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OZET

Yildiz A. Heparin Mikrokiirelerinin Hazirlanmasi ve Akcigerlere Hedeflenmesi,

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Farmasotik Teknoloji ABD. Doktora
Tezi, Istanbul, 2006.

Negatif yiiklii makromolekiil olan heparin akcigerlerdeki 16kositlerden salinan katyonik
protein hasarim nétralize etmektedir. Inhalasyon yolu ile uygulanan heparin
antienflamatuvar etkisi ile havayolu asir1 duyarlihi@ini azaltic1 etki gostermektedir. Bu
calismada heparinin valide edilmis hayvan modelinde antijene bagl akciger
inflamasyonu ve havayolu asir1 duyarlilig1 iizerinde etkisi gosterilmektedir. Bu amacla
hazirlanan uzatilmis etkili heparin mikrokiirelerinin gelistirilmesi, karakterize edilmesi
ve belirtilen hayvan modelinde test edilmesi amacglanmistir. Heparinin pulmoner
mukozadan absorpsiyonunu saglamak amaciyla diizgiin yilizeyli kiigiik partikiil
biiylikliigiine sahip heparin yiiklii mikrokiireler hazirlanmistir. Bu amacla farkl
polimer-etkin madde oraninda (10:1, 5:1 ve 2:1) mikrokiireler, farkli rezomerler (RG"
503, RG® 502, RG® 504) ve c¢oziiciiler (diklormetan, etil asetat) ile poli (D,L-laktik-
ko-glilolik asit) kullanilarak ¢oziicii ugurma yontemi ile hazirlanmistir. Mikrokiirelerin;
sekil ve ylizey 6zellikleri, partikiil biiytikliikleri, yiizey yiikleri, iiretim verimleri, tutma
kapasiteleri, in vitro salim calismalari, kiiltiir edilmis insan bronsiyo epitelyal hiicreleri
(Calu-3) iizerine sitotoksik etkileri ve kobaylar lizerinde antijene bagh akciger

enflamasyonunu ve havayolu asir1 duyarliligi tizerine etkileri degerlendirilmistir.

Bu c¢alisma ile pulmoner uygulamaya elverigli olarak hazirlanan heparin yiiklii
mikrokiireler karakterize edilmis ve kobaylar {izerinde antijene baghh akciger
enflamasyonunu ve havayolu asir1 duyarliligini uzatilmis etki saglayarak azalttiklar

kanitlanmustir.

Anahtar Kelimeler: Heparin, mikrokiire, poli (D,L-laktik-ko-glikolik asit); havayolu

asirt duyarliligi, pulmoner yol.

Bu ¢alisma Avrupa Birligi 6. Cergeve Programi Marie Curie 6n asama egitimi

altinda yer alan Galenos Network bursu ile desteklenmistir.
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ABSTRACT

Yildiz A. Preparation and Pulmonary Delivery of Drug-Loaded Microspheres,

Istanbul University Institute of Health Science, Department of Pharmaceutical
Technology PhD thesis, Istanbul, 2006.

The negatively charged macromolecule, heparin, can neutralise the effects of damaging
cationic proteins released from leucocytes in the lung. Inhaled heparin may serve an
anti-inflammatory action modifying airway hyper-reactivity (AHR). Validated in-vivo
model was used to show the effectiveness of heparin in modifying antigen-induced lung
inflammation and airway hyper-reactivity. In this study, develop, characterise and test a
sustained release microparticle formulation of heparin for use in the above model.
Heparin-loaded microparticles having smooth surface and small particle size were
designed in order to provide the absorption of heparin through pulmonary mucosa. For
this purpose, microparticle at different polymer-drug ratios (10:1, 5:1 and 2:1), at
different resomers (RG® 503, RG® 502, RG® 504) and solvent (DCM, Eth-Ac) were
prepared by spray drier method with poly(D,L-lactic-co-glycolic acid). The
microparticles were for evaluated shape and surface properties, particle size, surface
charge, production yield, encapsulation efficiency permeability of cultured human

bronchial epithelial cells and in vitro drug release.

Heparin-loaded microparticles suitable for pulmonary administration have been
characterised and proved to decrease modifying antigen-induced lung inflammation and

airway hyper-reactivity with sustained release effect of the heparin in guinea-pig model.

Keywords: Heparin; poly (D,L-lactic-co-glycolic acid); microparticles; pulmonary

route; airway hyper-reactivity.

This study was supported by Galenos network funded programme under the The

European Union 6™ Framework Marie Curie Early Stage Training scheme.
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GIRIS VE AMAC

Heparin, D-glukozamine-2,6-disiilfat ve D-glukuronik asit-2-sulfat yapisinda
polianyonik, glikozaminoglikandir ve klinikte antikoagiilan olarak kullanilan bir
maddedir (1).

Endojen heparin mast hiicrelerindeki graniillerde histamin gibi ¢esitli
proenflamatuvar aracilara bagli olarak bulunur (2). Heparin nétrofil kemotaksisi ve
lemfosit trafigi iizerine etki ederek cesitli sekillerde bagisiklik yanitini etkilemektedir
(3).

Bu sekilde heparin histamin salimini inhibe edip ve mast hiicre uyaricilarini
degraniile ederek koyunlarda ve insanlarda astimda antijene bagli bronkokonstriksiyonu
azaltmaktadir (4-7). Buna ilave olarak heparin solunum yolu diiz kas hiicrelerinin
tonusunu azaltarak astimda solunum yolunu rahatlatir (8). Heparinin damar diiz kasi
hiicrelerinde lireme azaltici etkisi olmasi da bunu kanitlayan 6nemli verilerden biridir
9)

Alerjik reaksiyon sirasinda eozinofil katyonik protein ve peroksidaz gibi
sitotoksik aracilarin iretildigi eozinofilleri igeren birg¢ok farkli hiicre aktive olur (10).
Anyonik molekiil olan heparin hizli bir sekilde katyonik yiiklii olan bu proteinlere
baglanir (11). Negatif yiiklii heparin, akcigerlerdeki lokositlerden salinan katyonik
proteinlerin zararin1 nétralize edebilmektedir (12). Heparin, major bazik protein,
eozinofil katyonik protein ve eozinofil peroksidaz gibi sitotoksik etkileri olan spesifik
eozinofil graniil proteinlere baglanip onlar1 inhibe eder (13). Major bazik protein ve
eozinofil katyonik protein eozinofil graniillerinde bulunan bronsiyal astimin
patojenezine katildigi kabul edilen katyonik proteinlerdir. Son yillarda serum veya
bronkoalveolar lavaj sivisinda major bazik protein ve eozinofil katyonik protein
seviyesinin astimda olusan bronsiyal hiper yanit ile orantili oldugu tespit edilmistir. Bu
her iki sitotoksik proteinin yiiksek katyonik yapist sentetik polikatyonik olan poli-L-
arjininden gelmektedir (14). Eozinofil katyonik proteinin izoelektirik noktas1 10,8 dir ve
bu yiiksek katyonik yapt molekiil yiizeyindeki arjinin sayisina baghidir ve hiicre
zarlarinda negatif yiikli molekiilleri baglama kapasitesi de buna bagli olarak artar (15).

Havayolu asir1 duyarlhiligi astimin patofizyolojisinde dnemli bir role sahiptir (16)

ve antienflamatuvarlar gibi antialerjik ajanlarda havayolu asir1 duyarlilifini azaltir (17).
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Inhalasyon ile uygulanan heparinin antialerjik aktivitesi vardir (18) ve alerjik
koyunlarda antijene bagli havayolu asir1 duyarliligini 6nleyici etkisi kanitlanmistir (5).

Hastalarda diisiik dozda (5000-10 000 IU/giin) heparin kan dizkrezisi diginda
kanama riski olusturmamaktadir (19). Insanlarda intrapulmoner heparin kullanimi
sonras1 solunum yolu parametrelerinde degisiklik olmadig1 saptanmistir (19). Yiksek
dozda heparin pihtilagsma parametrelerini ve saniyedeki nefes verme hacim kuvvetinin
(FEV1) refererans degerini degistirmemektedir ve bu nedenle antienflamatuvar 6zelligi
gibi yararl etkileri iizerine ¢alismalar yapilmaktadir (12).

Solunum yolu hastaliklarinda, uzatilmig etkili etkin madde saliminin, ilag
kullaniminin azalmasi, tedavi yonetiminin ve hasta uyuncunun iyilestirilmesi ve ilacin
yan etkilerinin azaltilmasi agisindan olduk¢a onemi vardir (20,21), ayrica uzatilmis
etkili tedavide maliyetin azalmasi da s6z konusudur (22).

Bronsiyal biiylimede 24 saatlik ritm olmasi (23) ve alerjenlere karsi en fazla
solunum yolu asir1 duyarliliginin gece gézlenmesi nedeniyle gece periyodu astimda en
zor gecen siiredir (24). Bronkodilator tedavinin 24 saatin {izerinde olmasi ve en azindan
hastalik semptomlarinin gece azalmasi istendiginden uzatilmis etki saglayan ilaglara
ihtiyag vardir. Uzatilmig etkili etkin madde salimi 6zellikle yatmadan 6nce uygulanirsa
dozsuz gecen gece peryodu ve bu sekilde koruyucu ve gelismis bir tedavi saglar.

Bu calismada poli (D,L-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) kullanilarak piiskiirtme
ile kurutma aleti ile heparin yiikli mikrokiireler hazirlanmistir. Formiilasyon
degiskenlerinin mikrokiirelerin ylizey Ozellikleri, partikiil biiyiikliikleri ve heparin
ylklenmesi ve etkin madde salimi gibi 6zelliklere etkisi arastirilmistir:

1)Son yilarda yapilan caligmalarda polimerlerin molekiil agirliklarinin etkin
madde salim oranim etkiledigi gosterilmistir bu nedenle bu calismada farkli molekiil
agirliginda rezomerler kullanilmigtir.

1) Rezomerler ile mikrokiire hazirlanmasinda ¢oziicii olarak siklikla diklormetan
(DCM) kullanilmaktadir. Bu ¢dziiciiniin toksisitesi nedeniyle miktarmin azaltilmasi
veya tamamen farkli bir ¢6ziicii ile mikrokiire elde edilmesi amaciyla ¢oziicii olarak etil
asetat (EtAc) kullanilmistir.

1i1) 3 farkli polimer-etkin madde orani (10:1, 5:1, 2:1) kullanilarak polimer-etkin
madde oraninin formiilasyon 6zelliklerine etkisi arastirilmistir.

iv) Piskiirterek kurutma yontemine ait parametreler (akis hizi, enjektor capi,

giris sicaklig1, ¢ikis sicakligi, piiskiirtme basinci, havalandirma orani) gelistirilmistir.
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Hazirlanan mikrokiirelerin ylizey 6zellikleri arastirilmistir. Polimer-etkin madde
orani, rezomer tipi ve kullanilan ¢6ziiciilerin mikrokiire formiilasyonu iizerine etkisi,
etkin madde yiikleme kapasitesi, partikiil biiytlikliigii, heparin mikrokiirelerinin kiiltiir
edilmis insan brongiyal epitel hiicrelerinden gegise etkisi ve poli-L-arjinin-heparin
cozeltisi ile poli-L-arjinin-heparin yiiklii mikrokiire karisimlarinin zeta potansiyel yiikii
aragtirilmistir. Formiilasyonlar in vitro salim c¢aligmalari ile karakterize edilmis, in vitro
salim ¢aligmalalar ile etkin madde yiikleme kapasiteleri gdz oniine alinarak partikiil
biiyilikliigii pulmoner yol ile uygulamaya en uygun formiilasyon in vivo ¢aligmalar igin
secilmistir.

Kobaylarda ovalbumine bagli solunum yolu asir1 duyarliligi olusturulmus
ardindan kontrol olarak serum fizyolojik ¢6zeltisi bunun disinda heparin ¢ozeltisi (2
uygulama ve 5 uygulama) ve heparin yiiklii mikrokiireler (2 uygulama) nebiilizator ile
hayvanlara pulmoner yoldan verilerek spesifik havayolu direnci (sGaw) Olglimii
yapilmistir. In vivo veriler hayvanlardan alinan ve bronkoalveolar lavaj sivisinda
yapilan alerjik hiicre sayimi ve eozinofil katyonik protein miktar1 sonuclari ile
desteklenmistir. Ayrica in vivo calismalarin ardindan kobaylardan alinan serumlarin
Calu-3 hiicrelerinde sitotoksik etkileri aragtirilmigtir.

Sonug olarak bu c¢aligmada oldukca kiiclik partiikiil biiyiikliik dagilimi olan, iyi
morfolojik 6zelliklere ve yiliksek etkin madde salimina sahip, uzatilmis etkili heparin
yiiklii mikrokdireler tiretilmistir. Heparin yiiklii mikrokiirelerin pulmoner uygulama igin
uygunlugu karakterize edilmis ve kobay modelinde pulmoner yoldan uygulama igin
secilen formiilasyonun heparin c¢ozeltisi ve serum fizyolojik uygulamasi ile
mukayesesinde uzatilmis etki saglayarak antijene bagli akciger inflamasyonu ve

solunum yolu asir1 duyarliliginda etkili oldugu tespit edilmistir.
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GENEL BIiLGILER

1. HEPARIN HAKKINDA GENEL BILGILER

Heparin sigir akcigeri ve domuz ince barsak mukozasindan ekstraksiyon ve
saflagtirma suretiyle elde edilen dogal bir maddedir (25). Heparin, kimyasal olarak
glikozaminoglikan yapisinda; zincir uzunlugu farkli asidik polisakkaritlerden olusmus
bir mukopolisakkarittir (26).

Kapalh formiilii: Kimyasal yapisi, p-D-glikozidik bagla baglanmis
ekimolekiiler miktarlarda uronik asit ve 2-asetamido-2-deoksi-D-galaktoz (N-

asetilkondrozamin) dir (25).

Acik formiilii:
CH,080;
. s CH,0805 00" GH,080;
H O (o] o) 0 | o

Coo" o oo
- OH OH [e]
(O OH OH

o o OH o—I\OH o
0804 NHSOZ i
SIA DSGA 089 NHSO3 0504 NHsO; —I "
SIA DSGA GA DSGA 3

SIA: 2- Siilfoiduronik asit, DSGA: 2,6 disiilfoglikozamin, B-GA: - glukuronik
asit (27)

Molekiil agirhgi: 6000-30000 Dalton dur.

