise, 4°C ve (-

20)°C’da kararliligin1 yitirir (95).

2.3.3.4.2. pH
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Formiilasyonun pH’s1i, protein molekiiliiniin ¢6ziiniirliigii, katlanmasi ve
kararsizliga yol acabilecek kimyasal reaksiyonlarin gelismesine etki edebilir (4, 38).
Protein molekiilii iceren bir ila¢g formiilasyonu hazirlarken molekiiliin yiiksek
coziinlirliik ve kararhilik gosterdigi ve ayni zamanda dogal yapisini muhafaza ettigi tek
bir pH degerini kullanabilmek her zaman miimkiin olmayabilir. Bazi durumlarda,
protein molekiilii, yapisi terapdtik etkiyi degistirmeyecek sekilde farklilagsa da kimyasal
modifikasyon veya proteolizin minimum diizeyde oldugu bir pH degerinde formiile
edilir (77). Ornegin, interferon gamanin maksimum aktivite gosterdigi pH degeri 6.0°dir
(96).

2.3.3.4.3. Iyonik Giic¢

Molekiiller arasinda ve molekiil i¢inde yer alan elektrostatik etkilesimler de 6n
formiilasyon ¢aligmalarinda 6nemle incelenmesi gereken bir faktordiir; ¢iinkd, iyonik
gii¢, protein kararliligt ve ¢oziiniirligiinii 6nemli dlgiide etkileyebilen bir unsurdur (4,
38). Bunu en iyi Debye—Huckle teorisi agiklamaktadir.  Protein molekiiliiniin
formiilasyonda etkilestigi iyonlarm tipi de énemlidir. Ornegin, guanidyum hidrokloriir
proteindeki kovalent olmayan baglar1 kopararak molekiiliin denatiire olmasina sebep
olurken, guanidyum siilfat protein molekiiliiniin daha kararli olmasini saglamaktadir

(98).

2.3.3.4.4. Yardimc1 Maddeler

Kararli ve optimum terapotik etkinlige sahip bir farmasotik formiilasyonun
gelistirilmesi, uygun yardimci maddelerin se¢imi ile miimkiin olur (4). Bunlarin
baslicalari, fizyolojik agidan uygun tamponlar, tuzlar, antioksidan maddeler, ylizey etkin
maddeler, c¢oziicliler, yardimci ¢oziicliler, koruyucular ve dagitici ajanlardir.
Kullanilacak yardimci maddeler, inert olmali ve etkin madde ile etkilesmemelidir. Bunu
saglamak ise, proteinik etkin madde igeren bir ilac1 formiile ederken ¢ok zordur (4).
Ciinkii, yardimc1 maddelerin proteinlerin fizikokimyasal ozellikleri iizerine etkileri
tamamen aragtirllmamistir ve net olarak bilinmemektedir.

Gliserol ve polietilen glikol, protein molekiiliinii dehidrate etmesine ragmen,
protein yapisini kararl hale getirmek icin bu maddelerin ilavesi baz1 durumlarda tercih

edilmektedir (99-102). Burada, sistemin entropisi artarken, ¢oziicii ile temas halinde
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olan protein yiizeyi azalir. Bu azalma neticesinde ise, polipeptid zincirleri katlanarak

kararli bir yap1 olusturur.

2.3.3.5. Protein Molekiillerinin Kararhligimi Arttirmak I¢in Kullamlabilecek
Yontemler

Baz1 yardime1 maddeler, protein formiilasyonlarinin kararliligini arttirir (Cizelge
2.2). Tuzlar, polialkoller, karbonhidratlar, iyonik ve noniyonik yiizey etkin maddeler
(SDS, Tweenler), kelat yapici ajanlar, rediiktér maddeler, amino asitler, yag asitleri ve
diger bazi protein molekiillerinin ilavesi formiilasyonunun kararliligina pozitif katki

saglayabilir (103-119).

Cizelge 2.2. Protein stabilitesini arttiran yardimci1 maddelerin baglicalari

Yardimc1 maddeler

Sukroz

Trehaloz

Glukoz

Laktoz

Gliserol

Etilen glikol
Propilen glikol
Mannitol

Sorbitol

Innositol
2-metil-2,4-pentandiol
Polietilen glikol
Betain

Sarkozin
Trimetilamin-N-oksit
Amino asitler

Inorganik tuzlar

Ornegin; interferon betani, bir noniyonik yiizey etkin madde olan Laureth-12 ve
fosfat tamponuyla birlikte formiile ilave edilmesiyle intramuskiiler, subkiitan ve
intravendz uygulanabilen kararli formiilasyonlarin hazirlanmast miimkiin olmustur

(120).
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Tuz ilavesi, protein molekiillerinde denatlirasyonu azaltarak kararliligi arttirir;
agregasyon ve denatiirasyonu azaltir (118, 121). Proteinlerin ¢ogu, liyofilizasyon islemi
ile daha kararli halde formiile edilmektedir. Bu sekilde, raf omiirlerinin uzatilmasi
miimkiin olmaktadir. Ornegin, insan biiyiime hormonu, deamidasyon, agregasyon ve
oksidasyon gibi degradasyon reaksiyonlarini engellemek ig¢in liyofilize toz halinde
formiile edilir (122-123). Su ve sicakligin minimum diizeyde tutulmasi da bazi kimyasal
reaksiyonlarin  gergeklesmesini  engelleyerek  formiilasyonun  dayanikliligini
arttirmaktadir (96, 123) .

Protein molekiillerinin ¢ogu, oral olarak viicuda verildiginde gastrointestinal
kanalda enzimatik degredasyona ugrar (124). Bu sorun, enterik kaplama veya
mikroenkapsiilasyon ile ¢oziimlenebilir (7-8, 125-135). Protein molekiillerinin enterik
mikrokiirelerinin hazirlanmasinda kullanilan polimerlerin baglicalari, aljinat, Eudragit
ve seliiloz tiirevleridir (126). Ornegin, son yillarda kanser tedavisinde kullanilan
lektinin, gastrik stabiliteyi ve oral uygulamada biyoyararlanimi arttirmak ig¢in
aljinat/kitozan mikrokiireleri ile FEudragit kullanilarak enterik kapli graniilleri
hazirlanmistir (127). Enterik aljinat/kitozan mikrokiireleri, lektinin gastrik ortamda
stabilitesini arttirmig, kontrollii salim 6zelligi kazandirmistir. Enterik kapli graniiller ise,
gastrik stabilitenin yanisira ideal salim profilinin elde edilmesini saglamis, {iretim iglemi
esnasinda lektinin sitotoksik etkisinde kaybin onemsenmeyecek kadar az olmasini
miimkiin kilmistir. Seliiloz tiirevleri (seliiloz asetat ftalat, seliiloz asetat butirat, seliilloz
asetat trimellitat), geleneksel ilaclarin formiilasyonunda enterik kaplama ve mikrokiire
hazirlama materyali olarak ¢ok kullanilmimaktadirlar (1-2, 5). Ancak, proteinlerin
enkapsiilasyonunda  kullanilmalarina dair detayli bir c¢alismaya literatiirde

rastlanmamustir.

2.4. Proteinik Tlaclar1 Uygulama Yollar

Ila¢ uygulama yollar1 genelde, enteral uygulama yollar1 ve parenteral uygulama
yollar1 olmak iizere ikiye ayrilir (5). Enteral uygulama yollari; oral, rektal, sublingual,
bukkal uygulama yollaridir. Parenteral ilag uygulama yollar1 ise; inhalasyon,
intraarteriyel, intradermal, intramiiskiiler, intravendz, intraartikiiler gibi degisik

uygulama yollarin1 kapsar.
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Bu uygulama yollar1 ile hastaya verilen peptid ve proteinlerin
formiilasyonlarinda bazi sorunlarla karsilagilmaktadir (4, 128). Bunlarin baslicalari:

a. proteinlerin biiyiik ve dayaniksiz molekiiller olmalari,

b. plastik yiizeylere adsorbe olmalari,

c. 1s18a, 1stya, seyrelticilere, karigtirmaya, siirtinmeye ve basinca duyarl
olmalari,

d. katki maddeleri ile gecimsizlik gosterebilmeleri,

e. kan dolasiminda yar1 dmiirlerinin kisa olmasidir.

Protein yapisindaki ilaglarin formiilasyonu ve uygulanmasinda karsilagilan en
bliyiik sorun, stabiliteleri ile ilgilidir. Bu da fiziksel dayaniksizliklar1 ve kimyasal
dayaniksizliklar1 olmak iizere iki baglik altinda toplanabilir (128). Fiziksel
dayaniksizliklar1 denatiirasyon, kiimelesme, c¢okme ve adsorpsiyon; kimyasal
dayaniksizliklar1 ise hidroliz, deaminasyon, oksidasyon, disiilfit ayrilmasi,

deglikolizasyon, izomerizasyon ve rasemizasyonu kapsar.

2.4.1.0ral Uygulama

Oral yol, en popiiler ilag uygulama yoludur (5). Peptid ya da protein
yapisindaki ilaglarin ¢cogu, oral yolla uygulandiginda, biyoyararlanimlar1 ¢ok diisiik
(< 1-2%) olur (4, 14-17, 30, 136-139) . Oral yol ile uygulandiginda protein ve
peptidler hepatik ilk-gecis etkisine ugrayarak elimine olurlar. Bu da
biyoyararlammlarim diisiiriir. {lacin daha yiiksek dozlarda verilmesini gerektirir
(136-138). Ozellikle peptid yapisindaki ilaglarin oral absorpsiyonunu ve dolayisiyla,
biyoyararlanimini arttirmak igin proteaz inhibitorleri ve absorpsiyon artticilarin
formiilasyona katilmasi 6nerilmektedir (140-141). Ayrica, gastrointestinal kanaldaki
enzimatik bariyerde biyoyararlanim agisindan olumsuz etki yapar. Gastrointestinal
kanalda yer alan endopeptidazlar (tripsin ve kimotripsin) ile eksopeptidazlar (amino
ve karboksipeptidazlar) proteinik yapidaki ilaglarin hidrolize ugramasimna neden
olurlar (4, 17-30, 136). Bunun yani sira, asit katalizli bozunma reaksiyonlar1 da oral
yolla uygulanan proteinik ilaglarin biyoyararlanimi {izerine olumsuz etki eder.

Tablet halinde basildiklarinda ise basim esnasinda uygulanan kuvvet ve de

yas graniilizasyonda ilave edilen baglayicidan dolay1 denatiire olabilirler.

22



Bu sorunlar1 ¢6zmek i¢in, konformasyonel degisiklikler, terminal N’u
acilleme veya alkilleme, terminal C’u rediiksiyon ya da amid olusumu ile degisiklige
ugratma, peptid baginin ters ¢evrilmesi ya da yeni bir peptid baginin olusturulmast,
her bir amino asidin kiralitesinin degistirilmesi gibi kimyasal degisiklikler yapilabilir
ya da dogal olmayan amino asitlerin substitiisyonu, proteaz inhibitorii ile birlikte
kullanim, enzimatik ortamdan koruyacak sekilde formiile etmek suretiyle
(emiilsiyonlar, lipozomlar, enterik kaplama, mikroenkapsiilasyon, vb.)
formiilasyonda degisikliklere gidilebilir. Ornegin, insiilin, polialkilsiyanoakrilat
nanokapsiilleri halinde formiile edilerek oral biyoyararlanimin arttirilmasi

basarilmistir (142-144).

2.4.2. Parenteral Uygulama

Protein ve peptidlerin ¢ogu parenteral yolla uygulanmaktadir (4, 14-17, 136,
145). Boylece, sindirim islemini ve savunma mekanizmalarini atlayip dokulara ya da
kan dolagimina direkt enjeksiyon miimkiindiir. Bu da biyoyararlanimi % 100 kilar.

Parenteral uygulama yolu, hasta uyuncu agisindan tercih edilen bir yol
olmamakla beraber, protein yapisindaki ilaglarin ayni biyoyararlanim diizeyinde
verilmesini saglayacak alternatif bir yol olmamasi nedeniyle onerilmektedir. Protein
molekiillerinin biiyiik olmasi, oral uygulamada gastrointestinal absorpsiyonun az olusu,
proteolitik degredasyon, immunojenisite ve denatiirasyon gibi nedenlerden o6tiird,
parenteral uygulama yolu disinda kalan uygulama yollar1 pek tercih edilmemektedir.

