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ÖZET 

 
 

 Rekombinant DNA teknolojisi ve genetik mühendisliğindeki gelişmeler, önemli 

terapötik etkiye sahip protein ve peptid yapısında ilaç etkin maddelerinin 

geliştirilmesini sağladı. Biyoteknolojik ilaç etkin maddelerinin çoğunun, hızla faz I ve II 

klinik çalışmaları yapılmaktadır. Günümüzde, bu tip ilaçların klinik kullanımının 

yaygınlaşmasının önündeki en büyük engeller; in vitro koşullarda, depolama ve üretim 

esnasında ve in vivo şartlarda (ör.: enzimatik hidroliz) ortaya çıkan stabilite sorunları ve 

bunlara bağlı olarak ilaç etkin maddesinin terapötik etkisini yitirebilme durumudur.  Bu 

stabilite sorunları, etkin maddenin enkapsülasyonu ile ortadan kaldırılabilir. 

Formülasyon açısından bakılacak olursa, enkapsülasyon, proteinik ilaç etkin 

maddelerinin fizyolojik ortamdan korunmasını ve etki bölgesine hedeflendirerek burada 

optimal terapötik etkinliğin sağlanmasını mümkün kılar. Bazı proteinler, gastrik 

ortamdan olumsuz etkilenir. Bu stabilite sorununu önlemek için, bu çalışmada, model 

protein olarak seçilen bovin serum albuminin selüloz asetat ftalat kullanılarak 

emülsiyon çözücü ekstraksiyonu yöntemi ile enkapsülasyonu önerilmektedir. 

Mikrokürelerin yükleme kapasiteleri ortalama 52% olarak bulunmuştur. Hazırlanan 

enterik mikrokürelerin boyutları ise elek yöntemi ile saptanmıştır ve 525 ± 1.38 µm 

bulunmuştur. Mikrokürelerin mikroskop altında fotoğrafları çekilmiştir. 

Mikrokürelerden in vitro koşullarda ilaç salımı çalışmaları, 37 ± 0.5°C, pH 1.2 ile pH 

6.8’de 100 rpm hızda pedal metodu ile gerçekleştirilmiştir. Fourier Transform Infrared 

(FTIR) ve Diferansiyel Termal Analiz /Termal Gravimetri (DTA/TG) çalışmalarının 

sonuçları ise, selüloz asetat ftalat mikrokürelerinin üretim işlemi süresince ve vücuda 

uygulandıktan sonra, etkin maddeyi gastrik ortamda koruyabileceğini göstermektedir. 

Bu çalışmadan elde edilen sonuçlar ışığında, selüloz asetat ftalat kullanılarak 

hazırlanacak enterik mikrokürelerin proteinik etkin maddelerin kolona 

hedeflendirilmesinde yararlı olacağı söylenebilir.  
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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 µm). 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. GİRİŞ 

 
Son yıllarda, farmasötik teknoloji alanında meydana gelen gelişmeler geleneksel 

ilaçların kullanımından kaynaklanan sorunları azaltmaya yönelik yaklaşımların 

geliştirilmesini sağlamıştır (1). Bilim adamları, çalışmalarını modern terapötik sistemler 

olarak adlandırılan mikroküre, mikrokapsül, nanopartikül, lipozom vb. ilaç taşıyıcı 

sistemler üzerinde yoğunlaştırmıştır. Bu ilaç şekilleri, düşük dozla farmakoterapötik etki 

elde etmeyi amaçlamaktadır. Bunun yanısıra, söz konusu ilaç taşıyıcı sistemler 

kullanılarak ilacın formüle edilmesiyle etkin maddenin kararlılığının sağlanması, yan 

etkilerinin azaltılması ve salımın istenen şekilde programlanabilmesi de mümkün 

olmaktadır (1-3). 

Son yirmi yıldır moleküler biyolojide meydana gelen gelişmeler, farmasötik 

biyoteknoloji alanına da yansımış, biyoteknolojik etkin maddelerin ilaç olarak 

formülasyonunu mümkün kılarak sağlık alanında çığır açmıştır (4). Farmasötik 

biyoteknolojide en çok kullanılan etkin maddeler, proteinler ve peptidlerdir (4). 

Proteinler ve bazı basit peptidler, vücut fonksiyonlarının çoğunu kontrol eden ajanlardır. 

İnsan sağlığının korunması, vücudun uygun bölgesinde, uygun zamanda, bu maddelerin 

doğru ve yeterli miktarlarda bulunması ile mümkün olur. Ancak, bu maddeler, normal 

koşullarda, insan vücudunun belli bir noktasında, çok küçük miktarlarda sentezlenir ve 

bu noktadan etki bölgesine diffüzyon ya da aktif transportla taşınır (5, 6). Etki 

bölgesinde ise, spesifik bir molekül veya reseptörle etkileşerek fizyolojik yanıtı 

oluşturur (6).   

Protein ve peptid yapısındaki ilaçların da hedef dokulara küçük miktarlarda 

uygun dozaj şekilleri ile taşınıp etki göstermesi istenir. Bu tip ilaçların hedeflendirilmesi 

ise pek çok güçlüğü beraberinde getirir (4).  

Protein ve peptid yapılı ilaçların klinikte yaygın kullanılabilmesini engelleyen en 

önemli unsurlar; bu etkin maddelerin formülasyon, nakil ve depolama esnasında 

stabilitesinin düşük olması, gastrointestinal sistemde enzimler tarafından 

parçalanmasıdır (4). Fiziksel ve kimyasal kararsızlıkları ise, terapötik etkinin kaybına 

dahi yol açabilir. Bu sorunların çözümü açısından en uygun yaklaşım, mikroküre veya 

mikrokapsül gibi kontrollü salım yapan dozaj şekillerinin hazırlanmasıdır (1,2,4). 
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Yarılanma ömürlerinin kısa oluşu da düşünülecek olursa, bu ilaçların kontrollü salınım 

sistemleriyle vücuda verilmesi büyük avantaj sağlayacaktır (1,4).  

Mikroküreler, mikropartiküler sistemler arasında en çok incelenen ve 

kullanılanlardır (1). Pek çok hastalığın tedavisinde kullanılmaları mümkündür. Plazma –

ilaç düzeylerinin istenen süre boyunca istenen düzeyde kalmasını sağlarlar. Doz sıklığı 

azdır. Mikrokürelerle düşük dozda optimum terapötik etki elde etmek mümkündür. Doz 

sıklığı azaldığı için hasta uyuncu da artar (1,2). Tüm bunlara ilaveten, formülasyonda 

kullanılan polimerin özelliğine bağlı olarak enkapsüle edilen maddeyi enzimlerden 

koruma özelliğine de sahiptir (7, 8). Proteinlerin gastrik ortamda enzimatik 

degredasyona uğradığı düşünülecek olursa, enterik mikroküre formülasyonu içinde 

proteinik yapıdaki bir etkin maddenin verilmesi, etkin maddenin gastrik stabilitesinin 

arttırılması açısından büyük avantaj sağlayacaktır.  

Bu çalışmada, oral yolla uygulanacak proteinik ilaçların gastrik stabilitesini 

arttırmak ve kontrollü salım sağlamak amacıyla selüloz asetat ftalat mikrokürelerinin 

hazırlanması önerilmekte ve incelenmektedir. Selüloz türevleri, enterik tablet 

hazırlamada sağladıkları avantajlardan dolayı enterik mikroküre hazırlanmasında da 

kullanılmaktadır ve bugüne kadar geleneksel ilaç etkin maddeleriyle yapılan 

çalışmalarda olumlu sonuçlar vermiştir. Bu nedenle, selüloz asetat ftalat polimeri ile 

emülsiyon oluşturma/çözücü buharlaştırma yöntemi kullanılarak model protein olarak 

seçilen bovin serum albuminin enterik mikroküreleri çalışmamızda hazırlanmış ve 

karakterize edilmiştir.  
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2. GENEL BİLGİ 

 

2.1.Proteinler 

Proteinler, enzimatik kataliz, taşıma ve depolama, koordine hareket, mekanik 

destek, immun koruma, sinir uyaranlarının oluşturulması ve taşınması, büyüme ve 

başkalaşımın kontrolü gibi hemen hemen her biyolojik olayda önemli rol oynarlar (9-

10). Hücre içerisinde gerçekleşen olaylar; yüzbinlerce farklı proteinin kendilerine 

verilmiş olan görevleri mucizevi bir şekilde yerine getirmeleri ile devam eder. Örneğin, 

kanda bulunan hemoglobin proteini dokulara gerekli oksijeni taşımakta, antikor denilen 

proteinler vücudun savunma sisteminin temelini oluşturmakta, insülin hücrelere 

glukoz/şeker alımını sağlamakta, keratin saç ve tırnak yapısını meydana getirmekte, 

enzim adı verilen proteinler ise, hücre içi kimyasal reaksiyonları mükemmel bir hız ve 

doğrulukta yerine getirmektedir (9, 10).  

 

2.1.1.Protein Yapısı 

Proteinler, amino asit adı verilen ve karbon, hidrojen, oksijen ve azot 

atomlarından meydana gelen moleküllerin boncuk taneleri gibi yan yana dizilmeleri ile 

oluşur (9). Diğer bir deyişle, proteinler, makromoleküllerdir (9, 10).  Amino asitlerden 

başlıca 20 tanesi protein yapımında görev alır. Bu standart 20 amino asitin farklı sayıda 

dizilişleri neticesi yüzbinlerce farklı yapı ve yükümlülüğe sahip proteinler oluşmaktadır 

(10). Aynı alfabedeki 29 harfin farklı dizilişleri ile farklı kelime ve cümlelerin 

yazılabilmesi gibi; 20 aminoasit ile de sonsuz sayıda farklı protein üretmek 

mümkündür(9, 10).  

Proteinlerin 50 kadar aminoasit içeren türlerinden, binlerce amino asit içeren 

türlerine kadar yüzbinlerce çeşidi vardır (4, 9, 10). Hücrelerde protein sentezi 

sonrasında üretilen aminoasitlerin birbirine bağlanarak oluşturdukları düz zincir, daha 

sonra aminoasitler arasındaki kimyasal bağlar neticesi katlanarak proteine son şeklini 

verir. Proteinlerin bazıları heliks/sarmal yapıda olabileceği gibi küresel veya antikorlar 

gibi Y şeklinde de olabilirler (9). Proteinler üç boyutlu yapılarındaki girinti çıkıntılar 

sayesinde ya başka proteinlere ya da alıcı moleküllere bağlanarak hücre içi faaliyetleri 

gerçekleştirirler. Anahtar-kilit ilişkisine benzer sistemlerle proteinlerin birbirlerine ya da 

diğer moleküllere bağlanıp ayrılması, protenlerin üç boyutlu yapılarını çok önemli kılar 



 4

(10). Bir proteinin aktif bölgesindeki sadece bir amino asidin bile yerinin değişmesi, 

proteinin şeklini değiştirip iş görmesini engellemektedir. Bu nedenle, protein sentezi 

sonrası zincir gibi olan aminoasit dizisinin katlanarak asıl şeklini alması çok 

önemlidir(10).  

Proteinlerin yapısı, fiziksel ve kimyasal stabiliteleri ile aktivitelerini etkileyen en 

önemli faktördür (11). Proteinler peptid bağlarıyla bağlı amino asit dizileridir (9). 

Amino asitler bir amino asitin α-karboksil grubuyla diğer amino asitin α-amino grubu 

ile amid bağları olan peptid bağları ile kovalent olarak bağlanırlar (10).  

Boyuta bağlı olarak,  dipeptid, tripeptid, oligopeptid ve polipeptidler olarak 

sınıflandırılırlar (9, 10).  

Proteinlerin 4 organizasyon düzeyi vardır (9, 10). Bunlar; primer, sekonder, 

tersiyer, kuaterner yapılardır.  

 

2.1.1.1.Primer Yapı 
Primer yapı, bir proteindeki amino asitlerin  polipeptid oluşturacak şekilde 

dizilişine denir (Şekil 2.1) (9, 10). Şekilde de görüldüğü gibi, polpeptid zinciri yalnızca 

amino asit moleküllerinin kovalent bağlarla birbirine bağlanarak yan yana 

dizilmesinden oluşmaktadır (4, 9-11).Yapıda R harfiyle gösterilen bölge " Radikal " 

grubunu temsil ediyor olup amino asitten amino asite bu molekül grubu değişmektedir. 

Örneğin, alanin amino asitinde R grubu CH3 yani metil grubudur. Fakat, iyodotronin 

amino asitinde metil grubunun yerini iyotlu bir bileşik alır. Primer yapı, kuvvetli asitler, 

alkaliler ve proteolitik enzimlerle bozunur.  

 
 

 
 
 
 
 
Şekil 2.1. Primer yapının şematik gösterimi.  

 

2.1.1.2.Sekonder Yapı 

Sekonder yapı, primer yapıya kıyasla biraz daha kompleks bir yapıdır (12). 

Sekonder yapı, lineer dizide birbirine yakın olan amino asitlerin kurallı düzenlenmesiyle 

oluşur. α-heliks, ß-tabaka ve ß-kıvrım olmak üzere değişik formlarda görülür (10).  
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Tıpkı DNA zinciri gibi heliks dönümleri yapan formuna α-heliks adı verilir 

(Şekil 2.2) (9, 10). Şekilde α- heliks, kıvrılmasının ilk aşaması görülmektedir. Bu 

aşamada,  zincir bükülmeye başlar ve COOH yani karbonil grubu ile NH' yani amino 

grubu arasında hidrojen bağı oluşmaya başlar (9). Bu bağ, fiziksel olarak kuvvetli bir 

bağ değildir ve dışarıdan verilen ısı veya fiziksel bir hareket ile koparılabilir. Kopmanın 

etkisiyle zincir yine eski düz halini almaya başlar (10). 

 

 

Şekil 2.2. α-heliksin şematik gösterimi. 

 

Şekil 2.3’de görülen yapı ise, proteinin sekonder formunun daha değişik bir şekli 

olan ve ß - tabakası adı verilen bir konfigürasyondur (10). Bu konfigürasyonda primer 

zinciri meydana getiren amino asitler heliks yapmak yerine kıvrılmalar yaparak 

akordiyon gibi bir hal almıştır(10).  

 

 

Şekil 2.3. β – tabakanın şematik gösterimi. 

 

  Proteinler, ayrı ayrı konfigürasyonlara sahip olabildiği gibi her iki 

konfigürasyona sahip proteinler de vardır (9). Örneğin bazı proteinlerin %70'i sekonder 

α-heliks yapısından, geri kalan %30'nu ise sekonder β - tabakasından meydana 

gelmektedir (10).  

 

2.1.1.3.Tersiyer Yapı 

Sekonder yapıyı takip eden bu konfigürasyonda proteinin yapısı daha da 

kompleks bir hal almaya başlar (10). Tersiyer yapıda ise, amino asitlerin yukarıda 

belirttiğimiz R (radikal) yan zincirleri arasında meydana gelen bağlar ile şeklini 

kazanmaya başlar. Birbirinden uzak amino asitlerin düzenlenmesi ile tersiyer yapı 
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oluşur (Şekil 2.4) (9, 10). 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 2.4. Tersiyer yapının şematik gösterimi. 

 

Proteinler, sekonder yapılarında aldıkları şekilden sonra birbirlerine yaklaşan 

veya uzaklaşan amino asitlerin etkisiyle bükülmeye, katlanmaya ve bazen de ani 

dönüşler yaparak yepyeni şekiller almaya başlarlar. İşte, bu şekilde, proteinin işlevi için 

son derece önemli olan üç boyutlu şekli meydana getirirler. Bu bükülme ve katlanmanın 

nedeni; amino asitlerin yan zincirlerinin arasındaki etkileşimlerdir (9, 10).  

Proteinlerdeki amino asitlerin yan zincirleri bazı etkiler sonucu birbirlerini 

çekerler veya iterler. Bu çekme ve itme hareketinin oluşumunda beş önemli etken rol 

oynar (4, 9-11). Bu beş etki; hidrojen bağları, disülfit bağlar, iyonik bağlar, Van der 

Walls kuvvetleri ve yan zincirlerin diğer etkileşimleri kutupsal ve kutupsal olmayan 

etkiler olarak özetlenebilir (9-10).  

Bu özel bağlar sayesinde, amino asitlerin bazı bölümleri birbirlerine yaklaşır, 

amino asit zinciri kendi üzerine katlanır, proteinlerin belirli zamanlama ve açılarla 

bükülmeleri sağlanır, protein molekülünün üç boyutlu yapısı kararlı kalır ve hücre 

dışındaki ortamda çözülmesi engellenir (9, 10).  

Tersiyer yapı, sekonder yapının kıvrılmış halidir. Sekonder yapı içerisinde heliks 

düzeni ve beta düzeninin her ikisi de bulunabilir. Hatta, bunlara ilave olarak bazı 

bölgeler, primer ve “Kangal” adı verilen daha değişik konfigürasyonlara sahip olabilir 

(10).  

 

2.1.1.4.Kuarterner Yapı 

Proteinler, bazı durumlarda içiçe girmiş telefon kordonları gibi oldukça karmaşık 

biçimde bükülmeler yaparak birbirleriyle birleşip kuarterner yapıyı oluşturur. Bir başka 
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deyimle, tersiyer yapıya sahip subünitelerin birleşmesiyle de kuaterner yapı meydana 

gelir (Şekil 2.5) (9-10).  
 

 

 

 

 

 

 
 

Şekil 2.5. Kuarterner yapının şematik gösterimi. 

 

Birçok protein ancak bu birleşmeyi gerçekleştirdikten sonra görevini yerine 

getirebilecek hale gelir (9). Fakat, proteinlerin birbirleriyle birleşerek dev moleküller 

meydana getirebilmeleri için de çok hassas dengelerin sağlanması gereklidir. Eğer iki 

protein birleşecekse, ikisinin de şekli birbirine el ve eldiven kadar uyumlu olmalıdır 

(10). Böyle olmadığında, biraraya gelip bağlanmaları mümkün olmaz. 

