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Lipozomlarn Fiziksel ve Kimyasal Stabilitelerinin incelenmesi

An Investigation of Physical and Chemical Stabilities on Liposomes

Asuman BOZKIR Saadet KOCYIGIT*

OZET

Bu derlemede, ila¢ tasiyict sistem olarak kullanilan lipozomlarin
kimyasal ve fiziksel stabiliteleri incelenerek, stabilitelerini artirmak
amacit ile yapilan calismalar Ozetlenmistir.

Anahtar kelimeler: Lipozom, Lipozomlarin stabilitesi, Lipo-
zomlarin fiziksel ve kimyasal stabilitesi.

SUMMARY

In this review we have investigated the physical and chemical
stabilities of liposomes as a drug delivery system and the studies to
improve their stability were also summarized.

Key Words: Lipozomes, Stability of lipozomes, Physical and
chemical stabilities of liposomes.

Lipozomlar; aralarinda sulu bir faz bulunan, biyolojik memb-
rana benzeyen lipid tabakalarinin olusturdugu, mikroskobik boyut-
larda, genellikle kure seklindeki yapilardir. Lipozomlarin temel
yapilarinin hiicre membran yapisina ¢ok benzemesi ve bu nedenle
in vitro arastirmalarda model membran olarak kullanilabilmeleri,
ila¢ tastyict sistem olarak kullanilabilmeleri,, arastirmacilarin ilgisini
cekmis ve oOzellikle son yillarda Ttlizerinde en ¢ok calisilan dozaj sekil-
lerinden biri haline getirmistir (1, 2).

Ancak lipozomlarin gilnimiize kadar tam c¢oOziimlenememis
sorunlarindan biri hazirlanmalarindan kullanilmalarina kadar gecen
siire igerisindeki kimyasal ve fiziksel stabiliteleridir (3, 4).
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Lipozomlarin Stabilitelerini Etkileyen Faktorler

Lipozomlarin kimyasal ve fiziksel stabilitelerinin korunmasinda
oncelikle lipozomun vyapisi, etken maddenin lipozomda tutuldugu
faz, lipozomun biyiikligi, yiikii, hazirlama kosullar1 ve etken mad-
denin fizikokimyasal ozellikleri Oonemli rol oynamaktadir (1, 3-5).

A- Lipozomlarin Kimyasal Stabilitesi:

Lipozomlarin stabilitesini etkileyen en Onemli faktor, bunlarin
temel yapilarini olusturan fosfolipidlerin kimyasal stabiliteleridir (6).
Fosfolipidler, lipozom yapisi i¢inde iki sekilde kimyasal parcalanmaya
ugrayabilirler.

a) Oksidasyon (lipid peroksidasyonu)
b) Hidroliz (yaglh asit esterlerinin hidrolizi)

a) Oksidasyon:

Dogal fosfolipidlerin kimyasal yapisi, oksidatif hidrolitik islemler
yoluyla bozulmaya meyillidir. Lipozomlarda kullanilan fosfolipidlerin
c¢ogu molekiiler yapr olarak doymamuis acil zinciri icerirler. Bu zincirler
oksidatif parcalanmaya karsi dayaniksizdirlar. Ozellikle doymamis
yag asidi iceren fosfolipidlerle hazirlanan lipozomlar peroksidasyona
ugrayabilir. Ornegin; lesitin'in oksidasyonu sonunda oksi-peroksi
ve epoksi gibi ara Urtinler olusur. Bunlar daha sonra karbonil bile-
siklerine, hidrokarbonlara ve furanlara doniiserek bozunurlar. Hatta
toksik bozunma friinleride meydana gelebilir. Sekil 1. bu bozunma
olayim ve bozunma sonucu olusan ara trinleri gostermektedir.

Lipidlerde meydana gelen bu oksidatif bozunma peroksitlerin
ve hidro peroksitlerin olusumu ile de sonuglanan karmasik bir olaydir.
Meydana gelen bozunmanin miktari ve hizi pH'ya, tampon ortamina
ve sicaklia baglh olarak degisir. Lipozomlarin hazirlanmasi sirasinda
doymamis fosfolipidler kullanilir ve oksidasyonun azaltilmasi igin
ozel oOnlemler alinmazsa bu reaksiyonlar kolayca olusur. Boylece
lipozomlarin hazirlanmasi, depolanmasi ve kullanimi sirasinda ok-
sidasyon reaksiyonlari meydana gelebilir. Arastirmacilar lipozom
dispersiyonlarinda sulu faz olarak Tris ve Hepes tamponlarinin
kullaniminin lipid peroksidasyonunu biiyiik Olgiide onleyen faktor-
lerden biri oldugunu belirtmislerdir (5-7).
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Sekil 1. Lipozomlarm temel yapisint olusturan fosfolipidlerden, fosfatidilkolin'in

kimyasal parcalanma mekanizmasi (Otooksidasyon sonucu peroksitler ve aldehitler;
Hidroliz sonucu lizo-lesitin ve yag asitleri olugmaktadir).