Parenteral preperatlarin formiilasyonunda ve hastaya uygulanmasinda klasik
ilaglara benzer bazi1 kosullarin uygulanmasit zorunludur (4, 5, 136). Parenteral
uygulanacak protein yapisindaki bir ila¢ formiilasyonu; steril, izotonik, izohidrik,
apirojenik, partikiil igermeyen, stabil, basit liyofilize halde hazirlanmis ve validasyonu
yapilmis olmalidir (5). Ayrica; tam ve dogru dozlamaya sahip olmali, tekralanabilir
olmali, patojen icermemeli, biyouyum gdstermeli, enjeksiyon bolgesi ile reaksiyona
girmemeli, kontrollii salim sisteminlerinde tekrarlanabilir salim hizina sahip olmalidir
(5, 136). Bu yolla uygulanan baslica dozaj formlari ise, sulu ¢ozeltiler, emiilsiyonlar ve
liyofilize tozlardir.

Bir ilacin parenteral yolla organizmaya verilmesi, istenen bdlgeye

hedeflendirilmesine de imkan verir (5). Hedeflendirme, ilacin yan etkilerinin
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azaltilmasini saglar (5, 146-148). Bunun yani sira, hassas proteinleri degredasyondan
korur, uzatilmis etki veya pulsatil etki elde edilmesini miimkiin kilar. Klinik agidan ise,
doz siklig1 azalacagindan hasta uyuncu artar. Plazma ilag konsantrasyonun istenen siire
boyunca istenen diizeyde tutulmasina imkan verir (1, 5). Protein yapisindaki ilaglar,
hedeflendirme icin ideal molekiillerdir. Bu makromolekiiller yapidaki ilag etkin
maddelerinin parenteral yolla hedeflendirilmis tedavide kullanilabilmesi igin,
mikrokapsiiller, nanokapsiiller, nanopartikiiller, lipozomlar, mikroemiilsiyonlar,

eritrositler ve agilar gibi ilag tasiyict sistemler hazirlanmigtir (1-5, 136, 148-180).

2.4.3. Rektal ve Vajinal Uygulama

Rektal ve vajinal uygulama ise, parenteral uygulama gibi bazi avantajlara
sahiptir (5). Sistemik dolasima direk uygulama ile hepatik ilk-gecis etkisini atlayarak
enzimatik aktiviteden daha az etkilenmeyi saglar. Lenflere protein absorpsiyonu
miimkiindiir. Hedeflendirme yapilabilir (4, 136). Kontrollii salim sistemleri
hazirlanabilir (1). Peptidlerin rektumdan 6nemli 6l¢iide fazla absorpsiyonu oldugu tespit
edilmistir (4, 136). Bu uygulama yolunda dikkat edilmesi gereken 6nemli bir husus
uzayan etkili ilaglarda permeasyon artirici ajanlarin kullanilmasidir. Bu, doz sikliginin
azaltilmasini saglayarak, hasta uyuncunu daha da iyilestirecektir. Bu uygulamalara
ornek olarak insulin iceren niozomlar, interferon B supozituarlar1 ve leuprolid’in vajinal

uygulamasini verebiliriz (25, 181-183).

2.4.4. Dermal ve Transdermal Uygulama

llaglarin, hepatik ilk gegis etkisine ugramamasi ve gastrointestinal sistemin
degrade edici etkisinden uzak olmasindan dolayi, dermal ve transdermal uygulama,
protein yapisindaki ilaglarin uygulanmasi igin alternatif olarak Onerilebilir (5, 14-17).
Oral uygulamaya oranla doz siklig1 az oldugu i¢in hasta uyuncu yiiksektir. Kontrolli
salim sistemleri hazirlanabilir. Bu uygulama yolunda uyulmasi gereken kosullar:

a. etken maddenin kisa biyolojik yarilanma 6mriine sahip olmasi,

b. diisiik klinik dozda yiiksek aktivite gdstermesi,

c. derinin komponetleri ile ilag tasiyici sistemin vehikiilii arasinda dagilim ya da
¢Oziiniirliik acisindan uygunlugun olmasi,

d. ila¢ konsantrasyonu ve ilag tasiyici sistemin temas alani arasinda uygunlugun
saglanmasidir.

24



Bu uygulama yolunda karsilagilan en bliyiik problem, proteinlerin oldukca
ylksek olan molekiil agirligindan dolayr deriden emilimlerinin gii¢ olusudur. Bu
problem ise, kiiciik protein ve peptidler i¢in iyonotoforez uygulama ve de penetrasyon
arttiricilarin ilavesi ile ¢oziilebilir (1, 4, 5, 14-17) . Bu yolla uygulanan ilaglara 6rnek
olarak epidermal biiyiime faktdrleri, TGFB (bandaj, sargi bezi, ¢ozelti), testosteron,

estradiyol verilebilir (184-196).

2.4.5. intranazal Uygulama

Biyoyararlanimin yiiksek oldugu bir diger uygulama ise, intranazal yol ile
akcigerlere uygulamadir (1, 4-5, 22, 136). En 6nemli avantajlari, sistemik dolasima hizl
gecis ve hepatik ilk-gecisin atlanmasi, nazal mukozanin yiiksek gecirgenligidir. Nazal
kavitede gastrointestinal kanala oranla enzimatik degradasyon ¢ok daha diisiik oranda
gergeklesir.

Nazal yolla uygulanan proteinik ilag etkin maddelerinin biyoyararlaniminda
belirleyici faktor, molekiil agirhigidir (1, 4-5, 22, 136). Parenteral uygulamadan %1-10
oraninda daha azdir. Nazal absorpsiyonu iyilestirmek ve biyoyararlanimi arttirmak igin
penetrasyon arttirict maddelerin kullanilmast gerekir (28, 197). Ancak, bu maddelerin
bazilar1 mukozal ve/veya silyar toksisiteye yol acgtigindan uzun siireli tedavi igin
Onerilmezler.

En ¢ok kullanilan nazal dozaj sekilleri; sulu ¢ozelti, nazal jel (23), toz (19) ve
mikropartikiiler sistemlerdir (mikrokiireler, nanopartikiiller). Bu uygulamada dikkat
etmemiz gereken hususlar; aerosol partikiillerinin fizikokimyasal Ozellikleri ve
molekiiler agirliktir. Karsilagilan en 6nemli sorunlar ise; nazal kaviteden absorpsiyonun
degisken olmasi1 ve uygulanan ilacin yliksek molekiiler agirliga sahip olmasidir. Bu
sorunlar; absorpsiyon hizlandiricilar ve penetrasyon artiricilarin ilavesi, biyoadhesifler
ve sulu olmayan propellent sistemlerin hazirlanmasi ile ¢oziilebilir.

Uygulamalara 6rnek olarak lokal etki i¢in kiiclik molekiil agirliginda maddeler
yani steroidler ve DNAaz, sistemik etki i¢in vazopresin, oksitosin, leuprolid asetat gibi

polipeptidler, interleukin ve de insulin verilebilir (197-203).

2.4.6. Bukkal Uygulama
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Bukkal yolla uygulanan ilaglarda hepatik ilk gecis etkisi gerceklesmeden
sistemik etki ortaya c¢ikar (1, 4-5). Bu acidan, bukkal uygulama, oral uygulamaya
alternatif teskil etmektedir (204). Ancak, proteinik ila¢ etkin maddelerinin bukkal
absorpsiyonlar1 az oldugundan biyoyararlanimlar1 parenteral uygulamadan c¢ok daha
disiiktiir (2, 4, 15, 30, 121, 136, 145). Bu sorun, adesif tablet (205) ve yama (206)dozaj
sekilleri kullanilarak ¢o6ziilebilir. Biyoyapisir dozaj sekilleri, oral mukozaya yapisarak
etki gosterir. Protein molekiiliiniin bukkal membranlardan gecisi, nazal uygulamada
oldugu gibi penetrasyon arttirict maddeler kullanilarak saglanabilir.

Bukkal uygulamada dikkate alinmasi gereken hususlar; fiziksel, anatomik ve
enzimatik bariyerler, biyofizik faktorler, proteinik ila¢ etkin maddesinin fizikokimyasal
ozellikleri ve kullanilan absorpsiyon arttirict maddelerin etkinligidir (4, 136, 204).

Oksitosin, vazopresin, tiroid serbestleyici hormon (TRH), insiilin, sandostatin,
bukkal uygulamada terapotik etkinligin saglanabildigi proteinik ilaglara birka¢ 6rnek
teskil eder (206-209).

2.4.7. Akcigerlere Uygulama

Akcigerlere (Pulmoner) uygulama yolu, son yillarda, 6zellikle, peptid ve protein
yapisindaki ila¢ etkin maddelerinin verilmesinde kullanilan énemli bir alternatif haline
gelmistir (4, 136, 210). Bunun en 6nemli nedenleri; akcigerlerin oldukga ince (0.1 pm —
0.2 um) bir mukozal membrana ve genis bir absorpsiyon yiizey alanina sahip olmasidir
(100 m?). Bunun yanisira, organin kanlanmasinin yiiksek olusu da bu non-invazif yolun
tercih edilmesine sebep olmaktadir (1, 5, 136).

Akcigerlere ila¢ uygulamasi iki teknikle gerceklesir (210-211):

a. Intranazal uygulamada da kullamlan aerosol inhalasyon teknigi

b. Intratrakeal instilasyon.
Aerosol teknigi ile daha homojen ilacin dagilimi ve derin penetrasyon
saglanabilmektedir (210-212). Ilag, akcigerlerin periferal ve alveolar kisimlarina kadar
hedeflendirilebilmektedir. Ancak, bu ilag formiilasyonunun maliyetini arttirmakta,
akcigerlere ulasan dozun hesaplanmasini ise giiclestirmektedir. Instilasyon tekniginde
ise, ilag homojen daghim gostermemektedir. Az miktarda ¢ozeltinin bir enjektor

yardimiyla akcigerlere uygulanmasindan ibarettir. Teknik oldukca basit ve ekonomiktir.
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Akcigerlere uygulanan ilaglar, hizla absorbe olur (5). Ancak, makromolekiiler yapiya
sahip olan proteinik maddeler, mukozal membrandan gegisleri gii¢ oldugundan veya
enzimatik degredasyona ugradiklarindan az absorbe olurlar ve bu nedenle,
biyoyararlanimlar diisiiktiir (210-211). Bu sorun, penetrasyon arttiricilar kullanilarak
¢oziilebilir. Ornegin, insiilinin pulmoner absorpsiyonu glikokolat, surfaktin, Span 85 ve
nafamostat gibi adjuvanlarla arttirilmistir (211-214). Yine, kalsitoninin, bazi yag
asitleri, ylizey etkin maddeler ve proteaz inhibitorleri ile birlikte formiile edildiginde,
pulmoner absorpsiyonun arttigi tespit edilmistir. Dogrudan alveolar kisma instilasyon
teknigi ile uygulanan proteinik ilaglarin %40 ve tizerinde biyoyararlanim sagladig: rapor

edilmistir (215-222). Nebiilasyon ile bu oran arttirilabilir (210-212).

2.5. Proteinik Ilaclarin Formiilasyonunda Kullamlan Tasiyic1 Sistemler

Proteinik etkin madde iceren kararli bir farmasdtik formiilasyonun hazirlanmasi
icin etkin madde molekiiliiniin kararliligin1 negatif yonde etkilemeyecek bir tasiyici
sistem ve bunu hazirlama yonteminin kullanilmas1 gerekir (1, 4, 136). Kiigiik molekiillii
etkin maddelere kiyasla, proteinik etkin maddeler icin gergeklestirilen 6n-formiilasyon
ve formiilasyon ¢alismalar1 oldukca karmasiktir (36). Proteinler, biiyiik molekiillerdir ve
pek cok fonksiyonel yapi igerirler. Dogal hallerinde ve kararliyken, proteinler ¢ogu
zaman heterojen o6zelliktedirler.

Bu molekiillerin kararli formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in segilecek dozaj
sekli, molekiiliin biyofizik, biyokimyasal ve fizyolojik 6zellikleri ile kimyasal, fiziksel
ve biyolojik kararliligini, ilag viicuda verilmeden 6nce, raf dmrii siiresince; ilag viicuda
verildikten sonra, etki bolgesine ulasana kadar belirlenen siire¢ boyunca muhafaza
edebilecek ozellikte olmalidir (4, 14-17, 136). Pek cok klasik etkin maddenin aksine,
diger biyoteknolojik maddeler gibi proteinler de cogunlukla basit parenteral ¢ozelti
formunda formiile edilirler. Bu ise, hasta uyuncu agisindan olumlu bir durum degildir.