 

2.2.Proteinlerin Sınıflandırılması 

Proteinler; fiziksel yapıları, boyutları ve tiplerine göre sınıflandırılabilir (9-10).  

 

2.2.1. Fiziksel Yapılarına Göre 

Proteinler, fiziksel yapıları itibariyle, iki ana gruba ayrılırlar:  

 

2.2.1.1.Fibröz Proteinler 

Bu proteinler, özellikle deri, tendon (kasları kemiğe bağlayan sert doku) ve 

kemik dokularda bulunur (9). Fibröz protein suda çözünmemekle birlikte, fiziksel 

olarak oldukça dayanıklı bir yapıya sahiptir (9).  

 

2.2.1.2.Globüler Proteinler 

Fibröz proteinin aksine, suda çözünebilirler ve fiziksel olarak dayanıklı 

değillerdir (9, 10).  
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Globüler proteinler çoğunlukla, "enzim" yapısındadırlar. Enzimler ise, hücre 

içerisindeki sitoplazmada kimyasal reaksiyonları katalizlerler (10).  

 

2.2.2.Tiplerine göre  

Proteinlerin enzimler, reseptör proteinleri, glikoproteinler, lipoproteinler, plazma 

proteinleri (albuminler, globulinler) gibi farklı işlevsel yapıya sahip tipleri mevcuttur (9-

10). Ayrıca; insülin, glukagon, kollajen, hemoglobin gibi spesifik görevleri olan 

proteinlerde vardır (9-10). 

 

2.3. İlaç Taşıyıcı Sistemlerin Formülasyonlarının Geliştirilmesinde Etkin 

Protein Molekülüne Ait Faktörler 

 Proteinik yapıdaki ilaçların formülasyonu sırasında karşılaşılan en büyük 

sorunlar, bu etkin maddelerin moleküler özellikleri ile ilgilidir (4): 

a. Büyük molekül yapısı ve şekli 

b. Proteolitik enzimlere duyarlılığı 

c. Hızlı plazma kleransı 

d. Doz-yanıt ilişkisinin belirsizliği 

e. İmmunojenisite 

f. Biyouyum 

g. Fiziksel bozunma 

h. Kimyasal bozunma 

 

2.3.1. Molekül Yapısı ve Şekli 

 Proteinlerin molekül ağırlığı birkaç bin ile birkaç milyon Dalton arasında değişir 

(4, 9-10, 13-14). Çoğu globüler şekilde olmakla birlikte, fibröz yapıda olanları da 

vardır. Bunun yanı sıra, pentamerik örümcek şeklinde olan moleküllere de 

rastlanmaktadır. İmmunoglobulin M bunun en güzel örneğidir (15).  

 Proteinlerin büyük molekül ağırlığında olması, barsak gibi biyolojik 

membranlardan geçişini de olumsuz yönde etkiler (4, 16-17). Yine, aynı nedenle, 

bukkal, nazal, rektal ve vajinal yolla uygulama da zorluklarla karşılaşılır (18-26). Bu 

sorunu çözmek için, çoğu zaman penetrasyon arttırıcıların kullanılması önerilir (4, 27-

29).  
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2.3.2.Yarı Ömrü 

 Çoğu protein molekülünün in vivo yarı ömrü, birkaç saniye ya da dakika gibi 

kısa bir süredir (30). Bu, kısmen, protein molekülünün karaciğer, böbrekler, vasküler 

endotel ve diğer dokulardaki degradasyonundan kaynaklanır. Protein moleküllerinin 

kısa yarı ömre sahip olması, bu etkin maddeleri kontrollü salım sistemleri ile formüle 

etme açısından uygun aday haline getirmektedir (1).  

Sadece, ilaç uygulama bölgesinde protein molekülünü enzimatik 

degredasyondan korumak, plazma protein konsantrasyonunu maksimum düzeye 

çıkartmaya yetmeyebilir. Uzun süren ve sabit plazma düzeylerinde bir terapötik etki 

elde etmek için en iyi çözüm bu molekülleri içeren kontrollü salım sistemlerinin 

hazırlanmasıdır (1, 4, 31-35). Kontrollü salım yapan dozaj şekilleri iki amaç taşır: yavaş 

ilaç salımı sağlamak ve ilaç etkin maddesini hem in vitro hem de in vivo koşullarda 

degredasyon ve denatürasyondan korumak.  

 

2.3.3. Stabilite 

Protein stabilitesinde en önemli husus termodinamik kararlılıktır. Burada, protein 

molekülü açılır ve yeniden katlanır. Bu olay, geri dönüşümlü ve basit bir mekanizmayla 

gerçekleşebilir (36-37):  

     ku 

F (katlanmış molekül)   U (açılmış molekül) 

ku : molekülün açılması reaksiyonunda denge sabitesidir.  

 

Proteinin stabilitesi, Gibbs serbest enerjisindeki farklılıklarla ( G) ortaya çıkar. 

Burada stabiliteyi etkileyen faktörler; katlanmış molekülün rölatif serbest enerjisi (Gf) 

ile açılmış molekülün serbest enerjisidir (Gu). Katlanma reaksiyonuna ait serbest enerji 

farkı, ne kadar büyük ve pozitif olursa, protein denatürasyona o kadar çok dayanır.  

 

∆Gu = Gu -Gf     (1) 

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

 

               G = H – TS     (2) 

T: sıcaklık (°K) 
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Katlanma reaksiyonuna ait serbest enerji farkı (∆Gu), genellikle küçüktür: 

globüler proteinler için 5- 15 kcal/mol.  

Protein aşırı sıcaklık ve organik çözücüler gibi stress koşullarında da işlevini 

yerine getirebilecek kadar dayanıklı mı? Bu sorunun yanıtı termodinamik stabilite ile 

verilebilir ve molekülün geri dönüşümlü, geri dönüşümsüz veya çok yavaş bir şekilde 

açılmasına bağlıdır.  

Eğer, bir protein molekülü geri dönüşümlü olarak açılırsa ve yüksek sıcaklıkta 

inaktif ise, oda sıcaklığına soğutulduğunda yeniden katlanır, aktivitesini de geri kazanır. 

Bu, molekülün termostabil olduğunu gösterir (36-37).  

 

2.3.3.1.Protein Stabilitesini Etkileyen Faktörler 

Protein stabilitesini etkileyen faktörler; hidrofobik etkileşimler, hidrojen bağları, 

konformasyonel entropi, tuz köprüleri, aromatik yapılar arasındaki etkileşimler, metal 

bağları ve disülfid bağlarıdır (Şekil 2.6) (38). 

 
Şekil 2.6. Katlanmış molekülün açılmasında etkili bağların şematik gösterimi. 

 

  2.3.3.1.1. Hidrofobik Etkileşimler 

Hidrofobik etki, globüler proteinlerin katlanmasında tetikleyici rol oynar. 

Hidrofobik kısımların molekülün iç kısmında kalmasını sağlar (39-41).  

 

2.3.3.1.2. Hidrojen Bağları 
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Hidrojen bağı, azot ve oksijen gibi iki elektronegatif atom arasında oluşur (Şekil 

2.7). Burada, hidrojen, genellikle, donör adı verilen bir atoma kovalent bağ ile bağlıdır. 

Ancak, reseptör adı verilen diğer atomla elektrostatik etkileşime girer. Bu etkileşim, 

elektronegatif atomlar ile proton arasındaki dipolden kaynaklanır (41).  

 

 

Şekil 2.7 Tersiyer yapıdaki hidrojen bağları 

 

Protein molekülü katlandığında, protein-su hidrojen bağları kırılır ve sadece bir 

kısmı intra-protein hidrojen bağları ile yer değiştirir. Proteinlerde sadece amino 

gruplarının %1.3’ü ile karbonil gruplarının %1.8’i hidrojen bağı oluşturamazken, 

karbonil zincirinin %80’i ikinci bir hidrojen bağı oluşturmayı başaramaz (42). 

Dolayısıyla, entalpi tek başına ele alındığında, katlanmış protein yapısının 

destabilizasyonuna neden olmaktadır.  

Globüler proteinlerde, amid ve karbonil gruplarının H bağlarının büyük bir 

kısmı, α-heliks ve β-tabaka yapılarının oluşumu ile gerçekleşir. Bunlar da yapının %80-

90’nını oluşturur (42- 43).  

 

2.3.3.1.3 Konformasyonel Entropi 

 Protein molekülünün açılmış haldeyken stabilitesine en çok katkısı olan faktör, 

konformasyonel entropidir (44). Katlanmamış zincirin prolin sübstitüsyonu veya glisin 
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ile yer değiştirmesi neticesinde konformasyonel esnekliğinin azalması, katlanmış 

molekülün stabilitesinin artmasına neden olacaktır. Bu, enzimlerde görülebilir.  

 

2.3.3.1.4.Tuz Köprüleri 

Tuz köprüleri ya da iyon çiftleri, iki elektrik yüklü rezidüe arasında etkileşimi 

sağlayan güçlü hidrojen bağlarının özel bir şeklidir (46-49) (Şekil 2.8). Bunların protein 

stabilitesine katkısı ise, tartışmalı bir konudur. Yüksek sıcaklıklarda, tuz köprülerinin 

stabiliteye katkısı daha fazladır (47-49).  

 

                                                 O 

+ 
CH2CH2-C-O-   H3N-CH2CH2CH2CH2 

 

Glutamik asit  (glu)         Lizin   (lys) 

 

Şekil 2.8 Tuz köprüsü.  

 

2.3.3.1.5.Aromatik Yapılar Arasındaki Etkileşimler 

 Proteinlerde bulunan aromatik yan zincirlerin yaklaşık %60’ı (fenil , tirozin, ve 

triptofan), aromatik çift yapı taşır. Model bileşiklerle yapılan çalışmalar, optimal 

geometrinin dikey olduğunu, bundan dolayı, aromatik halkanın kenarında yer alan 

kısmen pozitif yük taşıyan hidrojenlerin pi elektronları ve diğer aromatik yapının 

kısmen negatif yüklü karbonlarıyla reaksiyona girebildiğini göstermiştir (50). Buna 

göre, aromatik yapılar arasındaki etkileşimlerin protein molekülünün stabilitesi 

açısından önemlidir (51).  

 

2.3.3.1.6.Metal Bağlama 
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Proteinlerin katlanmış hallerinin stabilizasyonunu sağlayan diğer bir metot ise, 

metal bağlanmasıdır (52-54).  

 

2.3.3.1.7.Disülfid Bağları 

Disülfid bağları, iki sistein rezidüesinin intra- ve intermoleküler köprülerle bir 

kovalent sülfür – sülfür bağı oluşturmak üzere oksidasyonu ile meydana gelir (52) : 

 
Sistein               Sistein     

         H  O           H  O     
      

      +                                + 
3HN-C-C-O-      +      3HN-C-C-O-    + (O)                       CH2-S-S-CH2               +     H2O 

         CH2-SH     CH2-SH 
              

 
                        Disülfid bağı 

 

Kovalent disülfit bağının entalpisi çok yüksek olduğundan, stabilteye katkısı da 

büyüktür. Ancak, bu bağ, molekülün hem katlanmış hem de katlanmamış halinde 

mevcuttur. Dolayısıyla, bunun serbest enerjiye entalpik katkısı göz ardı edilebilir. Bir 

disülfid bağının stabilize edici etkisinin, molekülün katlanmamış haldeyken sahip 

olduğu konformasyonel entropideki azalmadan kaynaklandığı düşünülmektedir (44).  

Hiper-termostabil proteinlerde, disülfid bağları nadiren mevcuttur (55). Bunun 

nedeni, yüksek sıcaklıklarda bu moleküllerin kimyasal açıdan dayanıklı olmalarıdır. 

Disülfit bağları kinetik stabiliteye de etki ederler (56).   

 

2.3.3.2.Kimyasal Bozunma 

Bir protein molekülündeki fonksiyonel grupların bazıları molekülü degredasyon 

yani bozunmaya ve inaktivasyona duyarlı hale getirir (55). Bir protein molekülünün 

kimyasal degredasyonu çeşitli kimyasal reaksiyonlar meydana gelir (Çizelge 2. 1). Bu 

reaksiyonlar bazı faktörlere bağlı olarak gerçekleşir (35):  

a. sıcaklık 

b. degredasyona yol açan etkenle temas süresinin uzunluğu 

c. amino asit içeriği 

d.molekülün sekansı ve üç boyutlu yapısı. 
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Kimyasal etkenle temasa maruz kalacak gruplar genellikle molekülün iç 

kısmında yer alır. Bu nedenle, üç boyutlu yapı stabilite açısından büyük önem 

taşımaktadır (9-10).  

Dayanıklı bir protein, katlanmış halinin dayanıklı hale getirilmesi ile oluşur. 

Burada, kovalent bozunma söz konusudur. Çünkü; protein stabilitesinin dayanıklılığının 

sınırlarını bu belirler (55). Yüksek sıcaklıklarda (80 - 120°C), Asn (asparagin) ve Gln  

 
Çizelge 2. 1 Protein moleküllerinde sıklıkla karşılaşılan kimyasal bozunma reaksiyonları 

Reaksiyon Reaktant kısım 

Deamidasyon 

Peptid bağının hidrolizi 

β-eliminasyon 

Oksidasyon 

Disülfid bağlarının yeniden oluşması 

Çapraz bağlanma 

Tiyol-disülfid değişimi 

Agregasyon 

Molekül içi konformasyonel değişiklikler 

Asparagin, glutamin 

Özellikle aspartik asit 

Sistin 

Sistein ve metiyonin 

Sistein 

Lizin 

Sistin ve sistein 

Protein molekülünün tamamı 

Protein molekülünün tamamı 

 

(glisin) deamidasyona uğrar. Asp-Xaa peptid bağları, hidrolize, disülfid bağlarının 

kopmasına hassastır. Xaa-Pro (Xaa: herhangi bir amino asit) peptid bağları ise, cis-trans 

izomerizasyonuna uğrar.  Kimyasal bozunma, molekülün terapötik aktivitesini 

yitirmesine neden olabileceğinden büyük önem taşır. Bu nedenle, başlıca kimyasal 

bozunma reaksiyonları aşağıda detaylarıyla açıklanmıştır (55).  

 

2.3.3.2.1.Oksidasyon ve Redüksiyon Reaksiyonları 

 Protein moleküllerinde yer alan bazı fonksiyonel gruplar, oksidasyon ve 

redüksiyona hassastır (4, 9-10) (Şekil 2.9). Oksidasyon, genellikle, proteinlerin 

izolasyonu, sentezi ve depolanması sırasında meydana gelir (9-10). Buna en güzel 

örnek, sisteindir. Tiyol grupları da nötral pH’da oksidasyona uğrar. Ayrıca, tiyoller eser 

elementlerin varlığında kendiliğinden okside olur (57).  
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Şekil 2.9 β-merkaptoetanol varlığında meydana gelen redüksiyon reaksiyonunun şematik 

gösterimi. 

Metiyonin ise, asidik koşullarda atmosferik oksijen varlığında, okside olan bir 

amino asittir. Bunun yanı sıra, hidrojen peroksit, periyodat, iyodür ve dimetil sülfoksit 

de protein moleküllerinin oksidasyonuna yol açan maddelerdir. Belli bazı koşullar 

altında, aspartik asidin karboksil grubu ve glutamik asit, alkollere indirgenme özelliği 

gösterir. Triptofanın indol halkası ise, geri dönüşümsüz olarak okside olma eğilimine 

sahiptir (57).  

Amino asitlerdeki bu oksidasyon ve redüksiyon reaksiyonları, çoğunlukla, 

terapötik etkinliğin yitirilmesine yol açar. Örneğin, kortikotropin, kalsitonin, gastrin ve 

hGH’nin oksidasyonu, bu moleküllerin terapötik etkinliklerini kaybetmelerine neden 

olur (58-61). Ancak, glukagon gibi bazı proteinler, oksidasyona uğrasalar da terapötik 

etkinliklerini yitirmezler (62).  

 

2.3.3.2.2.Deamidasyon 

 Glutamin ile aspartamın amid yan zincirleri, deamidasyona hassastır ve bu 

reaksiyon sonucunda sırasıyla; glutamat ve aspartata dönüşürler. Bazı araştırmacılar 

deamidasyon hızı ile protein molekülünün biyolojik yarı-ömrü arasında bir ilişki 

olabileceğini göstermiştir (63). Yine, molekülün termal inaktivasyonu da 

deamidasyonla ilişkilendirilmiştir (64). Ancak, deamidasyonun protein molekülünün 

terapötik etkinliği ile immunojenik özelliğini etkilemediği durumlar da mevcuttur. 

Örneğin, bovin veya porsin kaynaklı insülinin bazı formülasyonları yüksek sıcaklıklara 

maruz bırakıldığında, deamidasyona uğrarlar ve agregatlar oluştururlar. Ancak, bu 

esnada, molekül, terapötik etkinliğini yitirmez ve immunojenik özelliği artış göstermez 

(65-67).  

 

2.3.3.2.3. Kovalent Bağ Oluşumu 
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 Protein molekülleri içerisinde kovalent bağların oluşumu, özellikle yüksek 

sıcaklıklarda, N-, C-, R- ve diğer grupların aktifliği ile tetiklenebilir (67). Eğer, bunun 

sonucunda çapraz bağlanma oluşursa, molekül terapötik etkinliğini yitirebilir (68). 