Lipozomlarin kimyasal stabilitesi icin istenmeyen lipid oksidas-
yonunun bir ka¢ yontemle en aza indirilebilecegi bildirilmistir (3,
7, 8). Bunlar;

— Upygunsa, doymamis fosfolipidlerin en az miktarda kullanimi,

— Ortamdaki oksijen varligini en aza indirmek icin azot ve argon
gazi1 kullanimi,

— Dugstik direncli kaplarin kullanima,
— Ortamdan agir metallerin uzaklastirilmast,

— Antioksidanlarin kullanimi (a- Tokoferol gibi).

b) Hidroliz:

Hidroliz olayinda; pH, sicaklik, zaman, tampon, iyonik giicler,
fosfolipid'in zincir uzunlugu ve yapisi en etkili faktorlerdendir. Bir
fosfolipid molekiiliinde mevcut olan ester baglari su varliginda hidroliz
olur. Ornegin; lesitin'in hidrolizi sonucu lizo-lesitin olusur. Lipid
tabakalarinda belli oranda lizo-lesitin bulunmasinin lipozomlarin
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dayanikligint artirdigr belirtilmistir ve bazi arastirmacilar lizo-lesitin
olusumunu fosfolipidlerin kimyasal stabilitesini saglayan bir faktor
olarak disinmislerdir. Bununla beraber depolama sirasinda lizo-
lesitin olusumunun belli sinirlarin  lzerine c¢ikmamast oOnemlidir.
Lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan sonikasyon gibi bazi fak-
torler lizo-lesitin olusumunu etkilese bile bu problemi azaltmanin
en iyi yolu kullanilacak fosfolipid miktarinin uygun sekilde ayar-
lanmasidir (9-11).

B- Lipozomlarin Fiziksel Stabilitesi:

Lipozomlarin fiziksel stabilitesi; lipozomun yapisina, kullanilan
etken maddenin hidrofilik ya da hidrofobik olmasina ve lipozomlarin
depolanma sartlarina onemli Olgiide baghdir (1, 3, 4, 12). Genellikle
bir lipozom preparatinin fiziksel Ozelliklerindeki degisiklikler vezi-
kiillerin agregasyonu ya da lipozom hacminin buyiimesi seklinde goru-
Liir. Vezikiillerde meydana gelen sizma ve fiizyon olaylar1 lipozomlarin
uretimi sirasinda membran yapisinda bazi zararlara yol agmaktadir.
Bu durum 6zellikle SUV'lerin (Small Unilamellar Vesicule) faz gecis
sicaklig1 altinda hazirlanmasiyla meydana gelmektedir. Bunun yanisira
diger lipozomlarda faz gecis sicakligl iizerinde membran yapisinda
bazi1 hasarlar olusabilir. Etken maddenin lipozom yapisindan disari
sizmasl tek tabakali lipozomlarda daha cok goriilmekte, cok tabakali
lipozomlarda bu olaya daha ender rastlanmaktadir. Cok tabakali
lipozomun, lipid tabakasinda tutulmus etken maddenin disar1 sizmasi
sulu fazdaki etken maddenin disar1 sizmasina gore daha zordur (12).
Molekiil agirligr buiyiik olan etken maddelerin lipozomlardan disart
sizmalari daha giictir (M.A. > 1000). Buna karsilik kiiciik molekul
agirhikli maddeler daha kolay disari sizabilirler. Sonikasyon kosul-
larinin uygun olmadigi durumlarda lipozomlarda birlesme egilimi
artar ve etken madde daha kolay disar1 sizabilir.