Heparin antikoagiilan etkiye sahip bir maddedir ve bu etkisini antitrombin III i
inhibe ederek gosterir (26). Dogal heparinin biiytlik bir kism1 mast hiicreleri ve bazofil
l6kositlerde histamin ile birlesmis sekilde bulunur (25).

Fiziko-kimyasal ozellikleri: Beyaz veya renksiz amorf, kokusuz ve orta
derecede higroskobik toz bir maddedir (26). Avrupa Farmakopesi ne gore 1 kisim
heparin 2.5 kisim suda ¢oziiniir ve %1 lik ¢ozeltisinin pH s1 5,0 — 8,0 dir (28). Amerikan
Farmakopesi ne gore ise 1 kisim heparin 20 kisim suda ¢dziiniir ve %1 lik ¢dzeltisinin
pH s1 5,0-7,5 dir (29).

Infrared Spektrumu: Domuz mukozasindan izole edilen heparin sodyumun
infrared spekturumu 4000-600 cm™ arasi kayit edilmistir.

1605 cm™ de asimetrik COO ™, 1429 ¢cm™ de simetrik COO™ , 1623 cm™ de
Amide I, 1480 cm’ de Amide II, 1245,1222 cm’ de asimetrik S=0, 1660 cm’ simetrik
S=0, 980 cm™ de simetrik C-O-S, 820 cm™ de asimetrik C-O-S bantlar1 gériiliir (30).
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Ultraviyole Spektrumu: Heparinin ultraviyole spektrumu Bell ve Krantz
tarafindan 1950 yilinda incelenmis; 245 nm ve 292 nm de maksimum ve 240 nm ve 260

nm de minimum absorpsiyon gdsterdigi saptanmistir (30).

1.1. Teshisi

1.1.1. Kagit Kromotografisi

Heparinin kagit kromatografisi ile teshisi, propanol-su (1:1.5) ¢oziicii karigimi
ve %0.15 toluidin mavisi reaktifi kullanilarak yapilmistir. Mavi zeminde pembe renkte
lekeler (Rf 0,57) elde edilmistir (31).

Heparinin kagit kromotografisi sisteminde, mobil faz olarak amonyum formiyat
tamponu-izopropanol (65:35) ve propanol-formik asit-su (30:10:40) ¢oziicii sistemi
kullanildig1 kayithidir (30). Lekelerin tespiti Azur A ve toluidin mavisi reaktifleri ile
yapilmistir .

1.1.2. ince Tabaka Kromotografisi (IiTK)

Heparinin ITK ile teshisi i¢in mobil faz olarak; metanol-piridin-su (30:20:20);
amonyak (%25)-piridin-su (60:35:5); n-butanol-glasiyal asetik asit-su (3:1:1), adsorban
olarak ise, magnezyum oksitle islenmis seliiloz ve selilloz MN 300 kullanilmistir
(31,32). Reaktif olarak ise, %2 sodyum nitrat, diozalandirilmis p-nitroanilin reaktifi,
ninhidrinin asetondaki %1 lik ¢ozeltisi, Azur A reaktifi, p-dimetilamino benzaldehit
reaktifi, bakir stilfatin sudaki %10 luk ¢ozeltisi ile %2 lik amonyak ¢ozeltisi, Eriochrom
black T nin sudaki %0.125 lik ¢ozeltisi, Water blue nun sudaki %0.065 lik ¢ozeltisi,
Akridin oranj (1mg/1ml), Bromkrezol yesili (1 mg/ml) ve Azokarmin G (5 mg/ml)
boyalarinin ¢ézeltileri kullanilmistir (30, 33).

1.1. Miktar Tayini

1.2.1. Metakromaziye Dayanan Yontem

Metakromazi, absorpsiyon maksimumunun daha asagidaki dalga boylarina
kaymasi, absorbansin algalmasi seklinde tanimlanmistir (33). Metakromazi gosteren
maddelere kromotrop maddeler denir. Bunlar genellikle biyolojik kaynakli, yiiksek
molekiillii polianiyonlardir (34). Mukopolisakkaritlerin, serbest amino grubu tasiyan
bazi boya ¢ozeltilerinin absorpsiyon spektrumunu daha asagi dalga boyuna

degistirdikleri yani metakromazi gosterdikleri literatiirde kayithdir (33).
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Metakromazi gosteren maddeler arasinda kondroitin siilfat, hiyaluronat, niikleik
asit, alg polisakaritleri (agar, karrageenan ve aljinat), kitin siilfat, karboksimetil seliiloz
yer almaktadir. Ayrica sabunlar, anyonik deterjanlar, miristat, yiizey aktif ajanlar ve
fosfolipitler gibi kiiciik molekiil agirligina sahip maddelerin de kromotropik 6zellik
gosterdikleri literatiirde bildirilmistir (34).

Heparin ¢ozeltilerininde azo, tiazin, oksazin, azin, trifenilmetan ve akridin grubu
boyalar ile metakromazi gdsterdigi bildirilmistir (33).

Heparinin ¢esitli metakromatik boyalarla spektrofotometrik miktar tayinleri
yapilmistir. Kullanilan boyalar arasinda; metilen mavisi (30), Alcian blue, gece mavisi
(35), Azur A (36) , Azur I ve Azur II (33) kullanilmistir.

Metakromaziye ait miktar tayini yontemleri iki esasa dayanir. Birincisi boyanin
maksimum absorbansina, ikincisi ise metakromazik kompleksin maksimum
absorbansina dayanan tayin yontemlerdir (34). Bunlardan bagka metakromaziye
dayanan titrimetrik ve spektrofotometrik miktar tayinine ait degisik yontemler de
kaydedilmistir (27).

Heparinin, Azur A ile metakromazisi spektrofotometrede incelendiginde,
maksimum dalga boyunun 610 nm den 510 nm ye degistigi goriilmektedir. Reaksiyonun
ylriiyiisii bazik boya ile heparinin asit gruplar1 arasinda olmakta ve bu reaksiyonda
boya konsantrasyonun 6nemli oldugu bildirilmektedir (35). Ayrica kullanilacak heparin
konsantrasyonu da énemli olup, fazla kullanilmasi metakromaziyi engellemektedir (30).
Ayrica, metakromaziye ortamm pH smin da etkili oldugu, pH nin artmasiyla

metakromatik indeksin arttig1 bildirilmistir (34).

1.2.2.Diger Yontemler

Heparinin  miktar tayininde kullanilan diger yontemler arasinda;
potansiyometrik, kondiiktometrik, kolorimetrik tiirbidimetrik ve polarografik (30),
nefolometrik (37) ve yiiksek performansli sivi kromotografisi (HPLC) (38)
yontemlerinin bulundugu bildirilmistir.

Ayrica biyolojik tayin yontemlerinden Aktive Edilmis Kismi Tromboplastin
Zamani (aPTT) (39), Tam Kan ve Trombin Yontemleri (40), Rekalsifikasyon Zamani
Tayini ve Plazma Yontemleri (37), Heptest ve Hepaclot Yontemleri (41) de heparin

miktar tayininde kullanilmaktadir.
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1.3. Stabilitesi

Liyofilize haldeki kuru heparin sodyumun, bir kag yil oda 1sisinda ve 40°C nin
altinda saklanabilecegi bildirilmistir (26). Heparinin oda 1sisinda (15-25°C) ve 30°C de
stabil oldugu ve sulu ¢ozeltilerinde 36 ay siiresince aktivitesinde bir degisiklik olmadigi
kaydedilmistir. Ayrica pH 4,0-9,0 araliginda sulu ¢o6zeltilerinde aktivitesinde bir
degisik olmadig1 saptanmustir (30). Heparin sodyum enjeksiyonluk formiilasyonunun
oda temperatiiriinde 7 yildan fazla, 37°C de ise 6-8 yil stabil oldugu da literatiirde
kayithidir (33).

1.4. Farmakolojik Ozellikleri
Heparin, antikoagiilan 6zellige sahip bir maddedir. Antikoagiilan 6zelligini hem
in vivo ve hem de in vitro sartlarda gosterir. Heparin bir antikoagiilan olarak yaklasik 45
yildan beri 6zellikle ven trombozunun standart tedavisinde paranteral olarak kul-
lanilmaktadir (42). Heparin kan nakli veya kan 6rneklerinin pihtilasmasini1 6nlemek i¢in
in vitro olarak da kullanilir (26). Heparin antikoagiilan etkisini, molekiil agirlig:
yaklagik olarak 65 000 dalton olan ve plazmada ortalama 150 pg/ul konsantrasyonda
bulunan AT-III proteinini aktif hale gegirerek gosterir. AT-III heparin ile aktiflestiginde
birer proteolitik enzim olan trombin, faktor Xa, faktor XII, faktor XI, faktor VII ve
kallikrein lizerinden inhibe ederek pihtilasmay1 engeller (40).
Heparin, AT-III i aktiflestirmek suretiyle direkt trombin iizerine etki ederek
fibrinojenden fibrin olusumunu engellemekte, diger yandan pihtilasma faktorlerine de

etki ederek trombin miktarini azaltmaktadir (43).

1.5. Farmakokinetik Ozellikleri

Heparin sadece parenteral yoldan kullanilmaktadir (43). Heparin, dolasim
sisteminde hizla damar endotel hiicrelerine ve retikiiloendoteliyal sistem hiicrelerine
gecmektedir (25).

Heparin aktivitesi, normal kisilerde dogal heparin-protein karigiminin hidrolitik
parcalanmasindan sonra plazmada 10-24 IU/ml civarinda bulunur (30). Heparin
tedavisi, uzun siire kanda dolasan ve saglam antitrombozis proflaksisine neden olan
inhibitdr kompleks antitrombin III’iin aktivasyonuna inhibe edici etkisiyle gerceklesir
(40).

Intravenoz injeksiyondan sonra yaklasik olarak 40 dakika icinde %80-90

oraninda enjekte olan heparin sistemik dolasima dagilir, dalak ve karacigerdeki
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retikiiloendotelyel dokuda metobolize olur. Yarilanma omrii yaklasik olarak 1.5 saattir.

Dagilim hacmi ise yaklasik olarak viicut agirligiin %5,5 dir (30).

1.6. Heparinin Alternatif Kullanim Yollar
Heparinin en iyi bilinen 6zelligi olan antikoagiilan 6zelligi diginda antilipemik
(44), timor gelisimini engelleyici ve anjiyogenezi diizenliyici (45), antibakteriyal ve

antiviral gibi diger farmakolojik 6zellikleri ¢alisiimistir (44).

Bu farmakolojik 6zellikleri asagidaki etkilere baghdir (44):
e Antienflamatuvar etkisi (olusturucu nedenin diizenlenmesini saglar)
e Zararli ve enfeksiyon maddelerini inhibe edici etkisi (hiyoluronidaz
inhibisyonu ile)
e Steroit hormonlar histamin salim1 yapan kisimlar ve zararli aminler ile
etkilesime ugrar.

Johansson (46) heparinin antialerjik etkisi oldugunu vurgulamigtir. Dahl (47) bu
diisiinceyi deneysel olarak ispatlamaya calismistir ve 6zel antijeni hastalara vermeden
once heparin enjekte edilen hastalarda alerjik astimi engellemeyi basarmistir. Ayrica
heparinin otoimmiin hemolitik anemide bir kisim hastada etkili oldugunu gostermistir.

Donzelot ve Kaufmann (48) heparinin kotii romatizma vakalarinda farkli bir
yoldan etki ederek tedavi ettigini ve aktivitesinin hiyaluronidazi inhibe ederek
olustugunu diisiinmektedir. Heparinin bagli dokularda romatizma {iizerindeki etkisi
antienflamatuvar 6zelligi ile iligkilidir. Diger tedavi edici etkisi ise tromboflebit ve
interstitial sistit iizerinedir.

Heparin; coklu sklerosizler tizerinde etkilidir ve arastiricilar bunun lipit
metabolizmasi lizerinde etkisi ile ilgili oldugunu diisiinmektedirler (49, 50).

Heparinin ayrica tinnitus, ani sagirlik, Meniere’s hastalig1 ve Bell’s felcinde de
etkili oldugu bildirilmistir (51). Bu tedavilerde nikotinik asit prokain ile kombine halde
kullanilmistir. Viral enfeksiyon vakalarinda heparinin etkisinin antienflamatuvar veya
antihiyoluronidaz etkisi ile olabilecegi vurgulanmstir .

Hyoluronidazli heparinoid kombinasyonu ile hazirlanan merhemlerin etkisi
Sikorski tarafindan tekrar gozden gecirilmistir (52). Bu merhemler yiizeysel flebit,
hematomaz, wvarisli damar, inflame hemaroit, don incinmesi, diabetik nekrozun 6n

sathasi, tortikollis ve ter bezleri absesinde 1yi sonuglar alinmustir.
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1.6.1. Parenteral Yoldan Uygulanmasi

Heparinin parenteral uygulamasinda yeni stratejilere damar icgine yerlestirilen
stentler ve antikor hedefli yaklagimlar eklenmistir (53-56). Heparin yiikli zein
mikrokiireleri kardiyovaskiiler uygulandiginda ilag¢ yiiklii stentlerin kan uyusmazligini
diizeltmistir. Hi¢ bir yiikli stent, stent implantasyonunu takiben trombotik
komplikasyonlar1 azaltamamaktadir. Stentlerin performansinda dizayn ve konfigiirasyon
onemli rol oynar. Capraz bagli fibrinlere hedeflenmis antikor bazli anti-restenoikler i¢in
dizayn edilen lokal salim yapan stentler fraksiyonlanmamis heparin (UHF) ve diisiik
molekiil agirlikli heparin (LMWH) hedeflemesi ile hasarli arter duvarlarinda sistemik
komplikasyon olmaksisizin lokal etki saglamaktadir (57).

Heparin antikoagiilan 6zelligi disinda paranteral olarak asagidaki hastaliklarda
da kullanilmaktadir.