Çapraz bağlanma, en çok, disülfit bağlarıyla ya da mevcut S-S bağlarının yeniden 

düzenlenmesi ile meydana gelir. Alkali pH’da, moleküller arası S-S bağı değişimi, 

agregasyona yol açabilir (69). Serbest anomerik karbon içeren glikoproteinlerin bazı 

karbonhidrat grupları da terminal N ile çapraz bağlanma yapar. İlaç formülasyonu 

açısından, agregasyon önem taşır (70, 71). Çünkü, protein molekülü bunun sonucunda 

immunojenik özellik taşıyabilen inaktif yapılara dönüşebilir (57, 72-73).  

 

2.3.3.2.4. Proteoliz 

 Bir protein molekülünün omurgasında yer alan peptid bağlarının hidrolizi, o 

molekülün terapötik etkinliğini azaltabilir veya tamamen ortadan kaldırabilir (38). Bu, 

çoğunlukla, protein molekülünün aşırı pH (aşırı asit veya alkali), yüksek sıcaklık ya da 

proteolitik enzimlere uzun süre maruz kalması sonucu olur (74). Protein molekülleri, 

genellikle, gastrik ortamda, tripsin ve kimotripsin gibi endopeptidazlar ile 

ekzopeptidazların varlığında, amino asitlere ve küçük peptidlere ayrışacak şekilde 

hidrolize uğrar (75-76). Normal koşullarda yani nötral pH ve oda sıcaklığında, peptid 

bağları hidrolize dayanıklıdır. Ancak, bazı proteinler, otoproteolitik etkiye sahiptir. 

Bunlar, kendi kendilerini proteolize uğramış gibi degrade ederler. Bu durum, özellikle 

in vivo koşullar altında, protein molekülünün konsantrasyonu kontrol altında tutmak 

açısından önemli olabilir. Formülasyon koşulları, proteinik yapıda bir ilacın bu şekilde 

otokatalitik aktivitesini en aza indirecek biçimde belirlenmelidir (77).  

 

2.3.3.2.5. Rasemizasyon 

 Glisin hariç tüm amino asitler, kiral yapıya sahiptirler ve rasemizasyona uğrarlar 

(9-10, 38, 78). Rasemizasyon, baz katalizörlü bir reaksiyondur. Rasemizasyon sonucu 

moleküller çoğu zaman terapötik etkinliklerini yitirir (4, 79). Hatta, bazı durumlarda, 

metabolize olamayan protein moleküllerinin oluşmasına bile sebep olabilir.  
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2.3.3.3. Fiziksel Bozunma 

 

2.3.3.3.1.Denatürasyon 

 Bir protein molekülünün doğal yapısında meydana gelen değişmeler, 

denatürasyon olarak nitelendirilir (9-10, 38). Bu değişimler, genellikle, sekonder, 

tersiyer ve kuarterner yapılarda meydana gelir ve katlanmış olan molekülün açılmasına 

yol açar. Sıcaklık, pH, iyonik güç ve çözücü, denatürasyonu indükleyici unsurlar 

arasındadır (4, 9-10, 80).  

 

pH’nın değişmesi, karboksilik asit ve amino gruplarının iyonizasyonuna yol açar 

(81). Bu da, molekülün taşıdığı elektriksel yükün dansitesini etkiler. Moleküller 

üzerinde yer alan benzer elektriksel yüklerin artması, elektrostatik itmeye; bu da, 

katlanmış yapıdaki molekülün açılmasına ve dolayısıyla, terapötik etkisini yitirmesine 

neden olur. Molekülün taşıdığı elektriksel yük, iyonik güçten etkilenir.  

 Sıcaklığın arttırılması, termal enerjiyi arttırır. Bu da moleküler yapıda açılmaya 

yol açar. Termal enerjideki artış belli bir düzeye eriştiğinde ise, molekülün sekonder, 

tersiyer ve quarterner yapılarını stabilize eden hidrojen bağları kopar (4, 80,82).  

 Eğer, çözücü su iken alkol/su, aseton/su, kloroform/su veya 

kloroform/hekzan/suya değiştirilirse, molekül denatüre olur (38, 83). Denatürasyon, geri 

dönüşümlü olabildiği gibi geri dönüşümsüz olarak da gerçekleşebilir.  

 

2.3.3.3.2.Çökme  

Belli koşullar altında, yanlış katlanmış ya da doğal yapısını muhafaza etmiş 

haldeyken protein subünitelerinin kendiliğinden organize olup yeni bir düzen 

oluşturması sonucu agregasyon veya çökme meydana gelebilir (38). Her iki durumda da 

protein konsantrasyonu azalabilir ya da molekül terapötik aktivitesini yitirebilir. 

Agregasyon ve çökme, protein çözeltisinin temas ettiği yüzeylerin hidrofilik ya da 

hidrofobik oluşundan etkilenir (4). Çözünebilen agregatlar, protein stabilitesini olumlu 

ya da olumsuz yönde değiştirir.  

 

2.3.3.3.3. Adsorpsiyon 
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Proteinler, yapı olarak amfilik özellikte maddelerdir. Hava/katı, hava/su veya 

sıvı/katı arayüzeylerinde adsorplanma eğilimi gösterirler (4, 38, 84). Molekülün 

hidrofilik ve polar amino asit kısımları, suya doğru; apolar hidrofobik amino asitleri 

içeren kısımları ise, hidrofobik yüzeylere (örneğin: havaya ya da cam veya plastik bir 

kap içerisindeyse bu kapların yüzeylerine) doğru yönelerek düzenlenir (4, 38). 

Hidrofobik yüzeylere adsorpsiyon; genellikle, van der Waals kuvvetleri, hidrofobik 

etkileşimler ve iyon çifti etkileşimleri gibi kısa mesafede etkili bağ kuvvetleriyle 

gerçekleşir. Bu da, protein molekülünün denatüre olmasına ve bunun neticesinde de 

terapötik etkinliğini yitirmesine,  ilaç içerisindeki konsantrasyonun azalmasına sebep 

olur (85, 86). Bu, genellikle, saflaştırma, formülasyon, depolama, ve nakil esnasında 

gerçekleşir. Buna en güzel örnek, insülinin pompa yüzeyine adsorbe olmasıdır (87).  

 

2.3.3.4. Protein Stabilitesini Etkileyen Önformülasyon Ve Formülasyon 

Koşulları 

 

2.3.3.4.1. Sıcaklık 

Proteinlerin çoğu sıcaklık artışıyla geri dönüşümlü olarak denatüre olur (4, 38, 

88). Sıcaklık aşırı arttırılırsa, bu denatürasyon artık geri dönüşümsüz hale gelir. 

Literatürde ısı ile proteinlerin denatürasyonunun incelenmesine dair çalışmalar 

mevcuttur (4, 15, 38, 89-91). Enzimler üzerinde yapılan bu çalışmalar, protein 

moleküllerinin katlı üç boyutlu yapılarının açılması ve yeniden katlanmasının 

sonucunda orijinal yapıdan farklılıklar gösteren yeni yapıların oluştuğunu 

göstermektedir. Sıcaklık aşırı derecede arttırıldığında, mevcut S-S bağları bozulmakta 

ve yenileri oluşmaktadır. Bu da molekülü denatüre eder (15). Aşırı sıcaklık kadar çok 

düşük sıcaklık da protein moleküllerinin denatüre olabilmesine neden olmaktadır (92-

94). Dolayısıyla, ön formülasyon çalışmalarında protein molekülünün fiziksel 

özellikleri ile terapötik etkinliğinin sıcaklığın bir fonksiyonu olarak incelenmesi gerekir 

(4). Albumin gibi bazı proteinler, oda sıcaklığında günlerce kararlı kalabilir (4, 15, 77). 

Lipoproteinler ise, bu kadar dayanıklı değillerdir. Saf gama interferon ise, 4°C ve (-

20)°C’da kararlılığını yitirir (95).  

 

2.3.3.4.2. pH 
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Formülasyonun pH’sı, protein molekülünün çözünürlüğü, katlanması ve 

kararsızlığa yol açabilecek kimyasal reaksiyonların gelişmesine etki edebilir (4, 38). 

Protein molekülü içeren bir ilaç formülasyonu hazırlarken molekülün yüksek 

çözünürlük ve kararlılık gösterdiği ve aynı zamanda doğal yapısını muhafaza ettiği tek 

bir pH değerini kullanabilmek her zaman mümkün olmayabilir. Bazı durumlarda, 

protein molekülü, yapısı terapötik etkiyi değiştirmeyecek şekilde farklılaşsa da kimyasal 

modifikasyon veya  proteolizin minimum düzeyde olduğu bir pH değerinde formüle 

edilir (77). Örneğin, interferon gamanın maksimum aktivite gösterdiği pH değeri 6.0’dır 

(96).  

2.3.3.4.3. İyonik Güç 

Moleküller arasında ve molekül içinde yer alan elektrostatik etkileşimler de ön 

formülasyon çalışmalarında önemle incelenmesi gereken bir faktördür; çünkü, iyonik 

güç, protein kararlılığı ve çözünürlüğünü önemli ölçüde etkileyebilen bir unsurdur (4, 

38). Bunu en iyi Debye–Huckle teorisi açıklamaktadır.  Protein molekülünün 

formülasyonda etkileştiği iyonların tipi de önemlidir. Örneğin, guanidyum hidroklorür 

proteindeki kovalent olmayan bağları kopararak molekülün denatüre olmasına sebep 

olurken, guanidyum sülfat protein molekülünün daha kararlı olmasını sağlamaktadır 

(98).  

 

2.3.3.4.4. Yardımcı Maddeler 

Kararlı ve optimum terapötik etkinliğe sahip bir farmasötik formülasyonun 

geliştirilmesi, uygun yardımcı maddelerin seçimi ile mümkün olur (4). Bunların 

başlıcaları, fizyolojik açıdan uygun tamponlar, tuzlar, antioksidan maddeler, yüzey etkin 

maddeler, çözücüler, yardımcı çözücüler, koruyucular ve dağıtıcı ajanlardır. 

Kullanılacak yardımcı maddeler, inert olmalı ve etkin madde ile etkileşmemelidir. Bunu 

sağlamak ise, proteinik etkin madde içeren bir ilacı formüle ederken çok zordur (4). 

Çünkü, yardımcı maddelerin proteinlerin fizikokimyasal özellikleri üzerine etkileri 

tamamen araştırılmamıştır ve net olarak bilinmemektedir.  

Gliserol ve polietilen glikol, protein molekülünü dehidrate etmesine rağmen, 

protein yapısını kararlı hale getirmek için bu maddelerin ilavesi bazı durumlarda tercih 

edilmektedir (99-102). Burada, sistemin entropisi artarken, çözücü ile temas halinde 
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olan protein yüzeyi azalır. Bu azalma neticesinde ise, polipeptid zincirleri katlanarak 

kararlı bir yapı oluşturur. 

 

2.3.3.5. Protein Moleküllerinin Kararlılığını Arttırmak İçin Kullanılabilecek 

Yöntemler 

Bazı yardımcı maddeler, protein formülasyonlarının kararlılığını arttırır (Çizelge 

2.2). Tuzlar, polialkoller, karbonhidratlar, iyonik ve noniyonik yüzey etkin maddeler 

(SDS, Tweenler), kelat yapıcı ajanlar, redüktör maddeler, amino asitler, yağ asitleri ve 

diğer bazı protein moleküllerinin ilavesi formülasyonunun kararlılığına pozitif katkı 

sağlayabilir (103-119).  
 

Çizelge 2.2. Protein stabilitesini arttıran yardımcı maddelerin başlıcaları 

Yardımcı maddeler 

Sukroz 

Trehaloz 

Glukoz 

Laktoz 

Gliserol 

Etilen glikol 

Propilen glikol 

Mannitol 

Sorbitol 

İnnositol 

2-metil-2,4-pentandiol 

Polietilen glikol 

Betain 

Sarkozin 

Trimetilamin-N-oksit 

Amino asitler 

İnorganik tuzlar 
 

Örneğin; interferon betanın, bir noniyonik yüzey etkin madde olan Laureth-12 ve 

fosfat tamponuyla birlikte formüle ilave edilmesiyle intramusküler, subkütan ve 

intravenöz uygulanabilen kararlı formülasyonların hazırlanması mümkün olmuştur 

(120).  
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Tuz ilavesi, protein moleküllerinde denatürasyonu azaltarak kararlılığı arttırır; 

agregasyon ve denatürasyonu azaltır (118, 121). Proteinlerin çoğu, liyofilizasyon işlemi 

ile daha kararlı halde formüle edilmektedir. Bu şekilde, raf ömürlerinin uzatılması 

mümkün olmaktadır. Örneğin, insan büyüme hormonu, deamidasyon, agregasyon ve 

oksidasyon gibi degradasyon reaksiyonlarını engellemek için liyofilize toz halinde 

formüle edilir (122-123). Su ve sıcaklığın minimum düzeyde tutulması da bazı kimyasal 

reaksiyonların gerçekleşmesini engelleyerek formülasyonun dayanıklılığını 

arttırmaktadır (96, 123) .  

Protein moleküllerinin çoğu, oral olarak vücuda verildiğinde gastrointestinal 

kanalda enzimatik degredasyona uğrar (124). Bu sorun, enterik kaplama veya 

mikroenkapsülasyon ile çözümlenebilir (7-8, 125-135). Protein moleküllerinin enterik 

mikrokürelerinin hazırlanmasında kullanılan polimerlerin başlıcaları, aljinat, Eudragit 

ve selüloz türevleridir (126). Örneğin, son yıllarda kanser tedavisinde kullanılan 

lektinin, gastrik stabiliteyi ve oral uygulamada biyoyararlanımı arttırmak için 

aljinat/kitozan mikroküreleri ile Eudragit kullanılarak enterik kaplı granülleri 

hazırlanmıştır (127). Enterik aljinat/kitozan mikroküreleri, lektinin gastrik ortamda 

stabilitesini arttırmış, kontrollü salım özelliği kazandırmıştır. Enterik kaplı granüller ise, 

gastrik stabilitenin yanısıra ideal salım profilinin elde edilmesini sağlamış, üretim işlemi 

esnasında lektinin sitotoksik etkisinde kaybın önemsenmeyecek kadar az olmasını 

mümkün kılmıştır. Selüloz türevleri (selüloz asetat ftalat, selüloz asetat butirat, selüloz 

asetat trimellitat), geleneksel ilaçların formülasyonunda enterik kaplama ve mikroküre 

hazırlama materyali olarak çok kullanılmımaktadırlar (1-2, 5). Ancak, proteinlerin 

enkapsülasyonunda kullanılmalarına dair detaylı bir çalışmaya literatürde 

rastlanmamıştır.  

 

2.4. Proteinik İlaçları Uygulama Yolları  

 İlaç uygulama yolları genelde, enteral uygulama yolları ve parenteral uygulama 

yolları olmak üzere ikiye ayrılır (5). Enteral uygulama yolları; oral, rektal, sublingual, 

bukkal uygulama yollarıdır. Parenteral ilaç uygulama yolları ise; inhalasyon, 

intraarteriyel, intradermal, intramüsküler, intravenöz, intraartiküler gibi değişik 

uygulama yollarını kapsar.  



 22

  Bu uygulama yolları ile hastaya verilen peptid ve proteinlerin 

formülasyonlarında bazı sorunlarla karşılaşılmaktadır (4, 128). Bunların başlıcaları:  

a. proteinlerin büyük ve dayanıksız moleküller olmaları,  

b. plastik yüzeylere adsorbe olmaları,  

c. ışığa, ısıya, seyrelticilere, karıştırmaya, sürtünmeye ve basınca duyarlı 

olmaları,  

d. katkı maddeleri ile geçimsizlik gösterebilmeleri,  

e. kan dolaşımında yarı ömürlerinin kısa olmasıdır.   

 Protein yapısındaki ilaçların formülasyonu ve uygulanmasında karşılaşılan en 

büyük sorun, stabiliteleri ile ilgilidir. Bu da fiziksel dayanıksızlıkları ve kimyasal 

dayanıksızlıkları olmak üzere iki başlık altında toplanabilir (128). Fiziksel 

dayanıksızlıkları denatürasyon, kümeleşme, çökme ve adsorpsiyon; kimyasal 

dayanıksızlıkları ise hidroliz, deaminasyon, oksidasyon, disülfit ayrılması, 

deglikolizasyon, izomerizasyon ve rasemizasyonu kapsar. 

 

2.4.1.Oral Uygulama  

Oral yol, en popüler ilaç uygulama yoludur (5). Peptid ya da protein 

yapısındaki ilaçların çoğu, oral yolla uygulandığında, biyoyararlanımları çok düşük 

(< 1-2%) olur (4, 14-17, 30, 136-139) . Oral yol ile uygulandığında protein ve 

peptidler hepatik ilk-geçiş etkisine uğrayarak elimine olurlar. Bu da 

biyoyararlanımlarını düşürür. İlacın daha yüksek dozlarda verilmesini gerektirir 

(136-138). Özellikle peptid yapısındaki ilaçların oral absorpsiyonunu ve dolayısıyla, 

biyoyararlanımını arttırmak için proteaz inhibitörleri ve absorpsiyon arttıcıların 

formülasyona katılması önerilmektedir (140-141). Ayrıca, gastrointestinal kanaldaki 

enzimatik bariyerde biyoyararlanım açısından olumsuz etki yapar. Gastrointestinal 

kanalda yer alan endopeptidazlar (tripsin ve kimotripsin) ile eksopeptidazlar (amino 

ve karboksipeptidazlar) proteinik yapıdaki ilaçların hidrolize uğramasına neden 

olurlar (4, 17-30, 136). Bunun yanı sıra, asit katalizli bozunma reaksiyonları da oral 

yolla uygulanan proteinik ilaçların biyoyararlanımı üzerine olumsuz etki eder.  

