Ankara Ecz. Fak. Der. J. Fac. Pharm. Ankara
24, 1 (1995) 24, 1 (1995)

Ilaclarn Eritrositlerle Hedeflendirilmesi*

Drag targeting with erythrocytes
Nurten OZDEMIR, Betiill OZALP

OZET

In vivo ortamda pargalanan, inaktive edilen ve/veya immiin
sistem tarafindan reddedilen etken maddeleri bu etkilerden korumak
amaciyla ila¢ tasiyict sistemler icine yuklenmeleri oOnerilmektedir.
Bu sistemlerle etken maddeler spesifik etki istenen bolgelere kadar
tasinabilmekte ve o bolgede aciga c¢ikabilmektedir. Lipozomlar,
nanopartikiiller, eritrositler ve magnetik mikrokiireler bu grup tasi-
yicilardir.

Etken maddeleri tastyici yapt olarak biyogecimliligi saglamak
uzere dogal maddeler tercih edilmektedir. Bu amacla cesitli kan bile-
senleri ornegin lokositler, eritrositler, antikorlar, serum albuminleri
onerilmektedir.

Bu derlemede eritrositlere etken madde ylikleme ve eritrositlerle
hedefleme mekanizmalarinin incelenmesi amaclanmaistir.

Anahtar sozclikler: Eritrositler, ilag hedefleme, eritrosit tastyi-
cilar, kontrollii salim.

SUMMARY

Encapsulation of active materials into the carrier systems may
permit entrapped substances to be protected in vivo from inactiva-
tion or degredation or to be excluded from the immun system. These
systems may also permit increased specificity of delivery to the target
tissues. Liposomes, nanoparticles, serum albumin microbeads, erythro-
cytes and magnetic microspeheres are some of these carrier systems.

Natural substances are prefered as carriers with respect to bi-
ocompatibility. For this purpose blood substances such as antibodies,
leukocytes, erythrocytes and serum albumin are used.
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The purpose of this paper is to review the mechanism of drug
loading into the erythrocytes and the mechanism of drug targeting
with erythrocytes.

Key word: Erythrocytes, drug targeting, erythrocyte -carriers,
controlled release.

Mikrokiireler, lipozomlar ve nanopartikiillerde oldugu gibi
eritrositlerin de ilac tastyict sistem olarak kullanilabilecegi boylece
icine yuklenmis etken maddelerin invivo kosullarda pargalanarak
inaktive olmaktan korunabilecegi, uzatilmis etki saglanabilecegi
ayrica hedef hiicre ve dokulara etken maddenin tasinabilecegi belir-
tilmektedir.

Eritrositler -8 um capinda, disk bigiminde ve 2 tarafi gukur
bikonkav bir yapiya sahiptirler. Bu yap1 eritrositlere genis bir yiizey /
hacim orani saglamaktadir. Yani eritrositler kiiciik bir hacme karsilik
genis bir ylizeye sahiptirler. Bu 0zel yap1 sayesinde eritrositlerin memb-
rani1 fazla gerilmeden sisebilmekte ve bol miktarda oksijenve karbon-
dioksit tasityabilmektedir. Kiiciik kan damarlarindan gecerken ko-
layca sekil degistirebilmektedirler ancak bu degisiklik gecicidir (1).

Eritrositler membran, stoma, hemoglobin, proteinler ve enzim-
lerden meydana gelmislerdir. Takriben % 61 su, % 28 hemoglobin,
% 7 lipid, % 4 karbonhidrat, elektrolit, enzim, protein ve metabo-
litlerini icerirler (1). Memeli hayvanlar ve insanlarda olgun eritro-
sitler ¢ekirdek, mitokondri ve ribozom tasimazlar.

Eritrositlerin kan dolasimina girdikten sonra belli bir yasam
suresi vardir. Bu siire insanda 100-200 giin kadardir. Bu siireyi dol-
duran eritrositler dolasimdan uzaklastirilirlar. Kemik iliginde devaml
olarak dolasimdan ayrilan yash hiicrelerin yerini dolduracak sayida
eritrosit yapimi olmaktadir. Hergilin eritrositlerin % 1 kadar1 yeni-
lenmektedir. Yash eritrositlerin yok edilmesi ve genclerin dolasima
girisi hassas bir sekilde ayarlandigindan dolasan kanda eritrosit
sayist oldukga sabit tutulmaktadir. Kan kaybi olursa eritrosit yapimi
artmaktadir. Normal diizeye ulasilinca yapim tekrar normale don-
mektedir. Kan nakli ile eritrosit sayisi artirilirsa, saylr normale diisiin-
ceye kadar, eritrosit yapimi durmaktadir (2).

