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OZET

Lipozomlar, tabakali fosfolipitlerin bilesimiyle meydana gelen ¢ok kiigiik (nanometre boyutunda) kabarciklardir. Hazirlanmalar:
i¢cin temel olarak dogal veya benzeri lipitler kullanilmaktadir. Bu molekiiller hidrofil ve lipofil bolge icermeleriyle karakterize
edilmektedir. Boyutlarina gore kiigiikk (Small) ve biiyiik (Large), tabaka sayilarina gore de tek tabakali (Monolayer), iki tabakali
(Bilayer) ve ¢ok tabakali (Multiplelayer) olarak siniflandirilmaktadir. Farkl: tip lipozomlarin eldesi i¢in degisik hazirlama teknikleri ve
lipidik bilesimler kullamlmaktadir. Degisik lipozom fomiilasyonlarmin karakteristik ve 6zellikleri hazirlama teknigi, lipidik bilesim,
yiik, aktif liriin vb. tarafindan belirlenmektedir. Biitiin bu degiskenler elde edilen son aktif lipozom {riintiniin davranisi tizerinde 6nemli
etkiye sahiptir. Her bir lipozom tiirii kendine has potansiyel aplikasyon alanma sahiptir. Lipozomlarin yeni uygulama alanlarindan birisi
tekstil boyaciligidir.
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ABSTRACT

Liposomes are extremely small vesicles (in the nanometres range) mainly composed by phospholipids organized in a bilayer. Lipids
are used for its preparation, basically natural or related compounds. These molecules are characterized by having a hydrophilic region
and a lipophilic region. Liposomes are classified by their size —small and big- and by the number of layers monolayer, bilayer or
multilamellar. To get the different types of liposomes, distinct preparation techniques and lipidic compositions are used. The
characteristics and properties of the different liposomal formualtions are determined by the preparation technique, lipidic composition,
charge, active product, etc. All these variables have an important influence on the behaviour of the liposome final active product. Each

type of liposome has its own potential application. The novel application area of liposomes is textile dyeing.
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1. GIRIS

Lipozomlar  katmanli  fosfolipitlerin
bilesimiyle meydana gelen cok kuguk
(nanometre boyutunda) sulu faz igeren
kabarciklardir.  Lipozomlarin  yapisi
genel olarak Sekil 1°de gérilmektedir.

Sekil 1. Tek tabakali (Unilamelar) bir lipo-
zomun yapisi (1)

Lipozomlar, temel olarak aktif madde-
lerin etkinligini arttiracak ve istenme-
yen toksik 6zelliklerini azaltacak sekil-
de, ¢ok segici olarak maddelerin tasin-

masinda kullaniimaktadir. Diger du-
rumlarda, lipozomlar etkinin uzatiima-
sinda, adsorbsiyonun gelistiriimesinde
veya basitge aktif maddelerin stabilize
edilmesinde kullaniimaktadir. Ayrica gen
transferinde ve gesitli teshis ve endi-
striyel aplikasyonlarda yararli olmakta-
dir. Boyutlar ve fizikokimyasal 6zellik-
leri, bu yapilarin kapsullenmig Urtnu
serbest birakarak doku igine degisik
yollarla penetrasyon ve difflizyonuna
yol agmaktadir (1).

Lipozomlar son yillarda tibbin pek ¢ok
uygulama alaninda ilgi odag: haline
gelmigtir. Lipozomlarin akigkanhgi, ge-
girgenligi ve molekuler organizasyonu
gibi 6zellikleri Gzerine yodunlasmis olan
fizikokimyasal galismalar, dogal mem-
branlarin yapisal elementi olarak gift
kath lipit tabakalarinin énemini ortaya
koymaktadir. Hiicre biyolojisinde lipo-
zom-hticre etkilesimleri, flizyon ve ad-
hezyon gibi fizyolojik proseslere bir
model unsur teskil etmektedir. Buna ek
olarak, hlcre-hucre fuzyonunu geligtir-

mek, membranlarin fosfolipit ve koles-
terol igerigini degistirmek ve normal ola-
rak suda ¢bziinebilen, fakat hicre igine
gegcisi zor molekiillerin transferinde kul-
lanilabilmektedir. Ayrica klinik arastir-
malarda insdlin, ¢esitli enzimler ve anti
tumor ilaglar gibi gesitli terapatik ilagla-
rin farmakolojik kapstilleri olarak da
kullaniimaktadir (2).