Ekzama: Heparinin antikoagiilan kullanimini disinda ilk secilen kullanim alana;
tiimiinde histamin salimi olan enflamasyon, alerji ve enfeksiyonun bir arada bulundugu
goriiniir lezyonlarla teshis edilen klinik problem olan ekzamadir. Bu hastalikta heparin
ile birlikte antibiyotik neomisin, streptomisin, polimiksin, viomisin heparin ile kombine
halde kullanilir. Heparin bu kombinasyonda endojen olarak salinan histamini
baglayarak antienflamatuvar etkisi ile ikincil bir etki saglar.

Klinikte iki tip ekzama vardir; birincisi bir ¢ok tedavi tiiriine yanit verir; ikinci
tip tiim tedavilere direnglidir. Ikinci tipteki hasta grubu arasindan iki yillik tedaviye
yanit vermeyen grup Doughtry ve ark. yaptigi calisma igin se¢ilmistir. Antibiyotik-
steroit karigimma yanit vermeyen hastalarda %3 antibiyotik, %2,5 kortizon ve %]l
oraninda heparin karisimi lokal olarak uygulanmistir. 3 kisi haricinde 63 hasta bu
tedaviye olumlu yanit vermistir (44).

Saman Atesi: Heparinin ekzamada kullanimi ile klinikte histamini bagladigi
gbzlenmis ve saman atesi tedavisi i¢in c¢alismalar baglatilmistir. Heparin 100-200 mg
araliginda i.v olarak akut polinosiz atagi geciren 27 hastaya enjekte edilmis ve alerjik
belirtilerden olan burun tikanikligi, akintisi, konjuktivit, kizariklik ve deri kaginmasi
gibi pek cok vakada yardimci oldugu tespit edilmistir. Nazal polipli kronik vakalarda
benzer tedaviye bir kac glin devam edilmistir. Poliplerin ¢ogunda etkili olmamis ancak

polinosiz belirtileri yok olmustur (44).
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Lariyngotrekeal Bronsit: Bu vakalarda 100-200 mg heparin i.v olarak
uygulanarak 10 ¢ocuk tedavi edilmistir. Hepsi heparine erken yanit vermistir ve 9 vaka

trakeotomi den kurtulmustur (44).

1.6.2. Oral Yoldan Uygulanmasi

Heparinin oral kullanimi ile ilgili ¢esitli in vitro ve in vivo calismalar
yapilmustir. In vivo calismalarda fare (45,58), sican (59-62), tavsan (63,64), kopek (65),
domuz (61), primat (66) ve insanlar (67-69) kullanilmistir. Heparinin hidrofobik
organik bazli kompleksleri (70, 71) veya spermin ve lizin tuzlar (72) sigan ve kopeklere
intraduodenal uygulamasi ile limitli oral biyoyararlanim gozlenmistir. Baska bir
calismada heparin ile birlikte verilen organik asitlerin farelerde ince barsaklardan
absorpsiyonu arttirdigini gostermistir (73). Heparinin yag/su emiilsiyonlarinin (74),
lipozomlarin (65) ve kalsiyuma bagli molekiillerin (75) oral heparinin absorpsiyonunu
arttirdig1 kanitlanmistir (66). Heparin: SNAC (sodium N-(8[2-hidroksibenzoil] amino)
kaprilat karistminin ven trombozu olusturulmus model siganlara oral uygulanmasi
sonucu aPTT seviyesini yiikselttigi ve derin ven trombozunda basarili bir sonug verdigi

goriilmiistiir (76).

1.6.3. Nazal Yoldan Uygulanmasi

Nazal yol son yillarda ilaglarin sistemik uygulamasi agisindan olduk¢a 6nem
tagimaktadir. Heparinin intranazal uygulamas ile ilgili ¢esitli ¢aligmalar yaymlanmistir.
Aragtirmalar sicanda (77,78) ve insanda (79,80) gerceklestirilmistir. Nazal heparin
salim sistemleri tek dozda hizli etki elde edilmesi ve karaciger ilk gegis etkisinin
olmamasi acisindan tercih edilmektedir. Heparinin bu yoldan basarili ve giivenli
uygulamas: sistemik trombosis tedavisi disinda diger hastaliklar i¢in de (alerji vb.) (79,
80) gecerlidir. Vancheri ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada alerjik rinitte heparinin
eozinofil miktarin1 azaltarak etkili oldugu tespit edilmistir (80). Bir baska calismada
mast hiicresi aktivasyonunu inhibe ederek adenozin mono fosfata karsi koruyucu etki
sagladig1 bunun sonucunda basarili bir oranda histamin ve triptaz azalmasina neden
oldugu tespit edilmistir (79). Yildiz ve ark. yaptiklar bir diger ¢calismada heparin yiikli
poli (D,L-laktit) (PLA) mikrokiireleri intranazal olarak siganlara uygulandiginda 48 saat
boyunca antikoagiilan etkinligin siirdiirdiigii ve heparin ¢ozeltisine gore oldukea yiiksek

biyoyararlanim saglandig1 tespit edilmistir (81). Heparinin antikoagiilan 6zelligi ve
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vagal aktivasyonu ile ilgili bir ¢alismada kan pihtilasmasinda onleyici oldugu ve kalp

atiminda diisiise neden oldugu bildirilmistir (59).

1.6.4. Transdermal Yoldan Uygulanmasi

Heparinin in vitro ve in vivo perkiitan absorpsiyonuna ait ¢esitli calismalar
vardir (82,83). Bu yol geleneksel ilag salim sistemlerine gore avantajlara sahiptir.
Agriyt minimuma indirir ve uzatilmis etki saglar. Heparinin transdermal saliminin en
biiylik dezavantaji bu biyoaktif makromolekiiliin deri iizerindeki stratum corneum dan
gecisinin zor olmasi nedeniyle diisiik biyoyararlanimidir. Calismalarda bu bariyerden
gecisin kolaylastirilmasi ve gegirgenligin arttirilmasi i¢in penetrasyon arttiricilar (83,
84) ve lipozomlar (85,86) kullanilmis ve fonoforez (87,88), elektroporasyon (89,90),
iyontoforez (88,89), ignesiz enjeksiyon (91), mikroigneler (92) gibi tekniklerden

yararlanilmagtir.

1.6.5. Rektal Yoldan Uygulanmasi

Heparinin rektal uygulamasi ile ilgili bazi stratejiler gelistirilmistir. Ana
formiilasyon stratejisi sodyum kolat (93), safra tuzu (94), ve sodyum lauril sarkosinat
kullanilarak hiicre zar1 gecirgenliginin arttirilmast iizerinedir. Yag emiilsiyonlar
heparinin biyoyararlanimini 20 kat arttirmaktadir (95). Yiizey aktif olmayan adjuvanlar
ile heparinin tavsanlarda rektal absorpsiyonu arastirilmis (96) ve rektal mukozadan

gectigi saptanmustir.

1.6.6. Pulmoner Yoldan Uygulanmasi

Heparinin pulmoner uygulanmasi ile ilgili farkli stratejiler gelistirilmistir. Bu yol
ile heparin uygulamasiin &zellikle pulmoner embolizmde yararlar1 vardir. Pulmoner
yol ile heparin uygulamasi ¢alismalarinda fare (97), sican (98,99), kobay (100),tavsan
(101,102), koyun (4), kopek (97) insanlar (103) kullanilmistir. Heparinin pulmoner
yoldan tromboembolizme kars1 sistemik etkisi nedeniyle kullanimi disinda lokal olarak
alerji ve astim tedavisinde kullanimina ait ¢alismalar mevcuttur.

Astim: Son yillarda akut astim krizlerinde heparin kullanimi konusununda
calismalar yapilmistir. 10 erkek, 14 kadin hastaya i.v yol ile uygulanan 100-200 mg
krizin ilk 24 saatinde heparinin tedavi edici etkisi tespit edilmistir. Astimda olusan
hiriltinin 17 vakada ortadan kalktigi, 6 vakada etkisinin azaldigi ve 1 vakada ise

basarisizlik ile sonuglandig1 goriilmiistiir. Heparin, olusan oksiiriigiin giderilmesinde
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aym sekilde tedavi edici etki gostermistir. 15 vakada oksiiriik kesilmis, 8 vakada
Oksiiriik etkisi azalmis ve 1 vakada etki goriilmemistir. 24 vakanin 23 iinde solunum
kolaylasmis ve tiim hastalar tedavi siiresince kendilerini sicak ve rahat hissettiklerini
belirtmiglerdir (44).

Heparin asir1 derecede esnek yapisi ve yiiksek anyonik yikii ile viicutta
enzimler ve reseptorler gibi ¢esitli molekiiller ile etkilesime girer (12).

Heparin mast hiicrelerinin stoplazmasinda bulunur, antienflamatuvar etkisinin
bu sekilde saglandigi tahmin edilmektedir. Insan akcigeri ozellikle astim gibi
patofizyolojik durumlarda heparin iireten ve salimini gergeklestiren bircok mast
hiicresine sahiptir. Astim, allerjenin viicuda alimiyla olusan inflamatuvar bir hastaliktir.
Yeni sentezlenen veya oOn formunda olabilen medyatoriin bronsiyal tonda, damar
gecirgenliginde ve sivi ve mukus iiretiminde etkisi olur. Pro-astmojenik olarak
diisiiniilen birgcok medyator 6rnegin histamin, bradikinin, trombosit aktive edici faktor
(PAF) ve l16kosit faktorler, prostaglandin E, (PGE;) ve heparin gibi koruyucu faktorler
bronkokonstriktor yanitta ilermeyi dengelemek i¢in salinirlar (5).

Heparin derivelerinin gbzlemlenen bir fizyolojik rolii alerjik reaksiyon sirasinda
proenflamatuvar aracilara baglanmasidir. Bu yeni yaklasim, heparinin astimda mast
hiicresi degraniilasyonunu azaltarak [, agonistlerinin uzatilmig etkisini inhibe edici
olabilecegini ve bu sekilde solunum sisteminde énemli koruyucu etki gdsterebilecegini
savunmaktadir (2).

Heparinin antienflamatuvar 6zelliklerine dair pek ¢ok kanit vardir. Alerjik
reaksiyon sirasinda eozinofil katyonik protein ve peroksidaz gibi sitotoksik maddeleri
ireten eozinofilleride igeren bir¢ok farkli hiicre aktive olur (10). Heparin gibi anyonik
molekiil hizla katyonik yiikli proteinlere baglanir (11). Trombositlerden salinan
katyonik protein olan trombosit faktdr 4 (PF4) eozinofiller icin kemiotaktik 6zelliktedir
ve heparin tarafindan inhibe edilir. Heparinin tamamlayici sistemin aktivasyonunu
inhibe edici oldugu belirtilmektedir, genis ¢apli immunoallerjik biiyiik 6l¢iide notrofil
aktivasyonu ve degraniilasyonunu uyarir bunu takiben salinan lizozomal enzimler
reaktif oksijen nedeniyle olugsan doku hasarina yanit verebilmektedir. Heparinin kronik
obstriiktif akciger hastalik (KOAH) 11 hastalarda goriilen vendztromboembolizme karsi

kullanimu ile ilgili ¢aligmalar mevcuttur (104)
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1.7. Yan Etkileri

Heparinin en Onemli yan etkisi asir1 dozda verildiginde viicudun c¢esitli
yerlerinde kanama meydana getirmesi potansiyelidir (30). Ayrica, mutad dozlarda
kullanildiginda purpura, ekimoz, melena, hematiiri ve diger sekillerde kanama
olusturduguna ait kayitlar mevcuttur (30).

Ozellikle yashlar daha yiiksek kanama riskine sahip gibi goriinmektedirler
(105). Ayrica uzun siire kullanildiginda, seyrek de olsa, trombositopeniye ve trombosit
agregasyonuna neden oldugu gdsterilmistir (26). Heparinin bu risklerinden kaginmak ve
bazi hastaliklarin tedavisi i¢in normal heparin yerine diisilk molekiil agirligina sahip
heparinler piyasaya (LMWH) sunulmustur. LMWH molekiiliiniin kimyasal veya
enzimatik depolimerizasyonu ile elde edilir ve ameliyat siiresince 0zel vendz
tromboembolizmin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilir (106).

Diisiik dozlarda (5000-10 000 IU/giin) heparin kullanim1 kan diskrezisi diginda
kanamaya neden olmaz (19) ve insanlara intrapulmoner uygulandiginda solunum
parametrelerinde degisiklik yapmadig1 belirtilmistir (19)

Diger yan etkileri ise trombositopeni, hipersensitasyon reaksiyonlari, lokal
iritasyon etkileri, deri nekrozlar1 (26) ve uzun siireli kullanimdan sonra osteoporozisdir

(43).

1.8. Farmasotik Preparat Sekilleri
Heparinin piyasada kalsiyum ve sodyum tuzunun enjeksiyonluk preparatlari

mevcuttur (107).

2. MiKROKURELER

2.1. Tanim

Etkin maddeyi molekiiler diizeyde partikiiller halinde tastyan, 0,02-300 pm
arasinda degisen c¢ap dagilimma sahip gozenekli veya gdzeneksiz, viicutta
parcalanabilen veya parcalanamayan, farkli yiizey ve yigin yapilarinda hazirlanabilen,

kat1, kiiresel, mikro tasiyicilardir (108,109).

Mikrokiirelerin  hazirlanmast  ve hedeflendirilmesi amaclar1  arasinda,
organizmada etkin madde saliminin kontrolii, etkin madde uygulama sikliginin

azaltilmasi, sistemik dolasimda veya belirli hedef bolgede kalici ve siirekli terapotik
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etkin madde diizeyinin saglanmasit ve etkin maddenin istenmeyen yan etkilerinin

azaltilmasi yer almaktadir (110-112).

2.2. Ozellikleri
Mikrokiirelerde asagida belirtilen 6zellikler bulunmalidir (108,109).

Etkin maddeyi kontrollii bir sekilde salmali,

Etkin maddenin yap1 ve aktivitesini degistirmemeli,

Yeterli etkin madde yilikleme kapasitesine sahip olmali,

Etkin maddenin salim hizini1 kontrol edebilmeli,

Diisiik dozda etkin madde kullanimina olanak saglamali,

Biyolojik sistemle uyumlu olmali, biyolojik olarak parcalanabilmeli ve
parcalanma iirtinleri de toksik olmamali,

Biyolojik yar1 omrii, etkin maddeyi hedef bolgeye ulastirabilmek ig¢in
uygun olmali,

In vitro ve in vivo kosullarda dayanikli olmal,

Etkin maddeyi hedef organ doku ve hiicreye tasimali,

Hedeflenen alana ulasana kadar etkin madde sizintis1 olmamali ve etkin
madde hedeflenen alanda uzun siire aktivitesini kaybetmeden
kalabilmeli,

Etkin maddeyi plazma enzimlerinin inaktivasyon etkisine karst korumali,
Molekiiler agirhigi glomeriiler filtrasyona ugramayacak kadar biiytlik

ancak biitlin hiicre tiplerine ulasabilecek kadar kii¢iik olmalidir.