Ozellikle dalak, karaciger, lenf bezleri ve kemik iligi gibi organ-
larda mevcut makrofajlar yash eritrositleri tahrip etmektedirler.
Makrofajlar i¢inde eritrositlerin parcalanmasi ile hemoglobin mole-
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kili de parcalanmakta, proteinler ayrilmaktadir (1). Eritrosit memb-
ran1 herhangi bir sekilde zedelenirse hemoglobin hiicreden disart
cikarak plazmada erimis halde bulunur. Eritrositlerin geri kalan kismi
hemoglobinin biiyliik bir kismini kaybetmis membran yapisindan iba-
ret kalmaktadir ve bu soluk renkli yapiya "GHOST" ad1 verilmekte-
dir. Herhangi bir sekilde eritrosit membraninin zarar goriip stoplazmik
icerigin hiicre disina ¢ikmasi ise "LIZIS" olarak adlandiriimaktadir(3).
Eritrositlerin hipotonik bir ortama konulmalar1 sonucunda membranda
20-50 nm capinda porlar olusmakta ve stoplazmik icerigin bir kismi
hiicre disina c¢ikarak lizis meydana gelmektedir. Ayni eritrositler daha
sonra izotonik bir ortama konulduklarinda ise membranda olusan
porlarin kapanmast sonucunda ila¢ tastyict sistem olusmaktadir

Eritrosit membran1 yar1 gecirgendir. Kolesterol ve fosfolipidden
olusmustur. Yapilan arastirmalar sonucunda kolesteroliin eritrositin
seklinde etkin oldugu bulunmustur. Yine membran yapisinda membra-
nin iskeletini olusturan proteinler vardir. Bunlarin % 60-75'ini
spektrin adi verilen protein teskil etmektedir ki bu diger proteinlerle
birleserek eritrositin seklini vermekte ve bu yapiyr muhafaza etmektedir

4.

Eritrosit membraninda yer alan bu lipid ve proteinlerin yapiya
etken madde yliklenmesi sirasinda zarar gormesi veya yapidan herhangi
bir sekilde uzaklastirilmasi eritrositin bikonkav yapisinin bozulmasina
veya yapiya yuklenecek etken maddenin eritrosit icine yeterince yuik-
lenmemesine, eritrositin osmotik olarak kirilgan hale gelmesine neden
olmaktadir (4).

Eritrosit icinde bulunan endoplazmik retikulum, lizozom gibi
hiicre organelleri de eritrosit esnekligini saglamak tizere belli kon-
santrasyonda hiicre i¢inde bulunurlar. Tim bu yapilarin hedefleme
islemleri sirasinda zarar gormeden korunmasi gerekmektedir (4).

Tastyic1 sistem olarak eritrositlerin diger tastyici sistemlere gore
bazi avantajlart vardir (3). Bunlar:

1. Biyolojik olarak gecimlidirler.

2. Genellikle hastanin kendi eritrositleri kullanildigindan allerjik
reaksiyon meydana getirmezler.

3. Eritrositler i¢cinde etken madde enzimatik parcalanmadan
korunur.
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4. Etken maddede kimyasal modifikasyona gerek yoktur.

5. Retikiillo endotelyal sistem tarafindan tutulurlar. Bu yilizden
karaciger ve dalakta etkili olmasi istenen maddeler bu yolla verilerek,
karaciger ve dalaktaki fagositik hiicrelerin eritrositleri parcalamasi
sonucunda ortamda aciga cikarilirlar (3).

Kullanilan etken madde yilikleme yOntemine bagli olarak eritro-
sitlerin biyokimyasal yapisinda meydana gelen kiiciik degisiklikler
ornegin hiicre proteninlerinden bazi siyalik asit kalintilarinin hiicre
yuzeyinden uzaklagmasi, glikoproteinlerin ayrilmasi, membran sert-
liginin artmasi, membrandaki siilfidril gruplarinin oksidasyonu, bu
hiicrelerin organizmada genel dolasimdaki kalig stirelerini ve biyolojik
davraniglarini  blylik Olclide degistirebilmektedir (4-6).

Eritrositlerin tastyict olarak kullanildigr sistemlerde karsilagilan
bir problem ise bunlarin kan bankalarinda saklanmalarinda in vitro
stabilite probleminin bulunmasidir. Normal transfiizyon kanindaki
eritrositlerin saklama siireleri birka¢ hafta iken etken madde yiikleme
islemi sirasinda kismen zarar gormius eritrositlerde bu siire daha da
kisalmaktadir (3).