Protein molekiillerinin proteolize asir1 duyarli olusu ve retikiiloendotelyal sistem
tarafindan kan dolasimindan hizla uzaklastirilmalari, ilag etki bolgesine ulasincaya dek
onu in vivo ortamda koruyabilecek kontrolli salim sistemlerinin kullanilmasinin
gerekliligini ortaya koymustur (1, 4, 136). Bunun i¢in bugiine kadar, hidrojeller, oto-
diffiizyonal sistemler, biyoparcalanir polimerler, por6z membranlar, mikrokiireler,

mikrokapsiiller, nanopartikiiller, mikropartikiiller ve lipozomlar gibi pek ¢ok kontrollii
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salim sistemi Onerilmis ve c¢alisilmistir (15, 30, 123). Bu sistemlerin hazirlanmasi
esnasinda kullanilan yontem ve yardimci maddelerin se¢iminde de protein molekiiliiniin
kararlihiginin  bozulmamasma dikkat etmek gerekir. Orne§in, L-asparajinazin faz
ayrisma yontemi ve bu yontemde de capraz baglama i¢in glutaraldehid kullanilarak
mikrokapsiilleri hazirlandiginda, enzimin terapétik aktivitesinin %90 oraninda azaldigi
tespit edilmistir (223).

Farmasotik formiilasyonlarin ¢ogu oral yolla uygulanmaktadir (5). Ancak,
proteinler gibi biyoteknolojik etkin maddelerin oral yolla verilmesi in vivo stabilteleri
acisindan sorun yaratmaktadir (4). Burada karsilagilan en dnemli sorunlardan biri de
enzimatik degradasyondur. Bunun Onlenebilmesi icin, enterik dozaj sekilleri
hazirlanabilir ya da ila¢ dogrudan mide yerine barsaklara hedeflendirilebilir. Bunun i¢in

mikrokiire ya da mikrokapsiillerden yararlanilabilir.

2.5.1. Kontrollii Salim Yapan Sistemler
Protein ve peptidlerin klasik dozaj sekillerinden ¢ok kontrollii salim yapan
sistemleri hazirlanir (1, 4, 123). Bu sistemler terapotik etkinin uzun siire devam
ettirilebilmesini saglarlar. Hedeflendirme yapilabilir. Daha az siklikta ila¢ alimi ile daha
iyi hasta uyuncu saglanir. Farkli sekil ve biiyiikliikklerde dizayn edilebilmeleri
miimkiindiir. Kontrollii ila¢ salim1 gerceklestirilebilir (1, 136).

2.5.1.1. Ozmotik basin¢la ¢alisan ilag¢ tasiyici sistemler

Osmotik basingla calisan sistemler, kontrollii ilag salimi saglayan sistemlerden
biridir (1). Bu sistemlerde, ilag, vehikiil i¢ine giren suyun yarattig1 basingla ilag¢ tastyici
sistemden serbestlenir; serbestlenme hiz1 hidrostatik basincin bir fonksiyonudur (5). Bu
sistemde karsilasilabilecek problemler ise komsu dokularda piiskiirtmenin olusturacagi
olas1 bir korozif etki ve piiskiirtiiciiniin ucundaki deligin tikanmasi olabilir.
Uygulamalara 6rnek olarak OrosTM (oral), OsmetTM (paranteral) verilebilir (Sekil
2.10).
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i Ilag serbestlenme deligi

Ilag kompartmani #1

flag kompartmani #2

Hiz kontroliinii saglayan zar
Ozmatik basingla itici kompartman
Kaplama tabakasi

o/

Sekil 2.10 Ozmatik Basingla Calisan OROS®™ Ug Tabakali Sistem

2.5.1.2. Boncuklar

Diger bir konstrollii salim saglayan sistem ise boncuklardir (1). Boncuklar;
sodyum aljinat ve pektin gibi miisilaj yapisindaki maddelerin divalent katyonlarla
iyonik jelasyonuyla olusan kiiresel ilac¢ tastyici sistemler olarak hazirlanabildigi gibi
kitozanin asit ortamda olusturdugu mikropartikiiler sistemler de boncuk olarak formiile
edilebilir (127, 131, 133, 134, 136, 224). Boncuklar kontrollii salim, enzimlerden

koruma ve hedeflendirme saglarlar. Ornek olarak insiilin boncuklari verilebilir (224).

2.5.1.3. Lipozomlar
Lipozomlar lipid cift tabaka ve sulu faz olmak {iizere iki kisimdan olusan
kolloidal tasiyict sistemlerdir (Sekil 2.11) (1). Lipid ¢ift tabaka tek veya ¢ok sayida
olabilir. Lipozomlarin kontrollii salim sistemi olarak avantajlari; hedeflendirme
yapilabilmesi, kontrollii salimin saglanmasi, immunojenik ve toksik etki gdstermemeleri
ve etkin maddeyi enzimatik etkilerden korumalaridir (2-3, 5). Lipozomlar, peptid ve
protein yapisindaki ila¢ etkin maddelerinin hedeflendirilmesinde tercih edilen
farmasotik dozaj sekilleridir (171, . Ornek olarak lipozom-protein agilarr (225-226),
interleukin-2 (198), kalsitonin (176-177) ve asetilkolin esteraz iceren lipozomlar (227)
verilebilir.
2.5.1.4. Mikrokapsiiller ve mikrokiireler
Mikropartikiiler sistemlerden mikrokapsiiller ve mikrokiireler, protein ve
peptid formiilasyonunda en yaygin kullanilan ilag tasiyict sistemlerdir (1-2, 4, 15, 30,
77, 121, 132, 136, 145, 147-148). Biyopargalanir veya biyopar¢alanmayan polimerler

kullanilarak siirekli etki saglayan cesitli formiilasyonlar hazirlanmistir (1-2).
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Hidrofobik kuyruk kismi

Lipid ¢ift tabaka Hidrofilik bag kisim

Sekil 2.11. Lipozomun sematik gosterimi.

Biyoparcalanmayan polimerler, toksik olmalari, ilag salim1 gergeklestikten sonra
uygulama boélgesinden uzaklastirilmalarinin zor olusu ve sabit ilag salim hizinin elde
edilemeyisi gibi sorunlardan o6tiirii, daha az tercih edilirler (1-2, 228). Biyoparcalanir
polimerlerin gelistirilmesi, 1970’lerde, bu soruna bir ¢6ziim iiretmek amaciyla
gerceklestirilmistir (229).

Polipeptid yapisinda ilag etkin maddesi iceren ve biyoparcalanir polimerlerle
hazirlanmis siirekli etkili dozaj sekli ilk kez Youlle ve arkadaslar tarafindan formiile
edilmistir (229). O zamandan bu yana protein enkapsiilasyonunda biiyiik gelismeler
kaydedilmistir (1-2, 15). Yirminci yilizyilin sonlarinda proteinik etkin madde iceren
mikropartikiiler sistemler, ilag pazarna girmeyi basarmistir (Cizelge 2.3) (149).
Bunlarin ¢ogu, kanser tedavisinde kullanilan ve ayda bir uygulama ile istenen terapotik
etkinin saglanmasint miimkiin kilan iriinlerdir. Bunun yami sira, viral ve bakteriyel
enfeksiyonlar ile dogum kontrolii ve AIDS tedavisinde kullanilmak iizere de iiriinler
gelistirilip pazara sunulmustur (230-233). Genetik miihendisliginde meydana gelismeler
de rekombinant HIV proteinleri gibi etkin maddelerin as1 olarak mikropartikiiler

sistemler halinde formiile edilmesine olanak vermistir (234).
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Cizelge 2.3 Ilag pazarinda mikrokiire formunda ticari iiriinii bulunan proteinik etkin maddeler

Proteinik Ticari iiriin | Uretici firma | Uygulama Terapotik etki
etkin madde ismi yolu ve sekli
Leuprolid asetat Lupron Depot® Takeda-Abbott Parenteral Anti-kanser etkili
stispansiyon (3 ay | (prostat kanseri)
etkili tek doz
uygulama)
Rekombinant Nutropin Depot® Genentech- Parenteral (sc) Hormon
insan biiytime Alkermes yetersizligi
hormonu
Goserelin asetat Zoladex™ ICI s.c. implant Anti-kanser etkili
(prostat kanseri)
Oktreotid asetat Sandostatin LAR® | Novartis Parenteral Anti-kanser etkili
Depot stispansiyon (s.c. | (GH baskilan-
enjeksiyon) mast)
Triptorelin Decapeptyl” Debiopharm Parenteral (depo | LHRH agonist
etkili)
Rekombinant Posilac” Monsanto Parenteral  (yag | Sigirlarda siit iire-
bovin somatropin bazli preparat) timini arttirmak
Poliesterler, polianhidridler, poliortoesterler, polifosfosfazenler  ve

psddopoliamino asitler gibi biyoparcalanir polimerler, proteinik etkin maddelerin
enkapsiilasyonunda sik kullanilmaktadir (1, 15, 136). Sentetik polimerlerin yani sira,
dogal ve yar1 sentetik polimerler de protein molekiillerinin enkapsiilasyonunda
kullanilmaktadir (136). Albumin mikrokiireleri ve seliiloz asetat ftalat (CAP)
mikrokiireleri bunlara 6rnek verilebilir. Burada en 6nemli unsur, protein ile polimerin
uyumlu olmast yani polimerin inert yapiya sahip olmasinin gerekliligidir. Bu
saglanamazsa, enkapsiile edilen protein molekiilii, depolama veya in vivo salim
esnasinda stabilite sorunlar ile kars1 karsiya kalacaktir (15, 136). Protein molekiillerinin
enkapsiilasyonunda kullanilan sentetik bir poliester olan PLGA (poli-laktik-ko-glikolik
asit), midenin asidik ortaminda hidrolize olup bozunmaya ugrar. Laktik asit ve glikolik
asit aciga cikar. Enkapsiile ettigi protein molekiiliiniin saliminin biyoerozyon fazinda
gerceklesen bu olay, protein molekiiliiniin de denatiire olmasina yol agar. Bu sorun,
protein molekiiliinli tampon ve stabilite arttirci maddelerle birlikte enkapsiile ederek ya
da PLGA polimerinin kimyasal yapisin1 kararli hale getirerek ¢oziimlenebilir.
Mikroenkapsiilasyonda en ¢ok kullanilan ydntemlerin baglicalari; piiskiirterek

kurutma, c¢oklu emiilsiyon olusturma ve faz ayrigsmasi yontemleridir (1-2). Burada
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dikkat edilmesi gereken en onemli husus; kompleks koaservasyon ile enkapsiilasyon
hazirlama yonteminde kullanilan organik solvanlarin proteini denatiire edebilmeleridir.

Mikropartikiiler sistemlerin avantajlari; kontrolli salim gerceklestirmeleri,
hedeflendirme yapilabilmesi, enterik kaplanabilmeleri ve bdylece, daha iyi hasta

uyuncunun saglanmasidir (1-2).

2.5.1.4.1. Mikrokiireler

Mikrokiireler, ¢aplar1 birkag mikrometre ile yiiz mikrometre arasinda degisen,
monolitik yapida, mikrotastyici sistemlerdir (1-2). Baslica avantajlari; etkin maddenin
kontrollii salimimin saglanmasi, bu esnada yapi ve aktivitesinin degismemesi, etkin
maddeyi hedef, organ, doku ve hiicrelere tasiyabilmesi, hedefe ulagsana kadar etkin
maddenin sizintisinin olmamasi, in vitro ve in vivo kosullarda dayanikli olmasi, diisiik
dozlarda terapotik etkinlik saglayabilmesi, buna bagl olarak toksisitesinin az olmasi,
biyouyumlu ve biyoparcalanir olmasi, parcalanma {iriinlerinin toksik olmamasidir.

Mikrokiireler, homojen ve kiiresel bir yapiya sahiptir. Yiizeyleri piiriizsiizdiir (1-2).