Tablet halinde basıldıklarında ise basım esnasında uygulanan kuvvet ve de 

yaş granülizasyonda ilave edilen bağlayıcıdan dolayı denatüre olabilirler. 
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Bu sorunları çözmek için, konformasyonel değişiklikler, terminal N’u 

açilleme veya alkilleme, terminal C’u redüksiyon ya da amid oluşumu ile değişikliğe 

uğratma, peptid bağının ters çevrilmesi ya da yeni bir peptid bağının oluşturulması, 

her bir amino asidin kiralitesinin değiştirilmesi gibi kimyasal değişiklikler yapılabilir 

ya da doğal olmayan amino asitlerin substitüsyonu, proteaz inhibitörü ile birlikte 

kullanım, enzimatik ortamdan koruyacak şekilde formüle etmek suretiyle 

(emülsiyonlar, lipozomlar, enterik kaplama, mikroenkapsülasyon, vb.) 

formülasyonda değişikliklere gidilebilir. Örneğin, insülin, polialkilsiyanoakrilat 

nanokapsülleri halinde formüle edilerek oral biyoyararlanımın arttırılması 

başarılmıştır (142-144).  

 

2.4.2. Parenteral Uygulama 

Protein ve peptidlerin çoğu parenteral yolla uygulanmaktadır (4, 14-17, 136, 

145). Böylece, sindirim işlemini ve savunma mekanizmalarını atlayıp dokulara ya da 

kan dolaşımına direkt enjeksiyon mümkündür. Bu da biyoyararlanımı  % 100 kılar.  

Parenteral uygulama yolu, hasta uyuncu açısından tercih edilen bir yol 

olmamakla beraber, protein yapısındaki ilaçların aynı biyoyararlanım düzeyinde 

verilmesini sağlayacak alternatif bir yol olmaması nedeniyle önerilmektedir. Protein 

moleküllerinin büyük olması, oral uygulamada gastrointestinal absorpsiyonun az oluşu, 

proteolitik degredasyon, immunojenisite ve denatürasyon gibi nedenlerden ötürü, 

parenteral uygulama yolu dışında kalan uygulama yolları pek tercih edilmemektedir.  

 Parenteral preperatların formülasyonunda ve hastaya uygulanmasında klasik 

ilaçlara benzer bazı koşulların uygulanması zorunludur (4, 5, 136). Parenteral 

uygulanacak protein yapısındaki bir ilaç formülasyonu; steril,  izotonik, izohidrik, 

apirojenik, partikül içermeyen, stabil, basit liyofilize halde hazırlanmış ve validasyonu 

yapılmış olmalıdır (5). Ayrıca; tam ve doğru dozlamaya sahip olmalı, tekralanabilir 

olmalı, patojen içermemeli, biyouyum göstermeli, enjeksiyon bölgesi ile reaksiyona 

girmemeli, kontrollü salım sisteminlerinde tekrarlanabilir salım hızına sahip olmalıdır 

(5, 136). Bu yolla uygulanan başlıca dozaj formları ise, sulu çözeltiler, emülsiyonlar ve 

liyofilize tozlardır. 

Bir ilacın parenteral yolla organizmaya verilmesi, istenen bölgeye 

hedeflendirilmesine de imkan verir (5). Hedeflendirme, ilacın yan etkilerinin 
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azaltılmasını sağlar (5, 146-148). Bunun yanı sıra, hassas proteinleri degredasyondan 

korur, uzatılmış etki veya pulsatil etki elde edilmesini mümkün kılar. Klinik açıdan ise, 

doz sıklığı azalacağından hasta uyuncu artar. Plazma ilaç konsantrasyonun istenen süre 

boyunca istenen düzeyde tutulmasına imkan verir (1, 5). Protein yapısındaki ilaçlar, 

hedeflendirme için ideal moleküllerdir. Bu makromoleküller yapıdaki ilaç etkin 

maddelerinin parenteral yolla hedeflendirilmiş tedavide kullanılabilmesi için, 

mikrokapsüller, nanokapsüller, nanopartiküller, lipozomlar, mikroemülsiyonlar, 

eritrositler ve aşılar gibi ilaç taşıyıcı sistemler hazırlanmıştır (1-5, 136, 148-180).  

 

2.4.3. Rektal ve Vajinal Uygulama 

Rektal ve vajinal uygulama ise, parenteral uygulama gibi bazı avantajlara 

sahiptir (5). Sistemik dolaşıma direk uygulama ile hepatik ilk-geçiş etkisini atlayarak 

enzimatik aktiviteden daha az etkilenmeyi sağlar. Lenflere protein absorpsiyonu 

mümkündür. Hedeflendirme yapılabilir (4, 136). Kontrollü salım sistemleri 

hazırlanabilir (1). Peptidlerin rektumdan önemli ölçüde fazla absorpsiyonu olduğu tespit 

edilmiştir (4, 136). Bu uygulama yolunda dikkat edilmesi gereken önemli bir husus 

uzayan etkili ilaçlarda permeasyon artırıcı ajanların kullanılmasıdır. Bu, doz sıklığının 

azaltılmasını sağlayarak, hasta uyuncunu daha da iyileştirecektir. Bu uygulamalara 

örnek olarak insulin içeren niozomlar, interferon ß supozituarları ve leuprolid’in vajinal 

uygulamasını verebiliriz (25, 181-183). 

 

2.4.4. Dermal ve Transdermal Uygulama 

İlaçların, hepatik ilk geçiş etkisine uğramaması ve gastrointestinal sistemin 

degrade edici etkisinden uzak olmasından dolayı, dermal ve transdermal uygulama, 

protein yapısındaki ilaçların uygulanması için alternatif olarak önerilebilir (5, 14-17). 

Oral uygulamaya oranla doz sıklığı az olduğu için hasta uyuncu yüksektir. Kontrollü 

salım sistemleri hazırlanabilir. Bu uygulama yolunda uyulması gereken koşullar: 

a. etken maddenin kısa biyolojik yarılanma ömrüne sahip olması,  

b. düşük klinik dozda yüksek aktivite göstermesi,  

c. derinin komponetleri ile ilaç taşıyıcı sistemin vehikülü arasında dağılım ya da 

çözünürlük açısından uygunluğun olması,  

d. ilaç konsantrasyonu ve ilaç taşıyıcı sistemin temas alanı arasında uygunluğun 
sağlanmasıdır.  
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 Bu uygulama yolunda karşılaşılan en büyük problem, proteinlerin oldukça 

yüksek olan molekül ağırlığından dolayı deriden emilimlerinin güç oluşudur. Bu 

problem ise,  küçük protein ve peptidler için iyonotoforez uygulama ve de penetrasyon 

arttırıcıların ilavesi ile çözülebilir (1, 4, 5, 14-17) . Bu yolla uygulanan ilaçlara örnek 

olarak epidermal büyüme faktörleri, TGFß (bandaj, sargı bezi, çözelti), testosteron, 

estradiyol verilebilir (184-196).  

 

2.4.5. İntranazal Uygulama 

Biyoyararlanımın yüksek olduğu bir diğer uygulama ise, intranazal yol ile 

akciğerlere uygulamadır (1, 4-5, 22, 136). En önemli avantajları, sistemik dolaşıma hızlı 

geçiş ve hepatik ilk-geçişin atlanması, nazal mukozanın yüksek geçirgenliğidir. Nazal 

kavitede gastrointestinal kanala oranla enzimatik degradasyon çok daha düşük oranda 

gerçekleşir.  

Nazal yolla uygulanan proteinik ilaç etkin maddelerinin biyoyararlanımında 

belirleyici faktör, molekül ağırlığıdır (1, 4-5, 22, 136). Parenteral uygulamadan %1-10 

oranında daha azdır. Nazal absorpsiyonu iyileştirmek ve biyoyararlanımı arttırmak için 

penetrasyon arttırıcı maddelerin kullanılması gerekir (28, 197). Ancak, bu maddelerin 

bazıları mukozal ve/veya silyar toksisiteye yol açtığından uzun süreli tedavi için 

önerilmezler.  

En çok kullanılan nazal dozaj şekilleri; sulu çözelti, nazal jel (23), toz (19) ve 

mikropartiküler sistemlerdir (mikroküreler, nanopartiküller). Bu uygulamada dikkat 

etmemiz gereken hususlar; aerosol partiküllerinin fizikokimyasal özellikleri ve 

moleküler ağırlıktır. Karşılaşılan en önemli sorunlar ise; nazal kaviteden absorpsiyonun 

değişken olması ve uygulanan ilacın yüksek moleküler ağırlığa sahip olmasıdır.  Bu 

sorunlar;  absorpsiyon hızlandırıcılar ve penetrasyon artırıcıların ilavesi, biyoadhesifler 

ve sulu olmayan propellent sistemlerin hazırlanması ile çözülebilir.  

Uygulamalara örnek olarak lokal etki için küçük molekül ağırlığında maddeler 

yani steroidler ve DNAaz, sistemik etki için 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 ilaçlarda hepatik ilk geçiş etkisi gerçekleşmeden 

sistemik etki ortaya çıkar (1, 4-5). Bu açıdan, bukkal uygulama, oral uygulamaya 

alternatif teşkil etmektedir (204).  Ancak, proteinik ilaç etkin maddelerinin bukkal 

absorpsiyonları az olduğundan biyoyararlanımları parenteral uygulamadan çok daha 

düşüktür (2, 4, 15, 30, 121, 136, 145). Bu sorun, adesif tablet (205) ve yama (206)dozaj 

şekilleri kullanılarak çözülebilir. Biyoyapışır dozaj şekilleri, oral mukozaya yapışarak 

etki gösterir. Protein molekülünün bukkal membranlardan geçişi, nazal uygulamada 

olduğu gibi penetrasyon arttırıcı maddeler kullanılarak sağlanabilir.  

Bukkal uygulamada dikkate alınması gereken hususlar; fiziksel, anatomik ve 

enzimatik bariyerler, biyofizik faktörler, proteinik ilaç etkin maddesinin fizikokimyasal 

özellikleri ve kullanılan absorpsiyon arttırıcı maddelerin etkinliğidir (4, 136, 204).  

Oksitosin, vazopresin, tiroid serbestleyici hormon (TRH), insülin, sandostatin, 

bukkal uygulamada terapötik etkinliğin sağlanabildiği proteinik ilaçlara birkaç örnek 

teşkil eder (206-209).  

 

     2.4.7. Akciğerlere Uygulama 

Akciğerlere (Pulmoner) uygulama yolu, son yıllarda, özellikle, peptid ve protein 

yapısındaki ilaç etkin maddelerinin verilmesinde kullanılan önemli bir alternatif haline 

gelmiştir (4, 136, 210).  Bunun en önemli nedenleri; akciğerlerin oldukça ince (0.1 µm – 

0.2 µm) bir mukozal membrana ve geniş bir absorpsiyon yüzey alanına sahip olmasıdır 

(100 m2 ). Bunun yanısıra, organın kanlanmasının yüksek oluşu da bu non-invazif yolun 

tercih edilmesine sebep olmaktadır (1, 5, 136).  

Akciğerlere ilaç uygulaması iki teknikle gerçekleşir (210-211):  

a. İntranazal uygulamada da kullanılan aerosol inhalasyon tekniği 

b. İntratrakeal instilasyon. 

Aerosol tekniği ile daha homojen ilacın dağılımı ve derin penetrasyon 

sağlanabilmektedir (210-212). İlaç, akciğerlerin periferal ve alveolar kısımlarına kadar 

hedeflendirilebilmektedir. Ancak, bu ilaç formülasyonunun maliyetini arttırmakta, 

akciğerlere ulaşan dozun hesaplanmasını ise güçleştirmektedir. İnstilasyon tekniğinde 

ise, ilaç homojen dağlım göstermemektedir. Az miktarda çözeltinin bir enjektör 

yardımıyla akciğerlere uygulanmasından ibarettir. Teknik oldukça basit ve ekonomiktir.  
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Akciğerlere uygulanan ilaçlar, hızla absorbe olur (5). Ancak, makromoleküler yapıya 

sahip olan proteinik maddeler, mukozal membrandan geçişleri güç olduğundan veya 

enzimatik degredasyona uğradıklarından az absorbe olurlar ve bu nedenle, 

biyoyararlanımları düşüktür (210-211). Bu sorun, penetrasyon arttırıcılar kullanılarak 

çözülebilir. Örneğin, insülinin pulmoner absorpsiyonu glikokolat, surfaktin, Span 85 ve 

nafamostat gibi adjuvanlarla arttırılmıştır (211-214). Yine, kalsitoninin, bazı yağ 

asitleri, yüzey etkin maddeler ve proteaz inhibitörleri ile birlikte formüle edildiğinde, 

pulmoner absorpsiyonun arttığı tespit edilmiştir. Doğrudan alveolar kısma instilasyon 

tekniği ile uygulanan proteinik ilaçların %40 ve üzerinde biyoyararlanım sağladığı rapor 

edilmiştir (215-222). Nebülasyon ile bu oran arttırılabilir (210-212).  

 

2.5. Proteinik İlaçların Formülasyonunda Kullanılan Taşıyıcı Sistemler 

Proteinik etkin madde içeren kararlı bir farmasötik formülasyonun hazırlanması 

için etkin madde molekülünün kararlılığını negatif yönde etkilemeyecek bir taşıyıcı 

sistem ve bunu hazırlama yönteminin kullanılması gerekir (1, 4, 136). Küçük moleküllü 

etkin maddelere kıyasla, proteinik etkin maddeler için gerçekleştirilen ön-formülasyon 

ve formülasyon çalışmaları oldukça karmaşıktır (36). Proteinler, büyük moleküllerdir ve 

pek çok fonksiyonel yapı içerirler. Doğal hallerinde ve kararlıyken, proteinler çoğu 

zaman heterojen özelliktedirler.  

Bu moleküllerin kararlı formülasyonlarının hazırlanması için seçilecek dozaj 

şekli, molekülün biyofizik, biyokimyasal ve fizyolojik özellikleri ile kimyasal, fiziksel 

ve biyolojik kararlılığını, ilaç vücuda verilmeden önce, raf ömrü süresince; ilaç vücuda 

verildikten sonra, etki bölgesine ulaşana kadar belirlenen süreç boyunca muhafaza 

edebilecek özellikte olmalıdır (4, 14-17, 136). Pek çok klasik etkin maddenin aksine, 

diğer biyoteknolojik maddeler gibi proteinler de çoğunlukla basit parenteral çözelti 

formunda formüle edilirler. Bu ise, hasta uyuncu açısından olumlu bir durum değildir.  

Protein moleküllerinin proteolize aşırı duyarlı oluşu ve retiküloendotelyal sistem 

tarafından kan dolaşımından hızla uzaklaştırılmaları, ilaç etki bölgesine ulaşıncaya dek 

onu in vivo ortamda koruyabilecek kontrollü salım sistemlerinin kullanılmasının 

gerekliliğini ortaya koymuştur (1, 4, 136). Bunun için bugüne kadar, hidrojeller, oto-

diffüzyonal sistemler, biyoparçalanır polimerler, poröz membranlar, mikroküreler, 

mikrokapsüller, nanopartiküller, mikropartiküller ve lipozomlar gibi pek çok kontrollü 
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salım sistemi önerilmiş ve çalışılmıştır (15, 30, 123). Bu sistemlerin hazırlanması 

esnasında kullanılan yöntem ve yardımcı maddelerin seçiminde de protein molekülünün 

kararlılığının bozulmamasına dikkat etmek gerekir. Örneğin, L-asparajinazın faz 

ayrışma yöntemi ve bu yöntemde de çapraz bağlama için glutaraldehid kullanılarak 

mikrokapsülleri hazırlandığında, enzimin terapötik aktivitesinin %90 oranında azaldığı 

tespit edilmiştir (223).  

Farmasötik formülasyonların çoğu oral yolla uygulanmaktadır (5). Ancak, 

proteinler gibi biyoteknolojik etkin maddelerin oral yolla verilmesi in vivo stabilteleri 

açısından sorun yaratmaktadır (4). Burada karşılaşılan en önemli sorunlardan biri de 

enzimatik degradasyondur. Bunun önlenebilmesi için, enterik dozaj şekilleri 

hazırlanabilir ya da ilaç doğrudan mide yerine barsaklara hedeflendirilebilir. Bunun için 

mikroküre ya da mikrokapsüllerden yararlanılabilir.  

 

   2.5.1. Kontrollü Salım Yapan Sistemler 

 Protein ve peptidlerin klasik dozaj şekillerinden çok kontrollü salım yapan 

sistemleri hazırlanır (1, 4, 123). Bu sistemler terapötik etkinin uzun süre devam 

ettirilebilmesini sağlarlar. Hedeflendirme yapılabilir. Daha az sıklıkta ilaç alımı ile daha 

iyi hasta uyuncu sağlanır. Farklı şekil ve büyüklüklerde dizayn edilebilmeleri 

mümkündür. Kontrollü ilaç salımı gerçekleştirilebilir (1, 136). 

 

2.5.1.1. Ozmotik basınçla çalışan ilaç taşıyıcı sistemler 

Osmotik basınçla çalışan sistemler, kontrollü ilaç salımı sağlayan sistemlerden 

biridir (1). Bu sistemlerde, ilaç, vehikül içine giren suyun yarattığı basınçla ilaç taşıyıcı 

sistemden serbestlenir; serbestlenme hızı hidrostatik basıncın bir fonksiyonudur (5). Bu 

sistemde karşılaşılabilecek problemler ise komşu dokularda püskürtmenin oluşturacağı 

olası bir korozif etki ve püskürtücünün ucundaki deliğin tıkanması olabilir. 