Lipozomlar, topikal (lokal), transdermal
(deri igerisinden kan dolagimina aktar-
ma), oral (agiz yolu ile), intraperitonal
(karin zari boslugunun igerisinde, ka-
rinla ilgili organlari igeren bolge), oki-
lar (gozle ilgili boélge), intramuskilar
(kasin igerisine zerk edilen), subcuta-
neous (deri altina zerk edilerek), inha-
led (solukla igeri gekme) gibi mimkin
olan tim medikal alanlarda kullanilmis
ve her birinde olumlu sonuglar elde
edilmistir. Tedaviyle ilgili Ozelliklerin
gelistirimesi amaciyla simdiye kadar
en sik kullanilan kapsillenmis etken
maddeler; anti-mantar, anti-kanser,
vicudun bagisiklik sistemini zayiflatan
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ilaglar, antibiyotikler, hormonlar, gug
tutusurluk maddeleri ve agri kesiciler-
dir. Bunlarin yani sira, lipozomlarin
aktif maddelerin bulunmadidi yapilar
seklinde bulunabilme olasihdi da dik-
kate alinmalidir. Bu sayede glg tutu-
surluk, anti-hipertansiyon, anti-viris
gibi cok cesitli konular Gzerinde galisi-
labilmektedir (1).

Son yillarda, lipozomun tekstilde kulla-
nimina iligkin birgcok arastirma yapil-
mistir. Bu yeni temiz teknoloji basta
yun boyamaciligi olmak Uzere gesitli lif
ve lif kansimlarinin boyanmasinda;
boyarmadde alimini kolaylastirmak,
boyama diizgiinliginu arttirmak, daha
dislk sicaklikta boyama yapabilmek
gibi ¢cok cesitli amaclarla kullanilabil-
mektedir.

2. LIPOZOMLARIN YAPISI VE
OZELLIKLERI

Lipozomlarin yapisini anlamak igin 6n-
celikle lipit ve fosfolipitin ne oldugunu
kisaca acgiklamak  gerekmektedir.
Lipitler, yagd ve vakslar gibi yasayan
organizmalarda meydana gelen bir
grup kimyasal bilesik olup, sudaki ¢6-
zunUrlUkleri olduk¢a dislktir. Fosfo-
lipitler ise, fosfat grubu igeren bir tir
6zel lipit olarak tanimlanabilir. Fosfo-
lipitler lipozomlarin ve hicre zarinin
yapitaslaridir. Vicudumuzun diger ki-
simlarl gibi derimiz de, hicrelerin bir-
lesiminden olugsmakta ve islevini iste-
nen sekilde yerine getirebilmesi igin
deriyi olusturan hicre zarinin saglikh
ve dayanikli olmasi gerekmektedir.

Lipitler genellikle hidrofob ve apolar bir
yapiya sahiptirler. Bu nedenle su ile
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Sekil 2. Baslica fosfalipit gruplari ve bunlarin fiziksel ve kimyasal yapilari
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Sekil 4. Sphingomyelin’in olusumu ve kimyasal yapisi

karigsmazlar. Fakat, fosfolipitlerin fosfat
grubu hidrofil ve polar yapiya sahip
oldugundan, bunlar suyla karistirilabil-
mektedir. Sekil 2’de belli bagli fosfolipit
gruplari ve bunlarin fiziksel ve kimya-
sal yapilar gosterilmektir.

Phosphatidyicholine (PC), hayvan ve
bitkilerde sikga rastlanan fosfolipit
(lesitin olarak da geger) olup, toplamin
%50’si kadarini olusturmaktadir. PC iki
katli (bilayer) membranlarin temel yapi
tagidir. Ozellikle plazma zarinin dig
yaprakgiginin biydk bir kismini teskil
etmektedir. PC ayni zamanda plaz-
mada sirkile eden temel fosfolipit olup,
lipoproteinlerin énemli bir bilesenidir.
Bakteriyel zarlarda ise daha az mik-
tarda (bakteri tirlerinin muhtemelen
%10’'ununda) bulunmaktadir. Bunlar
kuvvetli asidik ortamdan kuvvetli bazik
ortama kadar degisen pH araliginda
amfoter veya notr karakterde olan
fosfolipitlerdir.