2.5.1.4.1.1. Mikrokiire Formiilasyonlarinda Kullanilan Polimerler

Mikrokiire formiilasyonunda yararlanilan polimerler, biyoparcalanir veya
biyopar¢alanmaz ozelliklerine goére siniflandirilirlar (1-2, 5). Sentetik ya da dogal
kaynakli olan biyopargalanir polimerler, parenteral uygulama i¢in idealdir (Cizelge 2.4)
(236). Bu polimerler, enzimatik veya farkli bozunma yollari ile viicutta hedeflenen etki
bolgesinde etkin madde salimini istenen siirede gergeklestirdikten sonra, degrade olup
biyouyumlu ve toksik olmayan metabolitlere doniisiirler (235). Bu metabolitler, normal
fizyolojik yollarla kolayca viicuttan atilirlar. Biyoparcalanir polimerlerin daha ¢ok
tercih edilmesine yol agan diger nedenler ise; termoplastik 6zellikte olmalari, kontrollii
kristallenme yapabilmeleri, kontrollii bozunma hizi ve hidrofilik o6zellige sahip
olmalaridir.

Dogal polimerler, biyoparcalanir ozelliktedir (5). Biyouyumlu polimerlerdir.
Baglicalari; lipitler, aminopolisakkaritler, proteinler ve karbonhidratlardir. Kolayca
metabolize olurlar (2). Dayanikliliklar1 ve boyutlar1 kontrol edilebilir 6zelliklerindendir.

Suda ¢oziinen etkin maddeleri yiiksek oranda yiikleme kapasitesine sahiptirler.
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Cizelge 2.4. Biyoparcalanir polimerler.

Sentetik Biyopargalanir Polimerler Poliortoesterler
Polianhidridler
Poliamidler
Polialkilsiyanoakrilatlar
Poliesterler:
a. Laktid/glikolidler
b. Polikaprolaktonlar
Polifosfosfazenler

Psddopoliaminoasitler

Dogal Biyoparcalanir Polimerler Proteinler:
a. Albumin,
b. Globulin,

c. Jelatin,
d. Kollajen,
e. Kazein
Polisakkaritler:

a. Nisasta
b. Seliiloz
c. Kitozan
d. Dekstran

e. Aljinik asit

Genellikle, kontrollii salim yapan ve hedeflendirilmis sistemlerin
hazirlanmasinda kullanilirlar (1).

Dogal polimerlerden kollajen, toksik olmamasi, biiyiik miktarlarda kolaylikla
elde edilebilmesi ve saflastirilmasi, fiziksel, kimyasal ve immiinolojik 6zelliklerinin
istenen bi¢cimde olmasi ve yiiksek biyouyumluluguna ragmen (237), bazi durumlarda
protein enkapsiilasyonu agisindan dezavantajlar teskil etmektedir. Bu dezavantajlar; in
vivo kosullarda sisme 0Ozelliginden dolayi, stabilitesinin, mekanik direncinin ve
elastikiyetinin diisilk olmasi; antijenik reaksiyonlara yol agmasi ve kullanilan capraz
baglama ajanlarindan 6tiirii dokuda iritasyona neden olmasidir (1-2, 9-10).

Mikrokiire hazirlamada kullanilan dogal polimerlerden albumin ise, genellikle,
teshis amacli olarak yararlanilan radyofarmasétiklerin formiilasyonunda kullanilir (1-2).
Bozunma {iriinleri, toksik degildir; antijenik reaksiyona yol agmaz. Albumin, kolayca

elde edilebilen bir polimerdir (9-10).
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Jelatin ile hazirlanan ve proteinik etkin madde iceren mikrokiirelerin sayisi,
albuminle hazirlananlardan daha azdir (136). Oysa, jelatin, 6nemli avantajlara sahiptir.
Ilacla etkilesimi daha azdir. Antijenik reaksiyon pek goriilmez.

Sentetik polimerler ise, istenilen Ozelliklerde biiyliik miktarlarda ve yiiksek
saflikta sentezlenebilme avantajina sahiptir (1-2, 128, 169, 235, 238). Hazirlama ve
saklama siiresince dayanikli kalabilme 6zellikleri vardir (5).

Tiim bu o6zelliklerinden dolayi, biyopargalanir polimerler proteinik ilag etkin

maddelerinin enkapsiilayonunda tercih edilirler (Cizelge 2.5).

2.5.1.4.1.2. Mikrokiire Hazirlama Yontemleri

Mikrokiirelerin hazirlanmasinda ¢ok degisik yontemler kullanilmaktadir (Cizelge
2.6) (1-2). Bunlarin her biri avantaj ve dezavantajlara sahiptir (1). Hazirlama yontemi,
elde edilen mikrokiirelerin 6zelliklerini etkileyen Onemli bir faktordiir. Bu yiizden,
istenen Ozelliklere sahip mikrokiireler elde edebimek i¢in uygun yontemin se¢ilmesine
0zen gosterilmesi gerekir.

Secilen yontem, mikrokiireler icinde optimum diizeyde ila¢ tutulmasini saglayan,
yiiksek verimle elde edilebilen, enkapsiile ettigi proteinin stabilitesine olumsuz etkisi

olmayan, istenen 6zellikte salim profili elde edilmesini miimkiin kilan, akiskanlig1 iyi

Cizelge 2..5 Biyopargalanir polimerler kullanilarak enkapsiile edilen biyoteknolojik etkin
maddelerin baslicalari

GBS agilar1 (Grup B Streptococcus asilari)
TT (tetanoz toksoid)

Agsilar JEV (Japon ensefalit viriisii)

DT (difteri toksoidi)

VC (kolera asisi)

Prolidaz
B-lactoglobulin
Interferonlar
Terapétik ajanlar Insiilin
Lizozim

Kalsitonin

Insan biiyiime hormonu
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mikrokiireler iiretilmesine imkan veren, seriler arasinda ve seri i¢inde tekrarlanabilirlik
Ozelligine sahip, kolayca wvalide edilebilen bir yontem olmalidir. Enkapsiilasyon
kapasitesi proteinler icin yiiksek olmalidir (136). Yiiksek miktarda proteini diisiik
miktarda polimer kullanarak mikrokiire elde edilmesine imkan vermelidir. Elde edilen
mikrokiireler, istenen boyutlarda olmalidir. Burada ¢ogu zaman hedeflenen, enjektor
ignesini tikamayacak biiyiikliiktiir. Uretim islemi siiresince protein molekiilii
stabilitesini koruyabilmelidir. Bu yilizden, denatiirasyona yol acabilecek organik ¢oziicii
miktarinin az oldugu veya hi¢ kullanilmadigi ydntemlerin segilmesi tercih edilir.
Yapilacak ufak degisikliklerle farkli salim o&zelliklerine sahip mikrokiirelerin elde
edilmesine imkan verecek bir yontem olmalidir. Kullanilan ¢oziicii ya toksik olmamali

ya da iglemin sonunda kolayca uzaklastirilabilmelidir (1-2).

2.5.1.4.1.2.1. Polimerizasyon Yontemleri

2.5.1.4.1.2.1.1. Emiilsiyon Polimerizasyonu

Polimerizasyon islemi, sulu ortamda emiilsifyan maddelerin olusturdugu
migeller i¢inde gergeklestirilir (1-2). Monomer molekiilleri, dispersiyon ortamindan
migellerin i¢ine difflize olur. Daha sonra, dispersiyon ortaminda ¢6ziinmiis halde
bulunan ve sicaklik artisi ile aktif hale gecerek migellerin igine gé¢ eden polimerizasyon
baslatic1t molekiillerin etkisiyle polimerizasyon reaksiyonu gergeklesir (1-2). Reaksiyon,
monomer damlaciklar1i tamamen yok olan kadar siirer. Cogu zaman, etkin madde
ylklemesi bu esnada yapilir. Suda ¢6ziindiiriilen ya da disperse edilen etkin madde,
yagh fazda dagitilir. Monomerler, diisiik sicakliklarda eklenir. Bu esnada, arayiizeyde
hizla polimerizasyon reaksiyonu gerceklesir ve mikrokiireler meydana gelir.

Bu yontemle elde edilen mikrokiirelerin boyutlari, ortalama 25-250 um’dir. Ideal
formiilasyonun  hazirlanabilmesi, uygun emiilsifyanin se¢imi ve optimum
konsantrasyonda kullanimi ile gerceklesir. Bu, olduk¢a Onemli bir unsurdur. Ciinki,
uygun micgellerin olusmast ve olusan emiilsiyonun dayaniklili§i da kullanilan

emiilsifyana baglidir (1-2).
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Cizelge 2.6 Proteinik etkin madde i¢eren mikrokiirelerin hazirlanmasinda kullanilan yontemlere 6rnekler.

Yontem Protein Polimer
Rekombinant insan epidermal | PLA
biiyiime faktorii (thEGF)

Ribozimler PLA,
PLGA,
PCL
Rekombinant insan eritropoietini | LPLG-PBO-LPLG
(thEPO)
Protein C PLA
Insiilin Benzeri biiyiime faktérii | PLGA-PEG
Emiilsiyon yontemi (IGF-1)
Ovalbumin PLGA
Insan koryonik gomadotropin | PLA
(hCG) PLGA
Insan serum albumini (HSA) PLA
PELA
Rekombinant insan | PLGA
morfogenetik protein-2 (rhBMP)
Bovin serum albumin (BSA) PLG
Kalsitonin PLGA

Piiskiirterek kurutma Vapreotid PLGA

Emiilsiyon olusturma /¢oziicli | Vaskiiler endotelyal biiylime | PLGA/PEG

buharlagtirma ydntemi faktorii (VEGF)

Dispersiyon/¢oziicii Orntid asetat (LHRH analogu) PLA

ekstraksiyonu/buharlastirma PLGA

yontemi

2.5.1.4.1.2.1.2 Dispers Fazda Jellesme ve Capraz Baglanma Yontemi

Jelatin, albumin ve nisasta mikrokiireleri bu yontemle hazirlanmistir (1-2, 5).

Albumin mikrokiirelerinin hazirlanmasinda, dogal bir polimer olan albumin kullanilir.

Albumin ve enkapsiile edilecek proteinik etkin madde, pamuk yag1 i¢inde homojenize
edilir. Boylece, polimerin jellesmesi ve denatiire olmasi saglanir. Elde edilen
mikrokiireler, yliksek sicakliga maruz birakilarak veya glutaraldehit gibi c¢apraz
baglayict maddelerle muamele edilerek sertlestirilir. Yagin asirisi ise, eterle yikanarak
uzaklagtirilir; stiziiliir ve kurutulur (1-2).

Bu yontemle elde edilen mikrokiirelerin boyutuna eki eden faktorlerin
baslicalar; kullanilan yagin viskozitesi ve miktari, protein miktari, sulu fazin miktari ve

karigtirma hizidir (5). Kullanilan yagin viskozitesi azaldiginda, mikrokiire boyutu artar.
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Ayni sekilde, yag, protein ve sulu faz miktarlar1 ile karistirma hizinin arttirilmasi da
daha biiyiik mikrokiirelerin elde edilmesine yol agar. Kullanilan ylizey etkin maddenin
ozellikleri ise, mikrokiire boyutunu etkilemez (1).

Etkin madde miktar1 ise, olusan mikrokiirelerin ylizey morfolojisini etkiler (1-2).
Ornegin, etkin madde konsantrasyonunun %25 veya daha az olan formiilasyonlarda,
daha diizgiin yilizeyli ve kiiresel mikrokiireler elde edilir. Etkin madde miktarinin
%65’1n tstlinde oldugu formiilasyonlarda ise, ylizeyde etkin madde kristalleri goriiliir

ve salim profilinde patlama etkisi ortaya ¢ikar.

2.5.1.4.1.2.2. Emiilsiyon Olusturma/Coziicii Buharlastirma Yontemi

Bu yontemle, 6nce, su i¢inde yag (y/s), yag icinde su (y/s) veya ¢oklu emiilsiyon
(s/y/s) tipi emiilsiyonlar hazirlanir ve daha sonra, bu emiilsiyonlardan hareketle
mikrokiireler elde edilir (1-2).

Bu yontemde kullanilan ¢oziicii; polimeri ve etkin maddeyi ¢ozebilmeli,
dispersiyon ortami ile kolayca karisabilmeli, kaynama derecesi ve toksisitesi diisiik
olmalidir (1-2, 5). Dispersiyon ortami ise, polimeri ve etkin maddeyi ¢6zmemeli,

dispers faz ¢oziiciisii ile karigmamali ve toksisitesi diisiikk olmalidir.