Uygulamalara örnek olarak OrosTM (oral), OsmetTM (paranteral) verilebilir (Şekil 

2.10). 
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                                   İlaç serbestlenme deliği 
 
                       ---------------------- İlaç kompartmanı #1 
 
  
                           --------------------- İlaç kompartmanı #2 
 
                           -------------------- Hız kontrolünü sağlayan zar 
                           -------------------- Ozmatik basınçla itici kompartman 
                          --------------------- Kaplama tabakası 
 

 

Şekil 2.10 Ozmatik Basınçla Çalışan OROS® Üç Tabakalı Sistem 

 

2.5.1.2. Boncuklar 

Diğer bir konstrollü salım sağlayan sistem ise boncuklardır (1). Boncuklar; 

sodyum aljinat ve pektin gibi müsilaj yapısındaki maddelerin divalent katyonlarla 

iyonik jelasyonuyla oluşan küresel ilaç taşıyıcı sistemler olarak hazırlanabildiği gibi 

kitozanın asit ortamda oluşturduğu mikropartiküler sistemler de boncuk olarak formüle 

edilebilir (127, 131, 133, 134, 136, 224). Boncuklar kontrollü salım, enzimlerden 

koruma ve hedeflendirme sağlarlar. Örnek olarak insülin boncukları verilebilir (224). 

 

2.5.1.3. Lipozomlar 

Lipozomlar lipid çift tabaka ve sulu faz olmak üzere iki kısımdan oluşan 

kolloidal taşıyıcı sistemlerdir (Şekil 2.11) (1). Lipid çift tabaka tek veya çok sayıda 

olabilir. Lipozomların kontrollü salım sistemi olarak avantajları; hedeflendirme 

yapılabilmesi, kontrollü salımın sağlanması, immunojenik ve toksik etki göstermemeleri 

ve etkin maddeyi enzimatik etkilerden korumalarıdır (2-3, 5). Lipozomlar, peptid ve 

protein yapısındaki ilaç etkin maddelerinin hedeflendirilmesinde tercih edilen 

farmasötik dozaj şekilleridir (171, . Örnek olarak lipozom-protein aşıları (225-226), 

interleukin-2 (198), kalsitonin (176-177) ve asetilkolin esteraz içeren lipozomlar (227) 

verilebilir. 

2.5.1.4. Mikrokapsüller ve mikroküreler 

Mikropartiküler sistemlerden mikrokapsüller ve mikroküreler, protein ve 

peptid formülasyonunda en yaygın kullanılan ilaç taşıyıcı sistemlerdir (1-2, 4, 15, 30, 

77, 121, 132, 136, 145, 147-148). Biyoparçalanır veya biyoparçalanmayan polimerler 

kullanılarak sürekli etki sağlayan çeşitli formülasyonlar hazırlanmıştır (1-2). 
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                                                                                               Hidrofobik kuyruk kısmı 
 
  

      Lipid çift tabaka   Hidrofilik baş kısım 
 
             Şekil 2.11. Lipozomun şematik gösterimi. 

 

Biyoparçalanmayan polimerler, toksik olmaları, ilaç salımı gerçekleştikten sonra 

uygulama bölgesinden uzaklaştırılmalarının zor oluşu ve sabit ilaç salım hızının elde 

edilemeyişi gibi sorunlardan ötürü, daha az tercih edilirler (1-2, 228). Biyoparçalanır 

polimerlerin geliştirilmesi, 1970’lerde, bu soruna bir çözüm üretmek amacıyla 

gerçekleştirilmiştir (229).  

Polipeptid yapısında ilaç etkin maddesi içeren ve biyoparçalanır polimerlerle 

hazırlanmış sürekli etkili dozaj şekli ilk kez Youlle ve arkadaşları tarafından formüle 

edilmiştir (229). O zamandan bu yana protein enkapsülasyonunda büyük gelişmeler 

kaydedilmiştir (1-2, 15). Yirminci yüzyılın sonlarında proteinik etkin madde içeren 

mikropartiküler sistemler, ilaç pazarına girmeyi başarmıştır (Çizelge 2.3) (149). 

Bunların çoğu, kanser tedavisinde kullanılan ve ayda bir uygulama ile istenen terapötik 

etkinin sağlanmasını mümkün kılan ürünlerdir. Bunun yanı sıra, viral ve bakteriyel 

enfeksiyonlar ile doğum kontrolü ve AIDS tedavisinde kullanılmak üzere de ürünler 

geliştirilip pazara sunulmuştur (230-233). Genetik mühendisliğinde meydana gelişmeler 

de rekombinant HIV proteinleri gibi etkin maddelerin aşı olarak mikropartiküler 

sistemler halinde formüle edilmesine olanak vermiştir (234).  
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Çizelge 2.3 İlaç pazarında mikroküre formunda ticari ürünü bulunan proteinik etkin maddeler  

Proteinik 

etkin madde 

Ticari ürün 

ismi 

Üretici firma Uygulama 

yolu ve şekli 

Terapötik etki 

Leuprolid asetat 
 
 
 
 
Rekombinant 
insan büyüme 
hormonu 
 
Goserelin asetat 
 
 
Oktreotid asetat 
 
 
 
Triptorelin 
 
Rekombinant 
bovin somatropin 

Lupron Depot® 

 

 

 
 
Nutropin Depot® 

 

 

 
Zoladex® 
 
 
Sandostatin LAR® 

Depot 
 
 
Decapeptyl® 
 
Posilac® 

Takeda-Abbott 
 
 
 
 
Genentech-
Alkermes 
 
 
ICI 
 
 
Novartis 
 
 
 
Debiopharm 
 
Monsanto 

Parenteral 
süspansiyon (3 ay 
etkili tek doz 
uygulama) 
 
Parenteral (sc) 
 
 
 
s.c. implant 
 
 
Parenteral 
süspansiyon (s.c. 
enjeksiyon) 
 
Parenteral (depo 
etkili) 
Parenteral (yağ 
bazlı preparat) 

Anti-kanser etkili 
(prostat kanseri) 
 
 
 
Hormon 
yetersizliği 
 
 
Anti-kanser etkili 
(prostat kanseri) 
 
Anti-kanser etkili 
(GH baskılan-
ması) 
 
LHRH agonist 
 
Sığırlarda süt üre-
timini arttırmak 

 

Poliesterler, polianhidridler, poliortoesterler, polifosfosfazenler ve 

psödopoliamino asitler gibi biyoparçalanır polimerler, proteinik etkin maddelerin 

enkapsülasyonunda sık kullanılmaktadır (1, 15, 136). Sentetik polimerlerin yanı sıra, 

doğal ve yarı sentetik polimerler de protein moleküllerinin enkapsülasyonunda 

kullanılmaktadır (136). Albumin mikroküreleri ve selüloz asetat ftalat (CAP) 

mikroküreleri bunlara örnek verilebilir. Burada en önemli unsur, protein ile polimerin 

uyumlu olması yani polimerin inert yapıya sahip olmasının gerekliliğidir. Bu 

sağlanamazsa, enkapsüle edilen protein molekülü, depolama veya in vivo salım 

esnasında stabilite sorunları ile karşı karşıya kalacaktır (15, 136). Protein moleküllerinin 

enkapsülasyonunda kullanılan sentetik bir poliester olan PLGA (poli-laktik-ko-glikolik 

asit),  midenin asidik ortamında hidrolize olup bozunmaya uğrar. Laktik asit ve glikolik 

asit açığa çıkar. Enkapsüle ettiği protein molekülünün salımının biyoerozyon fazında 

gerçekleşen bu olay, protein molekülünün de denatüre olmasına yol açar. Bu sorun, 

protein molekülünü tampon ve stabilite arttırcı maddelerle birlikte enkapsüle ederek ya 

da PLGA polimerinin kimyasal yapısını kararlı hale getirerek çözümlenebilir.  

Mikroenkapsülasyonda en çok kullanılan yöntemlerin başlıcaları; püskürterek 

kurutma, çoklu emülsiyon oluşturma ve faz ayrışması yöntemleridir (1-2). Burada 
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dikkat edilmesi gereken en önemli husus; kompleks koaservasyon ile enkapsülasyon 

hazırlama yönteminde kullanılan organik solvanların  proteini denatüre edebilmeleridir. 

Mikropartiküler sistemlerin avantajları; kontrollü salım gerçekleştirmeleri, 

hedeflendirme yapılabilmesi, enterik kaplanabilmeleri ve böylece, daha iyi hasta 

uyuncunun sağlanmasıdır (1-2).  

 

    2.5.1.4.1. Mikroküreler 

 Mikroküreler, çapları birkaç mikrometre ile yüz mikrometre arasında değişen, 

monolitik yapıda, mikrotaşıyıcı sistemlerdir (1-2). Başlıca avantajları; etkin maddenin 

kontrollü salımının sağlanması, bu esnada yapı ve aktivitesinin değişmemesi, etkin 

maddeyi hedef, organ, doku ve hücrelere taşıyabilmesi, hedefe ulaşana kadar etkin 

maddenin sızıntısının olmaması, in vitro ve in vivo koşullarda dayanıklı olması, düşük 

dozlarda terapötik etkinlik sağlayabilmesi, buna bağlı olarak toksisitesinin az olması, 

biyouyumlu ve biyoparçalanır olması, parçalanma ürünlerinin toksik olmamasıdır. 

Mikroküreler, homojen ve küresel bir yapıya sahiptir. Yüzeyleri pürüzsüzdür (1-2).  

 

   2.5.1.4.1.1. Mikroküre Formülasyonlarında Kullanılan Polimerler 

 Mikroküre formülasyonunda yararlanılan polimerler, biyoparçalanır veya 

biyoparçalanmaz özelliklerine göre sınıflandırılırlar (1-2, 5). Sentetik ya da doğal 

kaynaklı olan biyoparçalanır polimerler, parenteral uygulama için idealdir (Çizelge 2.4) 

(236). Bu polimerler, enzimatik veya farklı bozunma yolları ile vücutta hedeflenen etki 

bölgesinde etkin madde salımını istenen sürede gerçekleştirdikten sonra, degrade olup 

biyouyumlu ve toksik olmayan metabolitlere dönüşürler (235). Bu metabolitler, normal 

fizyolojik yollarla kolayca vücuttan atılırlar. Biyoparçalanır polimerlerin daha çok 

tercih edilmesine yol açan diğer nedenler ise; termoplastik özellikte olmaları, kontrollü 

kristallenme yapabilmeleri, kontrollü bozunma hızı ve hidrofilik özelliğe sahip 

olmalarıdır.  

Doğal polimerler, biyoparçalanır özelliktedir (5). Biyouyumlu polimerlerdir. 

Başlıcaları; lipitler, aminopolisakkaritler, proteinler ve karbonhidratlardır. Kolayca 

metabolize olurlar (2). Dayanıklılıkları ve boyutları kontrol edilebilir özelliklerindendir. 

Suda çözünen etkin maddeleri yüksek oranda yükleme kapasitesine sahiptirler.  
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Çizelge 2.4. Biyoparçalanır polimerler. 

Sentetik Biyoparçalanır Polimerler Poliortoesterler 

Polianhidridler 

Poliamidler 

Polialkilsiyanoakrilatlar 

Poliesterler:  

a. Laktid/glikolidler 

b. Polikaprolaktonlar 

Polifosfosfazenler 

Psödopoliaminoasitler 

Doğal Biyoparçalanır Polimerler Proteinler:  

a. Albumin,  

b. Globulin,  

c. Jelatin,  

d. Kollajen,  

e. Kazein 

Polisakkaritler:  

a. Nişasta 

b. Selüloz 

c. Kitozan 

d. Dekstran 

e. Aljinik asit 

 

Genellikle, kontrollü salım yapan ve hedeflendirilmiş sistemlerin 

hazırlanmasında kullanılırlar (1).  

Doğal polimerlerden kollajen, toksik olmaması, büyük miktarlarda kolaylıkla 

elde edilebilmesi ve saflaştırılması, fiziksel, kimyasal ve immünolojik özelliklerinin 

istenen biçimde olması ve yüksek biyouyumluluğuna rağmen (237), bazı durumlarda 

protein enkapsülasyonu açısından dezavantajlar teşkil etmektedir. Bu dezavantajlar; in 

vivo koşullarda şişme özelliğinden dolayı, stabilitesinin, mekanik direncinin ve 

elastikiyetinin düşük olması; antijenik reaksiyonlara yol açması ve kullanılan çapraz 

bağlama ajanlarından ötürü dokuda iritasyona neden olmasıdır (1-2, 9-10).  

Mikroküre hazırlamada kullanılan doğal polimerlerden albumin ise, genellikle, 

teşhis amaçlı olarak yararlanılan radyofarmasötiklerin formülasyonunda kullanılır (1-2). 

Bozunma ürünleri, toksik değildir; antijenik reaksiyona yol açmaz. Albumin, kolayca 

elde edilebilen bir polimerdir (9-10). 
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Jelatin ile hazırlanan ve proteinik etkin madde içeren mikrokürelerin sayısı, 

albuminle hazırlananlardan daha azdır (136). Oysa, jelatin, önemli avantajlara sahiptir. 

İlaçla etkileşimi daha azdır. Antijenik reaksiyon pek görülmez.  

 Sentetik polimerler ise, istenilen özelliklerde büyük miktarlarda ve yüksek 

saflıkta sentezlenebilme avantajına sahiptir (1-2, 128, 169, 235, 238). Hazırlama ve 

saklama süresince dayanıklı kalabilme özellikleri vardır (5).  

Tüm bu özelliklerinden dolayı, biyoparçalanır polimerler proteinik ilaç etkin 

maddelerinin enkapsülayonunda tercih edilirler (Çizelge 2.5).  
 

2.5.1.4.1.2. Mikroküre Hazırlama Yöntemleri 

Mikrokürelerin hazırlanmasında çok değişik yöntemler kullanılmaktadır (Çizelge 

2.6) (1-2). Bunların her biri avantaj ve dezavantajlara sahiptir (1). Hazırlama yöntemi, 

elde edilen mikrokürelerin özelliklerini etkileyen önemli bir faktördür. Bu yüzden, 

istenen özelliklere sahip mikroküreler elde edebimek için uygun yöntemin seçilmesine 

özen gösterilmesi gerekir. 

Seçilen yöntem, mikroküreler içinde optimum düzeyde ilaç tutulmasını sağlayan, 

yüksek verimle elde edilebilen, enkapsüle ettiği proteinin stabilitesine olumsuz etkisi 

olmayan, istenen özellikte salım profili elde edilmesini mümkün kılan, akışkanlığı iyi  
 

Çizelge 2..5 Biyoparçalanır polimerler kullanılarak enkapsüle edilen biyoteknolojik etkin 
maddelerin başlıcaları 
 

 

Aşılar 

GBS aşıları (Grup B Streptococcus aşıları) 

TT (tetanoz toksoid) 

JEV (Japon ensefalit virüsü) 

DT (difteri toksoidi) 

VC (kolera aşısı) 

 

 

 

Terapötik ajanlar 

Prolidaz 

β-lactoglobulin 

Interferonlar 

İnsülin 

Lizozim 

Kalsitonin 

İnsan büyüme hormonu 
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mikroküreler üretilmesine imkan veren, seriler arasında ve seri içinde tekrarlanabilirlik 

özelliğine sahip, kolayca valide edilebilen bir yöntem olmalıdır. Enkapsülasyon 

kapasitesi proteinler için yüksek olmalıdır (136). Yüksek miktarda proteini düşük 

miktarda polimer kullanarak mikroküre elde edilmesine imkan vermelidir. Elde edilen 

mikroküreler, istenen boyutlarda olmalıdır. Burada çoğu zaman hedeflenen, enjektör 

iğnesini tıkamayacak büyüklüktür. Üretim işlemi süresince protein molekülü 

stabilitesini koruyabilmelidir. Bu yüzden, denatürasyona yol açabilecek organik çözücü 

miktarının az olduğu veya hiç kullanılmadığı yöntemlerin seçilmesi tercih edilir. 

Yapılacak ufak değişikliklerle farklı salım özelliklerine sahip mikrokürelerin elde 

edilmesine imkan verecek bir yöntem olmalıdır. Kullanılan çözücü ya toksik olmamalı 

ya da işlemin sonunda kolayca uzaklaştırılabilmelidir (1-2).   

 

  2.5.1.4.1.2.1. Polimerizasyon Yöntemleri 

 

   2.5.1.4.1.2.1.1. Emülsiyon Polimerizasyonu 

 Polimerizasyon işlemi, sulu ortamda emülsifyan maddelerin oluşturduğu 

miçeller içinde gerçekleştirilir (1-2). Monomer molekülleri, dispersiyon ortamından 

miçellerin içine diffüze olur. Daha sonra, dispersiyon ortamında çözünmüş halde 

bulunan ve sıcaklık artışı ile aktif hale geçerek miçellerin içine göç eden polimerizasyon 

başlatıcı moleküllerin etkisiyle polimerizasyon reaksiyonu gerçekleşir (1-2). Reaksiyon, 

monomer damlacıkları tamamen yok olan kadar sürer. Çoğu zaman, etkin madde 

yüklemesi bu esnada yapılır. Suda çözündürülen ya da disperse edilen etkin madde, 

yağlı fazda dağıtılır. Monomerler, düşük sıcaklıklarda eklenir. Bu esnada, arayüzeyde 

hızla polimerizasyon reaksiyonu gerçekleşir ve mikroküreler meydana gelir.  