Sphingomyelin  (SM)  (ceramide
phosphoryicholine), pozisyon 1e
eklenmis phosphorylcholine pargasi ile
ceramide biriminden olusmaktadir. Bu-
radan sphingolipitin’in  phosphatidyl-
choline’in benzeri oldugu ortaya ¢ik-
maktadir. SM, hayvan hicresinin za-
rinda sikga rastlanan bir bilegiktir ve
sphingolipit en fazla miktarda burada
bulunmaktadir. Gergekte, belirli doku-
lardaki lipitlerin %50 kadarini kapsaya-
bilmektedir ve bu nedenle phospha-
tidylcholin’den daha az miktarda bulun-
maktadir.

Fosfolipitler su igerisine eklendiginde,
hidrofilik bolgeleri suya dogru ve hidro-
fobik bolgeleri sudan uzaklasacak se-
kilde kendilerini dizene sokarlar. Fos-
folipitlere 6zgli bu es zamanli hidrofilik/
hidrofobik yapiya sahip olmalari, bun-
larin su igerisinde ¢ift tabakall gibi ya-
pilanma 6zelliginin temel nedenidir.
Fosfolipit ve su molekdlleri arasindaki
¢ekme ve itme kuvvetleri, fosfolipitlerin
kendi aralarinda ¢ift tabakali (bilayer)
gibi organize olmasini saglamaktadir.
Bu durum Sekil 5’de acgik bir sekilde
go6rulmektedir.

So6zu edilen cift katl fosfolipit tabaka-
lari lipozom ve hiicre zarinin gekirdek
yapisini olugturmaktadir (Sekil 6).
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Sekil 5. Fosfolipitler arasindaki dikey ve yatay etkilesimler
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Cok kiigiik lipozom (nanozom) elusumu Hiicre zar1 olusumu

Sekil 6. Cift katl fosfolipit tabakalarindan lipozom ve hicre zarinin olusumu

Cok kiigiik lipozom
(nanozom)

Hiicre zar

Sekil 7. Hicre zari ile lipozomun karsilastiriimasi

Hidrofohik hogluk

Polar hoslulk

Sekil 8. Lipozomun (¢ boyutlu yapisi

Lipozomun yapisi temelde hicre zari
yapisi ile benzerlik gdstermektedir.
Sekil 7°de iki boyutlu olarak bir hicre
zari ile lipozomun Kkarsilastiriimasi
gOsterilmektedir.

Lipozomlarin i¢ boyutlu yapisi bir topa
benzemektedir. ig yapilarinin gériilebil-
mesi i¢in Sekil 8de bu top ikiye
bélinmustur.

Sekil 8'den de gorilebilecegi Uzere
lipozomlar hem hidrofilik polar hem de
hidrofob apolar bosluklar igermektedir.
Bu sayede suda ¢dzinebilen madde-
leri polar bosluklarinda, yagda ¢6ziine-
bilen maddeleri ise hidrofobik boslukla-
rinda kapsulleyerek bunlar igin bir
tasiyici vazifesi gorebilmektedirler (3).
Lipozomlar iclerindeki 6zel bogluklarda
suda ¢6ziinen maddeleri yagda ¢6zi-
nen maddelere gore daha iyi bir se-
kilde kapsulleyebilmekte ve tasiyabil-
mektedirler.

Lipozomlar gerek sentetik gerekse de
dogal fosfolipitlere kolesterol ilave edi-
lerek olusturulmaktadir. Formulasyon-
lar daha ¢ok tarihi sebeplerden veya
dogal membran kompozisyonlarina
olan benzerlik (analoji) sebebiyle tercih
edilegelmigtir. Lipozomlarin hazirlan-
masinda en ¢ok fosfatidilkolin (Lesitin)
kullaniimaktadir. Ancak Tablo 1’de ve-
rilen pozitif ve negatif yuklu fosfolipitler
de kullanilabilmektedir (2).