2.3. Hazirlama Yontemleri

Mikrokiire hazirlama yontemlerinden en sik kullanilanlar1 asagida 6zetlenmistir.

2.3.1. Piiskiirterek Kurutma Yontemi

Piiskiirterek kurutma ydnteminde, ilag polimer ¢ozeltisi i¢inde ¢Ozlindiiriiliir

veya dispersiyonu hazirlanir ve 6zel bir alet kullanilarak piiskiirterek kurutulur. Bu

yontemle hazirlanan mikrokiire ve nanopartikiillerin fiziksel 6zellikleri bazi plastifiyan

maddelerin formiilasyona ilavesi ile diizeltilebilir. Boylece kiiresel ve diiz yiizeyli

partikiiller hazirlanabilir. Partikiillerin boyutu; piiskiirtme hizi, piiskiirtiicli igne boyutu

ve kurutma hizi ile kontrol edilebilir. Bu yontem; oldukea basit, tekrarlanabilir, verimin

fazla ve iiretimin kolay olmasi gibi avantajlara sahiptir (113). Son yillarda 6zellikle
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mikrokiirelerin elde edilmesinde emiilsifikasyon yontemine bir alternatif olarak
kullanilmaktadir (114). Emiilsiyonun piskiirtme ile kurutulmasi sonucu kuru toz
halinde mikrokiireler elde edilir (115). Bu yontem sekil, biiytikliik, etkin madde igerigi
ve iretim verimi agisindan olumlu sonuglar vermektedir. Bundan baska asagidaki
tistiinliikleri de saglamaktadir (116,117):

e Hizl bir yontemdir,

e Yag faz1 ve ek ¢oziiciiler kullanilmasina gerek yoktur,

e Lipofilik etkin maddeler i¢in de uygun bir yontemdir,

e Biiylik miktarlarda iiretime olanak saglamaktadir.

Piiskiirterek  kurutma isleminde peristaltik pompa yardimi ile standart
puskiirtme ignesine gelen polimer ve etkin madde igeren ¢dzelti veya siispansiyon,
sikistirilmis hava basinci ile ana boliimiin i¢ine dogru piiskiirtiiliir. Piiskiirterek kurutma
aletinin sagladigi 1s1 enerjisine bagl olarak, damlaciklardaki ¢oziicii hizla uzaklasir.
Piiskiirterek kurutmanin etkinligi; alete verilen 1s1 enerjisine ve ugurma isleminde
kullanilan sicakliga baglhdir. En uygun piiskiirterek kurutma etkinligi gerekli olan enerji
miktar1 ile alete verilen enerji miktariin dengelenmesi ile saglanir. Normal sartlar
altinda suyun kaynama noktas1 100°C dir ve ¢dziiciisii su olan bir ¢ozeltide piiskiirterek
kurutma yontemi icin kullanilmasi gereken i¢ 1s1 miktar1 bundan yiiksek olmalidir.
Piiskiirterek kurutma yonteminde piiskiirtillerek kurutulan mikrokiireler aletin toplama
kabinda toplanir (118-120).

Pavanetto ve ark. (121), piskiirterek kurutma yontemi ile model ilag olarak
deksametazon igeren sigir serum albumini mikrokiirelerini hazirlamislar  ve
mikropartikiilerin partikiil bliylikligiiniin 10 um den kiigiik oldugunu bildirmislerdir.
Formiilasyonda kullanilan polimer-ilag oran1 ve farkli sicaklik-stabilizasyon
kosullarinin, mikrokiirelerin morfolojisi, biiylikligli, ilag tutma kapasitesi ve
mikrokiirelerden in vitro ila¢ salimi iizerine etkileri degerlendirilmistir. Sonug olarak;
puskiirterek kurutma ydnteminin hizli bir ydontem oldugu, ilave bir ¢oziicli veya yag fazi
gerektirmedigi  ve lipofilik karakterdeki ilaglarin albumin mikrokiireleri ile
hazirlanabildigi ve bu yontem ile biiyiik miktarda {iretimin yapilabilecegi bildirilmistir.

Santoyo ve ark. (122) yaptiklar1 calismada, antiviral bir ila¢ olan sidofovir iceren
poli (laktit-ko-glikolit) mikropartikiillerini piiskiirterek kurutma yontemi ve c¢oziicii
ucurma yontemleriyle hazirlamiglardir. Piiskiirterek kurutma yontemi ile hazirlanan

mikropartikiillerin ila¢ tutma kapasitesinin ¢ok yiiksek oldugunu (%80) saptamislardir.
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Hazirlanan bu mikropartikiillerden ilacin salimini in vitro deriden gecis deneyleri ile
incelediklerinde sidofovir igeren mikropartikiiller ile ilacin epidermada kalis siiresinin
arttigint ve deriden gecisinin azaldigini gézlemislerdir. Hazirlanan mikropartikiillerin
deri ile ilacin uzun siire temasini saglayan ilag tastyici sistem olarak kullanilabilecegi
Onerilmistir.

Baska bir g¢alismada, polilaktit-ko-glikolit polimeri ile piiskiirterek kurutma
yontemi kullanilarak bupivakainin mikrokiireleri hazirlanmistir. Koyunlarda yapilan in
vivo caligma ile mikrokiirelerden ilag salim zamaninin uzadig: kanitlanmistir (123).

Piiskiirterek kurutma yéntemi ile Vitamin C iceren Eudragit® mikrokiirelerinin
hazirlandig1 bir ¢alismada, in vitro salim deney bulgularina dayanarak vitamin C igeren
mikrokiirelerin siirekli salim yaptig1 kanitlanmastir (124).

Huang ve ark. (125) piiskiirterek kurutma yontemi ile model ila¢ olarak segilen
betametazonun mikrokiirelerini hazirlamislar ve bu mikropartikiillerin kiiresel, diizgiin
ylizeyli ve homojen partikiil biiyiikliigii dagilimina sahip oldugunu saptamislardir.

Ganza-Gonzales ve ark. (126) yaptiklart bir ¢aligmada, metoklopramit igeren
kitozan mikrokiirelerini  puskiirterek kurutma yontemi ile hazirlamislardir.
Mikrokiirelerin hazirlanmasinda c¢apraz baglama ajani1 olarak, %15 den fazla
formaldehit igeren kitozan mikrokiireleri ile kontrollii salim profili elde edilmistir.
Ancak bu formiilasyonda salim hizinin ortamin pH sindan etkilendigi gézlenmistir. %20
den fazla formaldehit iceren kitozan mikrokiirelerinden ise ilacin saliminin pH dan
etkilenmedigi ve en iyi formiilasyon olarak dnerilebilecegi bildirilmistir.

Grattard ve ark. (127) piuskiirterek kurutma yontemi ile polimer olarak
etilseliiloz kullanarak hazirladiklar1 mikrokiirelerden kiigiik ve biiyiik molekiil agirlikli
maddelerin salim kinetiklerini incelemislerdir. Etkin maddelerin salim mekanizmasinin
difiizyon kontrollii olmadigi ve salim hizinin matriksin gozenekleri ve maddelerin
matriks ile sudaki ¢oziiniirliikklerinden etkileyebilecegini bildirilmistir.

Hasgicek ve ark. (115) gentamisin siilfat iceren mukoadezif mikrokiire
formiilasyonlarin1 piiskiirterek kurutma yontemi ile hazirlamiglar ve mikrokiirelerin
mukoza tizerinde kalis siiresini uzatmak i¢in formiilasyonlarda mukoadezif polimer
olarak farkli konsantrasyonlarda hidroksipropil metilseliiloz kullanmislardir. in vitro
bulgulara dayanarak, polimer konsantrasyonu arttikca mikrokiirelerden etkin maddenin

salim hizinin azaldigini géstermislerdir.
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Diger bir ¢alismada gentamisin siilfat iceren poli(laktik asit) ve poli(laktit-ko-
glikolit) mikrokiireleri piiskiirterek kurutma yontemi ile yaklasik 3 um boyutunda ve %
45 tutma kapasitesinde mikrokiireler elde edilmistir (128).

Martinac ve ark. (129) piiskiirterek kurutma yontemi ile lipit diizenleyici bir ilag
olan gemfibrozil iceren kitozan mikrokiirelerini hazirlamiglar ve in vitro salim
caligmalar1 ile hazirladiklar1 mikrokiirelerden ilacin siirekli salim yaptigini tespit
etmislerdir.

Pohlmann ve ark. (130) piiskiirterek kurutma yontemi ile polimer olarak poli (e-
kaprolakton) kullanarak indometazin igeren nanokapsill ve nanopartikiiller
hazirlamislardir. Nanopartikiillerde ilacin 5 ay oda sicakliginda dayanikli kaldigi ve
partikiillerin morfolojik 6zelliklerini korudugunu saptamislardir.

He ve ark. (119) yaptiklar1 bir ¢alismada, model ilag olarak suda ¢dziinen
simetidin ve famotidinin S/Y/S tipi emiilsiyonlarin1 hazirlamiglar ve piiskiirterek
kurutma yontemi ile kitozan mikrokiirelerini elde etmislerdir. Cozelti veya dispersiyon
seklinde uygulama ile karsilastirilan S/Y/S tipi emiilsiyon yontemi ile bu model ilaglarin
salim siirelerinin uzadig1 goriilmiistiir. Ayn1 arastiricilarin yaptigi (118) ve piiskiirterek
kurutma yontemi ile kitozan kullanilarak hazirladiklar1 capraz bagli ve ¢apraz bagh
olmayan mikrokiirelerin kiiresel ve diizglin yiizeyli olduklarin1 saptamiglardir. Pozitif
yikli mikrokiirelerin partikiil biiyiikliiklerinin 2-10 pm oldugu, partikiillerin
biiyiikliikleri ve zeta potansiyellerinin ¢apraz baglama diizeyinden etkilendigi, ¢apraz
baglama ajan1 miktarinin azalmasi ile hem partikiil boyutunun hem de zeta potansiyelin
arttigini saptamiglardir.

Parodi ve ark. (131) piiskiirterek kurutma yontemini kullanarak piroksikamin
kitozan mikrokiirelerini hazirlamislar ve tutma kapasitesinin %44-82 arasinda,
mikrokiirelerin %90 ninin 3 mikron capinda oldugunu saptamiglardir. Polimer igine
ilave edilen poloksamerin ila¢ salim hizin1 kontrol etmek i¢in kullanilabilecegini de
bildirmislerdir.

Piiskiirterek kurutma yontemi ile sigir serum albumin yiikli kitozan
mikrokiireleri nazal olarak uygulanmak iizere hazirlanmis ve yaklastk 5 pm
bliyiikliiglinde mikrokiireler elde edilmistir (120).

Baras ve ark. (132), piiskiirterek kurutma yontemi ile sigir serum albumini yiiklii
poli  (DL-laktit) mikropartikiilleri hazirlamiglar, hazirlama parametrelerinin

mikropartikiillerin karakterleri ve antijen salimi tiizerine etkilerini incelemislerdir.
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Piiskiirterek kurutma yonteminin asi tasiyan mikropartikiillerin eldesi i¢in uygun bir
yontem oldugunu saptamislardir.

Egan ve Ramtoola (133) nin yaptig1 bir ¢aligmada, PLA ve PLGA polimerleri
kullanarak piiskiirterek kurutma ve emiilsifikasyon yontemleri ile viicutta parcalanir
mikropartikiiller elde edilmistir. Yapilan in vitro salim c¢alismalarinda, piiskiirterek
kurutma yontemi ile elde edilen mikropartikiillerden ila¢ saliminin emiilsifikasyon

yontemine gore daha yavas oldugu saptanmistir (134).

2.3.2. Coziicii Buharlastirma Yontemi

Laktit kopolimerleri ile glikolit ve ilgili hidroksi asitleri gibi biyolojik olarak
pargalanabilen, poliester esaslt mikrokiire formiilasyonlarinin hazirlanmasinda en sik
kulanilan yontemdir (135,136). Bu yontem ile yag/su (Y/S), yag/yag (Y/Y) veya
su/yag/su (S/Y/S) emiilsiyonlarindan hareket ile mikrokiireler hazirlanir (108).

Coziicli buharlastirma yonteminde polimer organik ¢oziicliide ¢Oziindiiriiliir.
Etkin madde eklenerek ¢ozelti veya siispansiyon hazirlanir. Etkin madde ve polimer
iceren c¢ozeltiyle karismayan, ikinci bir ¢dziliciide emiilgator ¢ozilindiiriiliir. Polimer-
etkin madde ¢oOzeltisi emiilgator ¢ozeltisi iginde karistirildiginda damlaciklar olusur.
Daha sonra organik ¢oziicii dagilan damlalardan sicaklik (108), vakum (137)
kullanilarak veya oda sicakliginda buharlastirilarak (138) uzaklastirilir. Oldukga yaygin
kullanilan bu yontem suda ¢oziinen etkin maddeler icin diisiik tutma kapasitesine
sahiptir (139). Bu nedenle suda ¢oziinen peptit, protein ve diger makromolekiillerin
hapsedilmesine olanak saglayan S/Y/S emiilsiyon olusturma / ¢dziicli buharlastirma

yontemi gelistirilmistir (108, 136,140).