Van der Waals etkilesimleri notral lipozomlarin agregasyonu
ve sedimentasyonuna neden olabilir. Bu ylizden membranlar birbirine
temas ederek biyiik yapilarin olugsmasina neden olur, boylece memb-
ran tabaka sayisi artar ve bilyiik vezikiiller olusur. Ozellikle nétr lipo-
zomlarda bu durum cok fazla goriiliir. Iyi ucurulmamis artik ¢ozii-
ciler ve eser elementler bu olay1 arttirabilirler.

Faz gecis sicakliginda, Ozellikle kiiciik tek tabakali lipozomlar
membranm egrisel yapisindan ileri gelen direncin az olmasi nedeniyle
flizyona meyillidir. Lipozomlarin faz gecis sicakliginda meydana gelen
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bu olay1 6nlemek i¢in lipozom dispersiyonlarimi faz gecis sicakligindan
uzak bir sicaklikta saklamak yerinde olur. Ayrica membran yapisina
yeterli miktarda kolesterol ilavesi ile faz gecisi azalir veya tamamen
ortadan kalkar. Lipozom mernbranlarinin gecgirgenligi, membranin
lipid tabakasina ve lipozom icinde tutulan etken maddenin yapisina
baglidir. Lipozom membranlar1 arasinda ozellikle biiyiik, polar veya
iyonik maddeler, kii¢ciik molekiil agirlhigina sahip lipofilik maddeler-
den daha etkili bicimde tutulurlar (3, 5, 11).

Lipozomlarn stabilitelerinin saglanmasi amaciyla yapilan calismalar

Arastirmacilar lipozomlarin fiziksel ve kimyasal stabilitelerini
artirmak icin cesitli calismalar yapmislardir. Bu calismalarda lipo-
zomlarin stabilitesini artirmak i¢in en fazla uygulanan yontemin
liyofilizasyon oldugu goriilmektedir (9-11, 13, 14).

Crowe ve arkadaslari, liyofilizasyon yontemiyle lipozomlarda
daha olumlu bir stabilite saglandigim acgiklamislardir. Diger baz
arastirmacilar ¢esitli fizikokimyasal teknikler kullanarak stabilizas-
yon caligmalari yapmislar ve bunlarn yetersiz bulmuslardir. Bununla
beraber yapilan calismalar, lipozom preperatlarinin liyofilizasyonu
icin sistematik olarak bir optimasyonun olusturulmadigim, ancak
bunun farkli sonuglar elde eden arastirmacilarin kiyaslama yapmasinda
onemli oldugunu vurgulamislardir (15-18).

Talsma, Crowe, Strauss ve arkadaslari, dondurarak saklamanin
liyofilizasyon islemi boyunca, dondurma-eritme islemlerinde lipo-
zomlart korumak amaciyla kullanildigint belirtmislerdir. Bu amacla
laktoz, maltoz, sakkaroz ve trehaloz gibi karbohidratlar kullanil-
mistir. Elektrolit iceren, bazi bilesiklerin ve gliserolin dondurma-
eritme tekniginde avantaj sagladigi, fakat liyofilizasyon sirasinda
kriyoprotektan (dondurma koruyucusu) olarak etkisiz oldugu anla-
stlmistir (17-19).

Crowe ve arkadaslari, lipozomlarin kriyoprotektanlarla ilgili meka-
nizmalarini agiklayarak, karbohidratlarin faz degistirme sicakliginda
artig, flizyon, faz ayrigsmasi ve lipozomlardan icerik kaybi gibi zararh
membran etkilerini dehidrasyon ile Onlediklerini belirtmislerdir.
Karbohidratlardan o6zellikle trehaloz'un flizyonu biiylik Ol¢iide 6n-
ledigini, digerlerinin ise flizyon olayim1 kismen Onledigini belirtmis-
lerdir (18). Sekil 2'de liyofilizasyon iglemi sirasinda kullanilan Kkri-
yoprotekranlarin lipozom yapis1i lizerindeki etkisi gorilmektedir.



Lipozomlarin Fiziksel ve Kimyasal Stabilitelerinin Incelenmesi 47

Donmaya karsi koruyucusuz

Sekil 2. Liyofilizasyon islemi sirasinda kullanilan kriyoprotekranlarin lipozom stabilitesi
tizerindeki etkisi.