Her fosfolipit tarli bir jel-sivi gegis
sicakh@r (Tc) ile karakterize edilmek-
tedir. Bu sicakhdin altinda yag asidi
zincirleri hemen hemen bir kristal duiz-
lemindedir. Bu sicakligin Uzerinde ise
zincirler daha sivi bir fazdadir. Zincirin
erimesi ile birlikte ¢ift tabakanin kalin-
i1 azalmakta ve her bir molekul ba-
sina disen alan artmaktadir. Bu degi-
siklikler X-lsini diffraksiyonu, nukleer
manyetik rezonans, elektron spin re-
zonans, differansiyel scanning kalori-
metrisi ve floresans depolarizasyonu
gibi cesitli fiziksel tekniklerle aragtiril-
mistir. Genel olarak Tc degeri zincir
boyu azaltilarak, ana zincirlerin doyu-
rulmamasiyla, blylk yan gruplarla ve
asll zincirin dallanma gdstermesi gibi
durumlarla azaltilabilir. Polar bag grup-
lari da gegis sicakligini etkiler, fakat
ana zincirler kadar etkili olmaz. Dogal
fosfolipitler (6rnegin yumurta fosfati-
dilkolini), doymus ve doymamis ana
zincirlerin  bir kompleksini icerir ve
disuk sicaklik gegcislerinin genis olusu
ile karakterize edilir. Tabloda verilen
bitin Tc degerleri multilamellar vezi-
killer ile yapilan galismalara aittir. Ku-
¢uk unilamellar vezikiller genellikle da-
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Tablo 1: Lipozom olusturmak igin kullanilan fosfolipitlerin 6zellikleri

LiPIT TiPIi KISALTILMASI YUKU Tc (°C)
Tek Komponent

Yumurta Fosfatidilkolini yumurta (egg) PC 0 -15,-7
Dioleoilfosfatidilkolin DOPC 0 -22
Dilaurilfosfatidilkolin DLPC 0 0
Dimiristoilfosfatidilkolin DMPC 0 +23
Dipalmitoilfosfatidilkolin DPPC 0 +41
Distearoilfosfatidilkolin DSPC 0 +58
Diizostearoilfosfatidilkolin DIPC 0 -
Sigir Beyni Sfingomiyelini Brain SM 0 +32
Yumurta Fosfatidiletanolamini yumurta (egg) PE [
Dimristoilfosfatidiletanolamiin DMPE 0 +48
Dimristoilfosfatidilgliserol DMPG (-) +23
Dimristoilfosfatidik Asit DMPA (-) +52
Sigir Beyni Fosfatidilserini Brain PS (-) +5
Disetilfosfat DCP (-)

Stearilamin SA (+)

Karigimlar

Ps/Dspc/Dppc (1:4,5:4,5) (-) +43
Dppd/Kolesterol(1:1) 0 YOK

((*%e )
-ﬁ.dsnrpsi}rnn

Sekil 9. Lipozom ile hiicreler arasindaki farkli etkilesim gesitleri

ha disuk ve daha genis gegis sicak-
liklar1 géstermektedir. Kendisi lipozom
teskil etmeyen kolesterol, fosfolipitlerin
jel-sivi kristal fazi gegislerini genigletir
ve tamamen kaybolmasina neden ola-
bilir. Bu durum 1:1 oraninda karistirilan
dipalmitoilfosfatidilkolin/kolesterol
karigiminda gorulur.

Farkli lipozomal formulasyonlarin 6zel-
likleri;

e hazirlama teknikleri,

o lipit yapisi,

e yik ve

e etken maddeler

tarafindan belirlenmektedir. Tim bu
parametrelerin elde edilen lipozomal
Urtintin davranigi Ustiinde 6nemli etkisi
vardir. Hucre ile lipozom arasindaki
molekdler etkilesim kadar boyut da, en
etkili hedefe ulagsmada g6z o6ninde
bulundurulmalidir. Ornegin gok 6zel bir
amaca ulagabilmek, lipozomlarin yiize-
yine monoklonlu antikorlarin baglan-
masiyla mimkun olmustur (1).