Eritrositlere etken madde yiikleme yontemleri

Eritrositlere etken madde yiikleme islemi li¢ yontem ile yapila-
bilmektedir. Bunlar:

1. Hipoosmotik lizis yontemi
a) Seyreltme
b) Once sisirerek seyreltme,
¢) Diyaliz
d) izoiyonik osmotik lizis
2. Elektriksel sok yontemi

3. Endositoz yontemi

Hipoosmotik lizis

Eritrositlerin yliklenmesi i¢in 4 farkli hipoosmotik lizis yontemi
vardir.

a) Seyreltme yontemi: Eritrositler etken madde iceren hipotonik
bir ortamda veya suda diliie edildiklerinde membranlarinda olusan
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delikler, eritrosit icindeki bir takim hiicre elemanlarinin hiicre disina
c¢ikmasina, etken maddenin de eritrosit igcine girmesine ve birkac
dakika icinde bir denge olusmasina neden olmaktadir.

Bu yontemde hiicre elemanlarinin en fazla % 60-70'i hiicre disina
cikacak sekilde 1: 3 veya 1: 4 oraninda seyreltme yapilmalidir, Bu
seyreltme eritrositlerin in vivo ortamda kalabilme yeteneklerini
dogrudan etkilemektedir. Eger eritrositler bu orandan daha az seyrel-
tilirse eritrosit membraninda etken madde girisine uygun porlarin
olusumu zorlagmakta, daha fazla seyretmede ise stoplazmik icerigin
buiytik bir kismi1 olusan genis parlardan cikarak yok olmakta, GHOST
adi verilen ve genel dolasimdan kolayca fagosite edilerek uzaklastirila-
bilen yapr oluimaktadir (4).

b) Once sisirerek seyreltme yontemi: Bu yontem Rechsteiner
(1975) tarafindan gelistirilmistir. Eritrositler ¢ok az hipotonik bir
ortamda lizis meydana gelmeksizin siispande edilerek sismeye birakil-
maktadir. Daha sonra santrifiij edilmekte ve sisteme bir miktar etken
maddenin sulu cozeltisi konularak lizis olayr gerceklestirilmektedir.
Bu islem kiiciik molekiillii yapilarin (ATP gibi) ve stoplazmik enzim-
lerin hiicre icinden c¢ikmasina izin vermediginden avantaj saglamak-
tadir. Bu yontem sonucunda hiicrelerin in vivo olarak tam hiicre ozel-
ligi gosterdigi bulunmustur (6-9).

¢) Dializ yontemi: Konsantre eritrositler diyaliz tipiine konu-
larak, hipotonik bir ortam ile bu konulan hiicreler arasinda diyaliz
sonucunda lizis meydana getirilmektedir. Eritrositler ile hipoosmotik
ortam arasinda bulunan diyaliz zar1 eritrosite ait yapilarin Ornegin
enzimlerin gegisine engel teskil etmektedir. Islem sonucunda etken
madde yuklenip membran kapanarak eski halini aldiginda eritrosit
icerigi cok fazla degismemis olmaktadir ki bu da eritrositin in vivo
omrini uzatmaktadir (4).

d) Izoiyonik osmotik lizis yéntemi: Eritrositler, iginde glikol
bulunan bir ortamda tutularak lizis meydana getirilmekte; sonra i¢inde

glikol bulunmayan izoiyonik bir ortamda seyreltilerek kapatilma
islemi yapilmaktadir (4).

2. Elektriksel Sok Ile Yiikleme Yontemi

Bu yontemde membrana bir elektrik akimi uygulanarak, mem-
randa por olusturulmaktadir. ila¢ molekiiliinden daha biiyiik olan
hiicre elemanlarinin kaybr olmaksizin etken maddenin hiicre igine
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alinmasi s6z konusudur (5, 6). Tatbik edilen potansiyele bagli olarak
membranda belirlenen buylikliikte por olusturulabilmektedir (10).

Yontemin en biiyiik avantaji etken maddeden daha biliylik mole-
killii stoplazma elemam1 kaybir olmaksizin, etken maddenin hiicre
icine alinabilmesidir. Zimmerman'm gelistirdigi bu yontemle eksternal
proteinlerin hiicre icine sokulmasi ve sonra da membranin kapatil-
mas! saglanabilmistir. Bu yontem ile capi 91-176 nm olan lateks
partikiilleri hiicreye alinabilmistir. Hipoosmotik lizis yonteminde ise
denenmesine ragmen lateks partikiilleri hiicre icine alinamamistir (10).