Strauss ve Hauser, lipozomlarin % 10 sukroz ile hazirlandiklar:
taktirde toplam hacimlerinin % 20 arttigim ve fosfolipidden olusan
bas kisminin karbohidratlarin mevcudiyetinde fosfat bas gruplari
arasina eklenmesi nedeniyle daha cok yer kapladiklarini aciklamis-
lardir. Kullanilan sekerlere gore lipozomlarda meydana gelen biiyti-
menin;

Trehaloz > Sakkaroz > Glukoz > Inositol

siras1 ile oldugu, liyofilizasyon siiresince kriyoprotektif etkinin ise
yine aymi sira ile oldugu belirlenmistir. IR spektroskopisi yontemi
kullanilarak fosfolipid bas gruplar ile etkilesen trehaloz incelenerek
kesin bir kanit elde edilmistir (19).

Talsma ve arkadaslari, hazirladiklar1 lipozomlara kriyoprotektan
ilave ederek liyofilizasyon iglemi uygulamislardir. Kullanilan kri-
yoprotektanin etkisi dondurma eritme sirkiilasyonu uygulanarak DSC
yontemiyle takip edilerek degerlendirilmis ve kriyoprotektan saye-
sinde lipozomlarda aglomerasyon olusmadigi, boylece ortalama
partikiil buytiikliigii 0.15 um olan daha dayanikli lipozomlarin hazir-
landig1 bildirilmistir (16, 17).
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Crommelin ve Van Bloois, doxorubicin lipozomlarinin stabilitesi
icin yaptiklar1 caligmada lipozomlarin jel veya sivi kristal halde bulun-
masinin, tampon fazda tutulmus etken madde igin liyofilizasyon,
donma-erime islemlerinin 6nemli oldugunu buna karsilik lipid ta-
bakada tutulmus etken madde icin onemli olmadigint bildirmislerdir.
Neden olarak, sivi kristal fazdaki etken maddenin digsar cikiginin
kolaylastig1, oysa kriyoprotektan ilavesiyle iipozomun biitinliginin
korunabildigi bildirilmistir (20).

Ozer ve arkadaslari, bir grup kriyopretektif maddenin lipozom-
larin liyofilizasyonu Ttzerindeki etkilerini arastirmak tizere yaptiklari
calismada oOzellikle trehaloz'un bu amacla kullanilan maddeler ara-
sinda en etkili oldugunu saptamislardir. Burada trehalozun hidrojen
bagr yaparak fosfolipid membran ile dogrudan etkilestigi bildiril-
mistir (21).

Ozer ve Talsma, 5-FU iceren lipozomlardan etken madde ¢ikisini
oda sicakliginda ve buzdolabinda muhafaza ederek incelemislerdir.
Etken madde kaybinin oda sicakliginda bekletilen lipozomlarda daha
fazla oldugu saptanmistir. Ayrica sivi dispersiyon halinde bulunan
lipozomlarin jel halinde bulunanlara oranla daha az stabil olduklari
ve daha cok etken madde kaybina ugradiklart belirtilmistir (22).

Dang ve Rogers, hazirladiklar1 lipozomlari polimerlerle kap-
lamiglardir. Bu amacla once polimerin hidrofilik ve iyonik giicler
yardimi ile lipozom ylizeyine adsorbsiyonu saglanmis, daha sonra
polimerin hidrofilik gruplara baglanmas1 gergeklestirilmistir. Bu
yontemle hazirlanan lipozomlardan asetil salisilik asitin salimini ve
lipozom stabilitesini incelemislerdir. Caligma sonucunda polimerle
kapli lipozomlarin stabilitelerinin ve etken madde salimlarinin kap-
lanmamis lipozomlara gore daha iyi oldugunu saptamislardir (23).

Pajean ve arkadaslari, kollajen ve lipidler arasindaki iligkiyi
incelemislerdir. In vitro ve in vivo olarak cok tabakali lipozomlarda,
farkli sicakliklarda, tip-1 kollajenin varliginda ve yoklugunda calisil-
misg, lipozomlarin kollajen ile birlikteyken daha uzun stirede etken
madde ¢ikist sagladiklart belirlenmistir. Ortama % 0.8 oraninda Kol-
lajen ilavesiyle, lipozomlarin yag oksidasyonlarindaki ve gecirgenlik -
lerindeki azalma sayesinde stabil kaldiklar1 bildirilmistir (24).