2.3.3. Polimerizasyon Yontemleri

Misel Polimerizasyonu: YOntemin esasini, akrilamit gibi suda ¢Oziinen bir
monomer ile dis faz olarak bir hidrokarbonun kullanilmasi olusturur. Yontemin
asamalar1 ise miselizasyon, polimerizasyon, saflastirma ve ayirmadir. Suda ¢dziinen
polimerize edilecek olan monomerler ve kaplanacak maddeler suda ¢ozilindiiriilir. Bu
coOzelti, ylizey etkin maddeler yardimiyla hidrofobik fazda dagitilir ve miseller elde
edilir. Polimerizasyon baslaticist olarak x-1gin1, IR 1511 gibi bir enerji yardimiyla kati
tanecikli kolloidal bir sistem elde edilir ve olusan partikiiller ultrasantrifiij ile ayrilir

(108).
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Emiilsiyon  Polimerizasyonu:  Emiilsiyon polimerizasyonu yOnteminde,
polimerizasyon islemi emiilgator maddelerin olusturdugu miseller i¢inde gerceklesir.
Dispersiyon ortamindaki monomer damlaciklarindan miseller icine difiize olan
monomer molekiilleri, dispersiyon ortaminda ¢dziiniir ve sicakligin arttirilmasiyla aktif
duruma gecger ve daha sonra misel igine go¢ etmis baslatict molekiillerin etkisiyle
polimerlesir. Polimerizasyon monomer damlaciklar1 tamamen yok olana kadar devam
eder. Suda ¢oziindiiriilen veya dagitilan etkin madde yag faz1 i¢inde dagitilir. Diisiik
sicaklikta eklenen monomerler ara yiizeyde hizla polimerleserek mikrokiire olusturur.
Bu yontemle 25-250 um boyutlarinda mikrokiireler hazirlanabilmektedir (108, 141).

Sulu Ortamda Polimerizasyon: Misel polimerizasyonu yontemi i¢in fazla
miktarda hidrokarbon ve ylizey etkin madde gerekmektedir. Bu nedenle bazi etkin
madde ve antijenler i¢in uygun olmadigindan sulu ortamda polimerizasyon ydntemi

gelistirilmistir (108).

2.3.4. Faz ayrim1 (Koaservasyon) Yontemi

Koaservasyon yontemi, suda ¢oziinebilen etkin maddelerin mikrokiirelerinin
hazirlanmast i¢in uygundur. Son yillarda ozellikle peptit, protein ve asilarin
mikrokiirelerinin hazirlanmasinda tercih edilmektedir (125,142). Bu yontemde polimer
uygun bir ¢oziiciide ¢oziindiiriiliir ve sonra hazirlanan bu ¢ozeltide fiziksel bir degisim
yapilarak iki fazli bir sistem olusturulur. Bu degisim, ortama polimer-¢oziicii
etkilesimini azaltan ¢oktiiriici bir madde ilavesi ile gergeklestirilir. Sicaklik, pH, iyonik

gli¢, v.b. etkenler bu faz degisimine yol acabilir (143,144).

2.3.5. Dispers Fazda Jellesme ve Capraz Baglanma Yontemi

Bu yontem, esas olarak jelatin, albumin, nisasta gibi dogal polimerler ile
mikrokiire hazirlanmasi i¢in kullanilir. Dogal polimer ve etkin madde su fazi iginde
dagitilir veya ¢oziindiiriiliir. Etkin madde ve polimeri tasiyan sulu faz, emiilgator iceren
yag fazinda dagitilir (145,146,147).

Yag fazi olarak, bitkisel yaglar (zeytinyagi, ayc¢igek yagi, susam yagi, hint
yagl) veya sivi parafin kullanilmaktadir (148). Sistem sogutulup, 1sitilir veya capraz
baglayicilar ilave edilerek, polimerin jellesmesi, denatiire olmasi veya g¢apraz bag
olugmasi saglanir. Yag fazi aseton, kloroform, alkol gibi c¢oziicliler kullanilarak

uzaklastirilir (147,149).
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2.3.6. Dondurarak Kurutma (Liyofilizasyon) Yontemi

Dondurarak kurutma yonteminde, hazirlanan emiilsiyonlarin sogutulmasi ve
susuz siirekli faz ve ayrica emiilsiyon karistirilirken dagilmis faz damlalarinin
sertlesmesini saglamak icin ¢ok diisiik sicaklik gereklidir. Sicaklik, siirekli fazin
sertlesmesini saglamak icin daha da diisiiriiliir ve dondurulan siirekli faz, kurutma
yontemiyle uzaklastirilir. Daha sonra sicaklik artirilir ve dagilmis faz i¢indeki ¢oziicii
uzaklagtirilarak mikrokiireler elde edilir. Bu yontemde verim yiiksek olmasina ragmen
hazirlama siiresi olduk¢a uzundur. Polimer ¢oziiciisii, siirekli fazdan daha yiiksek erime

noktasina sahip olmalidir, fakat bunun basarilmasi olduk¢a zordur (150).

2.3.7. Sivilastirilmis Yatakta Kaplama Yontemi
Swvilastirilmis  yatakta kaplama yoOnteminde Wirster apareyi kullanilir.
Yontemin esas1 akiskan mineral yaga, polimer-etkin madde ¢o6zeltisinin stirekli

puskiirtiilmesine dayanir (151-153).

2.4. Mikrokiire Hazirlanmasinda Kullanilan Polimerler

Polimerler, en basit tanimiyla, ¢cok sayida ayni1 veya farkli atomlarin  kimyasal
baglarla, az veya c¢ok diizenli bir bigimde baglanarak olusturdugu uzun zincirli, yiiksek
molekiil agirlikli bilesiklerdir (108).

Etkin madde tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda siklikla kullanilan polimerler,
biyolojik olarak pargalanmayan ve parcalanan polimerler olmak {izere iki ana grupta
siniflandirilabilir (154).

Biyolojik Olarak Par¢alanmayan Polimerler:

Etkin madde tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda kullanilan biyolojik olarak
parcalanmayan polimerler arasinda biiyiik bir grubu olusturan hidrojeller kisaltmalar ile
birlikte Tablo 1. de verilmistir (154).

Bunlarin disinda viicutta parcalanmayan hidrofob yapida polimerler de
mevcuttur. Bu tip polimerler suda ¢oziinmez ve suda sismezler. Bu gruba 6rnek olarak;
silikonlar ve poli (etilen vinil asetat) kopolimeri verilebilir.

Biyolojik Olarak Par¢alanabilen Polimerler:

Biyolojik olarak parcalanabilen polimerler suda ¢oziinmezler fakat biyolojik
stvilarla temas ettiklerinde kimyasal ve fiziksel degisime ugrarlar. Bu grup polimerlerin
in vivo parcalanma mekanizmasi, enzimlerin rol aldig1r “hidrolitik parcalanma”dir.

Polimerlerin hidrolitik olarak parcalanmasini polimerin su gegirgenligi, kimyasal yapisi,
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molekiil agirligi, camsi gecis sicakligi, morfolojisi, sisteme ilave edilen katki maddeleri,
kullanilan sistemin sekli, ¢evresel faktorler, hidroliz mekanizmasi, parcalanma
ortaminin pH s1, iyonik gerilim ve sicakligi gibi pek cok parametre etkilemektedir
(109)

Biyolojik olarak parcalanabilen polimerler de, dogal ve sentetik olarak iki gruba

ayrilir (154) (Tablo 2).

Tablo 1: Biyolojik olarak parcalanmayan hidrojeller

PHEMA Poli(hidroksi etil metakrilat)
PHEEMA Poli(hidroksietoksi etil metakrilat)
PHDEEMA Poli(hidroksidietoksietil metakrilat)
PMEMA Poli(metoksietil metakrilat)
PMEEMA Poli(metoksietoksietil metakrilat)
PMDEEMA Poli(metoksidietoksietil metakrilat)
PEGDMA Poli(etilen glikol dimetakrilat)
PNVP Poli(N-vinil-2-pirolidon)
PNIPAAmM Poli(N-izopropil akrilamit)

PVAc Poli(vinil asetat)

PAA Poli(akrilik asit)

PMAA Poli(metakrilik asit)

PHPMA Poli(N-2-hidroksipropil metakrilamit)
PEG Poli(etilen glikol)

PEGA Poli(etilen glikol akrilat)

PEGMA Poli(etilen glikol metakrilat)
PEGDA Poli(etilen glikol diakrilat)
PEGDMA Poli(etilen glikol dimetakrilat)
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Tablo 2: Biyolojik olarak parcalanabilen dogal ve sentetik polimerler

Dogal Polimerler Sentetik Polimerler
Albumin Poli (a-amino asitler)
Kollajen ve Jelatin Poli (e-kaprolakton)

Kitin ve Kitozan Poli (orto esterler)

Fibrinojen Poli (anhidritler)

Dekstran Poli (alkil 2- siyanoakrilatlar)
Aljinat Poli (laktik asit)

Seliiloz ve Nisasta Poli (glikolik asit)

2.5. PLA, PLGA ve Laktit/Glikolit Kopolimerleri ile Yapilan Calismalar

Viicutta pargalanabilen polimerler viicutta kimyasal reaksiyonlarla suda
¢oOziinebilir hale doniistiiriilebilirler. Biyolojik olarak parcalanabilen poliesterler, toksik
olmayan, dokulara zararli etkisi olmayan, aginabilir matriks materyalidir ve cerrahi
malzemeler dahil olmak iizere birgok biyomateryal uygulamalarinda bagariyla
kullanilmaktadir (155).

PLA, PLGA ve laktid/glikolid kopolimerleri, hidroliz yoluyla dogal metabolik
bilesikleri olan asit bilesenlerine parcalanirlar ve baslica pargcalanma {iriinleri,
karbondioksit ve sudur, bunlar da Krebs siklusu araciligiyla idrar ile atilir (109,137).

Laktid/glikolid polimerlerin en oOnemli {stiinliigli, polimer Ozelliklerinin ve
performanslarinin ¢ok yonlii olmasidir. Poli(laktik), poli(glikolik) polimerlerin ¢ok
yonlii kullanimlarinin nedenleri arasinda, enjeksiyon ve ve implant sistemleri seklinde
tiretiminin kolay olmas1 (109,110), cogunun yaygin olarak kullanilan bir¢ok ¢oziiclide
¢cOziinebilmesi ve hidrofilik ve biyolojik olarak parcalanabilirlik 6zelliklerinin uygun
laktid/glikolid oranlar segilerek degistirilebilmesi (109,155), FDA tarafindan insanlar
tizerinde kullanimimna izin verilmis olmasi yer alir. Laktid/glikolid polimerleri ile
hazirlanan sistemlerde etkin madde gegirgenligi yavas oldugundan salim, giinler,
haftalar hatta aylar boyunca siirebilir. Bu polimerlerden ilag, diflizyon ve asinma
mekanizmalarmin birlesimi ile salmir (142,156). PLA ve PLGA mikro- veya

nanopartikiillerinden etkin madde salim1 asagidaki sira ile gergeklesir (156).
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Polimer yiizeyinde kalan kaplanmayan etkin maddenin salim1

Partikiil porlarindan difiizyon
¢ Dokunulmamis polimerden difiizyon
e Suda sisen polimerden difiizyon
e Polimer matriksten yiizey veya hacimsel erozyon

Polimerin molekiil agirligit ve kullanilan kosolvan miktar1 mikrokiirelerin
gbzenekliligi iizerine etkilidir. Polimerin molekiil agirlig1 arttikca polimer ¢ozeltisinin
viskozitesinin artmasi nedeniyle ¢oziicii ekstraksiyonu damlacik olusumundan Once
gerceklesir. Boylece daha az gdzenekli mikrokiireler olusur. Gozenekli yapiya sahip
mikrokiireler etkin maddeyi daha hizli salarlar. Bu sekilde molekiil agirlig1 azaldikg¢a
salim hizinin arttig1 saptanmistir (109). Ueda ve ark. (157) yaptiklar1 bir caligmada ise
farkli molekiil agirhiklarina sahip iki tip PLA kullanilarak nanopartikiiller
hazirlanmiglardir. Formiilasyonlara sorbitan yag asidi esterleri ilavesi yapildiginda
diisiik molekiill agirlikli PLA ile hazirlanan mikrokiirelerin etkin madde tutma
kapasitesindeki artis, yliksek molekiil agirliklt PLA ile hazirlanan mikrokiirelere gore
yiiksek bulunmustur.

Son yillarda, peptit ve proteinlerin, PLA ve PLGA polimerleri ile
mikrokiirelerinin hazirlanmasi iizerine pekc¢ok calisma mevcuttur (109,112,158).
Interferon (158), heparin (159,160), insiilin (140) gibi protein yapisinda etkin
maddelerin PLA ve PLGA ile hazirlanan mikrokiirelerinin uzun siireli in vitro salim
profili gosterdigi saptanmustir. Ayrica bu polimerler kullanilarak as1 formiilasyonlari
gelistirilmistir (110). PLA ve PLGA ile hazirlanan enjektabl mikrokiirelerinin parenteral
yolla verilmesi ise oldukc¢a kolaydir (110,161,162).

PLA ve PLGA ile hazirlanan mikrokiireler genelde diizgiin yiizeyli, kiiresel ve
oldukea kiigiik partikiil boyutuna sahiptir (137). Mikrokiirelerin partikiil boyutlarinin
kiiciik olmas1 ve viicutta parcalanabilen yapida olmalar1 nedeniyle nazal uygulamaya
olduk¢a uygun oldugu vurgulanmaktadir (58). Tetanoz toksoidi (163), Yersinia pestis
antijeni (158) yiiklii PLA mikrokiireleriyle nazal asilama ¢alismalar1 yapilmistir. Ciftci
ve ark. (164) tarafindan 5-FU tasiyan PLGA mikrokiireleri hazirlanarak yapilan bir
calismada 4 pm den kiiclik partikiil biiyiikliigline sahip mikrokiirelerin karacigerde
lokalize edilebilecegi gosterilmistir. Bir bagka calismada ise sisplatin igeren PLGA

mikrokiirelerinin beyine direkt olarak injeksiyonu ile de sisplatinin bir aydan uzun bir
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siire stirekli saliminin saglandigi ve bu yontemin beyin tiimdrlerine lokal ilag
tasimasinda kullanilabilecegi belirtilmektedir (165).