2.5.1.4.1.2.2.1. Su ldcinde Yag Tipi Emiilsiyon Olusturma/ Céziicii
Buharlastirma Yontemi

Bu yontemle mikrokiire hazirlanirken, 6nce polimerin uygun bir organik
cOziiciide cozeltisi hazirlanir. Daha sonra, bu ¢dzeltiye etkin madde ilave edilip
¢oOziindiiriiliir veya siispande edilir (1-2, 5, 136). Diger yanda, bu karisimla ¢éziinmeyen
bir s1v1 igerisinde emiilsifyan ¢oziindiiriiliir. Iki karisim birbirine ilave edilir. Bunun
sonucunda ortamda damlaciklar olugur. Coziicii oda sicakliginda karistirilarak, sicaklik
veya vakum uygulanarak sistemden uzaklastirilir. Elde edilen mikrokiireler, filtrasyon

ya da santrifiij ile ayrilip yikanarak kurutulur.

2.5.1.4.1.2.2.2. Yag icinde Su Tipi Emiilsiyon Olusturma/ Coziicii
Buharlastirma Yontemi
Bu yontemle suda ¢ok ¢dziinen etkin maddelerin enkapsiilasyonu gergeklestirilir

(1-2). Polar ¢oziiciiye ilave edilen polimer ve etkin maddeyle hazirlanan dispersiyon
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fazi, igerisinde yiizey etkin madde ¢oziindiiriilmiis lipofilik dispers fazla karistirilarak
emiilsiyon hazirlanir. Homojenizasyon islemi sirasinda, organik ¢Oziiciiniin
buharlagmasi ile ortamda mikrokiireler olusur. Bu yontemin en 6nemli sakincasi, yagin

uzaklastirilmasi i¢in organik ¢6ziicii ile yikama isleminin yapilmasinin gerekli olusudur.

2.5.1.4.1.2.2.3. Coklu Emiilsiyon Olusturma/ Coziicii Buharlastirma
Yontemi

Coklu emiilsiyon olusturma yontemi ile biyoteknolojik etkin maddelerin
formiilasyonu miimkiindiir (1-2, 15, 136). Once, etkin maddenin sulu ¢dzeltisi hazirlanir
ve polimer ¢oOzeltisi iginde disperse edilir. Daha sonra, bu dispersiyona y/s tipi
emiilsifyanin sulu ¢ozeltisi ilave edilip homojenize edilir. Elde edilen ¢oklu emiilsiyon
(s/y/s) sisteminden ¢oziicliniin buharlagsmasi ile etkin maddenin sulu ¢dzeltisini i¢eren
mikrokiire dispersiyonu elde edilir. Daha sonra, bu dispersiyon filtre edilerek
mikrokiireler ayrilir, santrifiijlenir, yikanir ve kurutulur. Burada kullanilan emiilsifyanin
en onemli gorevi, disperse edilen polimer damlaciklarinin kisa siireli dayanikliligini
saglamaktir. Boylece, agregasyon ve koalesans dnlenmis olur. Bu yontemle mikrokiire
hazirlanmasinda kullanilan polimerlerin baslicalart; jelatin, polivinil alkol ve metil
seliillozdur. Kullanilan y/s tipi emiilsifyanlarin baslicalar ise; Tween 80, sodyum oleat
ve sodyum dodesil siilfattir. Burada, kullanilan emiilsifyanin konsantrasyonun optimum
degerde olmast Onemlidir (136). Aksi halde, etkin maddenin polimerdeki

¢Oziiniirliigiinii istenmeyen oranda arttirabilir.

2.5.1.4.1.3. Mikrokiirelerin Eczacilik ve Tipta Uygulamalari

Mikrokdireler, ilag tasiyici sistemlerin hazirlanmasinin yanisira; hastaliklarin
teshisinde, pulmoner perfiizyon maddesi olarak, dolagim sistemi fonksiyonlarinin
tetkikinde, damar ¢aplarmin Slgiilmesinde, anjiyografide, hiicre kiiltiiriinde, biyoafinite
ve kolon kromatografisinde kullanilmaktadir (1-2).

Mikrokdireler, genellikle, oral ve parenteral yolla uygulanir. Parenteral yolla
uygulanan mikrokiireler, kontrollii veya geciktirilmis etkin madde salimi saglarken
hedeflendirmeyi de miimkiin kilar (5). Oral uygulamada ise, hedeflendirme ve kontrolli

salimin yanisira, etkin maddenin dayanikliliginin arttrilmasi da miimkiindiir (1).
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Mikrokiirelerin hedeflendirilmesi pasif veya aktif yontemlerle gerceklestirilir (1-
2). Boylece, etkin madde, viicudun istenen doku, hiicre ya da organina
gonderilebilmektedir. Antikanser ilaclardan 5-fluorourasilin mikrokiireleri kanser
tedavisinde tiimore hedeflendirilerek diisikk dozda etkin tedavi ve daha az yan etki
saglanmaktadir.

Mikrokiireler, peptid ve protein yapisindaki ila¢ etkin maddelerinin
formiilasyonu i¢in de en uygun dozaj sekillerindendir (4, 136). Salmon kalsitoninin
PLGA ile hazirlanan mikrokiireleri buna en giizel o6rnektir (181, 239-248). Bu sekilde,
enkapsiile edilen proteinlerin ve peptidlerin stabilitesinin arttrilmasi ve kontrollii salimin

saglanmas1 miimkiin olmaktadir.

2.6 Calismanin Amaci
Bu caligmada proteinik etkin maddelerin gastrik ortamda stabilitesini arttirmak
i¢in enterik mikrokiirelerin hazirlanmasi amag¢lanmaktadir. Bunun i¢in model ilag olarak
bovin serum albumin (BSA), enterik polimer olarak seliilloz asetat ftalat, hazirlama
yontemi olarak da emiilsiyon olusturma/¢oziicii buharlagtirma yontemi secilmistir.
Literatiirde seliiloz asetat ftalat ile proteinik etkin madde iceren enterik mikrokiire
hazirlanmasina dair kayit olmamasindan otiirii ¢alismanin bilimsel alanda 6nemli bir

boslugu dolduracagi diistiniilmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Geregler

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Bovin Serum Albumin Sigma Chemical Co., St. Louis, ABD
Span 80 E. Merck, Almanya

Mineral yag Sigma Chemical Co., St. Louis, ABD
Seliiloz Asetat Ftalat Eastman Kodak, ingiltere

Aseton E. Merck, Almanya

Dietil eter E. Merck, Almanya
Folin C Reaktifi E. Merck, Almanya
Bakir siilfat E. Merck, Almanya
Sodyum Kloriir E. Merck, Almanya
Disodyum hidrojen ortofosfat E. Merck, Almanya
Potasyum dihidrojen ortofosfat E. Merck, Almanya
Sodyum hidroksit E. Merck, Almanya
Sodyum karbonat E. Merck, Almanya
Potasyum tartarat E. Merck, Almanya

3.1.2. Kullamilan Arag¢ ve Gerecler

Analitik terazi O’Haus Advanturer, Almanya

Buzdolab1 Regal, Nofrost, Tiirkiye

Ceker ocak Nurgaz, Tiirkiye

Disoliisyon cihaz1 DT GE, Aymes, Tiirkiye

Distile su cihaz1 Milipore, ABD

DTA/TG cihaz1 Shimadzu DT-40 Thermal Analyser,
Japonya

Elek seti (vibrasyonlu) Fritsch analysette, Almanya

Erime derecesi tayin cihazi Thomas Hoover Capillary

Melting Point Apparatus, Ingiltere
Etiiv Binder, Almanya
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FT-IR Spektrofotometre Perkin Elmer 1720 X, ABD

Manyetik karistiric Velp Scientifica, Almanya
Otomatik mikropipetler Eppendorf, Almanya
pHmetre Mettler Toledo, ABD
Polarizan mikroskop Nikon, Japonya

UV-Visible spektrofotometre Shimadzu, Japonya

Vorteks MVS-1 Multimixer, Almanya

3.1.3. Kullanilan Tampon ve Cozeltiler
Fizyolojik fosfat tamponu: 6.8 g potasyum dihidrojen fosfat 250 ml distile suyun
icerisinde ¢oziindiiriildii. Bu ¢ozeltiye 0.1 N NaOH c¢ozeltisinden 112 ml ilave edilip
hacmi distile su ile llitreye tamamlandi. Elde edilen tampon c¢ozeltisinin pH’s1

Olciildiiglinde 6.8 oldugu tespit edildi.

3.1.4. Kullanlan Istatistik Yontemler ve Bilgisayar Programlar

3.1.4.1. Kullanilan Istatistik Yontemler

Tez calismast kapsaminda, farkli mikrokiire serileri arasindaki etkin madde
tutma kapasitesi agisindan farkliligin anlamli olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla
Student t-testi kullanildi. “p” degerinin 0.05’den kiiclik olmas1 aradaki farkin anlamli

olmasi seklinde tanimlandi.

3.1.4.2. Kullanilan Bilgisayar Programlar

Tez metninin yazilmasi, grafiklerin ¢izimi, c¢izelgelerin olusturulmasi ve
istatistik hesaplariin yapilmasinda asagida belirtilen bilgisayar programlari kullanildi.

a. Microsoft Word 2000 (Microsoft Corp., ABD)

b. Microsoft Excel 2000 (Microsoft Corp., ABD)

c. SigmaStat 1.0 Istatistik programi (Jandel Corp., ABD)

3.2. Yontemler
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3.2.1. Mikrokiirelerin Hazirlanmasinda Kullanilan Maddelerin

Karakterizasyonu

3.2.1.1. Seliiloz Asetat Ftalat’in Karakterizasyonu
Bu boéliimde, mikrokiire formiilasyonlarinda kullanilan seliiloz asetat ftalatin

(CAP) fizikokimyasal 6zelliklerinden s6z edilmektedir.

3.2.1.1.1. Seliiloz Asetat Ftalat’in Erime Derecesi Tayini
Bir ucu kapali bir tiipin dibine CAP konarak erime derecesi tayin cihazina
yerlestirildi. Daha sonra, alet agilip 6 devirde c¢evrilerek 1sitildi. Erime durumu

termometre kontrolii ile saptandu.

3.2.1.1.2. Seliiloz Asetat Ftalat’in FT-IR Spektrumu
Seliiloz Asetat Ftalat’in KBr tableti basilip FT-IR spektrumu, 4000-400 cm™
dalga sayis1 araliginda elde edildi.

3.2.1.1.3. Seliiloz Asetat Ftalat’in DTA/TG Analizi
Termal analiz islemi, 200-2000 K arasinda gerceklestirilmistir. a-Al,O; referans
olarak kullanilmistir. Analiz, 10 k/dak 1sitma hizinda 8-10 mg numune kullanilarak azot

akimi (60 cm’ /dak) altinda ger¢eklestirilmistir.

3.2.2. Bos Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Terapotik etkin madde igeren mikrokiire hazirlanmasina gegmeden Once,
optimum kosullarin belirlenmesi amaciyla, bos mikrokiireler hazirlanip karakterize
edildi. Mikrokiireler, emiilsiyon olusturma/ ¢6ziicii buharlagtirma yéntemiyle hazirlandi.
CAP’in asetondaki ¢ozeltisi hazirlanip 30 dakika silireyle manyetik karistiricida
karistirildi. Karisim daha sonra, %1 oraninda Span 80 igeren ve paletli karistirict ile
stirekli karistirilan mineral yaga porsiyonlar halinde ilave edildi. Elde edilen emiilsiyon,
400 rpm’de asetonun tamami buharlasincaya kadar karistirildi. Olusan mikrokiireler,

stiziillip dietil eterle yikand: ve acik havada, oda sicakliginda kurutuldu.
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3.2.2.1. Bos Mikrokiirelerin Karakterizasyonu

3.2.2.1.1. Partikiil Boyutu Tayini

Hazirlanan mikrokiirelerin ortalama partikiil boyutu, elek yontemi ile belirlendi.
Olgiimler, mikrokiireler hazirlandiktan sonra 24 saat icerisinde gerceklestirildi. Elde
edilen mikrokiireler, 20 pm — 1 mm mesh aralifinda ve azdan ¢oga dogru dizilmis elek
setinin en istiine yerlestirildi ve 5 ayar noktasinda 5 dakika siireyle vibrasyon

uygulandi. Her elek iistiinde kalan mikrokiire tartilip partikiil boyutu dagilimi incelendi.