Lipozomlarda yapilan stabilite testleri

Preparatlarin stabilite problemlerini belirlemeye yonelik faktor-
lerin anlasilmasi, hangi test metodlarinin lriiniin raf dmriniin tah-
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minine yarayacak bilgiyi saptama hususunda yardimci olacagidir.
Stabilite testleri sistemi her zaman karsilasacagr kosullarin otesinde
baski altinda tutar. Ozellikle lipozomlar gibi hassas sistemlere sta-
bilite testleri sirasinda uygulanan sicaklik artisinin ne yaptigi Onem-
lidir (25). Lipozomlar igin yiiksek sicakliklar; membran yapisini,
faz gecis sicakligina ulasildigr taktirde geri doniisiimsiiz olarak degis-
tirebilir. Sistemin karsilasabilecegi sicakliktan daha yiiksek sicaklik-
larin kullanilmasi halinde sistemin tekrar eski halini almama riski
vardir (26).

Van Bommel ve Crommelin, tek bir donma-erime deneyine bile
doymamis fosfolipidlerden hazirlanan Kkarboksiflorosein lipozom-
larinin dayanamadigini belirtmislerdir. Fosfolipid yapisina ilave edilen
kolesterole ragmen karboksifloroseinin lipozomlardan hizli bir sekilde
salimi gozlenmistir. Buna karsilik distearilfosfatidilkolin / dipalmi-
toilfosfatilgliserol / kolesterol iceren lipozomlar, ayni donma-erime
deneyine daha olumlu sonuc¢ vermislerdir (14).

Lipozom preparatlart i¢in hazirlanmis tam bir stabilite testi
protokoliiniin verilmemis olmasina ragmen tipik bir protokoliin asa-
gidaki kosuldaki testleri igerebilecegi belirtilmistir (3).

— 45°C'de bir ay

— 4°C'de bir ay

— 37°C'de alt1 ay

— Oda sicakliginda 12-14 ay

— Mubhtelif 151k yogunlugunda 12-24 ay

— lki-ii¢ "donma erime devri" (-20°C <-> 25°C)

— Alti-sekiz  "i1sitma-sogutma" devri (5°C <> 45°C ve her bir
sicaklikda 48 saat)

— Dakikada 60 devir yapan calkalayict ilizerinde 24-48 saat
(tasinma durumlarint tahmin etmek tlizere)

SONUC

Sonucgta; her bir test kosulu altinda bekletilen lipozomlarda
mikroskobik incelemeler (flokiilasyon v.s.), partikiil biiytikligi, re-
olojik incelemeler, kimyasal stabilite ve etken madde salimi arastiri-
larak gerekli bilgiler toplanabilir (3, 24, 25).



50 Asuman BOZKIR, Saadet KOCYIGIT

Heniliz lipozomlarin stabilite problemleri tam olarak coziimlen-
mis degildir. Ornegin; bir ¢ok arastirmaci lipozomlarda stabilite
arastirmak tizere siklikla uygulanan liyofilizasyon tekniginin lipo-
zomlarda orta dereceli bir stabilizasyon sagladigini diisinmektedirler.
Ozellikle suda c¢oziinebilen ilaclarin bu ydntemle hazirlanmalarinda
bazi problemler ortaya ¢ikmistir. Bu ylizden liyofilizasyon iinitelerinin

cok iyi kontrol edilerek dikkatle calisiimast gerektigi vurgulanmakta-
dir (11).

Bunun yanisira lipozomlarin stabiliteleri ile ilgili su genel gozlem-
ler siralanabilir;

1- Lipozomlarin uzun streli stabiliteleri ile ilgili yayinlanmig
kaynak hentiz cok az sayidadir.

2- Lipozomlarin stabilite testi ve hizlandirilmig stabilite testi
icin ayrintili protokollerin yayinlandi§i resmi bir rapor yoktur.

3- Depolama boyunca MLV (Multi Lamellar Vesicule) ve REV-
ler (Reverse Phase Evaporation Vesicule) SUVlere nazaran daha
dayanikli lipozomlardir.

4- Doymus fosfolipidlerin kullanimi ve kolesteroliin lipozoma
katilimi1 genel olarak stabiliteyi artirir.

5- 4°C de depolanan lipozomlar oda sicakliginda depolananlara
oranla daha stabildir.

6- Baz1 olumsuz oOrneklerine ragmen “liyofilizasyon” teknigi
lipozomlarin stabilitesi icin onemli bir islemdir.

7- Lipozomlarin hazirlanmasinda kullanilan etken maddelerin
fizikokimyasal Ozelligi ve hazirlama yOontemide stabilitede etkilidir.
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