PLA ile hazirlanan mikrokiirelerin polimer ylizeyinde kalan kaplanmayan etkin
maddenin ilk saatlerde hizli salimiyla “patlama etkisi” (burst effect) goriilen ¢aligmalar
da mevcuttur (158,159,166,167). Witschi ve ark. (112) yaptiklar1 bir calismada;
piiskiirterek kurutma, S/Y/S ¢6ziicli ugurma ve ¢oziicii ekstraksiyon yontemleri ile farkli
molekiil agirliklarinda L-PLA ve DL-PLGA polimerleri kullanilarak mikrokiire
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. In vitro salim testlerinde  mikrokiire hazirlama
yontemlerinin patlama etkisi iizerine etkili oldugu; ¢oziicii ekstraksiyon < piiskiirterek
kurutma < S/Y/S ¢oziicli ugurma yontemlerinin sirasiyla patlama etkisinin arttig
saptanmistir. Ayrica, bu caligmada diisiik molekiil agirlikli PLGA ile hazirlanan
mikrokiirelerin in vitro saliminda patlama etkisi goriilmezken yiiksek molekiil agirlikli
PLA ve PLGA ile hazirlanan mikrokiirelerin in vitro saliminda patlama etkisi

saptanmustir.

2.6. Mikrokiirelerin Kullanim Alanlari
Mikrokiireler pek ¢cok alanda kullanilmaktadir (108, 168, 169).

e Kontrollii etkin madde serbestlestiren sistemlerin hazirlanmasi

e Radyoaktif madde ile isaretlenerek teshis islemleri

e Reolojik aragtirmalar

e Ayirma islemleri

e Biyolojik etkinlige sahip maddelerin immobilizasyonu

e FElektron ve 1sik mikroskoplarinda, partikiill ve hiicre sayaclarinda
kalibrasyon islemleri

e Hiicre kiiltlirlerinde tastyici ve hiicre ¢alismalarinda isaretleyici olarak

e Kromotografi kolonlarinda kolon dolgu maddesi olarak

e Agliitinasyon testlerinde isaretleme amaciyla

e Radyoimmunolojik tayin ve diger immunolojik test ve arastirmalarda

kullanilir.
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2.7. Heparin I¢eren Partikiiler Sistemler

Literatiirde heparin iceren partikiiler sistemlerin uygulandigi c¢alismalar
mevcuttur.

Kreitz ve ark. (167) tarafindan yapilan bir ¢calismada, PLGA 50:50 polimeri ile
piiskiirterek kurutma ydntemi ile hazirlanan mikrokiirelerden heparinin in vitro salim
hiz1 incelendiginde, ilk dort saatte patlama etkisi oldugu ve etkin madde saliminin 12
hafta stirdiigii saptanmustir.

Yang ve ark. (170) yaptiklart ¢alismada, polimer olarak PLGA 50:50 (Resomer
RG 502) ve PLGA 75:25 (Resomer RG 752) kullanilan ve piiskiirterek kurutma
yontemi ile hazirlanan heparin mikrokiirelerinin partikiil boyutunun 10 um den kiiciik
oldugu ve her iki polimer ile hazirlanan mikrokiirelerin farkli salim profilleri verdigi
saptanmustir. Ozellikle PLGA 75:25 ile hazirlanan mikrokiirelerden heparin salimi 60
giin slirmiistiir. Bu polimerden heparinin %25 1 ilk 2 giinde patlama etkisi ile agiga
cikmistir. PLGA 50:50 ile hazirlanan mikrokiirelerde salimin ikinci agamasi olan
hareketsiz asama 15 gilinden az siirerken, PLGA 75:25 de 30 giin siird{igli saptanmustur.

Diger bir ¢aligmada, viicutta parcalanabilen poly-g-kaprolakton (PCL) ve PLGA
polimerleri ile viicutta parcalanamayan Eudragit RS ve RL pozitif yiiklii polimerleri
kullanilarak heparin nanopartikiilleri hazirlanmistir ve nanopartikiiller {izerinde in vitro
ve in vivo ¢aligmalar yapilmistir (171). Eudragit RS ve RL; PCL ve PLGA ile karisim
halinde kullanildiginda mikrokiirelere heparin yiliklenmesi PCL ve PLGA nin yalniz
kullanilmasindan daha yiiksek olmustur. Buna ragmen Eudragitlerin, PCL ve PLGA ile
birlikte veya yalniz kullanilmasiyla hazirlanan nanopartikiillerden etkin madde salim
hizinin diisiik oldugu saptannustir. In vivo deneyler igin, nanopartikiiller oral olarak
tavsanlara 600 IU/kg dozda uygulanmis ve anti-Xa ile aPTT o6l¢limleri yapilmistir.
Ozellikle Eudragit RC ve PCL nanopartikiillerinin aPTT siiresini anlamli dl¢iide uzattig
ve mutlak biyoyararlanimin %23 oldugu saptanmustir.

Edelman ve ark. (172) yaptigi bir calismada, PLGA 50:50 ve PLGA 70:30
polimeri ile heparin mikrokiireleri ¢ift emiilsiyon yontemi kullanilarak elde edilmis ve
mikrokiire ¢aplarinin ortalama 104 pm oldugu saptanmistir. PLGA 50:50 polimeri ile
elde edilen mikrokiirelerin %18 patlama etkisi gosterdigi ve in vitro heparin saliminin
69 giin siirdiigii, PLGA 70:30 polimeri ile elde edilen mikrokiirelerin ise %10 patlama

etkisi gosterdigi ve salimin 14 giin siirdiigii kayit edilmistir.
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Yildiz ve ark. (173) yaptig1 ¢alismada heparin yiiklii PLA mikrokiireleri elde
edilmis ve nazal yoldan antikoagiilan etkileri siganlar {izerinde in vivo
degerlendirilmistir. Yapilan ¢caligmada heparin yiiklii mikrokiirelerin heparin ¢dzeltisine
gore uzun siireli etki sagladig1 ve biyoyararlanimin daha fazla oldugu gortilmistiir.

Heparinin in vitro salim ¢alismalarinda miktar tayini yontemi olarak Azur A
reaktifi ile spektorofotometrik (167,170) ve isaretlenmis *H-Heparin kullanilan
radyolojik (172) yontemler bulunmaktadir. Ayrica, Jiao ve ark. (63), heparin yiikli
mikrokiirelerden in vitro salim ¢alismalarinda miktar tayini i¢in Diagnostica Stago’nun

standart kitleri kullanarak antifaktor X, aktivitesini hesaplamislardir.
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3. PULMONER YOL iLE iILAC UYGULANMASI

3.1. Solunum Yolu Anatomisi ve Fizyolojisi
Solunum sisteminin en biiyiik fonksiyonu kana oksijen saglamak ve viicuttan
karbondioksiti uzaklastirmaktir (174).

Insanlarda solunum sistemi ist ve alt solunum yolu olarak ayrilir.

Sag ana brons sapr "

Trakea

Sol ana brons sap

Brons

— Bronsivel

— Sol lop

Alveol

Sekil 1: Solunum yolu anlatimm

Ust solunum yolu; burun, burun boslugu, paranazal bosluk, agiz, 6staki borusu,
farinks, 6zafagus ve larinksden olusur. Trakea ve bronslar bazen iist solunum yoluna
dahil edilirler. Alt solunum yolu; 6rnegin havayolu ve alveoller gibi solunum dokusunu
icerir (Sekil 1) (175).

Ust Solunum Yolu: Burun giren havanin nemlendirilmesi, filtrasyonu ve
1sitilmasi gorevini yerine getirir. Ayn1 zamanda burun gazlarin giris kismidir, bircok
insan Ozellikle stres durumunda agizdan nefes alir. Bu nedenle nazal korunma yolu
kaybolur. Bundan dolay1 akciger hava durumu mekanizmasi ve yabanci partikiillerin
uzaklastirilmasindan sorumludur.

Nazofarinks burundan oral farinkse hava ve salgilarin ge¢is yoludur.

Larinks kompleks yapida iki fonksiyonu olan bir organdir. Akcigerlerdeki hava

kanalin1 ve fonatigini kontrol eder.
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Alt Solunum Yolu:

Trakea:Trake yetiskinlerde 11-13 ¢cm uzunlugunda ve 1,5-2,5 cm ¢apindadir ve
sag ve sol brons seklinde iki kola ayrilir. Sag brons {ist, orta ve alt dallara ayrilirken sol
brons sadece alt ve iist dallara ayrilir (176).

Trakeabronsiyal agac:Trakeabronsiyal agacin her bir dali yeni jenerasyon
tiipler {iretir. Ana brons ilk jenerasyondur, bunu izleyen ikinci ve {i¢lincii brons lobar ve
segmantel brongdur. Dort ile dokuz jenerasyon araliginda kiiclik bronslar vardir ve
bunlarin ¢aplari 4 mm den 1 mm ye azalir. Cap1 1 mm den kiiciik olanlar loblarin igine
girer brongiyol terimi adin1 alir. Bu kisim havayolu ile gelen gaz degisiminin yapildig
kisimdir (175).

Akcigerler: Akciger sag ve sol olmak iizere biiylik kismi intratorakik alanda
olan esit olmayan iki kisma ayrilmis bir organdir. Sag akciger tiim akcigerlerin %56 lik
kismui olusturur, On, orta ve arka olmak fiizere ii¢ lobdan olusur bu loblar horizontal ve
yatay derin ince catlaklar igerir. Sol akciger yatay derin catlaklar iceren iki lobdan
olusur ve kalbin asimetrik durusu nedeniyle daha kiigiik hacim kaplar (174).

Solunum gazlar karsilikli olarak havadan 140 m? i¢ yiizey alanina sahip doku
kompartmanlarindan kana gecerler. Gaz degisiminin oldugu dokulara akciger
parankimasi denir ve iletilen hava, lenfler, kapiler olmayan kan damarlar1 parankima
olmayan kismi olusturur. Akcigerlerdeki parankimalar herbiri 3.5 mm olan 130 000
lobdan olusur ve 2200 alveol igerir. insan akcigerinde 300 milyon alveol vardir.
Akcigerlerin hava hacmi 4,8 L, total solunum nokta hacmi 3,15 L ve toplam alveolar

hava dokusu ara yiizeyi 81 m” dir (176).

3.2. Solunum Yolu Hastaliklar:

3.2.1. Havayolu Asir1 Cevaphihigi (Bronsiyal Asir1 Hassasiyeti):

Degisik fiziksel, kimyasal ve farmakolojik uyaranlara karsi hava yollarinda
olusan abartilt (¢ok cabuk ve ¢ok siddetli) bronkokonstriiktor yanit, havayolu asiri
cevapliligi (HAC) olarak tanimlanmaktadir (5). HAC, astimin tipik bir 6zelligidir. HAC
m derecesi, havayolu inflamasyonunun derecesi, astim semptomlar1 ve bronkodilator
tedaviye gereksinim ile yakindan iliskilidir (177). HAC gelisiminin ana nedeni havayolu
inflamasyonudur. Havayolu inflamasyonu nedeniyle lumen c¢apinin daralmasi
(mikrovalbuminskiiler sizinti ve mukozal 6dem, brons diiz kaslarinda hipertrofi,

subepitelyal fibrozis) ve epitel hasarinin yol actifi sonuglar HAC gelisiminde rol
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oynamaktadir. Antiinflamatuar ilaglar havayolu asir1 cevapliligimi azaltabilirken,
bronkodilator ilaglarda benzer etki goriilmemektedir (178).

Degisik uyaranlar hava yollarini dogrudan veya dolayli olarak etkileyerek hizli
ve cabuk havayolu daralmasina neden olmaktadir. Dogrudan etki gosterenler (histamin
ve metakolin), havayolu diiz kasi iizerinde bulunan reseptorleri uyararak
bronkokonstriiksiyon olusturmaktadirlar. Dolayl1 olarak etki gosterenler ise, ya mast
hiicreleri gibi mediator sekrete eden hiicreleri uyararak (egzersiz, hipertonik veya
hipotonik uyarilar), ya da havayolu epitelinde bulunan miyelinsiz duyusal sinirleri
uyararak (stilfiirdioksit, bradikinin gibi) farmakolojik olarak aktif maddelerin
salinmasina neden olmakta ve boylece bronkokonstriiksiyon gelisimine yol
acmaktadirlar (6). Bazi uyaranlar ise her iki mekanizma ile etki gostermektedir. Alerjik
uyarilar ise, HAC dan bagimsiz olarak sadece allerjene duyarlilagmis kisilerde havayolu
daralmasina neden olmaktadirlar. O nedenle, astima 6zgii tek bir uyarandan séz etmek
glictiir (179). KOAH gibi, anormal hava yollarina sahip hastaliklarda da dolayl etkiye
sahip uyaranlar etkili olabilmekte ve HAC gelisebilmektedir (180).

Degisken Hava Akimi Obstriiksiyonu:

Hava akimi obstriiksiyonundaki degiskenlik havayolu asir1 cevapliligindaki
degiskenlik veya dalgalanma ile yakindan iligkilidir (181).

Astim:

Glinlimiizde astim, asagidaki temel 6zellikleri ile tanimlanmaktadir:

Astim, hava yollarinin kronik inflamatuvar bir hastaligidir. Bu inflamasyonda
bir¢ok hiicre, Ozelliklede mast hiicreleri, eozinofiller ve T lenfositler 6nemli bir role
sahiptirler (179).

Havayolu inflamasyonu, hava yollarinin degisik uyaranlara karsi asir
cevapliligina (bronsiyal hiperreaktivite) ve yaygin, degisken hava akimi
obstriiksiyonuna neden olmaktadir (182). Hava akimi obstriiksiyonu kendiliginden veya
tedavi ile kismen diizelebilmektedir.

Havayolu inflamasyonu ve buna ikincil gelisen/fonksiyonel degisiklikler astima
0zgl semptomlarin olusmasina yol agmaktadir. Astimda goriilen temel semptomlar;
nobetler tarzinda gelisen hiriltili solunum, nefes darligi, gogiisde sikisma ve oksiiriiktiir.

Bu semptomlar, genellikle geceleri veya sabah erken saatlerde olusur (183).
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Tim yas gruplarinda goriilebilen, siddetli bazen de Oldiiriicii olabilen bu
hastalik, diinyada yaklaisik 100 milyondan fazla kisiyi etkilemektedir (184).

Astim Patojenezi: Son yillarda elde edilen bilgiler, astmatik hava yollarinda ¢cok
sayida aktive olmus inflamatuvar hiicrelerin bulundugunu, bu hiicrelerden ¢ok sayida
mediatorlerin (inflamatuvar mediatorler ve sitokinler) salindigini, bu mediatdrlerin
havayollarindaki hedef hiicreler iizerinde degisik etkiler olusturarak astim i¢in tipik olan
patofizyolojik 6zelliklerin olusmasina neden oldugunu goéstermektedir (179).

