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KISALTMALAR

BOS: Beyin omurilik s1visi

CL: Konvansiyonel lipozomlar

LCL: Dolagimda uzun siire kalan lipozomlar
HPLC: Yiiksek basingli stvi kromatografi
UPLC: Ultra performans sivi1 kromatografi
CL: Konvansiyonel lipozom

LCL: Dolagimda uzun siire kalan lipozomlar
MLV: Multilameller biiyiik kesecikler

OLV: Oligolameller biiyiik kesecikler

UV: Tek tabakal kesecikler

SUV: Kiiciik tek tabakali kesecikler

MUV: Orta biiyiikliikte tek tabakali kesecikler
LUV: Biiyiik tek tabakali kesecikler

GUV: Cok biiytik tek tabakali kesecikler
MVYV: Cok vezikiillii kesecikler

LA: Lokal anestezik

KVS: Kardiyovaskiiler sistem

MSS: Merkezi sinir sistemi

NNCA: Sodyum kanalina bagli olmayan etkiler
g: Gravite

ml: Mililitre



ug: Mikrogram
dk: Dakika

sa: Saat

nm: Nanometre
mbar: Milibar

v: Hacim



ICINDEKILER
Tesekkiir
Kabul ve Onay
Kisaltmalar
Icindekiler
Tablolar Dizini
Sekiller Dizini
Resimler Dizini

1. GIRIS

2. GENEL BILGILER

2.1. Lipozom nedir?

2.1.1. Etki Mekanizmalari

2.1.2. Smiflandirilmasi

2.1.3. Lipozom Hazirlanmasinda Kullanilan Fosfolipitler

2.1.4. Lipozom Hazirlama Yo6ntemleri

2.1.5. Kullanim Alanlar: ve Avantajlari

2.2. Lokal Anestezikler

2.2.1. Tarihce

10

11

13

16

16



2.2.2. Etki Mekanizmasi

2.2.3. Kimyasal yap1 ve Yapi-Aktivite Tligkisi

2.2.4. Farmakokinetik Ozellikleri

2.2.4.1. Emilim

2.2.4.2. Dagihim

2.2.4.3. Atilim

2.2.5. Toksisite

2.2.5.1. Sistemik Toksisite

2.2.5.2. Lokal Toksisite

2.3. Lipozomal Bupivakain

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Laboratuvar Cihazlari ve Geregler

3.2. Kimyasal Maddeler

3.3. Deney Hazirhg:

3.3.1. Lipozomal Bupivakain Hazirlama Yoéntemleri

3.3.1.1. Baz Bupivakainin Hazirlanmasi

17

19

21

22

23

23

24

24

26

29

31

31

33

34

34

34

Vi



3.3.1.2. Lipozomal Baz Bupivakainin Hazirlanmasi 34

3.3.1.3. Baz Bupivakain ile Lipozomal Baz Bupivakainin Hazirlanmasi 35

3.3.1.4. Lipozomal Bupivakain HCI’nin Hazirlanmasi 36

3.3.1.5. Bupivakain HCl ile Lipozomal Bupivakain HCI’nin Hazirlanmasi1 36

3.3.2. Yapay Beyin Omurilik Sivis1 (BOS) Hazirlama Yontemi 37
3.4. Deneylerin Yapihsi 37
3.5. Analiz Hazirhg: 40
3.5.1. Hareketli Fazin Hazirlanmasi 40
3.5.2. Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi 41
3.5.2.1. Baz Bupivakain Stok Cozeltisi 41
3.5.2.2. Bupivakain HCI Stok Cozeltisi 41
3.5.3. Standart Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi 41
3.5.3.1. Baz Bupivakain Standart Kalibrasyon Cozeltisi 41
3.5.3.2. Bupivakain HCI Standart Kalibrasyon Cozeltisi 42
3.5.4. Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi 42
4. BULGULAR 43