Bu yöntemle elde edilen mikrokürelerin boyutları, ortalama 25-250 µm’dir. İdeal 

formülasyonun hazırlanabilmesi, uygun emülsifyanın seçimi ve optimum 

konsantrasyonda kullanımı ile gerçekleşir. Bu, oldukça önemli bir unsurdur. Çünkü, 

uygun miçellerin oluşması ve oluşan emülsiyonun dayanıklılığı da kullanılan 

emülsifyana bağlıdır (1-2).  
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Çizelge 2.6 Proteinik etkin madde içeren mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan yöntemlere örnekler.  
Yöntem Protein Polimer 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Emülsiyon yöntemi 

Rekombinant insan epidermal 
büyüme faktörü (rhEGF) 
 
Ribozimler 
 
 
 
Rekombinant insan eritropoietini 
(rhEPO) 
 
Protein C 
 
İnsülin Benzeri büyüme faktörü 
(IGF-1) 
 
Ovalbumin 
 
İnsan koryonik gomadotropin 
(hCG) 
 
İnsan serum albumini (HSA) 
 
 
Rekombinant insan 
morfogenetik protein-2 (rhBMP) 
 
Bovin serum albumin (BSA) 
 
Kalsitonin 

PLA 
 
 
PLA,  
PLGA,  
PCL 
 
LPLG-PBO-LPLG 
 
 
PLA 
 
PLGA-PEG 
 
 
PLGA 
 
PLA 
PLGA 
 
PLA 
PELA 
 
PLGA 
 
 
PLG 
 
PLGA 

Püskürterek kurutma Vapreotid PLGA 
Emülsiyon oluşturma /çözücü 
buharlaştırma yöntemi 

Vasküler endotelyal büyüme 
faktörü (VEGF) 

PLGA/PEG 

Dispersiyon/çözücü 
ekstraksiyonu/buharlaştırma 
yöntemi 

Orntid asetat (LHRH analogu) 
 

PLA 
PLGA 

 

 2.5.1.4.1.2.1.2 Dispers Fazda Jelleşme ve Çapraz Bağlanma Yöntemi 

 Jelatin, albumin ve nişasta mikroküreleri bu yöntemle hazırlanmıştır (1-2, 5). 

Albumin mikrokürelerinin hazırlanmasında, doğal bir polimer olan albumin kullanılır. 

Albumin ve enkapsüle edilecek proteinik etkin madde, pamuk yağı içinde homojenize 

edilir. Böylece, polimerin jelleşmesi ve denatüre olması sağlanır. Elde edilen 

mikroküreler, yüksek sıcaklığa maruz bırakılarak veya glutaraldehit gibi çapraz 

bağlayıcı maddelerle muamele edilerek sertleştirilir. Yağın aşırısı ise, eterle yıkanarak 

uzaklaştırılır; süzülür ve kurutulur (1-2).  

 Bu yöntemle elde edilen mikrokürelerin boyutuna eki eden faktörlerin 

başlıcaları; kullanılan yağın viskozitesi ve miktarı, protein miktarı, sulu fazın miktarı ve 

karıştırma hızıdır (5). Kullanılan yağın viskozitesi azaldığında, mikroküre boyutu artar. 
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Aynı şekilde, yağ, protein ve sulu faz miktarları ile karıştırma hızının arttırılması da 

daha büyük mikrokürelerin elde edilmesine yol açar. Kullanılan yüzey etkin maddenin 

özellikleri ise, mikroküre boyutunu etkilemez (1).  

 Etkin madde miktarı ise, oluşan mikrokürelerin yüzey morfolojisini etkiler (1-2). 

Örneğin,  etkin madde konsantrasyonunun %25 veya daha az olan formülasyonlarda, 

daha düzgün yüzeyli ve küresel mikroküreler elde edilir. Etkin madde miktarının 

%65’in üstünde olduğu formülasyonlarda ise, yüzeyde etkin madde kristalleri görülür 

ve salım profilinde patlama etkisi ortaya çıkar.  

 

2.5.1.4.1.2.2. Emülsiyon Oluşturma/Çözücü Buharlaştırma Yöntemi 

 Bu yöntemle, önce, su içinde yağ (y/s), yağ içinde su (y/s) veya çoklu emülsiyon 

(s/y/s) tipi emülsiyonlar hazırlanır ve daha sonra, bu emülsiyonlardan hareketle 

mikroküreler elde edilir (1-2).  

 Bu yöntemde kullanılan çözücü; polimeri ve etkin maddeyi çözebilmeli, 

dispersiyon ortamı ile kolayca karışabilmeli, kaynama derecesi ve toksisitesi düşük 

olmalıdır (1-2, 5). Dispersiyon ortamı ise, polimeri ve etkin maddeyi çözmemeli, 

dispers faz çözücüsü ile karışmamalı ve toksisitesi düşük olmalıdır.  

 

2.5.1.4.1.2.2.1. Su İçinde Yağ Tipi Emülsiyon Oluşturma/ Çözücü 

Buharlaştırma Yöntemi 

 Bu yöntemle mikroküre hazırlanırken, önce polimerin uygun bir organik 

çözücüde çözeltisi hazırlanır. Daha sonra, bu çözeltiye etkin madde ilave edilip 

çözündürülür veya süspande edilir (1-2, 5, 136). Diğer yanda, bu karışımla çözünmeyen 

bir sıvı içerisinde emülsifyan çözündürülür. İki karışım birbirine ilave edilir. Bunun 

sonucunda ortamda damlacıklar oluşur. Çözücü oda sıcaklığında karıştırılarak, sıcaklık 

veya vakum uygulanarak sistemden uzaklaştırılır. Elde edilen mikroküreler, filtrasyon 

ya da santrifüj ile ayrılıp yıkanarak kurutulur.  

 

2.5.1.4.1.2.2.2. Yağ İçinde Su Tipi Emülsiyon Oluşturma/ Çözücü 

Buharlaştırma Yöntemi 

 Bu yöntemle suda çok çözünen etkin maddelerin enkapsülasyonu gerçekleştirilir 

(1-2). Polar çözücüye ilave edilen polimer ve etkin maddeyle hazırlanan dispersiyon 
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fazı, içerisinde yüzey etkin madde çözündürülmüş lipofilik dispers fazla karıştırılarak 

emülsiyon hazırlanır. Homojenizasyon işlemi sırasında, organik çözücünün 

buharlaşması ile ortamda mikroküreler oluşur. Bu yöntemin en önemli sakıncası, yağın 

uzaklaştırılması için organik çözücü ile yıkama işleminin yapılmasının gerekli oluşudur.  

 

2.5.1.4.1.2.2.3. Çoklu Emülsiyon Oluşturma/ Çözücü Buharlaştırma 

Yöntemi 

 Çoklu emülsiyon oluşturma yöntemi ile biyoteknolojik etkin maddelerin 

formülasyonu mümkündür (1-2, 15, 136). Önce, etkin maddenin sulu çözeltisi hazırlanır 

ve polimer çözeltisi içinde disperse edilir. Daha sonra, bu dispersiyona y/s tipi 

emülsifyanın sulu çözeltisi ilave edilip homojenize edilir. Elde edilen çoklu emülsiyon 

(s/y/s) sisteminden çözücünün buharlaşması ile etkin maddenin sulu çözeltisini içeren 

mikroküre dispersiyonu elde edilir. Daha sonra, bu dispersiyon filtre edilerek 

mikroküreler ayrılır, santrifüjlenir, yıkanır ve kurutulur. Burada kullanılan emülsifyanın 

en önemli görevi, disperse edilen polimer damlacıklarının kısa süreli dayanıklılığını 

sağlamaktır. Böylece, agregasyon ve koalesans önlenmiş olur. Bu yöntemle mikroküre 

hazırlanmasında kullanılan polimerlerin başlıcaları; jelatin, polivinil alkol ve metil 

selülozdur. Kullanılan y/s tipi emülsifyanların başlıcaları ise; Tween 80, sodyum oleat 

ve sodyum dodesil sülfattır. Burada, kullanılan emülsifyanın konsantrasyonun optimum 

değerde olması önemlidir (136). Aksi halde, etkin maddenin polimerdeki 

çözünürlüğünü istenmeyen oranda arttırabilir.  

 

2.5.1.4.1.3. Mikrokürelerin Eczacılık ve Tıpta Uygulamaları 

 Mikroküreler, ilaç taşıyıcı sistemlerin hazırlanmasının yanısıra; hastalıkların 

teşhisinde, pulmoner perfüzyon maddesi olarak, dolaşım sistemi fonksiyonlarının 

tetkikinde, damar çaplarının ölçülmesinde, anjiyografide, hücre kültüründe, biyoafinite 

ve kolon kromatografisinde kullanılmaktadır (1-2).  

 Mikroküreler, genellikle, oral ve parenteral yolla uygulanır. Parenteral yolla 

uygulanan mikroküreler, kontrollü veya geciktirilmiş etkin madde salımı sağlarken 

hedeflendirmeyi de mümkün kılar (5). Oral uygulamada ise, hedeflendirme ve kontrollü 

salımın yanısıra, etkin maddenin dayanıklılığının arttrılması da mümkündür (1).  
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 Mikrokürelerin hedeflendirilmesi pasif veya aktif yöntemlerle gerçekleştirilir (1-

2). Böylece, etkin madde, vücudun istenen doku, hücre ya da organına 

gönderilebilmektedir. Antikanser ilaçlardan 5-fluorourasilin mikroküreleri kanser 

tedavisinde tümöre hedeflendirilerek düşük dozda etkin tedavi ve daha az yan etki 

sağlanmaktadır.  

 Mikroküreler, peptid ve protein yapısındaki ilaç etkin maddelerinin 

formülasyonu için de en uygun dozaj şekillerindendir (4, 136). Salmon kalsitoninin 

PLGA ile hazırlanan mikroküreleri buna en güzel örnektir (181, 239-248). Bu şekilde, 

enkapsüle edilen proteinlerin ve peptidlerin stabilitesinin arttrılması ve kontrollü salımın 

sağlanması mümkün olmaktadır.  

 

2.6 Çalışmanın Amacı 

 Bu çalışmada proteinik etkin maddelerin gastrik ortamda stabilitesini arttırmak 

için enterik mikrokürelerin hazırlanması amaçlanmaktadır. Bunun için model ilaç olarak 

bovin serum albumin (BSA), enterik polimer olarak selüloz asetat ftalat, hazırlama 

yöntemi olarak da emülsiyon oluşturma/çözücü buharlaştırma yöntemi seçilmiştir. 

Literatürde selüloz asetat ftalat ile proteinik etkin madde içeren enterik mikroküre 

hazırlanmasına dair kayıt olmamasından ötürü çalışmanın bilimsel alanda önemli bir 

boşluğu dolduracağı düşünülmektedir.  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 
3.1. Gereçler 

 

3.1.1. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Bovin Serum Albumin Sigma Chemical Co., St. Louis, ABD 

Span 80 E. Merck, Almanya 

Mineral yağ  Sigma Chemical Co., St. Louis, ABD 

Selüloz Asetat Ftalat Eastman Kodak, İngiltere 

Aseton  E. Merck, Almanya 

Dietil eter E. Merck, Almanya 

Folin C   Reaktifi E. Merck, Almanya 

Bakır sülfat E. Merck, Almanya 

Sodyum Klorür  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. Kullanılan Araç ve Gereçler 

Analitik terazi O’Haus Advanturer, Almanya 

Buzdolabı Regal, Nofrost, Türkiye 

Çeker ocak Nurgaz, Türkiye 

Disolüsyon cihazı DT GE, Aymes, Türkiye 

Distile su cihazı Milipore, ABD 

DTA/TG cihazı Shimadzu DT-40 Thermal Analyser,  

 Japonya 

Elek seti (vibrasyonlu)   Fritsch analysette, Almanya 

Erime derecesi tayin cihazı    Thomas Hoover Capillary 

 Melting Point Apparatus, İngiltere 

Etüv  Binder, Almanya 
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FT-IR Spektrofotometre Perkin Elmer 1720 X, ABD 

Manyetik karıştırıcı 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. Kullanılan Tampon ve Çözeltiler 

Fizyolojik fosfat tamponu: 6.8 g potasyum dihidrojen fosfat 250 ml distile suyun 

içerisinde çözündürüldü. Bu çözeltiye 0.1 N NaOH çözeltisinden 112 ml ilave edilip 

hacmi distile su ile 1litreye tamamlandı. Elde edilen tampon çözeltisinin pH’sı 

ölçüldüğünde 6.8 olduğu tespit edildi.  

 

3.1.4. Kullanılan İstatistik Yöntemler ve Bilgisayar Programları 

 

3.1.4.1. Kullanılan İstatistik Yöntemler 

 Tez çalışması kapsamında, farklı mikroküre serileri arasındaki etkin madde 

tutma kapasitesi açısından farklılığın anlamlı olup olmadığının belirlenmesi amacıyla 

Student t-testi kullanıldı. “p” değerinin 0.05’den küçük olması aradaki farkın anlamlı 

olması şeklinde tanımlandı.  

 

3.1.4.2. Kullanılan Bilgisayar Programları 

 Tez metninin yazılması, grafiklerin çizimi, çizelgelerin oluşturulması ve 

istatistik hesaplarının yapılmasında aşağıda belirtilen bilgisayar programları kullanıldı.  

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

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

c. SigmaStat 1.0 İstatistik programı (Jandel Corp., ABD) 

 

3.2. Yöntemler 
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3.2.1. Mikrokürelerin Hazırlanmasında Kullanılan Maddelerin 

Karakterizasyonu 

 

3.2.1.1. Selüloz Asetat Ftalat’ın Karakterizasyonu 

 Bu bölümde, mikroküre formülasyonlarında kullanılan selüloz asetat ftalatın 

(CAP)  fizikokimyasal özelliklerinden söz edilmektedir.  

 

3.2.1.1.1. Selüloz Asetat Ftalat’ın Erime Derecesi Tayini 

 Bir ucu kapalı bir tüpün dibine CAP konarak erime derecesi tayin cihazına 

yerleştirildi. Daha sonra, alet açılıp 6 devirde çevrilerek ısıtıldı. Erime durumu 

termometre kontrolü ile saptandı.  

 

3.2.1.1.2. Selüloz Asetat Ftalat’ın FT-IR Spektrumu 

 Selüloz Asetat Ftalat’ın KBr tableti basılıp FT-IR spektrumu, 4000-400 cm-1 

dalga sayısı aralığında elde edildi.  

 

3.2.1.1.3. Selüloz Asetat Ftalat’ın DTA/TG Analizi 

Termal analiz işlemi, 200-2000 K arasında gerçekleştirilmiştir. α-Al2O3 referans 

olarak kullanılmıştır. Analiz, 10 k/dak ısıtma hızında 8-10 mg numune kullanılarak azot 

akımı (60 cm3/dak) altında gerçekleştirilmiştir.  

 

3.2.2. Boş Mikrokürelerin Hazırlanması 

 Terapötik etkin madde içeren mikroküre hazırlanmasına geçmeden önce, 

optimum koşulların belirlenmesi amacıyla, boş mikroküreler hazırlanıp karakterize 

edildi. Mikroküreler, emülsiyon oluşturma/ çözücü buharlaştırma yöntemiyle hazırlandı. 

CAP’ın asetondaki çözeltisi hazırlanıp 30 dakika süreyle manyetik karıştırıcıda 

karıştırıldı. Karışım daha sonra, %1 oranında Span 80 içeren ve paletli karıştırıcı ile 

sürekli karıştırılan mineral yağa porsiyonlar halinde ilave edildi. Elde edilen emülsiyon, 

400 rpm’de asetonun tamamı buharlaşıncaya kadar karıştırıldı. Oluşan mikroküreler, 

süzülüp dietil eterle yıkandı ve açık havada, oda sıcaklığında kurutuldu.  
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3.2.2.1. Boş Mikrokürelerin Karakterizasyonu 

 

3.2.2.1.1. Partikül Boyutu Tayini 

 Hazırlanan mikrokürelerin ortalama partikül boyutu, elek yöntemi ile belirlendi. 

Ölçümler, mikroküreler hazırlandıktan sonra 24 saat içerisinde gerçekleştirildi. Elde 

edilen mikroküreler, 20 µm – 1 mm mesh aralığında ve azdan çoğa doğru dizilmiş elek 

setinin en üstüne yerleştirildi ve 5 ayar noktasında 5 dakika süreyle vibrasyon 

uygulandı. Her elek üstünde kalan mikroküre tartılıp partikül boyutu dağılımı incelendi.  

 

3.2.2.1.2. Mikrokürelerin Şekillerinin Belirlenmesi 

 Elde edilen mikrokürelerin polarize ışık mikroskobu kullanılarak şekilleri 

incelenip fotoğrafları çekildi.  

 

3.2.2.1.3. Boş Mikrokürelerin FT-IR Spektrumu 

 Boş mikrokürelerin FT-IR spektrumu, 4000-400 cm-1 dalga sayısı aralığında 

elde edildi. 

 

3.2.3. Mikrokürelerin Hazırlanmasında Kullanılan Etkin Maddenin 

Karakterizasyonu 

 

3.2.3.1. Bovin Serum Albuminin Karakterizasyonu 

 Bu bölümde, mikroküre formülasyonlarında model etkin madde olarak 

kullanılan Bovin Serum Albuminin (BSA)  fizikokimyasal özelliklerinden söz 

edilmektedir. 

 

3.2.3. 1.1. Bovin Serum Albuminin Erime Derecesi Tayini 

 Bir ucu kapalı bir tüpün dibine BSA konarak erime derecesi tayin cihazına 

yerleştirildi. Daha sonra, alet açılıp 6 devirde çevrilerek ısıtıldı. Erime durumu 

termometre kontrolü ile saptandı.  

 

 

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-1 dalga sayısı 

aralığında elde edildi. DTA/TG analizi ise, Bölüm 3.2.1.1.3’deki gibi yapıldı. 

 

3.2.3.2. Bovin Serum Albuminin Miktar Tayini Yöntemi 

 Model ilaç etkin maddesi olarak seçilen BSA’nın formülasyonlarda ve salım 

ortamındaki miktarlarının belirlenebilmesi amacıyla miktar tayini yöntemi geliştirildi. 

Bunun için Lowry yöntemi kullanıldı (249).  