Kronik Havayolu Inflamasyonu: Astimda havayolu inflamasyonunun hangi
mekanizmalarla gelistigi konusunda ¢ok kesin olmasada inflamasyonun asagidaki
siireclerde gelistigi diisiiniilmektedir (177) (Tablo 3).

A. Inflamasyonun baslatilmasi

e IgFE aracilikli ve T lenfosit aracilikli mekanizma

e IgE den bagimsiz, T lenfosit aracilikli mekanizma
B. Inflamatuvar hiicrelerin havayollarinda toplanmasi ve aktivasyonu
C. inflamasyonun havayolundaki hedef hiicreler iizerindeki etkileri:

e Havayolu epiteli iizerindeki etkileri:inflamatuar hiicrelerden salinan
inflamatuvar mediatorler (6zellikle eozinofillerden salinan major basik
protein ve eozinofilik katyonik protein) oksijen kdkenli serbest radikaller,
nitrik oksit (NO) ve inflamatuvar hiicrelerden salinan degisik proteazlar
havayolu epitel hiicrelerinde hasara ve dokiilmeye neden olmaktadir.

e Fibrozis

e Vaskiiler yanitlar

e Plazmanin damar disina ¢ikisi ve mukozal 6dem

e Mukus hipersekresyonu

e Havayolu diiz kas1

e Noral etki
Inflamasyonun sinir sistemine etkileri
Norojenik inflamasyon

e inflamasyonun ¢dziilmesi
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Tablo 3: Havayolu inflamasyonuna katilan inflamatuvar hiicreler, bu hiicrelerden salinan
inflamatuvar mediatorler ve inflamatuvar siirecin havayolundaki hiicrelere etkileri

Havayolundaki etkileri

A Yapisal degisiklikler inflamatuvar .

Mediatorler Inflamatuvar
Epitel dokiilmesi Histamin Hiicreler
Subepitelyal fibrozis Lokotrienler(LT) Mast hiicreler
Vasodilatasyon Progtoglandinler(PG) Makrofajlar
Plazma eksudasyonu ve ddem Tromboksan (TX) Eozinofiller
Mukus hipersekresyonu PAF T lenfositler
Bronkokonstriiksiyon Bradikinin Epitel hiicreler
Diiz kas hipertrofisi Tasikininler(SP,NKA) Fibroblastlar
Noral etkiler Reaktif oksijen tiipleri Néronlar
Havayolu seklinde degisme Adenozin Nétrofiller

Endotelinler Trombositler

Sitokinler Bazofiller

B. Fonksiyonel Sonuglar
Havayolu asir1 cevapliligt
Degisken hava akimi

obstriiksiyonu

Biiytime faktorleri

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH):

KOAH, kronik brongit ve amfizeme bagli olarak gelisen hava akimi

obstriiksiyonunun varlhigi ile karakterize bir hastaliktir; hava akimi obstriiksiyonu

genellikle progressiftir, havayolu asir1 hassasiyeti ile birlikte veya kismen reversibl

olabilir (185).

3.2.2. Kullanlan Ilaclar

Standart astim tedavisi i¢in Onerilen ilaglar; Ulusal Kalp Akciger ve Kan

Enstitiistinlin 1999 da yayinlanan kilavuzunda yer aldig: sekliyle Tablo 4 de verilmistir.
Bu maddeler astim semptomlarinin kontrolliinde genellikle basarili olmasina ragmen bir
kisim hasta grubunda semptomlarin devam ettigi gézlenmistir. Ayrica oral veya yliksek

dozda kullanilan inhale kortikosteroidler de 6nemli yan etkilere sahiptir. Ayrica Afrika-
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Amerikan irkinda steroit-direnci bulgulari nedeniyle astimda alternatif ilag¢ arayislarinin
da devam ettigi bildirilmistir (178).

Tablo 4: Havayolu asir1 duyarhihiginda kullanilan ilaglar

Tedavide Kullamlan Geleneksel Tedavide Kullamlan
Ilaclar Alternatif Ilaglar
Antienflamatuvar Bronkodilator Metotreksat
flaclar Ilaglar
Kortikosteroidler Beta-2 Troleandomisin
(oral ve paranteral) Agonistler(Kisa
etkili Inhale)
Sodyum Kromoglikat | Beta-2 Altin
Agonistler(Uzun
etkili Inhale)
Nedokromil sodyum | Teofilin Hidroksiklorkin
Diger antiallerjik Antikolinerjikler | Azatioprin
bilesikler
Siklosporin
IVIG
Inhale heparin
Inhale furosemid
Dapson

3.3. Pulmoner Yol ile flaclarin Uygulanmasi ve Emilim Mekanizmalar

Akcigerlere ilag verilisi ve teknolojisi bu yiizyilin son 25 yilinda 6nemli bir
sekilde ilerleme gostermistir. Bugiin pulmoner hastaliklarin tedavisi daha hizli ve daha
etkili olmaktadir. Astim, allerji, yetiskinlerde solunum sikintist ve kronik obstriiktif
pulmoner hastaliklar inhalasyon yolu ile tedavi edilebilmektedir. Pulmoner yolla lokal
etki saglanabildigi gibi, akcigerin biiyiik ylizey alani, ince alveoler epiteli ve diisiik
enzimatik aktivite gostermesi nedeniyle sistemik etki saglanabilmektedir. Ayni

zamanda, solunum bdlgesinin anatomik yapist immun cevabin olusmasi i¢in uygun bir
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yoldur. Son yillarda 6zellikle peptit ve proteinlerin pulmoner yoldan uygulanmalari
onem kazanmis olup bu konu ile ilgili yogun ¢alismalar yapilmaktadir.

[laclarin pulmoner yoldan verilisinde biyoyararlanim sorunu ortaya ¢ikabilir.
Inhale edilen partikiilllerin akcigerde tutulmasimi (depozisyonu) etkileyen faktorlerin
basinda, partikiil biytiklikleri, sekilleri, dansiteleri ve yiikleri gelmektedir. Ayrica
etkin maddenin ¢Oziniirliik, partisyon katsayisi, permeabilitesi, molekiil agirligi,
enzimatik stabilitesi gibi fizikokimyasal 6zellikleri ve formiilasyon sekli, biyofiziksel
parametreler ve kullanilan aletler inhale edilen ilacin biyoyararliligini etkilemektedir
(186).

Alveoler hiicrelerin yaklasik olarak %97 si 5 um kalinligindaki tip I hiicrelerdir.
Tip II hiicreler ise, 10-15 um kalinliginda olup, akcigerler i¢in oldukca 6nemli olan
ylizey etkin madde salgilar. Akciger ylizey etkin maddesinin bilesimi fosfolipitler
ozellikle fosfotidilkolin ve fosfotidil gliseroldiir (187). Akcigerin yiizey etkin madde
karisimi alveoler iizerinde monomolekiil bir film olusturur ve pulmoner 6demi 6nler ve
enfeksiyonlara kars1 direng gosterir (188).

llaglarin akcigerlerden emilimi hem pasif difiizyon hem de aktif endositoz ile
gergeklesmektedir (187). Genel olarak lipofilik bilesiklerin akcigerden emilimi etkin
maddenin dagilim katsayisina baglidir. Hidrofilik bilesiklerin ¢ogunlugu biyolojik
membranlardaki porlardan molekiil agirliklarina baglh olarak difiizyonla emilirler.
Yiiksek molekiil agirligindaki bilesikler porlardan zor gecerler. Bazi bilesiklerin,
ornegin fenol kirmizisi, sodyum kromoglikatin tasiyict araciligr ile gectikleri

saptanmustir (189).

3.4. Akcigere Ila¢ Uygulamasindaki Yaklasimlar

Akcigere ilag uygulamasinda ¢esitli yaklasimlar bulunmaktadir. En ¢ok bilinen
iki 6nemli yontem, aerosol inhalasyon ve intratrakeal uygulamadir. Aerosol inhalasyon
genellikle akcigerin alveoler ve perifer bolgelerinin i¢ine, ilacin fazla miktarda penetre
olmasi ile tiniform seklindeki dagiliminin sonucunda olusur. Ancak teknik olarak pahali
ve komplikedir.

Intratrakeal uygulama kiiciik miktardaki ¢dzeltinin akcigerin igine bir siringa ile
verilmesidir. Ilacin tutulmas: ile lokal etki saglanir (187). Ancak dozlamanin
tekrarlanabilirligi zordur, ¢iinkii siringa ile uygulama sonucu iiniform olmayan dagilim

elde edilir.
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Aerosoller kat1 veya sivi damlaciklarin gaz ortamindaki dispersiyonlaridir.
Aerosollerde partikiil biiyiikliigii ve partikiil biiyiikliigii dagilimi ¢ok 6nemlidir. Inhale
olan aerosollerde partikiil, aerodinamik partikiil biiyiikliigli olarak tanimlanmaktadir ve
herbir partikiiliin teorik olarak aerodinamik ¢ap1 (d.) asagida verilen esitlik ile

hesaplanmaktadir (190).

dae= V(p/p1).d

d:Partikiil ¢ap1 p:Tozun dansitesi, p;.1 g/em’

Aerosol partikiillerin pulmoner hava yollarinda ve akcigerlerde tutulmalar {i¢
mekanizma ile olusmaktadir (187). Partikiil biiyiikliiklerinin agirliklarina gore
sedimentasyon, ¢arpma-vurma ve diflizyondur.

Birinci ve ikinci mekanizma biiyiik partikiillerin tutulmalar i¢indir. Difiizyon
mekanizmas1 ancak akcigerin periferal bolgelerinde kiigiik partikiillerin tutulmasi ile
olur. Aeresol partikiillerinin akcigerlerde tutulmasi solunum fonksiyonuna bagli olup,
partikiillerin aerodinamik biiytiikligi ve dagilimi, dansitesi, ylizey yiki, higroskopik
Ozellikleri, inhalasyonun akis hizi, sivi damlaciklarin tonisitesi gibi faktorler de
baglhdir. Periferal akciger bolgesinde tutulma yavastir. Terapotik amacla kullanilan
aerosollerin ¢ogunlugu genis partikiil biiyiikliigli simirinda partikiiller igerirler ve
heterodisperstirler. Caplari 1-5 um olan partikiiller, agirliklar1 nedeniyle kiiglik
bronsiyoller i¢ine ¢okerler. Daha kiictlik partikiillerin bir kism1 (1pum den kii¢iik olanlar)
alveol ceperinden difiizyona ugrayarak alveoler siviya gegerler. Alveolerde tutulan
partikiillerin bir kismi alveoler makrofajlar tarafindan, digerleri akciger lenfatikleri
yoluyla uzaklastirilir (191). Aerosol partikiillerin ¢ogu higroskopiktir. Higroskopik
partikiiller hizli bir sekilde su ¢eker ve agirliklari ile boyutlar artar (187).

3.5. Pulmoner fla¢ Uygulama Sistemleri

Tedavide pulmoner amagla kullanilan {i¢ tip aerosol sistemi bulunmaktadir:
e Olgciilii doz inhaler
e Kuru toz inhaler

e Nebulizorler (Jet veya ultrasonik nebulizor)
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Bir inhalasyon tasiyici sisteminin klinikte kullanilabilmesi i¢in kabul edilen

kriterler asagida belirtilmistir (192,193).

e Dozlama tekrarlanabilir olmali,

e Etkin maddenin fiziksel ve kimyasal stabilitesini korumali,

¢ Inhale edilen fraksiyon kontrol edilebilmeli,

e Hedefleme ve ilag dagitimini kontrol edebilmeli,

e Tasinabilir olmali,

e Kullanim kolaylig1 olmals,

e 10 um den daha kiiciik partikiilleri tagiyabilmeli.

3.5.1. Ol¢iilii Doz inhaler (ODI)

ODI sistemlerinin tasinabilir olmasi, dayamklihgi, uzun raf dmrii, emniyeti,
kontaminasyonun olmamasi, fiyatinin ucuz olmasi gibi {stiinliikleri nedeniyle
inhalasyon i¢in genis kullanim alan1 bulunmaktadir (194). Buna karsin dozlamadaki
degiskenlik, piiskiirtiiciiniin hemen u¢masindan sonra sogukluk hissi vermesi, akcigerin
perifer bolgesinde diisiik tutulma gibi sakincalari da vardir. Genellikle bir ODI sistemi
bir aktive edici kisim (actuator), bir Ol¢iilii valf, mikronize ilac1 veya ¢ozeltiyi iceren
basingli bir tastyici kap ve piskiirtiicii parcalarin1 igermektedir. Formiilasyonlar
genellikle ¢ozelti veya siispansiyon seklindedir.

ODI sistemlerin calismasi igin piiskiirtiicii gazlar kullanilir. Piiskiirtiicii gaz, bir
enerji kaynagidir ve hizli bir sekilde buharlasan damlacik formlarmin valf yardimi ile
disar1 atilmasini saglar. Florokarbonlarin ozon tabakasi {izerindeki etkisi nedeniyle son
yillarda piskiirtiicii gaz olarak, tetrafluo-roetan ve hepta-fluoropropan gibi alternatif
gazlar kullanilmaktadir (192).

Piiskiirtiiciilerin insan saglhigina ve ¢evreye zararh etkileri diisiiniildiigiinden son
zamanlarda elektronik olarak kontrol edilebilen piezoelektrik ODI aletleri gelistirilmistir
(189). Bu alet, bir piiskiirtmeyi saglayici kisim, ana kap, bir piezoelektrik element ve bir
elekten olusmugstur. Alternatif voltaj kullanarak piezoelektrik element ile sivi damlasina
enerji uygulanir. Olusan 1s1, basinci artirarak piiskiirtmeyi saglar. Piiskiirtiilen damlacik
blyiikligi, ilag ¢ozeltisinin akis hizina, elek biiytlikliigiine, elegin gézenek biiyiikligi

ve sayisina, titresim enerjisine baghdir.
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3.5.2. Kuru Toz inhaler (KTI)

Bu sistemler genel olarak solunum ile harekete gecerler. KTI sistemlerinin
puskiirtiicii  gaz icermemeleri, formiilasyon problemleri tasimamalar1 ve
formiilasyonlarin stabilitelerinin daha iyi olmasi, kolay calismasi, hastanin kolaylikla
kullanabilmesi gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Bu avantajlar1  yaninda doz
uniformitesinde problemlerin ortaya c¢ikmasi ve aletlerin tasariminin zor olmasi gibi

dezavantajlar1 vardir.