vii



4.1. Baz Bupivakain Standart Kalibrasyon Egrisi

4.2. Baz Bupivakain Iceren Numuneye Ait Kromatogramlar

4.3. Bupivakain HCI Standart Kalibrasyon Egrisi

4.4. Bupivakain HCI iceren Numuneye Ait Kromatogramlar

4.5. Analiz Sonuclar

5. TARTISMA

6. SONUC

7. KAYNAKLAR

8. OZET

9. SUMMARY

10. OZGECMIS

43

45

46

48

49

54

60

61

70

72

74

viii



TABLOLAR DiZiNi

Tablo 1. Lipozomlarin tipleri, bilesimleri ve 6zellikleri

Tablo 2. Lipozomlarin yapisal 6zelliklerine gore siniflandirilmasi

Tablo 3. Klinikte sik kullanilan lokal anestezikler

Tablo 4. Lokal anesteziklerin fizikokimyasal 6zellikleri

21

22



SEKILLER DIiZiNi

Sekil 1. Sulu kismu lipit molekiilleri tarafindan olusturulan membranla ¢evrilmis
mikropartikiiler veya kolloidal lipit kesecikleri seklinde olan c¢ok tabakali

konvansiyonel lipozom 4

Sekil 2. MLV nin kesitsel goriintiisii 9

Sekil 3. A) Bir fosfolipidin genel kimyasal yapis1 B) PE ve PC’nin kimyasal

yapist 11
Sekil 4. Lipozom hazirlama yontemlerinin sematik gosterimi 13
Sekil 5. Lokal anestezigin kimyasal yapisi 19

Sekil 6. Baz bupivakain icin HPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafigi 44

Sekil 7. Baz bupivakain i¢cin UPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafigi 44

Sekil 8. Bupivakain HCI i¢in HPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafigi 46

Sekil 9. Bupivakain HCI i¢in UPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafigi 47

Sekil 10. Deneylerdeki biitiin ¢ozeltilerin salinimi 49
Sekil 11. Bupivakain HCI salinimi 50
Sekil 12. Bupivakain HCl ile lipozomal bupivakain HCI salinimi 51
Sekil 13. Lipozomal baz bupivakain salinimi 52



Sekil 14. Lipozomal bupivakain salinimi

Sekil 15. Baz bupivakain ile lipozomal baz bupivakain salinimi

53

53

Xi



RESIMLER DiZiNi

Resim 1. Rotavapor cihazi

35

Resim 2. Su banyosu (37 °C’ye ayarli) ve su igine batabilen ¢oklu manyetik

karistirici

Resim 3. Baz bupivakain igeren numuneye ait HPLC kromatogrami

Resim 4. Baz bupivakain igeren numuneye ait UPLC kromatogrami

Resim 5. Bupivakain HCI i¢eren numuneye ait HPLC kromatogrami

Resim 6. Bupivakain HCI i¢eren numuneye ait UPLC kromatogrami

39

45

44

48

48

xii



1. GIRIS

Postoperatif agrinin azaltilmasinda cerrahi kesi yerine basit bir lokal
anestezik infiltrasyonunun bile laparoskopik kolesistektomi, inguinal herni
onarimi gibi operasyonlardan sonra etkin olarak katki sagladigi gosterilmistir
(1,2). Ancak goreceli olarak kiigiik molekiillii bu lokal anestezik molekiilleri hizla
damar duvarlarin1 gecerek enjeksiyon bolgesinden uzaklastigr icin uzun etkili
lokal anestezikler kullanilmasina ragmen analjezi siiresi kisithidir. Bu nedenle etki
siiresini uzatarak bu ihtiyaca cevap verebilmek icin uzun etkili bir lokal
anestezigin lipozom iginde enkapsiilasyonu giindeme gelmistir. Intravenoz
enjeksiyon sonrast enkapsiile ilaglarin biyodagilimmi modifiye eden lipozomlar
bu amagla kullanilmistir (3). Tavsanlarda multilameller lipozomlarda enkapsiile
edilen bupivakainin nobet, aritmi ve asistol gibi toksik etkiler acisindan giivenlik

marjinin daha iyi oldugu gosterilmistir (4).