      Lowry yönteminde; fosfomolibdotungstik asit çözeltisinin (Folin belirteci) 

tirozin bakiyeleri ile reaksiyona girerek oluşturduğu mavi renkli kompleksin 

spektrofotometrik olarak absorbans değerlerinin ölçümü yapılarak mikrokürelerde 

tutulan BSA miktarı tespit edildi. Burada reaksiyon, bakır ile BSA molekülü arasında 

kompleks oluşumu ile başlar ve alkali çözeltide, oda sıcaklığında 5-10 dakika süresinde 

tamamlanır.  

 

3.2.3.2.1. Bovin Serum Albuminin Miktar Tayini İçin Standart Doğrunun 

Çizilmesi 

             Öncelikle, bu yöntemde kullanılacak tüm cam eşyalar yıkama asidi ile yıkanıp 

bol distile su ile durulandı. Kontaminasyonu önlemek için çalışma boyunca eldiven 

kullanıldı.  

      Lowry miktar tayini yönteminin yapılabilmesi için aşağıdaki çözeltiler taze 

hazırlandı:  

a. Sodyum karbonatın 0.1 N NaOH içinde %2 (a/h)’lik çözeltisi: A belirteci 

b. CuSO4.5H2O’nun %1’lik potasyum tartarat çözeltisi içinde %0.5 (a/h) 

konsantrasyonda çözeltisi: B belirteci 

c. 50 ml A belirteci ile 1 ml B belirteci karışımı: C belirteci 

d. 1 hacim Folin belirteci + 2 hacim distile su: D belirteci 

 Çalışmaya uygun konsantrasyonda olacak şekilde 0.5 ml hacminde standart 

çözeltiler (20, 80, 140, 200, 280, 340, 400 µg/ml), kör örnek ve protein örnekleri 

hazırlandı ve bunların her birine 5’er ml C belirteci ilave edilip karıştırıldı. Elde edilen 

karışımlar, oda sıcaklığında 10 dakika bekletildi. Daha sonra, D belirtecinden 0.5 ml 

alınıp hızla bu karışıma ilave edilip vorteksle karıştırıldı. Elde edilen karışım 30 dakika 
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karanlıkta bekletildi. Son olarak, her birinin absorbansı 660 nm’de spektrofotometrik 

olarak ölçüldü. Bulunan absorbans değerleri ile standart doğru grafiği çizildi 

 

3.2.4 Bovin Serum Albumin İçeren Mikrokürelerin Hazırlanması 

Terapötik etkin madde içeren mikroküreler, Bölüm 3.2.2’de verilen emülsiyon 

oluşturma/çözücü buharlaştırma yöntemi kullanılarak hazırlandı. Karıştırma hızı ve 

etkin madde miktarının mikrokürenin etkin madde tutma kapasitesi üzerine etkisini 

incelemek için farklı formülasyonlar geliştirildi (Çizelge 3.1).  

 
    Çizelge 3.1. Mikroküre formülasyonlarının içerikleri ve kodları.  

Formülasyon 

Kodu 

Etkin 

Madde Miktarı 

(mg) 

Karıştırma 

Hızı 

(rpm) 

F01300 100 300 

F01400 100 400 

F05300 500 300 

F05400 500 400 

 

Hesaplı miktar BSA, CAP’ın asetondaki çözeltisine ilave edilerek etkin madde 

içeren mikroküreler hazırlandı.   

 

3.2.4.1. Bovin Serum Albumin İçeren Mikrokürelerin Karakterizasyonu 

 

3.2.4.1.1. Partikül Boyutu Tayini 

 Hazırlanan mikrokürelerin ortalama partikül boyutu, Bölüm 3.2.2.1.1.’de 

belirtildiği gibi elek yöntemi ile belirlendi.  

 

3.2.4.1.2. Mikrokürelerin Şekillerinin Belirlenmesi 

 Elde edilen mikrokürelerin polarize ışık mikroskobu kullanılarak şekilleri 

incelenip fotoğrafları çekildi.  
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3.2.4.1.3. Bovin Serum Albumin İçeren Mikrokürelerin FT-IR Spektrumu 

 BSA içeren mikrokürelerin FT-IR spektrumu, 4000-400 cm-1 dalga sayısı 

aralığında elde edildi. 

 

3.2.4.1.4. Bovin Serum Albumin İçeren Mikrokürelerin DTA/TG Analizi 

 Mikrokürelerin içerisinde tutulan Bovin Serum Albuminin stabilitesini hazırlama 

yönteminin olumsuz yönde etkileyip etkilemediğini anlamak için etkin madde içeren 

mikrokürelerin DTA/TG analizleri Bölüm 3.2.1.1.3’de verilen yöntemle gerçekleştirildi.  

 

3.2.4.1.5. Hazırlama Verimi 

 Kullandığımız emülsiyon oluşturma/çözücü buharlaştırma yöntemindeki üretim 

kapasitesini değerlendirmek için formülasyondaki toplam katı miktarından hareketle, 

aşağıdaki formül kullanılarak mikrokürelerin verimleri hesaplandı.  

 

     %Verim = A/B x 100    (3) 

Bu denklemde yer alan A: elde edilen mikrokürelerin ağırlığını (g); B: 

formülasyonda kullanılan katı madde ağırlığını (g) ifade etmektedir.  

 

3.2.4.1.6. Mikrokürelerde Tutulan Bovin Serum Albumin Miktarının 

Belirlenmesi 

 BSA içerecek şekilde hazırlanan her bir mikroküre serisinden 100 mg  tartılıp 

porselen havana alındı. Havan eli ile iyice toz edildikten sonra, pH 7.4 fosfat tamponu 

ile ekstraksiyon yapıldı. Elde edilen ekstredeki BSA miktarı, Lowry yöntemi 

kullanılarak belirlendi. Buradan o serinin tümünde tutulan etkin madde miktarı standart 

doğru denklemi kullanılarak hesaplandı. Her bir seri için en az 6 ölçüm yapılıp 

ortalaması alındı.  

 

3.2.4.2. Mikrokürelerde Saklama Koşullarında Stabilite Çalışmaları 

 Emülsiyon oluşturma/çözücü buharlaştırma yöntemi ile hazırlanan mikroküre 

serilerinden seçilen formülasyonlar, buzdolabı (4 ± 1°C) ve etüv (60 ± 1°C)’de 

saklanmıştır. 30 ve 45. günlük saklama sürelerinin sonunda, Bölüm 3.2.4.1.6’da 

belirtilen yöntemle mikrokürelerin tuttuğu BSA miktarı belirlenmiştir.  
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3.2.4.3. Mikrokürelerden In Vitro Koşullarda Bovin Serum Albumin Salım 

Çalışmaları 

 İn vitro koşullarda, mikrokürelerden BSA salımını değerlendirme 

çalışmalarında, USP XXII’de tanımlanan palet yöntemi kullanıldı (250).  

 Her bir formülasyona ait her bir seriden 100 mg BSA içerecek şekilde hesaplı 

miktar mikroküre tartıldı. Disolüsyon çalışmaları, 900 ml çözünme ortamında (pH = 1.2 

ve  6.8), 37 ± 0.5°C’de, 100 rpm’de yapılmıştır. Çözünme ortamından belirli aralıklarla 

alınan 5 ml’lik örneklerin, 0.2 µm’lik selüloz nitrat filtre ile süzüldükten sonra, UV-

visible spektrofotometrede Lowry yöntemi kullanılarak absorbans değerleri 

ölçülmüştür. Sink koşullarını sağlamak amacıyla her defasında ortama alınan örnek 

hacmi kadar fosfat tamponu ilave edilmiştir. Her bir çalışma en az 6 kez tekrarlanmıştır.  

 

3.2.4.4. Mikrokürelerden In Vitro Koşullarda Bovin Serum Albumin 

Salımının Kinetiğinin İncelenmesi 

 Bölüm 3.2.4.3’de belirtildiği gibi gerçekleştirilen salım çalışmaları sonucunda 

elde edilen bulguların önce, zamana karşı yüzde salım grafikleri çizildi. Daha sonra, 

sıfırıncı, birinci derece ve Higuchi kinetiğine uygunluğu araştırıldı (5, 251).  
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4. BULGULAR 

 

4.1. Mikrokürelere Ait Çalışmalar 

 

4.1.1. Mikrokürelerin Hazırlanmasında Kullanılan Maddelerin 

Karakterizasyonu 

 

4.1.1.1. Selüloz Asetat Ftalat’ın Karakterizasyonu 

 

4.1.1.1.1. Selüloz Asetat Ftalat’ın Erime Derecesi Tayini 

 Bölüm 3.2.1.1.1’de anlatıldığı gibi CAP’ın erime derecesi tayini çalışması 

yapıldı ve erime derecesi 494 °C olarak bulundu. Bulunan değerin literatüre uygun 

olduğu tespit edildi (252).  

 

4.1.1.1.2. Selüloz Asetat Ftalat’ın FT-IR Spektrumu 

             Selüloz Asetat Ftalat’ın 4000-400 cm-1 dalga sayısı aralığında Fourier 

Transform Infrared Spektrumu çekildi. 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 özgü pikler saptandı (Şekil 4.1).  

 

4.1.1.1.2. Selüloz Asetat Ftalat’ın DTA/TG Analizi 

Selüloz Asetat Ftalat’ın DTA/TG analizi, 300-1200 K aralığında gerçekleştirildi 

(Şekil 4.2). TG grafiği, CAP’ın orijinal kütlesinin %99.9’unu 298 - 1250°K arasında 

yitidiğini göstermektedir. Bu sıcaklık aralığında, bonzuma, üç aşamada 

gerçekleşmektedir:   

a. İlk bozunma, 426-496°K  aralığında meydana gelmektedir ve madde, kütlesinin 

%16.6’sını yitirmektedir. 

b. İkinci bozunma ise, 496-598°K aralığında olur. Bu aralıkta, %45.5 oranında kütle 

kaybı meydana gelir.  

c. Üçüncü ve son bozunma aşaması ise, 578-1250 °K aralığında gerçekleşir. 

Madde, bu aralıkta kütlesinin %37.7’sini kaybeder.  

CAP’a ait DTA profilinde, iki adet egzotermik ve bir adet endotermik pik 

görülmektedir. Bu piklerden ilki, 426-495°K aralığındadır ve 467°K’de maksimum  
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Şekil 4.1. Selüloz Asetat Ftalat’ın FT-IR spektrumu.  
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        Şekil 4.2. Selüloz Asetat Ftalat’ın DTA/TG diyagramı.  
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verir. İkinci pik ise, 495-578°K aralığında bulunmaktadır ve 611°K’de maksimuma 

ulaştığı görülmektedir.  

 

4.1.2. Boş Mikrokürelerin Hazırlanması 

 Terapötik etkin madde içeren mikroküre hazırlanmasına geçmeden önce, 

optimum koşulların belirlenmesi amacıyla, boş mikroküreler hazırlanıp karakterize 

edildi. Mikroküreler, 300 (F300) ve 400 (F400) rpm karıştırma hızında hazırlandı. 

 

4.1.2.1. Boş Mikrokürelerin Karakterizasyonu 

 

4.1.2.1.1. Partikül Boyutu Tayini 

 Bölüm 3.2.2.1.1’de anlatıldığı gibi, partikül boyutu dağılımları belirlendi. 

Ortalama partikül boyutları Çizelge 4.1’de verildi.  

 
      Çizelge 4.1. Boş mikrokürelerin ortalama partikül boyutları 

Formülasyon Ortalama Partikül Boyutu 

Aralığı 

(µm ± SD) 

Partikül Boyutu Dağılımı 
(%) 

F300 500-1000 72.7 

F400 250-500 27. 6 

 

4.1.2.1.2. Mikrokürelerin Şekillerinin Belirlenmesi 

 Elde edilen mikrokürelerin polarize ışık mikroskobu kullanılarak şekilleri 

incelenip fotoğrafları çekildi (Şekil 4.3). Mikrokürelerin küresel şekilli ve pürüzsüz 

yüzeyli olduğu tespit edildi.  

 

4.1.2.1.3. Boş Mikrokürelerin FT-IR Spektrumu 

 Boş mikrokürelerin FT-IR spektrumu, 4000-400 cm-1 dalga sayısı aralığında 

elde edildi (Şekil 4.4). Mikroküre hazırlanmasında kullanılan CAP’a spesifik ana pikler 

burada da görülmektedir.  
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Şekil 4.3. Boş mikrokürelerin polarize ışık mikroskobu ile çekilen fotoğrafı.  

 

 
 

Şekil 4.4. Boş mikrokürelerin FT-IR spektrumu.  
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4.2. Mikrokürelerin Hazırlanmasında Kullanılan Etkin Maddenin 

Karakterizasyonu 

 

4.2.1. Bovin Serum Albuminin Karakterizasyonu 

 Bu bölümde, mikroküre formülasyonlarında model etkin madde olarak 

kullanılan Bovine Serum Albuminin (BSA)  fizikokimyasal özelliklerinden söz 

edilmektedir (254). BSA, %55 oranında alfa-heliks konformasyonu içerir (Şekil 4.5).  

 

 
Şekil 4.5. Bovin serum albuminin yapısının şematik gösterimi. 

 

4.2.1.1. Bovin Serum Albumin’in Erime Derecesi Tayini 

 Bölüm 3.2.2.1.1’de anlatıldığı gibi çalışılarak model etkin madde olarak kullanılan 

BSA ısıtılırken, 65°C’nin üstüne çıkıldığında erime gösterdi (253).  

 

4.2.1.2. Bovin Serum Albumin’in FT-IR Spektrumu 

        Bovin Serum Albumin’in FT-IR spektrumu, 4000-400 cm-1 dalga sayısı aralığında 

elde edildi (Şekil 4.6) 3282.7 cm-1’de hidrojen bağı (N-H grubu), 1545.6 cm-1 ve 1528.1 

cm-1’de proteinik yapıya özgü amid bağları, 1391.8 cm-1’de karboksil bağı ve son 

olarak, 1241.8 cm-1’de ise, C O bağının varlığını gösteren pikler saptandı. Elde edilen 

piklerin literatürle uygunluk gösterdiği belirlendi (254-255) 

 

4.2.1.3. Bovin Serum Albuminin DTA/TG Analizi 

Bu çalışmada model ilaç etkin maddesi olarak kullanılan BSA’nın DTA/TG 

profili Şekil 4.7’de gösterilmiştir. BSA, 282°C’de dekompoze olmaktadır. Bovin serum 

albuminin DTA profili, iki endotermik pik verdi.   
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Şekil 4.4. BSA’nın FT-IR spektrumu. 

 

 

 
Şekil 4.6. Bovin Serum Albuminin FT-IR spektrumu 

 

Şekil 4.7. BSA’nın DTA/TG grafiği 
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Numunenin TG grafiği, bozunmanın 29-1143°K aralığında üç aşamada 

gerçekleştiğini göstermiştir: 

a. İlk bozunma, 29 -154°K aralığında ve %7.078 kütle kaybı ile meydana 

gelmektedir.  

b. İkinci bozunma, 154-717°K aralığında olmakta ve maddenin kütlesinin 

%76.918’i yitirilmektedir.  

c. Üçüncü bozunma ise, 717-1143°K aralığında meydana gelmektedir.  

 

4.2.2. Bovin Serum Albumin Miktar Tayini Yöntemi 

      Model ilaç etkin maddesi olarak seçilen BSA’nın formülasyonlarda ve salım 

ortamındaki miktarlarının belirlenebilmesi amacıyla Bölüm 3.2.3.2’de anlatılan miktar 

tayini yöntemi geliştirildi. Bunun için Lowry yöntemi kullanıldı (249).  

  

4.2.1.3.1. Bovin Serum Albumin Miktar Tayini İçin Standart Doğrunun 

Çizilmesi 

 Bölüm 3.2.3.2.1’de anlatıldığı gibi çalışılarak BSA miktar tayininde kullnılacak 

standard doğru ve denklemi (y  = -3,1349. 10-2 + 4,456x) ile eğim (m = 4.456), kesişim 

noktası (b = -3,1349) ve korelasyon katsayısı (r = 0.99989) (r2 = 0,9998) elde edildi 

(Şekil 4.8).  

 

4.3 Bovin Serum Albumin İçeren Mikrokürelerin Hazırlanması 

Terapötik etkin madde içeren mikroküreler, Bölüm 3.2.2’de verilen emülsiyon 

oluşturma/çözücü buharlaştırma yöntemi kullanılarak hazırlandı (1, 256-257). Aynı 

etkin maddeyi farklı konsantrasyonlarda içeren ancak, farklı karıştırma hızları 

kullanılarak değişik mikroküre formülasyonları elde edildi.   

 

4.3.1. Bovin Serum Albumin İçeren Mikrokürelerin Karakterizasyonu 

 

4.3.1.1. Partikül Boyutu Tayini 

 Hazırlanan mikrokürelerin partikül boyutu dağılımı, Bölüm 3.2.4.1.1.’de 

belirtildiği gibi elek yöntemi ile belirlendi. Sonuçlar, Çizelge 4.2’de verildi. 
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Şekil 4.8. Bovin serum albumin miktar tayini standart doğrusu.  

 

 
Çizelge 4.2. BSA içeren mikrokürelerin partikül boyutu dağılımı  
Formülasyon Ortalama Partikül Boyutu Aralığı

(µm) 

Partikül Boyutu 

Dağılımı  

(%) 

≥1000  37.4   

F01300 500-1000 54.9 

≥1000  12.88  

500-1000 68.5 

 

F01400 

250-500 12.88 

≥1000 27.5  

F05300 500-1000 57.7 

≥1000 8.7 

500-1000 10.2 

 

F05400 

250-500 78.27 
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4.3.1.2. Mikrokürelerin Şekillerinin Belirlenmesi 

 Elde edilen mikrokürelerin polarize ışık mikroskobu kullanılarak şekilleri 

incelenip fotoğrafları çekildi (Şekil 4.9). BSA içeren mikrokürelerin küresel şekilli, 

pürüzsüz yüzeyli olduğu ve yüzeyinde etkin madde kristali içermediği görüldü. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Şekil 4.9. BSA içeren mikrokürelerin polarize ışık mikroskobu ile çekilmiş fotoğrafı 

 

4.3.1.3. Bovin Serum Albumin İçeren İçeren Mikrokürelerin FT-IR 

Spektrumu 

     BSA içeren mikrokürelerin FT-IR spektrumu, 4000-400 cm-1 dalga sayısı 

aralığında elde edildi (Şekil 4.10). Elde edilen spektrum, mikroküre oluşumu esnasında 

BSA ile CAP arasında kimyasal bir etkileşimin gerçekleşmediğini göstermektedir.   