3. Endositoz Mekanizmas: Ile Eritrositlere Ila¢ Yiiklenmesi

Endositoz olayr yaratilarak eritrositler icine etken maddeler
alinabilmektedir. Hipoosmotik lizisin tersine virlisler gibi 25-100
nm capindaki yapilarin, enzimlerin ve kiiciik molekiillerin alimina
uygun bir yontemdir (11). Hiicre membrani endosite edilecek yapiy1
sararak icine almakta ve hiicre icine alinan yapi eritrositin sitoplaz-
masindan bir membranla ayrilmakta, ayri bir yapt olusmaktadir. Bu
sayede etken madde eritrositin sitoplazmik enzimlerinin inaktive
edici etkisinden ve eritrosit de etken maddenin etkisinden korunmus
olmaktadir. Eger hiicre i¢ine alinan bu yapilarda siikroz gibi difliz-
yonla hiicre icine gecis yapamayan molekiiller varsa, eritrosit icindeki
ortam sivist bu molekiillerin icinde bulundugu kesenin icindeki bile-
sime gore daha diisik konsantrasyonda oldugundan (hipoosmotik
etki) eritrosit i¢cindeki ortam sivisindan, cok yogun ortama sivi gegisi
nedeniyle siikroz iceren kesecik patlayarak icerigi aciga c¢ikarmakta-
dir (11, 12).

Eritrosit icine etken madde almayr simirlayan faktorler

1. Molekiil biiyiikliigiiniin etkisi: Hipotonik lizis sonucu erit-
rositler 151k mikroskobu ile incelendiginde membranlarinda 20-50
nm c¢apindaki porlarin tek bir noktasindan veya pek cok bolgesinden
hemoglobinin disart cikis yaptigr tesbit edilmistir (13).

Kiiciik molekiillerin, proteinlerin veya molekiil agirligi 130.000'-
nin altinda olan enzimlerin, hipotonik lizis islemi ile eritrosit memb-
ranlarinda acgilan porlardan karsilikli olarak gecis yapabildikleri,
fakat daha biiyiik molekiillerin gecemedikleri tesbit edilmistir (14).

Disardan enerji verilerek gerceklestirilen endositoz mekanizma-
sinda hiicre icine alinacak partikiliin buylkligli onemli degildir.
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Bu mekanizmada eritrosit membrant yapiy: i¢ine alarak kendiligiden
hapsetmektedir. Dolayisiyla bu yontemde farkli molekiil agirhigindaki
antibiyotikler, bakteriyel virtsler hiicre icine alinabilmektedir (15).

2. VYiiklenecek etken maddenin etkisi: Cogu lipofilik, amfifilik
molekiiller diisiik dozlarda eritrositlerin hipotonik lizisini engellerler.
Yiiksek konsantrasyonda ise hiicrenin tahrip olmasina neden olurlar.
Mishra ve arkadaslar1 bir elektrik akimi altinda yapilan hemoliz ile
yapiya klorpromazini yikleyebildikleri halde, prokaini hiicre igine
alamamuglardir (16).

Yapilan c¢alismalar sonucunda membranlarda aktif olan ilaclarin
olusan porlan etkiledigi, porlarin yeniden yapimi ve stabilitesine etkili
oldugu bulunmustur (4).

Goldman ve arkadaslar1 birbirinden sadece kiiciik modifikas-
yonlarla ayrilan dort etken maddenin eritrositlerle etkilesmesini
incelemigler ve bazi antrasiklin tiirevlerinin eritrosit membrani ile
etkilestigini bulmuslardir. Adriamisin 14-asetatm, N trifluoraaseti-
ladriamisin 14 valerat'in eritrositlerin osmotik duyarliligin1 diisiirdii-
gunu gozlemislerdir. Adriamisinin tek basina osmotik ozellik tizerinde
bir degisiklize neden olmadigi, adriamisin 14 oktonatin ise ¢ok dustik
konsantrasyonlarda dahi hemolitik etkiye sahip oldugu bulunmustur.
Eritrositlerin duonomisin, adriamisin 14 asetat ve adriamisin 14
oktonat ile yapilan etkilesme calismalarinda bu maddelerden sadece
adriamisinin eritosit seklini bozmadigi, digerlerinin ise bikonkav
disk seklini bozdugu gorilmistiir (17).