3.2.2.1.2. Mikrokiirelerin Sekillerinin Belirlenmesi
Elde edilen mikrokiirelerin polarize 1s1tk mikroskobu kullanilarak sekilleri

incelenip fotograflar cekildi.

3.2.2.1.3. Bos Mikrokiirelerin FT-IR Spektrumu
Bos mikrokiirelerin FT-IR spektrumu, 4000-400 cm™ dalga sayisi araliginda
elde edildi.

3.2.3. Mikrokiirelerin Hazirlanmasinda Kullanilan Etkin Maddenin

Karakterizasyonu

3.2.3.1. Bovin Serum Albuminin Karakterizasyonu
Bu bdliimde, mikrokiire formiilasyonlarinda model etkin madde olarak
kullanilan Bovin Serum Albuminin (BSA) fizikokimyasal 0Ozelliklerinden s6z

edilmektedir.
3.2.3. 1.1. Bovin Serum Albuminin Erime Derecesi Tayini
Bir ucu kapali bir tiipin dibine BSA konarak erime derecesi tayin cihazina

yerlestirildi. Daha sonra, alet agilip 6 devirde c¢evrilerek 1sitildi. Erime durumu

termometre kontrolii ile saptandu.

3.2.3. 1.2. Bovin Serum Albuminin FT-IR Spektrumu ve DTA/TG Analizi
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Bovin Serum Albuminin FT-IR spektrumu, 4000-400 cm™ dalga sayisi
araliginda elde edildi. DTA/TG analizi ise, Boliim 3.2.1.1.3’deki gibi yapildi.

3.2.3.2. Bovin Serum Albuminin Miktar Tayini Yontemi

Model ilag etkin maddesi olarak secilen BSA’nin formiilasyonlarda ve salim
ortamindaki miktarlarinin belirlenebilmesi amaciyla miktar tayini yontemi gelistirildi.
Bunun i¢in Lowry yontemi kullanildi (249).

Lowry yonteminde; fosfomolibdotungstik asit ¢ozeltisinin (Folin belirteci)
tirozin bakiyeleri ile reaksiyona girerek olusturdugu mavi renkli kompleksin
spektrofotometrik olarak absorbans degerlerinin Ol¢limii yapilarak mikrokiirelerde
tutulan BSA miktar1 tespit edildi. Burada reaksiyon, bakir ile BSA molekiilii arasinda
kompleks olusumu ile baslar ve alkali ¢ozeltide, oda sicakliginda 5-10 dakika siiresinde

tamamlanir.

3.2.3.2.1. Bovin Serum Albuminin Miktar Tayini Icin Standart Dogrunun
Cizilmesi
Oncelikle, bu yontemde kullanilacak tiim cam esyalar yikama asidi ile yikanip
bol distile su ile durulandi. Kontaminasyonu 6nlemek icin calisma boyunca eldiven
kullanildi.
Lowry miktar tayini yOnteminin yapilabilmesi i¢in asagidaki ¢ozeltiler taze
hazirlandi:
a. Sodyum karbonatin 0.1 N NaOH icinde %2 (a/h)’lik ¢ozeltisi: A belirteci
b. CuSO04.5H,O’nun %1’lik potasyum tartarat c¢ozeltisi i¢inde %0.5 (a/h)
konsantrasyonda ¢ozeltisi: B belirteci
c. 50 ml A belirteci ile 1 ml B belirteci karigimi: C belirteci
d. 1 hacim Folin belirteci + 2 hacim distile su: D belirteci
Calismaya uygun konsantrasyonda olacak sekilde 0.5 ml hacminde standart
cozeltiler (20, 80, 140, 200, 280, 340, 400 pg/ml), kor o6rnek ve protein Srnekleri
hazirland1 ve bunlarin her birine 5’er ml C belirteci ilave edilip karistirildi. Elde edilen
karisimlar, oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. Daha sonra, D belirtecinden 0.5 ml
aliip hizla bu karisima ilave edilip vorteksle karistirildi. Elde edilen karigim 30 dakika
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karanlikta bekletildi. Son olarak, her birinin absorbans1 660 nm’de spektrofotometrik

olarak 0lctildii. Bulunan absorbans degerleri ile standart dogru grafigi ¢izildi

3.2.4 Bovin Serum Albumin Iceren Mikrokiirelerin Hazirlanmasi
Terapotik etkin madde igeren mikrokiireler, Bolim 3.2.2°de verilen emiilsiyon
olusturma/¢éziici buharlastirma yontemi kullanilarak hazirlandi. Karistirma hizi ve
etkin madde miktarinin mikrokiirenin etkin madde tutma kapasitesi lizerine etkisini

incelemek i¢in farkl formiilasyonlar gelistirildi (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Mikrokiire formiilasyonlarinin igerikleri ve kodlari.

Formiilasyon Etkin Karistirma
Kodu Madde Miktar1 Hiz1

(mg) (rpm)
F01300 100 300
F01400 100 400
F05300 500 300
F05400 500 400

Hesapli miktar BSA, CAP’1n asetondaki ¢ozeltisine ilave edilerek etkin madde

i¢eren mikrokiireler hazirlandi.
3.2.4.1. Bovin Serum Albumin Iceren Mikrokiirelerin Karakterizasyonu
3.2.4.1.1. Partikiil Boyutu Tayini
Hazirlanan mikrokiirelerin ortalama partikiill boyutu, Bolim 3.2.2.1.1.°de
belirtildigi gibi elek yontemi ile belirlendi.
3.2.4.1.2. Mikrokiirelerin Sekillerinin Belirlenmesi

Elde edilen mikrokiirelerin polarize 151k mikroskobu kullanilarak sekilleri

incelenip fotograflar1 ¢ekildi.
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3.2.4.1.3. Bovin Serum Albumin I¢eren Mikrokiirelerin FT-IR Spektrumu
BSA igeren mikrokiirelerin FT-IR spektrumu, 4000-400 cm™ dalga sayisi
araliginda elde edildi.

3.2.4.1.4. Bovin Serum Albumin iceren Mikrokiirelerin DTA/TG Analizi
Mikrokiirelerin i¢erisinde tutulan Bovin Serum Albuminin stabilitesini hazirlama
yonteminin olumsuz yonde etkileyip etkilemedigini anlamak i¢in etkin madde iceren

mikrokiirelerin DTA/TG analizleri Boliim 3.2.1.1.3°de verilen yontemle gerceklestirildi.

3.2.4.1.5. Hazirlama Verimi
Kullandigimiz emiilsiyon olusturma/¢oziicii buharlastirma yontemindeki {iretim
kapasitesini degerlendirmek icin formiilasyondaki toplam kati miktarindan hareketle,

asagidaki formiil kullanilarak mikrokiirelerin verimleri hesaplandi.

%Verim= A/B x 100 3)
Bu denklemde yer alan A: elde edilen mikrokiirelerin agirligm (g); B:

formiilasyonda kullanilan kati madde agirhigini (g) ifade etmektedir.

3.2.4.1.6. Mikrokiirelerde Tutulan Bovin Serum Albumin Miktarinin
Belirlenmesi

BSA igerecek sekilde hazirlanan her bir mikrokiire serisinden 100 mg tartilip
porselen havana alindi. Havan eli ile iyice toz edildikten sonra, pH 7.4 fosfat tamponu
ile ekstraksiyon yapildi. Elde edilen ekstredeki BSA miktari, Lowry yoOntemi
kullanilarak belirlendi. Buradan o serinin tiimiinde tutulan etkin madde miktar1 standart
dogru denklemi kullanilarak hesaplandi. Her bir seri i¢in en az 6 dl¢lim yapilip

ortalamasi alind.

3.2.4.2. Mikrokiirelerde Saklama Kosullarinda Stabilite Calismalar

Emiilsiyon olusturma/¢oziicii buharlastirma yontemi ile hazirlanan mikrokiire
serilerinden segilen formiilasyonlar, buzdolab1i (4 + 1°C) ve etiv (60 + 1°C)’de
saklanmistir. 30 ve 45. giinlik saklama siirelerinin sonunda, Bolim 3.2.4.1.6’da

belirtilen yontemle mikrokiirelerin tuttugu BSA miktar1 belirlenmistir.
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3.2.4.3. Mikrokiirelerden In Vitro Kosullarda Bovin Serum Albumin Salim
Cahismalan

In vitro kosullarda, mikrokiirelerden BSA salimmi  degerlendirme
calismalarinda, USP XXII’de tanimlanan palet yontemi kullanildi (250).

Her bir formiilasyona ait her bir seriden 100 mg BSA icerecek sekilde hesaph
miktar mikrokiire tartildi. Disoliisyon ¢alismalari, 900 ml ¢6ziinme ortaminda (pH = 1.2
ve 6.8),37 £0.5°C’de, 100 rpm’de yapilmistir. Coziinme ortamindan belirli araliklarla
aliman 5 ml’lik 6rneklerin, 0.2 um’lik seliiloz nitrat filtre ile siizlildiikten sonra, UV-
visible spektrofotometrede Lowry yontemi kullanilarak absorbans degerleri
Ol¢iilmiistiir. Sink kosullarini saglamak amaciyla her defasinda ortama alinan 6rnek

hacmi kadar fosfat tamponu ilave edilmistir. Her bir ¢alisma en az 6 kez tekrarlanmistir.

3.2.4.4. Mikrokiirelerden In Vitro Kosullarda Bovin Serum Albumin
Saliminin Kinetiginin incelenmesi

Bolim 3.2.4.3’de belirtildigi gibi gergeklestirilen salim g¢aligmalar1 sonucunda
elde edilen bulgularin 6nce, zamana kars1 yiizde salim grafikleri ¢izildi. Daha sonra,

stfirinci, birinci derece ve Higuchi kinetigine uygunlugu arastirildi (5, 251).
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4. BULGULAR
4.1. Mikrokiirelere Ait Calismalar

4.1.1. Mikrokiirelerin Hazirlanmasinda Kullanilan Maddelerin

Karakterizasyonu

4.1.1.1. Seliiloz Asetat Ftalat’in Karakterizasyonu

4.1.1.1.1. Seliiloz Asetat Ftalat’in Erime Derecesi Tayini
Bolim 3.2.1.1.1°de anlatildigr gibi CAP’in erime derecesi tayini caligmasi

yapildi ve erime derecesi 494 °C olarak bulundu. Bulunan degerin literatiire uygun

oldugu tespit edildi (252).

4.1.1.1.2. Seliiloz Asetat Ftalat’in FT-IR Spektrumu
Selilloz Asetat Ftalat'n 4000-400 cm™ dalga sayisi araliginda Fourier
Transform Infrared Spektrumu c¢ekildi. 742.5, 906.1, 1123.1, 1036.5, 1232.5, 1369.7,
1492.5, 1579.7, 1708.9, 2937.3 cm-1’de CAP’a 6zgii pikler saptandi (Sekil 4.1).

4.1.1.1.2. Seliiloz Asetat Ftalat’in DTA/TG Analizi
Seliiloz Asetat Ftalat’in DTA/TG analizi, 300-1200 K araliginda gerceklestirildi
(Sekil 4.2). TG grafigi, CAP’1n orijinal kiitlesinin %99.9’unu 298 - 1250°K arasinda
yitidigini  gostermektedir. Bu  sicaklik araliginda, bonzuma, {i¢ asamada
gerceklesmektedir:
a. 1Ilk bozunma, 426-496°K araliginda meydana gelmektedir ve madde, kiitlesinin
%16.6’s11 yitirmektedir.
b. Ikinci bozunma ise, 496-598°K araliginda olur. Bu aralikta, %45.5 oraninda kiitle
kayb1 meydana gelir.
c. Ugiincii ve son bozunma asamasi ise, 578-1250 °K araliginda gerceklesir.
Madde, bu aralikta kiitlesinin %37.7’sini kaybeder.
CAP’a ait DTA profilinde, iki adet egzotermik ve bir adet endotermik pik
goriilmektedir. Bu piklerden ilki, 426-495°K araligindadir ve 467°K’de maksimum
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Sekil 4.2. Seliiloz Asetat Ftalat’in DTA/TG diyagramu.
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verir. Ikinci pik ise, 495-578°K araliginda bulunmaktadir ve 611°K’de maksimuma

ulastig1 goriilmektedir.