Siganlarda, tavsanlarda ve farelerde analjezik etkisi nedeniyle lipozomal
bupivakain ile yapilan deneysel arastirmalarda yara yerine infiltrasyon,
intrasisternal veya subkutan uygulamanin nérotoksik yan etkileri arastirilmigtir (5-
8). Siganlarda yara yerine multilameller lipozomal bupivakain infiltre edildiginde
analjezi siiresini uzattigi gosterilmistir (5). Tavsanlarda intrasisternal uygulanan
multilameller lipozomal bupivakainin daha az sempatik blok yaptigi belirlenmistir
(6). Farelerde subkutan multivezikiiler (MVV) lipozomal bupivakain enjeksiyonu
sonrasi analjezi siiresinin uzadigr gosterilmistir (7). Tavsanlarda yapilan bir

calismada ise multilameller lipozomal bupivakainin motor blok etkilerinin



bupivakain / lipozomun igerigindeki lipid oraniyla, hemodinamik degisikliklerin

o

de bupivakainin dozuyla degistigi gosterilmistir (8).

Bu arastirmalardan yola ¢ikarak bupivakainin analjezik etkisinden daha
uzun siire faydalanabilmek igin in vitro kosullarda multilameller lipozomal
bupivakain hazirlayarak yapay beyin omurilik sivist (BOS) i¢indeki salinim

stirelerini géstermeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Lipozom nedir?

4

“‘Nanoteknoloji’ ve oOzellikle “‘nanotip’® biyolojik sistemlerin
nanometrik seviyede incelenmesi sonucu yapilacak deneysel ve klinik
caligmalarla diinya genelinde milyonlarca hastay1 etkileyen tibbi problemlere
benzersiz ¢oziimler saglamay1 amaglayan saglik bilimlerinin yeni bir disiplinidir.
Son iki ii¢ dekatta bu sahadaki 6nemli gelismeler 6zellikle tiimoral doku igin yeni
ilag tasiyict sistemlerin bulunmasi ile sonuglanmis ve bu yeni formiilasyonlarin
klinik kullanimi onaylanmistir (9). Bugiline kadar klinik kullanim igin daha ¢ok
lipozomal formiilasyonlarin ve polimer-ilag bilesiklerinin yer aldigi yaklasik 30

tane nanoteknoloji bazli lirlin onay almistir (10, 11).

Yaklasik 40 yil once Bangham ve arkadaslari, fosfolipitler hidrate
edildiginde veya sulu ortamda dagitildiklarinda olusan mikroskobik, kiiresel
kesecikleri lipozom olarak tammmlamiglardir (12). ik kesfedildigi yillarda
biyolojik membran 6zellikleri ile ilgili ¢aligmalarda kullanilmis olan lipozomlar,
giiniimiizde basta ilac¢ tasiyici sistem olmak iizere birgok bilim dalinda farkli

kullanim alanlarma sahiptir (13).

Lipozom vezikiilllerinin ¢aplar1 nanometre ile mikrometre boyutlar
arasinda degisiklik gosterir. Lipozomlar, biyoge¢imli ve biyoparcalanan
ozellikteki lipit icerikleri sayesinde hiicre membran yapisina benzerlik gosterir ve

benzerlik derecesi cesitli kimyasal modifikasyonlarla artirilabilir. Bu 6zellikleri



sayesinde, ila¢ hedeflendirme c¢alismalarinda ve immiin modiilasyonda yaygin

olarak kullanilirlar (14, 15).

Lipozomlarin igine hapsedilen ilact (enkapsiilasyon) tasiyabilecek {i¢
bolgesi mevcuttur. ilag molekiilii fosfolipit tabakaya (lipofilik etkin maddeler),
sulu kisma (hidrofilik etkin maddeler) veya su-lipit ara yilizeyine (peptit ve kiigiik
proteinler) hapsedilerek taginabilir. Boylece hem lipofilik hem de hidrofilik etkin
maddeler hatta orta derecede lipofiliteye sahip etkin maddeler lipozom seklinde

formiile edilebilir (12, 16, 17).