Fosfolipitlerin hucreler Uzerine olan
etkileri ile ilgili arastirmalarin 1900’lu
yillara dayanmasina ragmen, sadece
yeni yapilan bazi ¢alismalar lipozomal

yapilarla hucrelerin etkilesimi agisin-
dan bir takim agiklamalarda bulunabil-
migtir. Bu gibi etkilesimlerin mekaniz-
malari ancak 1970°li yillarda hicre
biyolgjisi ve tip alaninda lipozom uygu-
lamalarinin odagi haline gelmistir (2).
Gunimizde lipozomlarin hicrelerle
farkl yollarla etkilesime girebildigi bilin-
mektedir. Bunlar; flzyon, adsorpsiyon,
endositoz ve fagositoz seklinde sira-
lanabilir. Lipozom ve hicre tipine bagl
olarak bunlardan biri ya da diger etki-
lesimler meydana gelebilmektedir. Li-
pozomla hucreler arasindaki etkilegim-
lerin, buyuk 6lgtde lipozomlarin yapisi
ve bilesimine bagli oldugu bulunmus-
tur. Lipozom ile hiicreler arasindaki farkli
etkilesim cgesitleri sunlardir (1) (Sekil 9):

e Adsorbsiyon: Adsorbsiyon intakt
(bozulmamig) haldeki lipozomlarin
hiicre igine girmeksizin hicre ylzeyi
ile birlesmesidir. Adsorbsiyon spesi-
fik olmayan kuvvetler (elektrostatik
¢cekim kuvveti, hidrofobik etkilesim)
tarafindan olusturulabildigi gibi hiicre
ylzeyi reseptorleri ve antikorlar gibi
spesifik komponentler tarafindan da
olusturulabilmektedir.

e Endositoz: Endositoz, intakt haldeki
lipozomlarin endositotik vezikuiller
(hucre igerisinde oldukg¢a kigik ve
kusatilmis kisim) igine alinmasidir.
Genel olarak endositoz lizozomal
aparatin salinmasina sebep olur;
fakat bazi durumlarda lipozom icerigi
stoplazma igine kagabilmektedir.

e Flizyon: Lipit tabakalarinin plazma
membrani ile birlesmesi olayidir. Bu
birlesme ile birlikte lipozom icerigi
stoplazmik bosluk igerisine salinir.
Flizyon olayi sirasinda bazi lipozom
iceriklerinin ortama sizmasi da mim-
kiindlr. Flzyonun baslangicinda ve-
zikul icerikleri stoplazma icine Sali-
nirken daha sonra bu materyaller
lizozom gibi intraselller kompart-
manlar iginde konsantre edilmekte-
dir.

o Lipitik Degisim (Lipit transferi):
Lipit transferi, lipit molekdllerinin lipo-
zom ve hicreler arasinda gergekles-
tirdigi sivi haldeki lipozom igeridi ile
hiicre arasinda bir birlesme olmaksi-
zin transferidir (2).
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3. LIPOZOMLARIN
SINIFLANDIRILMASI

Lipozomlar boyutlarina goére kuguk
(Small) ve buylk (Large) olarak, kat-
man sayllarina gore tek tabakali
(Monolayer), iki tabakal (Bilayer) ve
¢ok tabakali (Multiplelayer) olarak si-
niflandiriimaktadir. Her bir sinif ken-
dine has potansiyel aplikasyon alanina
sahiptir. Ornegin eczacilikta daha ¢ok
tek katmanli lipozomlar (40-250 nm)
tercih edilmektedir. Farkl lipozom ¢e-
sitlerini elde etmek icin farkli hazirlk
teknikleri ve lipidik bilesimler kullanil-
maktadir (1).

(@) (b)

Sekil 10. Tek (Monolayer) (a) ve ¢ok taba-
kali (Multiplelayer) (b) lipozom (4)

Buylk, cok tabakali lipozomlar ger-
¢ekte lipozom iginde lipozom olarak
tanimlanabilir. Bunlarin dar kan damar-
larina veya deri igerisine penetrasyon
kabiliyetleri sinirhdir. Lipozomlarin i¢
tabakalarina hapsedilen materyallerin
ulasilabilirligi ve serbest birakilabilirligi
ortadan kalkmaktadir. Buyuk lipo-
zomlarin eldesi kolaydir. Sadece fosfo-
lipitin su icerisinde ¢alkalanmasi yeter-
lidir. Bu lipozomlar ¢ok sinirli bir fonk-
siyona sahiptirler ve genellikle en yay-
gin olarak gida Urtnlerinde bulunan
ticari lesitinden yapilirlar.