4.1.2. Bos Mikrokiirelerin Hazirlanmasi
Terapotik etkin madde igeren mikrokiire hazirlanmasina gegmeden Once,
optimum kosullarin belirlenmesi amaciyla, bos mikrokiireler hazirlanip karakterize

edildi. Mikrokiireler, 300 (F300) ve 400 (F400) rpm karistirma hizinda hazirlandi.
4.1.2.1. Bos Mikrokiirelerin Karakterizasyonu
4.1.2.1.1. Partikiil Boyutu Tayini
Bolim 3.2.2.1.1’de anlatildig1 gibi, partikiil boyutu dagilimlar1 belirlendi.

Ortalama partikiil boyutlar1 Cizelge 4.1°de verildi.

Cizelge 4.1. Bos mikrokiirelerin ortalama partikiil boyutlar1

Formiilasyon Ortalama Partikiil Boyutu Partikiil Boyutu Dagilimi
Arahg (o)
(um £ SD)
F300 500-1000 72.7
F400 250-500 27.6
4.1.2.1.2. Mikrokiirelerin Sekillerinin Belirlenmesi

Elde edilen mikrokiirelerin polarize 1s1tk mikroskobu kullanilarak sekilleri
incelenip fotograflar1 cekildi (Sekil 4.3). Mikrokiirelerin kiiresel sekilli ve piiriizsiiz
yiizeyli oldugu tespit edildi.

4.1.2.1.3. Bos Mikrokiirelerin FT-IR Spektrumu
Bos mikrokiirelerin FT-IR spektrumu, 4000-400 cm™ dalga sayisi araliginda
elde edildi (Sekil 4.4). Mikrokiire hazirlanmasinda kullanilan CAP’a spesifik ana pikler

burada da goriilmektedir.
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Sekil 4.3. Bos mikrokiirelerin polarize 151k mikroskobu ile ¢ekilen fotografi.
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Sekil 4.4. Bos mikrokiirelerin FT-IR spektrumu.
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4.2. Mikrokiirelerin Hazirlanmasinda Kullanilan Etkin Maddenin

Karakterizasyonu

4.2.1. Bovin Serum Albuminin Karakterizasyonu
Bu boliimde, mikrokiire formiilasyonlarinda model etkin madde olarak
kullanilan Bovine Serum Albuminin (BSA) fizikokimyasal 0Ozelliklerinden soz

edilmektedir (254). BSA, %55 oraninda alfa-heliks konformasyonu igerir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. Bovin serum albuminin yapisinin sematik gdsterimi.

4.2.1.1. Bovin Serum Albumin’in Erime Derecesi Tayini

Boliim 3.2.2.1.1°de anlatildig1 gibi ¢alisilarak model etkin madde olarak kullanilan
BSA 1sitilirken, 65°C’nin iistiine ¢ikildiginda erime gosterdi (253).

4.2.1.2. Bovin Serum Albumin’in FT-IR Spektrumu
Bovin Serum Albumin’in FT-IR spektrumu, 4000-400 cm™ dalga sayist araliginda
elde edildi (Sekil 4.6) 3282.7 cm™"’de hidrojen bagi (N-H grubu), 1545.6 cm™ ve 1528.1
cm’de proteinik yapiya 6zgii amid baglar;, 1391.8 cm™’de karboksil bagi ve son
olarak, 1241.8 cm™’de ise, ¢ o bagmm varligim gosteren pikler saptandi. Elde edilen

piklerin literatiirle uygunluk gosterdigi belirlendi (254-255)

4.2.1.3. Bovin Serum Albuminin DTA/TG Analizi
Bu calismada model ilag etkin maddesi olarak kullanilan BSA’nin DTA/TG
profili Sekil 4.7°de gosterilmistir. BSA, 282°C’de dekompoze olmaktadir. Bovin serum
albuminin DTA profili, iki endotermik pik verdi.
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Numunenin TG grafigi, bozunmanin 29-1143°K araliginda ii¢ asamada
gerceklestigini gostermistir:
a. Ilk bozunma, 29 -154°K araliginda ve %7.078 kiitle kaybi ile meydana
gelmektedir.
b. Ikinci bozunma, 154-717°K araliginda olmakta ve maddenin Kkiitlesinin
%76.918’1 yitirilmektedir.

c. Ugiincii bozunma ise, 717-1143°K araliginda meydana gelmektedir.

4.2.2. Bovin Serum Albumin Miktar Tayini Yontemi
Model ilag etkin maddesi olarak secilen BSA’nin formiilasyonlarda ve salim
ortamindaki miktarlarinin belirlenebilmesi amaciyla Boliim 3.2.3.2°de anlatilan miktar

tayini yontemi gelistirildi. Bunun i¢in Lowry yontemi kullanildi (249).

4.2.1.3.1. Bovin Serum Albumin Miktar Tayini I¢in Standart Dogrunun
Cizilmesi
Boliim 3.2.3.2.1°de anlatildig: gibi calisilarak BSA miktar tayininde kullnilacak
standard dogru ve denklemi (y = -3,1349. 107 + 4,456x) ile egim (m = 4.456), kesisim
noktast (b = -3,1349) ve korelasyon katsayisi (r = 0.99989) (r* = 0,9998) elde edildi
(Sekil 4.8).

4.3 Bovin Serum Albumin I¢eren Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Terapdtik etkin madde iceren mikrokiireler, Boliim 3.2.2°de verilen emiilsiyon
olusturma/¢dziicii buharlagtirma yontemi kullanilarak hazirland1 (1, 256-257). Ayni
etkin maddeyi farkli konsantrasyonlarda iceren ancak, farkli karistirma hizlan

kullanilarak degisik mikrokiire formiilasyonlar: elde edildi.
4.3.1. Bovin Serum Albumin I¢ceren Mikrokiirelerin Karakterizasyonu
4.3.1.1. Partikiil Boyutu Tayini

Hazirlanan mikrokiirelerin partikiill boyutu dagilimi, Bolim 3.2.4.1.1.°de
belirtildigi gibi elek yontemi ile belirlendi. Sonuglar, Cizelge 4.2°de verildi.
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Sekil 4.8. Bovin serum albumin miktar tayini standart dogrusu.
Cizelge 4.2. BSA igeren mikrokiirelerin partikiil boyutu dagilimi
Formiilasyon Ortalama Partikiil Boyutu Arahg: Partikiil Boyutu
(um) Dagilim
(%e)
>1000 37.4
F01300 500-1000 54.9
>1000 12.88
F01400 500-1000 68.5
250-500 12.88
>1000 27.5
F05300 500-1000 57.7
>1000 8.7
F05400 500-1000 10.2
250-500 78.27
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4.3.1.2. Mikrokiirelerin Sekillerinin Belirlenmesi
Elde edilen mikrokiirelerin polarize 1s1k mikroskobu kullanilarak sekilleri
incelenip fotograflar1 cekildi (Sekil 4.9). BSA iceren mikrokiirelerin kiiresel sekilli,

pliriizsiiz ylizeyli oldugu ve yiizeyinde etkin madde kristali igermedigi goriildii.

Sekil 4.9. BSA iceren mikrokiirelerin polarize 151k mikroskobu ile ¢ekilmis fotografi

4.3.1.3. Bovin Serum Albumin Iceren Iceren Mikrokiirelerin FT-IR
Spektrumu

BSA iceren mikrokiirelerin FT-IR spektrumu, 4000-400 cm™ dalga sayisi

araliginda elde edildi (Sekil 4.10). Elde edilen spektrum, mikrokiire olusumu esnasinda

BSA ile CAP arasinda kimyasal bir etkilesimin ger¢ceklesmedigini gostermektedir.

4.3.1.4. BSA iceren Mikrokiirelerin DTA/TG Analizi
Bovin serum albumin igeren mikrokiirelerin TG grafigi (Sekil 4.11),
mikrokiirelerin termal bozunmasimin 41.95-778.09°K araliginda 1{i¢ asamada
gergeklestigini gostermektedir:
a. Birinci asama, 41.95 -188.33°K aralifinda ger¢eklesmekte ve mikrokiirelerde
%8.877 oraninda kiitle kayb1 meydana gelmektedir.
b. Ikinci bozunma, 188.33-293.19°K araliginda  gerceklesmekte ve
mikrokiirelerde %31.91 oraninda kiitle kayb1 olmaktadir.
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Sekil 4.11. Bovin serum albumin igeren mikrokiirelerin FT-IR spektrumu.
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c. Ugiincii ve son bozunma ise, 293.19-778.09°K araliginda meydana gelmekte

ve mikrokiirelerin kiitlesinde %47.582 oraninda kayip olmaktadir.

Ilag etkin maddesi olarak model protein igeren mikrokiirelerin DTA profilleri
incelendiginde, BSA ve CAP’a ait piklerin varligi goriilmektedir. Bu da polimer ile
model ilacin mikrokiire olusumu esnasinda herhangi bir kimyasal bir tepkimeye
girmedigini, ilacin mikrokiire matriksi i¢inde tutuldugunu goéstermektedir. Bu durum,

enkapsiile edilen proteinin iiretim esnasinda stabilitesini korumasinin gostergesidir.

4.3.1.5. Hazirlama Verimi
Kullandigimiz emiilsiyon olusturma/coziicti buharlastirma yontemindeki iiretim
kapasitesini degerlendirmek icin formiilasyondaki toplam kati miktarindan hareketle
mikrokiirelerin verimleri Boliim 3.2.4.1.5°de verilen denklem kullanilarak hesaplandi.

Bulgular, Cizelge 4.3’te verildi.

Cizelge 4.3. Mikrokiire hazirlama verimleri.

Formiilasyon | Hazirlama Verimi (%)
FO1300 55.7
F01400 96.2
F05300 48.3
F05400 56.1

4.3.1.6. Mikrokiirelerde Tutulan BSA Miktarimin Belirlenmesi
Her bir mikrokiire serisinde tutulan BSA miktari, Bolim 3.2.4.1.6’te verilen
yontemle tespit edildi. Deney bulgulari, ortalamalar1 alinarak standart sapmalart ile

birlikte Cizelge 4.4 te verildi.

Cizelge 4.4. Mikrokiirelerde tutulan Bovin serum albumin (BSA) miktar1

Formiilasyon | Tutulan BSA Miktar1 (%)
F01300 72.69 £ 3.55
F01400 86.43 £1.32
F05300 56.31 £3.46
F05400 62.57£4.61
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4.3.2. Mikrokiirelerde Saklama Kosullarinda Stabilite Calismalar

Mikrokiirelerin depolama kosullarindaki stabilitelerini arastirmak amaciyla
Boliim 3.2.4.2°de anlatilan sartlarda calisilmistir. Elde edilen bulgular Cizelge 4.5’de
verilmigtir.

Burada, depolama siiresi sonunda mikrokiireler tarafindan tutulan etkin madde
miktarindaki degisiklik esas alinmistir. Stabilite ¢calismasi i¢in hazirlanan mikrokiireleri
etliv ve buzdolabina koymadan 6nce her bir serideki BSA miktar1 saptand1 ve daha
sonra, elde edilen bu bulgular, depolama siiresi bitiminde tespit edilen BSA miktarlar
ile kiyaslandi. Ayrica, depolama siiresi sonunda mikrokiirelerin organoleptik 6zellikleri
de incelenmistir. Buna gore, 60°C’da tutulan 100 mg BSA ig¢eren F01300 ve F01400
formiilasyonlarinda biiyiik ol¢iide degisiklik olmazken, 500 mg BSA iceren FO5300 ve
F05400 formiilasyonlarinda sararma seklinde renk degisimi meydana gelmistir. Bu da
60°C’da BSA’daki bozunmay1 gosterir. 4°C’da depolanan mikrokiirelerde ise, herhangi

bir renk veya sekil degisikligi gozlenmemistir.

Cizelge 4.5. Mikrokiirelerin stabilite ¢aligmasinda BSA miktarinda meydana gelen degismeler.