 

4.3.1.4. BSA İçeren Mikrokürelerin DTA/TG Analizi 

Bovin serum albumin içeren mikrokürelerin TG grafiği (Şekil 4.11), 

mikrokürelerin termal bozunmasının 41.95-778.09°K aralığında üç aşamada 

gerçekleştiğini göstermektedir:  

a. Birinci aşama, 41.95 -188.33°K aralığında gerçekleşmekte ve mikrokürelerde 

%8.877 oranında kütle kaybı meydana gelmektedir.  

b. İkinci bozunma, 188.33-293.19°K aralığında gerçekleşmekte ve 

mikrokürelerde %31.91 oranında kütle kaybı olmaktadır.  
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Şekil 4.10. Bovin serum albumin içeren mikrokürelerin FT-IR spektrumu.  

 
Şekil 4.11. Bovin serum albumin içeren mikrokürelerin FT-IR spektrumu. 
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c. Üçüncü ve son bozunma ise, 293.19-778.09°K aralığında meydana gelmekte 

ve mikrokürelerin kütlesinde %47.582 oranında kayıp olmaktadır. 

 

İlaç etkin maddesi olarak model protein içeren mikrokürelerin DTA profilleri 

incelendiğinde, BSA ve CAP’a ait piklerin varlığı görülmektedir. Bu da polimer ile 

model ilacın mikroküre oluşumu esnasında herhangi bir kimyasal bir tepkimeye 

girmediğini, ilacın mikroküre matriksi içinde tutulduğunu göstermektedir. Bu durum, 

enkapsüle edilen proteinin üretim esnasında stabilitesini korumasının göstergesidir.  

 

4.3.1.5. Hazırlama Verimi  

Kullandığımız emülsiyon oluşturma/çözücü buharlaştırma yöntemindeki üretim 

kapasitesini değerlendirmek için formülasyondaki toplam katı miktarından hareketle 

mikrokürelerin verimleri Bölüm 3.2.4.1.5’de verilen denklem kullanılarak hesaplandı. 

Bulgular, Çizelge 4.3’te verildi.  

 
    Çizelge 4.3. Mikroküre hazırlama verimleri. 

Formülasyon Hazırlama Verimi (%) 

F01300 55.7 

F01400 96.2 

F05300 48.3 

F05400 56.1 

  

4.3.1.6. Mikrokürelerde Tutulan BSA Miktarının Belirlenmesi 

 Her bir mikroküre serisinde tutulan BSA miktarı, Bölüm 3.2.4.1.6’te verilen 

yöntemle tespit edildi. Deney bulguları, ortalamaları alınarak standart sapmaları ile 

birlikte Çizelge 4.4’te verildi. 
Çizelge 4.4. Mikrokürelerde tutulan Bovin serum albumin (BSA) miktarı 

Formülasyon Tutulan BSA Miktarı (%) 

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. Mikrokürelerde Saklama Koşullarında Stabilite Çalışmaları 

 Mikrokürelerin depolama koşullarındaki stabilitelerini araştırmak amacıyla 

Bölüm 3.2.4.2’de anlatılan şartlarda çalışılmıştır. Elde edilen bulgular Çizelge 4.5’de 

verilmiştir.  

 Burada, depolama süresi sonunda mikroküreler tarafından tutulan etkin madde 

miktarındaki değişiklik esas alınmıştır. Stabilite çalışması için hazırlanan mikroküreleri 

etüv ve buzdolabına koymadan önce her bir serideki BSA miktarı saptandı ve daha 

sonra, elde edilen bu bulgular, depolama süresi bitiminde tespit edilen BSA miktarları 

ile kıyaslandı. Ayrıca, depolama süresi sonunda mikrokürelerin organoleptik özellikleri 

de incelenmiştir. Buna göre, 60°C’da tutulan 100 mg BSA içeren F01300 ve F01400 

formülasyonlarında büyük ölçüde değişiklik olmazken, 500 mg BSA içeren F05300 ve 

F05400 formülasyonlarında sararma şeklinde renk değişimi meydana gelmiştir. Bu da 

60°C’da BSA’daki bozunmayı gösterir. 4°C’da depolanan mikrokürelerde ise, herhangi 

bir renk veya şekil değişikliği gözlenmemiştir.  
 

Çizelge 4.5. Mikrokürelerin stabilite çalışmasında BSA miktarında meydana gelen değişmeler.  

 Formülasyon Tutulan BSA Miktarı (%) 

 4°C 60°C 

 0.gün 45. gün 0.gün 45. gün 

F01300 72.69 ± 3.55 58.36 ± 1.52 72.69 ± 3.55 16.08 ± 1.02 

F01400 86.43 ± 1.32 71.42 ± 1.26 86.43 ± 1.32 24.47 ± 1.36 

F05300 56.31 ± 3.46 47.35 ± 2.33 56.31 ± 3.46 36.71 ± 2.84 

F05400 62.57 ± 4.61 53.78 ± 1.35 62.57 ± 4.61 38.98 ± 1.36 

 

4.3.3. Mikrokürelerden İn Vitro Koşullarda Bovin Serum Albumin Salım  

Çalışmaları 

 İn vitro koşullarda, mikrokürelerden BSA salımını değerlendirme 

çalışmalarında, USP XXII’de tanımlanan palet yöntemi kullanıldı (250). Bölüm 

3.2.4.3’de açıklanan yöntem ile yapılan salım deneylerinin sonuçları esas alınarak % 

salım yığılmalı BSA miktarının zamana karşı grafiği çizildi (Şekil 4.12 ve 4.13). Elde 

edilen salım profili, enkapsüle edilmemiş etkin maddenin aynı koşullarda bulunan salım 

profili ile kıyaslandı (Şekil 4.14).  
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Şekil 4.12. Bovin serum albumin (BSA) içeren farklı mikroküre formülasyonlarından BSA salım 

profilleri (pH = 6.8) 
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Şekil 4.13. Bovin serum albumin (BSA) içeren farklı mikroküre formülasyonlarından BSA salım 

profilleri (pH = 1.2) 
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Şekil 4.14. Enkapsüle edilmemiş Bovin serum albumin’in (BSA) farklı pH değerlerinde (pH = 1.2 ve 

6.8) disolüsyon profilleri.  

 

4.3.1.8. Mikrokürelerden In Vitro Koşullarda BSA Salımının Kinetiğinin 

İncelenmesi 

 Bölüm 3.2.3.1.7’de belirtildiği gibi gerçekleştirilen salım çalışmaları sonucunda 

elde edilen bulgular, sıfırıncı, birinci derece ve Higuchi kinetiğine uygunluğu araştırıldı. 

Buna göre, mikrokürelerden BSA salımının difüzyon kontrollü gerçekleştiği saptandı.  
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5. TARTIŞMA 
             Bu çalışmada, proteinlerin gastrik ortamdaki proteolitik enzimlerin degrade 

edici etkisinden korunmalarını sağlamak amacıyla, enterik mikroküreleri hazırlandı. 

Bunun için, daha ziyade enterik tablet hazırlamada yararlanılan selüloz asetat ftalat 

polimeri mikroküre oluşturmak için kullanıldı. Mikrokürelerin hazırlanması, emülsiyon 

oluşturma - çözücü buharlaştırma yöntemiyle gerçekleştirildi. Enkapsülasyon işlemine 

başlamadan önce, mikroküre hazırlanması için kullanılması düşünülen polimerin 

uygunluğu ön formülasyon çalışmaları ile test edildi. 

 Yeni bir dozaj şeklinin geliştirilmesinde ön formülasyon çalışmaları büyük 

önem taşımaktadır. Bu kısımda, en önemli kriter, dozaj şeklinin hazırlanması için seçilen 

polimerin inert olması koşuludur. Diğer bir deyişle, polimerin ilaç etkin maddesi ile 

kimyasal reaksiyona girmemesi ve onun stabilitesini olumsuz yönde etkilememesi 

gerekir (1-2, 5). Polimer ile ilaç etkin maddesinin etkileşip etkileşmediğinin tespiti ise, 

FT-IR, DTA/TG, DSC ve X-ışını difraksiyon analizi ile yapılır (5). Bu çalışmada da 

mikrokürelerin hazırlanmasında kullanılan polimer olan selüloz asetat ftalatın (CAP) 

model ilaç etkin maddesi olarak seçilen BSA ile etkileşip etkileşmediğini tespit etmek 

için BSA, CAP ve BSA içeren mikrokürelerin FT-IR spektrumları alınıp DTA/TG 

analizleri yapıldı.   

 FT-IR analizinde elde edilen pikler, mikroküre oluşumu esnasında CAP’ın 

BSA’nın yapısını bozmadığını kanıtlamıştır. Bu sonuca dayanarak, CAP’ın proteinik 

etkin maddelerin enkapsülasyonu için uygun bir polimer olduğu söylenebilir.  

 Literatürde proteinik etkin maddelerin CAP ile enkapsülasyonuna ait termal 

incelemeleri kapsayan ön formülasyon çalışmasına rastlanmamıştır. Bu açıdan, tezde elde 

edilen veriler, bilimsel literatürde önemli bir boşluğu doldurmaktadır. Ayrıca, DTA/TG 

analizinde elde edilen bulgular, mikroenkapsülasyon işlemi sırasında ilaç etkin 

maddesinin yapısının bozunup bozunmadığına dair de bilgi vermektedir. Bu çalışmada, 

model ilaç olan BSA’nın mikroküre oluşumu esnasında bozunmaya uğramadığı 

görülmüştür. Bu da üretim koşullarının proteinik etkin maddenin stabilitesi açısından 

uygun olduğunun göstergesidir.   

  Daha sonra, farklı etkin madde konsantrasyonu (100-500 mg) ve karıştırma 

hızlarında (300 ve 400 rpm) mikroküre formülasyonları hazırlanmıştır. Hazırlanan 
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mikrokürelerin polarize ışık mikroskobu ile fotoğrafları çekilmiştir. Fotoğraflar 

incelendiğinde, küresel şekilli ve pürüzsüz yüzeyli oldukları görülmektedir. 

Mikrokürelerin yüzeyinde etkin madde kristallerine rastlanmamıştır.  

Formülasyona etkin madde konsantrasyonunun etkisi incelendiğinde; etkin 

madde konsantrasyonu arttıkça, mikroküre veriminin azaldığı tespit edilmiştir.  Ancak, 

etkin madde konsantrasyonunun mikroküre boyutu üzerine önemli bir etkisi olmadığı 

belirlenmiştir. Mikrokürelerin hemen hemen monomodal bir dağılım gösterdiği 

görülmüştür. Elde edilen mikrokürelerin çoğunun boyutu 500-1000 µm aralığındadır. Öte 

yandan, karıştırma hızının mikroküre boyutu üzerinde etkili bir parametre olduğu 

belirlenmiştir. Karıştırma hızı arttıkça, daha küçük mikrokürelerin elde edilmesi mümkün 

olmuştur. Ayrıca, mikrokürelerin enkapsüle ettiği BSA miktarı etkin madde 

konsantrasyonu arttıkça azalmıştır.  

4° ve 60°C’da yapılan hızlandırılmış stabilite çalışmaları ise, sıcaklığın proteinik 

etkin madde içeren ilaçların raf ömrünün belirlenmesinde en önemli faktör olduğunu 

göstermektedir. Protein moleküllerinin sıcaklığa hassas olduğu bilinmektedir. Ancak, oda 

sıcaklığında bile birkaç gün stabil kalabilen BSA, hızlandırılmış stabilite çalışmasında, 

sıcaklık açısından oluşturulan stres koşullarında 60°C’da 45 günde bozunma göstermiş, 

enterik enkapsülasyon yüksek sıcaklıkta yeterli koruyucu etki sağlayamamıştır.  

4 ve 60°C’da yapılan çalışmalar sonucunda elde edilen veriler ışığında 

Arrhenius denklemi kullanılarak BSA içeren mikrokürelerin raf ömrü ve saklama 

koşulları belirlenebilir. Buna göre, BSA içeren mikrokürelerin 4°C’da daha uzun süre 

stabil kalabildiği tespit edilmiştir. Stabilite açısından önemli bir diğer husus ise, yüksek 

karıştırma hızı ile hazırlanan mikrokürelerin nispeten daha düşük stabiliteye sahip 

olmalarıdır.  

İn vitro salım çalışmaları ise, USP XXII’ye göre pedal yöntemi kullanılarak pH 

1.2 ve 6.8’de yapılmıştır. Etkin madde konsantrasyonu ve karıştırma hızı açısından 

farklılıklar gösteren formülasyonların in vitro salım çalışmalarından elde edilen veriler, 

salım profiline bu faktörlerin etkisinin olmadığını, benzer profilin elde edildiğini 

göstermiştir. pH 6.8’de yapılan çalışmalarda 90 dakika sonunda dahi etkin maddenin 

henüz ortalama %40’nın salınmış olması, kontrollü salım sağlayan dozaj şeklinin 

oluşturulduğunun kanıtıdır. Mikrokürelerden etkin madde salımı, tipik iki aşamalı salım 

profilini göstermektedir. BSA salımının başlangıçta hızlı bir hidrasyon ile daha sonra ise, 
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difüzyon kontrollü olarak gerçekleştiği belirlenmiştir. Difüzyon fazında salım oldukça 

yavaştır. Bunun nedeni, mikroküre matriksinin degradasyonu ile ilacın difüzyonundan 

dolayı olabilir.  

Bovin serum albumin içeren mikrokürelerin pH 1.2’de salım profilleri 

incelendiğinde model ilacın mikrokürelerden önemli ölçüde salım yapmadığı 

gözlenmiştir (%6.8).  Bu da mikrokürelerin gastrik ortamda dayanıklı olduğunu 

göstermektedir. Ayrıca, pH 1.2’de yapılan in vitro salım çalışması sonunda ortamdan 

alınan mikroküreler mikroskop altında incelendiğinde herhangi bir organoleptik değişim 

gözlenmemiştir.  

Stabilite ve salım çalışmaları ışığında, proteinik etkin maddelerin formülasyonu 

için selüloz asetat ftalat mikroküreleri, gastrik ortamdan koruyucu etkisi ve kontrollü 

salım sağlaması nedeniyle uygun bir dozaj şekli olarak önerilebilir.   
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 
 

Son yıllarda, farmasötik biyoteknoloji ve ona paralel olarak farmasötik teknoloji 

alanındaki önemli gelişmelere rağmen, oral yolla proteinlerin stabil formda 

uygulanmasını sağlayacak bir dozaj şekli henüz tam anlamıyla geliştirilmemiştir. Bu tez 

projesi, literatürde var olan bu önemli boşluğu doldurmak amacıyla planlanmıştır. Büyük 

çaplı üretime elverişli, proteinik etkin maddeleri gastrointestinal sistemde enzimatik 

hidrolizden koruyabilecek ve kontrollü salım sağlayan bir dozaj şeklinin geliştirilmesi 

amaçlanmıştır.  

Bunun için, protein molekülünün enkapsülasyon işlemi sırasında stabilitesini 

olumsuz yönde etkilemeyecek, inert bir polimer seçilmiştir. Selüloz asetat ftalat, enterik 

tablet formülasyonlarında, etkin maddeyi gastrik ortamdan koruyucu etkisi nedeniyle 

kullanılan bir polimerdir. Bu çalışmada, selüloz asetat ftalatın proteinik etkin madde 

içeren enterik mikroküre hazırlanmasındaki etkinliği, protein molekülünün stabilitesi ve 

kontrollü salımın sağlanması açısından incelenmiştir. Bu çalışmada, mikroküre 

hazırlamada kullanılan emülsiyon oluşturma-çözücü buharlaştırma yöntemi; basit, hızlı, 

büyük çaplı üretime elverişli, tekrarlanabilir, ekonomik ve protein moleküllerinin 

stabilitesi açısından uygun olduğundan seçilmiştir. Yüksek molekül ağırlıklı olması 

sebebiyle protein molekülünün midede asidik ortamda CAP mikrokürelerinden salımı 

güç olmakta ve matriks içinde salınmadan kalmaktadır. Böylece, etkin maddenin gastrik 

ortamda korunması mümkün olmaktadır. CAP mikrokürelerinden suni barsak vasatında 

pH 6.8’de etkin maddenin salımı incelendiğinde ise, difüzyon kontrollü olarak 

gerçekleştiği tespit edilmiştir.  

FT-IR ve DTA/TG analizleri, mikroküre hazırlamada kullanılan polimerin inert 

olduğunu ve yöntemin protein stabilitesini olumsuz yönde etkliemediğini göstermiştir. 

 BSA içeren mikroküreler ile yapılan hızlandırılmış stabilite çalışmaları da CAP 

mikrokürelerinin nakliye ve depolama esnasında enkapsüle edilen proteinik etkin 

maddeyi 4°C’da uzun süre dayanıklı muhafaza edebileceğini göstermektedir.  

Bu çalışmada elde edilen veriler ışığında, proteinik ilaç etkin maddelerinin oral 

uygulamasında CAP mikrokürelerinin kullanılabileceğini ileri sürmek mümkündür. Bu 
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çalışmada elde edilen bulgular, laboratuarımızda sürmekte olan in vivo çalışmalarla da 

desteklenecektir.  
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