Metotreksat, sitozin arabinoz, aktinomisin D ve bazi pestisitlerin
yagda coOziiniirliiklerinin yiliksek olmasi nedeniyle veya spesifik trans-
port sistemlert ile tasinabildikleri i¢in eritrositlerin icine alindiktan
sonra geri serbest birakildiklari gozlenmistir. Bu tiir ilaclarin eritro-
sitler icinde kalig strelerini artirmak icin degisik metodlar gelistiril-
migtir (17) Bunlar:

1. Ilaglarin polarizasyonunu artirmak icin fosforilasyon yapmak.

2. Bu yapilar1 DNA gibi bliyiik molekiil agirligina sahip yapilara
kovalan baglar ile baglamak.

3. Eritrosit membraninin transport oOzelliklerini degistirmek.

Kullanilan etken maddeye bagl olarak eritrosit icme alma yon-
temleri modifiye edilebilmektedir. Deloach adli arastirmaci eritrosit-
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lerin yiiklenmesi sirasinda sertlestirme sicakliginin 37 C'den, 25 C'ye

veya daha disiik sicakliklara distiriilmesinin iyi sonug¢ verdigini
belirtmektedir (18).

Ilag tastyict sistem olarak eritrositlerin kullanilis amaglar

Degisik yontemlerle iclerine etken madde yiiklenmis eritrosit-
lerle, bu etken maddelerin viicutta uzatilmis etki gostermesi saglana-
bilecegi gibi bazi organlara hedeflendirilmeleri de miimkiin olabil-
mektedir. Yuklenmis etken maddelerin baslica 3 mekanizma ile
eritrositten acgiga ¢ikmasi s6z konusudur. Bunlar fagositoz, basit
difiizyon ve baz1 6zel transport mekanizmalaridir. Bunlardan diflizyon
mekanizmasi lipofilik karakterdeki etken maddeler i¢in gecerli olmak-
tadir. Madde hidrofilik karekterde oldugunda veya yiiklii bir yap1 gos-
terdiginde eritrositlerden salini meknanizmasi degismekte ve kontroli
zorlagsmaktadir. Proteinlerin, hormonlarin ve enzimlerin eritrositler
icine yliklenerek viicutta stabil kalig streleri uzatilabilmektedir (8,
17, 19-22). Ornegin normal serbest metotreksatin 1 saat icinde viicut-
tan % 31'inin, 6 saat icinde % 95'inin idrarla atilmasina ragmen,
eritrosit icine hapsedilen metotreksat'in 1 saat icinde idrarla ancak
% T'sinin, 3.5 saat sonra % 9unun atildig1 gozlenmistir (17). Etken
maddelerin yuklenmesi sirasinda eritrositlerin oOzelliklerinin degismesi
ve bir miktar zarar gormeleri s6z konusudur. Bu degisimin derecesi
dogrudan eritrositlerin dolasimda kalis siirelerini etkilemektedir.
Bu ise etken maddelerin salim siiresinin ayarlanmasini zorlastirmak-
tadir. Bu nedenle eritrositlerle strekli etki elde etmek yerine, etken
maddeleri belirli organlara hedeflemek tercih edilmektedir...

Eritrositler icine etken madde yiiklemede esas olan, eritrosit ice-
riginin ve Ozellikle membran yapisinin korunmasidir. Eritrositlerin
deforme olabilme yetenekleri onlarin kapiler damarlardan kolayca
gecebilmelerini saglamaktadir. Membran yapisi bozularak bu ozellik
kaybolunca (ki bu o6zellikle yaslh hiicrelerde goruliir) hiicreler dolagim-
dan wuzaklastirilirlar. Zarar gormius eritrositler retikilloendotelyal
sistem (RES) tarafindan dolasimdan uzaklastirilmaktadirlar. Bu ise
RES'e ila¢ hedeflemede istenen bir husustur. Eritrositleri hedeflemek
amaciyla immiinglobliinlerin (Ig) kullanimi da s6z konusudur. Yapi-
sinda Ig M igeren eritrositlerin karacigerde yikimlanip icerdikleri etken
maddeyi orada aciga ¢ikarmasi soz konusu iken IgG icerenler dalakta
yikimlanmaktadirlar. Bu da ilgili organlara eritrositlerle etken madde
hedeflemede kullanilan bir yontemdir. Etken madde yiikleme islemi
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sirasinda zarar gormius eritrositlerin RES hiicrelerine gitmesinden
lesmanya tedavisinde, antikanser ilaclarin bu dokulara gonderilmesin-
de ve enzim eksikliginin giderilmesinde faydalanilabilecegi belirtil-
mektedir (5, 8, 10, 17, 23-26).
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