W
[

Sekil 1. Sulu kismu lipit molekiilleri tarafindan olusturulan membranla gevrilmis mikropartikiiler
veya kolloidal lipit kesecikleri seklinde olan g¢ok tabakali konvansiyonel lipozomun Kesitsel

goriintiisii (12)

Ilaglarin etkinligi sistemik toksisiteleri ve terapdtik konsantrasyonlarini
siirdiirmedeki yetersizlikleri nedeniyle sinirlandigindan devamli ilag tasiyici

sistemler oldukga faydalidir. Nano tasiyicilarla ilag birlesimi hem ilac1 etki yerine



tasinmasi sirasinda hem de viicudu proteinin sistemik maruziyetine karsi korur
(18).

Lipozomlar (lipit vezikiilleri) sulu bir ¢evreden meydana gelen mikron
genisliginde keselerdir. Lipozomun ilag tasiyicist olarak kullanilmasi 1950’lerin
ortalarinda baglamuistir (19). Kesenin duvarlari hayvan hiicre membranlar ile
benzer 6zellikte i¢ hidrofilik kompartmana izin veren lipit bir tabaka igerirler (19-
21). Bunlar canli dokuya uyum saglayabilen, metabolik olarak geri donisiimli
lipitte ¢Oziinen ilaclar lipit tabakasi icinde daha yaygin olarak suda c¢oziinen
ilaclar1 da i¢ hidrofilik ortaminda tasiyabilen tasiyicilardir.

Bolgesel uygulandiklarinda lipozomlar enjeksiyon tarafinda kalirken, ilaci
cevreleyen dokuya ve viicut bosluguna yavasca yayilir. ilacin doku ve viicut
boslugundan klirensi plazmadan klirensine gére daha yavas olup, ¢ok yiiksek ve
stirekli rejyonel konsantrasyonlar olugmasina fakat ¢ok diisiik seviyede sistemik

maruziyete neden olur.

2.1.1. Etki Mekanizmalari
Lipozomlar baslica 5 yolla etki gosterirler.
1.  Fiizyon: Lipozomun en dis tabakasinin hiicre membraniyla
birlesmesidir.
2. Adsorbsiyon: Lipozomun hiicre ylizeyine sikica tutunmasidir.
3. Lipit degisimi: Hiicre membran yapisindaki lipitlerin, lipozom

yapisinda bulunan lipitlerle karsilikli degisimidir.



4.  Endositoz: Hiicre ylizeyine temasta bulunan lipozomlarin fagositoz
yoluyla hiicre i¢ine alinmasidir.

5. Hiicre i¢ine lipozom si1zintisi: Hiicre ve lipozomun bire bir temasinin
sonucu olarak lipozomlarin hiicre i¢ine girisi s6z konusu olur. Bu giris
lipozomlarin serum albumini ve lipoproteinler ile etkilesimi sonucunda

meydana gelir (22).

2.1.2. Siniflandirilmasi

Lipozomlar; konvansiyonel lipozomlar (CL), pH-duyarli lipozomlar,
katyonik lipozomlar, dolasimda uzun siire kalan lipozomlar (LCL) ve
immiinolipozomlar olmak {izere gruplara ayrilarak bilesimlerine ve ila¢ tagima

ozelliklerine gore smiflandirilirlar (Tablo 1) (23).



Tablo 1. Lipozomlarin tipleri, bilesimleri ve 6zellikleri (23)

Tip

Bilegim

Ozellikler

Konvansiyonel Lipozomlar (CL)

Notral veya negatif yiiklii

fosfolipitler ve kolesterol

-Kisa yar1 Omiir
Retikiilo endotelyal
sistem (RES)
tarafindan hizla alinir
-RES’e hedeflendirme
icin uygun