Formiilasyon Tutulan BSA Miktari (%)
4°C 60°C
0.glin 45. glin 0.glin 45. glin
F01300 72.69 £3.55 | 5836+1.52| 72.69+£3.55 | 16.08 +1.02
F01400 86.43+132 | 71.42+£1.26 | 86.43+1.32 |24.47+1.36
F05300 56.31+3.46 (47351233 | 56.31+3.46 |36.71 £2.84
F05400 62.57+4.61 |53.78+135| 62.57+4.61 |38.98+1.36

4.3.3. Mikrokiirelerden In Vitro Kosullarda Bovin Serum Albumin Salim
Cahismalan
In vitro kosullarda, mikrokiirelerden BSA salimm degerlendirme
calismalarinda, USP XXII’de tanimlanan palet yontemi kullanildi (250). Bolim
3.2.4.3’de aciklanan yontem ile yapilan salim deneylerinin sonuglar1 esas alinarak %
salim yi1gilmali BSA miktarinin zamana kars1 grafigi ¢izildi (Sekil 4.12 ve 4.13). Elde
edilen salim profili, enkapsiile edilmemis etkin maddenin ayn1 kosullarda bulunan salim

profili ile kiyasland1 (Sekil 4.14).
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Sekil 4.12. Bovin serum albumin (BSA) iceren farkli mikrokiire formiilasyonlarindan BSA salim

profilleri (pH = 6.8)
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Sekil 4.13. Bovin serum albumin (BSA) iceren farkli mikrokiire formiilasyonlarindan BSA salim

profilleri (pH = 1.2)
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Sekil 4.14. Enkapsiile edilmemis Bovin serum albumin’in (BSA) farkli pH degerlerinde (pH = 1.2 ve
6.8) disoliisyon profilleri.

4.3.1.8. Mikrokiirelerden In Vitro Kosullarda BSA Salimimnin Kinetiginin
Incelenmesi

Boliim 3.2.3.1.7°de belirtildigi gibi gerceklestirilen salim ¢aligmalar1 sonucunda
elde edilen bulgular, sifirinci, birinci derece ve Higuchi kinetigine uygunlugu arastirildi.

Buna gore, mikrokiirelerden BSA saliminin difiizyon kontrollii ger¢eklestigi saptandi.
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5. TARTISMA

Bu calismada, proteinlerin gastrik ortamdaki proteolitik enzimlerin degrade
edici etkisinden korunmalarini saglamak amaciyla, enterik mikrokiireleri hazirlandi.
Bunun i¢in, daha ziyade enterik tablet hazirlamada yararlanilan seliilloz asetat ftalat
polimeri mikrokiire olusturmak i¢in kullanildi. Mikrokiirelerin hazirlanmasi, emiilsiyon
olugturma - ¢oziicli buharlastirma yontemiyle gergeklestirildi. Enkapsiilasyon islemine
baslamadan Once, mikrokiire hazirlanmasi ic¢in kullanilmasi diisiintilen polimerin
uygunlugu 6n formiilasyon ¢aligmalari ile test edildi.

Yeni bir dozaj seklinin gelistirilmesinde 6n formiilasyon calismalar1 biiyiik
Oonem tasimaktadir. Bu kisimda, en 6nemli kriter, dozaj seklinin hazirlanmasi i¢in segilen
polimerin inert olmasi kosuludur. Diger bir deyisle, polimerin ila¢ etkin maddesi ile
kimyasal reaksiyona girmemesi ve onun stabilitesini olumsuz ydnde etkilememesi
gerekir (1-2, 5). Polimer ile ila¢ etkin maddesinin etkilesip etkilesmediginin tespiti ise,
FT-IR, DTA/TG, DSC ve X-1s1mi difraksiyon analizi ile yapilir (5). Bu ¢alismada da
mikrokiirelerin hazirlanmasinda kullanilan polimer olan seliiloz asetat ftalatin (CAP)
model ilag etkin maddesi olarak secilen BSA ile etkilesip etkilesmedigini tespit etmek
icin BSA, CAP ve BSA iceren mikrokiirelerin FT-IR spektrumlar1 alimip DTA/TG
analizleri yapildi.

FT-IR analizinde elde edilen pikler, mikrokiire olusumu esnasinda CAP’in
BSA’nin yapisini bozmadigini kanitlamistir. Bu sonuca dayanarak, CAP’in proteinik
etkin maddelerin enkapsiilasyonu i¢in uygun bir polimer oldugu sdylenebilir.

Literatiirde proteinik etkin maddelerin CAP ile enkapsiilasyonuna ait termal
incelemeleri kapsayan 6n formiilasyon ¢aligmasina rastlanmamustir. Bu agidan, tezde elde
edilen veriler, bilimsel literatiirde 6nemli bir boslugu doldurmaktadir. Ayrica, DTA/TG
analizinde elde edilen bulgular, mikroenkapsiilasyon islemi sirasinda ilag etkin
maddesinin yapisinin bozunup bozunmadigina dair de bilgi vermektedir. Bu ¢alismada,
model ila¢ olan BSA’nin mikrokiire olusumu esnasinda bozunmaya ugramadigi
goriilmiistiir. Bu da iiretim kosullarinin proteinik etkin maddenin stabilitesi agisindan
uygun oldugunun gostergesidir.

Daha sonra, farkli etkin madde konsantrasyonu (100-500 mg) ve karistirma

hizlarinda (300 ve 400 rpm) mikrokiire formiilasyonlar1 hazirlanmistir. Hazirlanan
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mikrokiirelerin polarize 151k mikroskobu ile fotograflar1 ¢ekilmistir. Fotograflar
incelendiginde, kiiresel sekilli ve piiriizsiiz ylizeyli olduklar1 goriilmektedir.
Mikrokiirelerin yiizeyinde etkin madde kristallerine rastlanmamustir.

Formiilasyona etkin madde konsantrasyonunun etkisi incelendiginde; etkin
madde konsantrasyonu arttik¢a, mikrokiire veriminin azaldig tespit edilmistir. Ancak,
etkin madde konsantrasyonunun mikrokiire boyutu iizerine énemli bir etkisi olmadigi
belirlenmigtir. Mikrokiirelerin hemen hemen monomodal bir dagilim gdosterdigi
goriilmiistiir. Elde edilen mikrokiirelerin cogunun boyutu 500-1000 pm araligindadir. Ote
yandan, karigtirma hizinin mikrokiire boyutu lizerinde etkili bir parametre oldugu
belirlenmistir. Karistirma hiz1 arttik¢a, daha kii¢iik mikrokiirelerin elde edilmesi miimkiin
olmustur. Ayrica, mikrokiirelerin enkapsiile ettiZi BSA miktar1 etkin madde
konsantrasyonu arttik¢a azalmastir.

4° ve 60°C’da yapilan hizlandirilmis stabilite calismalari ise, sicakligin proteinik
etkin madde igeren ilaglarin raf omriinlin belirlenmesinde en dnemli faktdr oldugunu
gostermektedir. Protein molekiillerinin sicakliga hassas oldugu bilinmektedir. Ancak, oda
sicakliginda bile birkag¢ giin stabil kalabilen BSA, hizlandirilmis stabilite ¢alismasinda,
sicaklik acisindan olusturulan stres kosullarinda 60°C’da 45 glinde bozunma gdstermis,
enterik enkapsiilasyon yiiksek sicaklikta yeterli koruyucu etki saglayamamustir.

4 ve 60°C’da yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilen veriler 1s18inda
Arrhenius denklemi kullanilarak BSA igeren mikrokiirelerin raf omrii ve saklama
kosullar1 belirlenebilir. Buna gére, BSA igeren mikrokiirelerin 4°C’da daha uzun siire
stabil kalabildigi tespit edilmistir. Stabilite agisindan 6nemli bir diger husus ise, yliksek
karigtirma hizi ile hazirlanan mikrokiirelerin nispeten daha diisiik stabiliteye sahip
olmalardir.

In vitro salim ¢alismalar1 ise, USP XXII'ye gére pedal yontemi kullanilarak pH
1.2 ve 6.8’de yapilmistir. Etkin madde konsantrasyonu ve karistirma hizi agisindan
farkliliklar gosteren formiilasyonlarin in vitro salim c¢aligmalarindan elde edilen veriler,
salim profiline bu faktorlerin etkisinin olmadigini, benzer profilin elde edildigini
gostermistir. pH 6.8’de yapilan calismalarda 90 dakika sonunda dahi etkin maddenin
heniiz ortalama %40’nin salinmis olmasi, kontrollii salim saglayan dozaj seklinin
olusturuldugunun kanitidir. Mikrokiirelerden etkin madde salim, tipik iki agsamali salim

profilini gostermektedir. BSA saliminin baslangigta hizli bir hidrasyon ile daha sonra ise,
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difiizyon kontrollii olarak gerceklestigi belirlenmistir. Diflizyon fazinda salim oldukca
yavastir. Bunun nedeni, mikrokiire matriksinin degradasyonu ile ilacin difiizyonundan
dolay1 olabilir.

Bovin serum albumin igeren mikrokiirelerin pH 1.2°’de salim profilleri
incelendiginde model ilacin mikrokiirelerden Onemli oOlgiide salim yapmadigi
gbozlenmistir (%6.8). Bu da mikrokiirelerin gastrik ortamda dayanikli oldugunu
gostermektedir. Ayrica, pH 1.2’de yapilan in vitro salim caligmasi sonunda ortamdan
alinan mikrokiireler mikroskop altinda incelendiginde herhangi bir organoleptik degisim
gozlenmemistir.

Stabilite ve salim ¢alismalar1 1s181nda, proteinik etkin maddelerin formiilasyonu
icin seliiloz asetat ftalat mikrokiireleri, gastrik ortamdan koruyucu etkisi ve kontrollii

salim saglamasi nedeniyle uygun bir dozaj sekli olarak dnerilebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Son yillarda, farmasétik biyoteknoloji ve ona paralel olarak farmasotik teknoloji
alanindaki onemli gelismelere ragmen, oral yolla proteinlerin stabil formda
uygulanmasini saglayacak bir dozaj sekli heniliz tam anlamiyla gelistirilmemistir. Bu tez
projesi, literatiirde var olan bu 6nemli boslugu doldurmak amaciyla planlanmistir. Biiyiik
caph tretime elverisli, proteinik etkin maddeleri gastrointestinal sistemde enzimatik
hidrolizden koruyabilecek ve kontrollii salim saglayan bir dozaj seklinin gelistirilmesi
amaglanmistir.

Bunun i¢in, protein molekiiliiniin enkapsiilasyon islemi sirasinda stabilitesini
olumsuz yonde etkilemeyecek, inert bir polimer se¢ilmistir. Seliiloz asetat ftalat, enterik
tablet formiilasyonlarinda, etkin maddeyi gastrik ortamdan koruyucu etkisi nedeniyle
kullanilan bir polimerdir. Bu calismada, seliiloz asetat ftalatin proteinik etkin madde
iceren enterik mikrokiire hazirlanmasindaki etkinligi, protein molekdiliiniin stabilitesi ve
kontrollii salimin saglanmasi acisindan incelenmistir. Bu c¢alismada, mikrokiire
hazirlamada kullanilan emiilsiyon olusturma-¢6ziicii buharlastirma yontemi; basit, hizl,
biiylik ¢apli iiretime elverigli, tekrarlanabilir, ekonomik ve protein molekiillerinin
stabilitesi agisindan uygun oldugundan secilmistir. Yiiksek molekiil agirlikli olmasi
sebebiyle protein molekiiliiniin midede asidik ortamda CAP mikrokiirelerinden salimi
glic olmakta ve matriks i¢cinde salinmadan kalmaktadir. Boylece, etkin maddenin gastrik
ortamda korunmasi miimkiin olmaktadir. CAP mikrokiirelerinden suni barsak vasatinda
pH 6.8’de etkin maddenin salimi incelendiginde ise, diflizyon kontrollii olarak
gerceklestigi tespit edilmistir.

FT-IR ve DTA/TG analizleri, mikrokiire hazirlamada kullanilan polimerin inert
oldugunu ve yontemin protein stabilitesini olumsuz yonde etkliemedigini gostermistir.

BSA igeren mikrokiireler ile yapilan hizlandirilmis stabilite ¢alismalart da CAP
mikrokiirelerinin nakliye ve depolama esnasinda enkapsiile edilen proteinik etkin
maddeyi 4°C’da uzun siire dayanikli muhafaza edebilecegini gostermektedir.

Bu calismada elde edilen veriler 1s181nda, proteinik ila¢ etkin maddelerinin oral

uygulamasinda CAP mikrokiirelerinin kullanilabilecegini ileri siirmek miimkiindiir. Bu
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calismada elde edilen bulgular, laboratuarimizda siirmekte olan in vivo g¢alismalarla da

desteklenecektir.
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