Tek ve iki tabakall lipozomlar, blylik
lipozomlardan bazi temel 6zellikler ba-
kimindan farklilik géstermektedir. Bun-
lar mimkin olan en yiksek kaliteye
sahip bilesenlerden olugsmakta ve 6zel
tekniklere gore uretilmektedir. Nano-
zomlar ticari lesitinden daha kaliteli
materyallerden elde edilmektedir. Na-
nozom eldesinde kullanilan madde
oldukga yiiksek oranda phosphatidyl-
choline (PC) icermektedir. Cok kuguk,
tek-iki tabakal lipozomlarin (Nanozom-

lar) Uretilmesi ¢ok zordur, bu nedenle
6zel yontemler kullaniimaktadir. Nano-
zomun eldesi buyuk, ¢ok tabakali lipo-
zomlara ultrasonik enerji uygulanma-
sini gerektirmektedir. Bu ydntem cok
uzun ve son derece dikkat isteyen bir
tekniktir. Ayrica kuglk partiler halinde
yapilmaktadir. Nanozomlar enjeksiyon
yoluyla kolaylikla kugiuk kan damar-
larina ve ayrica lokal aplikasyonlarla
deri igerisine penetre olabilmektedir.
Sekil 11°de kigik ve buyuk lipozomlar
arasindaki bazi yapisal farkliliklar gé-
rdlmektedir (3).

o_%ro

-'?\‘u
‘3'" ;

(a) (b)

Sekil 11. Blyuk ¢ok tabakali lipozom (a) ve gok
klgik tek-iki tabakali lipozom (b)

Ug ana lipozom sinifi sunlardir;

- Multilamellar  Vezikiiller (MLV):
Multilamellar vezikillerde (MLV) iki
tabaka arasindaki bogluklar, birbirine
yaslanmis lameller arasindaki itici
hidratasyon kuvvetleri ile Van der
Waals ve elektrostatik ¢cekim kuv-
vetleri arasindaki dengenin bir sonu-
cu olarak ortaya ¢cikmistir.

- Kiigiik Unilamellar Vezikiiller (SUV):
Kuguk unilamellar vezikuller, caplari

KAYNAKLAR/REFERENCES

yaklasik 200-500 angstrom olan
vezikillerdir. Sivi kompartmani sade-
ce bir ¢ift lipit tabakasi tarafindan
kusatilmistir. SUV’ler buyukltklerine
ek olarak, cesitli 6zellikleri bakimin-
dan da farkhliklar gostermektedir.

- Biiyiik Unilamellar Vezikiiller (LUV):
Bu tip vezikillerin c¢aplar yaklasik
600 angstromden bir ka¢ mikrona
kadar degisiklik gdstermektedir.

Lipozomlarin Uretiminde, sonikasyon,
ekstriizyon, ¢bzgen enjeksiyon yoén-
temi gibi teknikler olmasina ragmen,
bunlarin hepsi bir drinin (6zellikle
eczacllikla ilgili olanlar) durumuna ve
ondan beklenenlere cevap vereme-
mektedir. Bir Uretim yonteminin;

e Basit, standartize edilebilir, tekrarla-
nabilir ve makul bir fiyatta olmasi,

e Yeterli bir sire boyunca homojeni-
tesini ve stabilligini koruyabilen Grln-
ler eldesini saglamasi

¢ Boyut ve diger karakteristik 6zellikleri
mimkin oldugunca kontrol edilebilir
nitelikte olan Urdnlerin Uretimine im-
kan vermesi

istenmektedir (1).

Lipozomlarin hazirlanmasi, izolasyonu
ve karakterizasyonu igin kullanilan
yéntemler, bu molekillerin uygulama

alanlan kadar cesitlidir (5).

Sonug olarak, yapi ve tipleri 6zetlenen
lipozomlarin tekstil boyaciligindaki kul-
lanim alanlari ve uygulama sonugla-
rina bundan sonraki bdlimde degi-
nilecektir.

1) http://www.transtechnics.com/eng/conceptos1.htm /26.02.2006

2) G. CORAL, (Danigsman Prof. Dr. Omer COLAK), Lipozom protoplast elektrofiizyon
metoduyla Aspergillus niger kbékenli glikoamilaz geninin Saccharomyces cerevisiae
hiicrelerine aktariimasi ve ekspresyonu, Doktora Tezi, Mersin Universitesi, 2000

3) www. elsomresearch.com /26.02.2006

4) http://www.encapsula.com/pages/?business/26.02.2006
5) S. C. BASU, M. BASU, Liposomes Methode and Protocols, Volume 199, 2002
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