3.5.3. Nebulizorler

Nebulizorlerin, ODI ve KTI e gore iistiinliikleri, normal nefes alma ile agizdan
inhale olabilmeleridir (195). Ayrica ODI ve KTI ler iginde formiile edilemeyen etkin
maddelerin biliyiik dozda verilmelerini saglamaktadirlar. Daha ¢ok, yeni dogan
bebeklerin, ¢ocuklarin ve yatalak hastalarin tedavisinde kullanilmaktadir. Nebulizorler
ile biiyiik hacimli ¢ozelti ve siispansiyonlarin inhalasyonu miimkiin olabilmektedir.
Ancak ¢ozelti formiilasyonlar1 nebulizorler i¢in daha uygundur. Formiilasyon se¢imi,
total kiitle cikisina ve partikiil bilylkligiine gore yapilir. Nebulizor sistemlerde
formiilasyonun stabilitesi de onemlidir. Ozellikle inhale olan aerosol partikiillerin
biiytikliikleri artan viskozite ile artmaktadir.

Ticari olarak jet ve ultrasonik nebulizorler olmak {iizere 2 tip nebulizor
piyasadadir.

Jet nebulizorler tek kullanimlik olmalarina ragmen ultrasonik nebulizorler boyle
degildir. Ultrasonik nebulizorler enzim ve proteinlerin denatiire olmalarina neden
olabilir. Bu nedenle jet nebulizorler peptit ve lipozomlarin akcigere uygulanmasinda da
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (195). Ancak hidrofilik etkin maddelerin lipozom
icinde tutulmalarini bozabilecegi rapor edilmistir (196).

Ultrasonik nebulizorler ultrasonik enerji kullanarak calisirlar. Ultrasonik
dalgalar yiiksek frekansta (100 kHz ve daha yiiksek) etki eder ve bir seramik
piezoelektrik kristal ile sivinin titresimi saglanir. Bu sistemler daha pahalidir ve bu
nedenle jet nebulizorlerden daha az kullanilmaktadir. Siispansiyonlarin ultrasonik

nebulizorlerle uygulanisi da daha zordur.
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4. HUCRE KULTURU CALISMALARI

Hiicre kiiltiirlerinde yapilan calismalar giiniimiizde arastirma c¢alismalarinin
Oonemli bir yerini tutmaktadir. Cesitli patolojik durumlarda (6rnegin kanser) belli bir
maddenin etkilerini, bir hiicre ya da dokuda firetilen belli bir maddenin islevlerini
belirlemek amaciyla belli bir hiicre serisinden ¢ogaltilan hiicrelerde ¢alismalar yapilarak
canli ortaminda elde edilebilecek sonuglara ulasilabilir (197,198). Hiicre kiiltiiri
calismalarinin gegmisi yiiz yili askin bir siireyi kapsamaktadir. 11k olarak 1885 te Roux
embriyonik tavuk hiicrelerinin hayvanin viicudunun disinda tuz ¢ozeltisinde canliligini
stirdiirebildigini gostermistir. Carrel 1913 te hiicrelerin aseptik kosullar altinda diizenli
olarak beslenmeleri halinde kiiltlir ortaminda uzun siire artabildiklerini gdstermistir.
Earle ve arkadaslar1 1948 de L hiicre serisinden izole ettikleri hiicrelerin hiicre
kiiltiiriinde klonlar olusturduklarini; 1952 de de Gey ve arkadaslar1 bir insan servikal
karsinomasindan tiireyen hiicrelerin stirekli serisini ortaya koymuslardir ki, bu bugiin iyi
bilinen HeLa hiicre serisi olmustur. Diinya genelinde siiregelen ¢alismalarin devaminda
1986 da Martin ve Evans ile arkadaslar1 fareden pluripotent embriyonik kok hiicrelerini
izole ederek kiiltiiriinii yapmislar ve 1998 de Thomson ve Gearhart ile yardimcilar

insan embryonik kok hiicrelerini izole etmeyi basarmislardir (199).

4.1. Hiicre Kiiltiirii Tamim ve Yontemleri

Hiicre kiiltiirleri primer doku eksplantlarindan veya hiicre siispansiyonlarindan
tiiretilebilir. Primer hiicre kiiltiirleri tipik olarak sinirli bir yasam siiresine sahipken
(belli bir boliinme sayisindan sonra ¢ogalma durur), siirekli hiicre serileri anormal
(kanser hiicreleri gibi) veya transformasyona ugratilmis hiicre serileridir (200,201).

Tek bir hiicre tipi hakkinda elde edilebilecek en iyi bilgiyi edinmek i¢in o
hiicrenin dokudan diger hiicre tiplerinden ayrilarak izole edilmesi gerekir. Bunun
sonucunda olusan homojen hiicre popiilasyonu ya dogrudan ya da kiiltiir ortaminda
(besiyeri, medium) c¢ogaltildiktan sonra analiz edilebilir. Farkli hiicre tiirleri doku
siispansiyonundan degisik yontemlerle ayrilarak (izole edilerek) tipleri belirlenebilir.
Degisik hiicre tiirlerinden olusan bir dokudan tek bir tip hiicreleri ayirmak igin
yapilmas1 gereken ilk islem, tiim hiicreleri bir arada tutan ekstraselliiler matriksi

ayirmaktir. Bunun icin doku Ornegi, proteinleri pargalayan tripsin ve kollajenaz gibi
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proteolitik enzimler ve hiicre adezyonunda rol oynayan kalsiyum iyonunu baglayan
EDTA gibi ajanlarla muamele edilir (202).

Farkl1 hiicre tiirlerini ayirmak i¢in degisik yontemler uygulanabilir. Hiicrelerin
fiziksel ozelliklerine gore, ornegin biiylik olanlar kiiciik olanlardan, agir olanlar hafif
olanlardan santrifiij edilerek ayrilabilir. Bir baska yaklasimin temeli, bazi hiicre
tiirlerinin cam ya da plastikten yapilmis yiizeye daha siki yapismasi 6zelligine dayanir.
Bu yontem antikorlar kullanilarak 6zellikle istenen hiicre tiiriiniin ylizeye yapismasi ve
daha sonra da uygun islemlerle o hiicrelerin elde edilmesini saglayabilir (203).

En geligmis hiicre ayristirma yontemlerinden birinde 6zel hiicreleri isaretlemek
icin antikor baglanmis bir floresan boya kullanilir. Boylece isaretlenmis hiicreler
isaretlenmemis olanlardan elektronik bir floresanla aktive edilmis hiicre ayirici
kullanilarak ayrilabilir. Boyle makineler saniyede binlerce hiicre ayirabilir ve 1000 tane
isaretlenmemis hiicrenin icinden bir tane floresanla isaretlenmis hiicreyi ayirabilecek
kadar secicidirler (204).

Infrared lazer kullanarak da mikroskop altinda belli bir hiicre toplulugu
mikrodiseksiyon yontemiyle elde edilebilir. Bu yontem 6zellikle bir tiimoér dokusunun
cesitli yerlerinden alinan hiicrelerin 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilabilmektedir
(205).

Hangi yontem kullanilmis olursa olsun belli bir tipteki (uniform) hiicreler elde
edildikten sonra, bunlar hiicre kiiltlirii i¢cin baslangic materyalini olustururlar ve
kosullar1 belirlenmis bir besiyerinde sayilar1 hizla arttirilarak bir ¢cok deney igin
kullanilabilirler (202).

Giliniimiizde kiltiirler cogunlukla dokudan ayristiritlmig hiicre
siispansiyonlarindan yapilmaktadir. Ancak ¢ogu doku hiicreleri siispansiyon ortaminda
yasamaya uyumlu degildirler ve boliinmek, ¢ogalmak i¢in kati bir yiizeye gereksinim
duyarlar. Hiicre kiiltiirleri icin bu gereksinim plastik doku kiiltiir kaplarinin yiizeyi ile
karsilanir. Kandan tiiremis hiicre serileri (I6semi ve lenfoma hiicre serileri gibi)
siispansiyon besiyerlerinde {iremeye egilimliyken, akciger ve bobrek gibi kati
dokulardan tiiremis hiicre serileri tutunarak tabaka seklinde lireme egilimindedirler.
Hiicrelerin tiirlerine gore gereksinimleri farkliliklar géstermekle birlikte ¢ogu hiicreler,
kiiltiir kaplar1 kollajen veya laminin gibi 0zel ekstraselliiler matriks yapilariyla
kaplanmazsa c¢ogalmaz ve farklilasmazlar (203). Bir organizmanin dokularindan

dogrudan hazirlanan yani in vitro hiicre ¢ogalmasi olmaksizin hazirlanan, kiiltiire primer
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kiiltlir denir. Bu hiicrelerin kiiltiir kabindan alinip ¢ogaltilmasiyla elde edilen kiiltiirlere
de sekonder kiiltiir denir. Boylece elde edilen hiicreler asil kdkenlerinin 6zelliklerini
yansitmay1 siirdiiriirler. Ornegin, fibroblastlar kollajen salgilamaya, embriyonik kas
hiicrelerinden tiiretilen hiicreler kiiltiir ortaminda kas lifleri olusturarak kendiliginden
kasilmaya, sinir hiicreleri aksonlarimi1 uzatarak diger sinir hiicreleriyle sinapslar
yapmaya, epitel hiicreleri de saglam bir epitelin 6zelliklerini tasiyan tabakalar
olusturmaya devam ederler (206).

Memeli hiicresinin kiiltlirli i¢in gerekli besiyerinin bilesenleri amino asitler,
vitaminler, tuzlar, glukoz, antibiyotikler ve serumu (serum kullanilmiyorsa da gerekli

proteinleri) kapsar. Bu bilesenler asagidaki tabloda (Tablo 5) 6zetlenmistir (207, 208).

Tablo 5: Hiicre Kkiiltiirii besiyerinin bilesenleri (Memeli hiicresi icin) (207)

Amino Asitler Vitaminler Tuzlar Digerleri Proteinler

(Serum Yerine)

Arjinin Biotin NaCl Glukoz Insiilin

Sistin Kolin KClI Penisilin Transferrin

Glutamin Folat NaH,PO, Streptomisin Biiyiime faktorleri

Histidin Nikotinamid NaHCO; Fenol kirmizisi

[zol6sin Pantotenat CaCl, Tam serum

Ldsin Pridoksal MgCl,

Lizin Tiamin

Metiyonin Riboflavin

Fenilalanin

Treonin

Triptofan

Tirozin

Valin

Bu besiyerinde glukoz konsantrasyonu 5-10 mM arasindadir. Tiim aminoasitler
L formundadir ve bir iki istisna disinda konsantrasyonlar1 0,1-0,2 mM diir. Vitaminlerin
konsantrasyonu ise 100 kat daha az yaklasik 1 uM dir. Serumun total hacime oran1 %10
olarak ayarlanir. Antibiyotikler bakteri tiremesini onlemek i¢in ortama katilir. Fenol

kirmizisi ortam pH sin1 7,4 e ayarlamak igin bir gosterge olarak kullanilir. Kaplar 37°C
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sicaklikta, %5CO; ve %95 hava igeren bir atmosferde inkiibe edilirler. Serum
kullanilmadan kimyasal olarak kosullar1 belirlenmis bir besiyerine ise serum yerine
hiicre ¢ogalmasini uyaran biiylime faktorleri ve hiicreye demir tasiyan transferrin gibi
proteinler eklenir (209).

Cogu omurgal1 hiicreler kiiltiirde siirli sayida boliinmeden sonra hiicre 6limii

(cell senescence) denilen bir siirece girerek boliinmeyi durdururlar. Ornegin, insan
fibroblastlar1 kiiltiirde sadece 25-40 kez kadar boéliiniirler. Bu olay telomerlerin
kisalmasina baghdir. Insan somatik hiicreleri telomeraz enziminin yapimini
durdurduklart i¢in telomerler kisalmakta ve hiicrelerin yasami da sinirli olmaktadir. Bu
hiicrelere telomeraz enziminin katalitik alt birimini kodlayan bir gen katilmasiyla
sonsuz ¢ogalmalar saglanabilir ve bdylece 6liimsiiz (immortalized) hiicre serisi olarak
kullanilabilirler (205).
Bununla birlikte bazi insan hiicreleri bu islemle de 6liimsiiz 6zelligini kazanamazlar.
Telomerleri uzun olarak kalmasina karsin yine de kiiltiirde sinirli sayida boliinmeden
sonra boliinmeyi durdururlar. Ciinkii kiiltlir ortaminin kosullar1 hiicre dongiisiiniin (cell
cycle) kontrol noktasi mekanizmalarini uyarmakta bdylece de hiicre dongiisii
durmaktadir. Bu kontrol noktas1 mekanizmasinin inaktive edilmesi i¢in tiimor yapici
virlislerden tiiretilen kanser baslatic1 onkojenler kullanilmaktadir (198).

Hiicre serileri kanser hiicrelerinden de elde edilebilirler. Ancak bunlar normal
hiicrelerden farkli o6zellikler tasirlar. Ornegin, kanser hiicre serileri bir yiizeye
tutunmadan c¢ogalabilirler ve kiiltiir kabinda ¢ok yiiksek bir yogunluga ulasabilirler. Bu
Ozellikler tiimor indiikleyici bir viriis veya kimyasal madde kullanarak normal
hiicrelerin degisime ugratilmasi ile de saglanabilir. Degisime ugramis veya Oliimsiiz
hiicre serileri s1v1 azotta (-196°C) saklanabildigi ve ¢oziildiikleri zaman da canliliklarini
koruduklart i¢in hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (200).
Yaygin olarak kullanilmakta olan hiicre serileri ve koken aldiklar1 dokular Tablo 6 da
listelenmistir. Bir hiicre serisindeki tiim hiicreler birbirine ¢ok benzemekle birlikte

genellikle birebir es degildirler. Genetik olarak tek tiir bir hiicre serisi hiicre