-Doza bagl

farmakokinetik

pH-duyarli Lipozomlar

Fosfatidil etanolamin
(PE) veya dioleoil
fosfatil etanolamin
(DOPE) gibi fosfolipitler

ayrica kolesterol

-Zayif bazlarin ve
makromolekiillerin
hiicre igine taginmasi
igin uygun

-Dagilimi ve

hemisiiksinat (CHEMS) | farmakokinetigi CL’ye
veya oleik asit (OA) benzer

Katyonik Lipozomlar Katyonik lipitler DDAB | -Negatif yiikli
(dioktodesil makromolekiillerin

dimetilamonyumbromid),
DOGS (dioktodesil
amigdoglisin spermin),
DOSPA (2,3-dioleiloksi-
N-[2 (spermin-

karboksiamido) etil]-

taginmasi i¢in uygun
(DNA, RNA, vb)
-Yapisal olarak stabil
degil

-Yiiksek dozlarda

toksik




N,N-dimetil-1-propan

aminyumtrifloroasetat)-

-Lokal kullanimi sinirhi

,vb)
Dolagimda uzun siire kalan Notral yiiksek camsi -Hidrofilik yiizey
lipozomlar (LCL) gecis sicakligina sahip kaplama
lipitler -RES tarafindan alim1
Kolesterol + % 5-10 PEG | zor
(poli etilen glikol)-DSPE | -Dolasimda kalis siiresi
(kuru kat1 polimer uzun
elektroliti), GM1 -Doza bagl
(galaktozil-N- farmakokinetik
asetilgalaktozaminil-(N-
asetilndroaminil)-
galaktozilglikozil
seramid) veya HPI
(hidrojene fosfatidil
inozitol)
Immiinolipozomlar Antikora bagli CL veya -Hiicreye spesifik
LCL baglanma
-Hedef doku

¢evresinde salinim




Ayrica lipozomlar yapisal 6zelliklerine gore de siiflandirilirlar (Tablo 2)
(23, 24).

Tablo 2. Lipozomlarin yapisal dzelliklerine gore siniflandirilmasi (23, 24)

Kisaltma Adi Boyutu

MLV Multilameller Biiyiik Kesecikler > 0,5 mm

oLv Oligolameller Kesecikler 0,1-1 um

uv Tek Tabakali Kesecikler Her boyutta olabilir

SUV Kiigiik Tek Tabakali Kesecikler 20-100 mm

MUV Orta Biiyiikliikte Tek Tabakali Kesecikler | -

LUV Biiyiik Tek Tabakali Kesecikler > 100 mm

GUV Cok Biiyiik Tek Tabakali Kesecikler Caplar1 1 pm’den biiyiik
MVV Cok Vezikiilli Kesecikler Genellikle 1 pm’den biiyiik

Multilameller biiyiik kesecik tipi lipozomun kesiti Sekil 2’de gosterilmistir

(25).
Lipofilik bilesikler
{Haclar, besleyici
maddelerd
vitaminler }
Amfifilik r‘ﬁ}
lipitler /)
gy
Hidrofilik
bilegikler {llaclar,
hesleyici O
maddelerd
vitaminler)

Sekil 2. MLV nin kesitsel goriintiisii (25)




2.1.3. Lipozom Hazirlanmasinda Kullanilan Fosfolipitler
1. Kolin igeren fosfolipitler
Lesitin
Sfingomiyelin
Eter baglanmus fosfatidil kolin
2. Yapisinda dogal olarak fosfatidil bulunan fosfolipitler
Fosfatidil kolin (PC)
Fosfatidil-etanolamin (PE)
Fosfatidilserin (PS)
Fosfatidilgliserol (PG)
Fosfatidilasit (PA)
Fosfatidilinozitol (PI)
3. Degisik yag asitleri iceren fosfolipitler
Lizolesitin

Kardiyolipin (14, 26)

10



Fostatidiletanolamin{PE)
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A E

Sekil 3. A) Bir fosfolipidin genel kimyasal yapis1 B) PE ve PC’nin kimyasal yapisi
DOPE: Dioleoilfosfatidil-etanolamin

DSPC: Disteroil fosfatidil kolin

EPC: Yumurta sarisi lesitini

PE: Fosfatidil-etanolamin

PC: Fosfatidil kolin

2.1.4. Lipozom Hazirlama Yontemleri
Lipozomlar; mekanik dispersiyon, solvan dispersiyon ve deterjanda ¢6zme
gibi farkli yollarla hazirlanabilir (14, 24).
1. Mekanik dispersiyon

a. Elle ¢alkalama yontemi: Cam balonun ¢eperlerinde olusan lipit film,

sulu faz eklendikten sonra elle galkalanarak stispande edilir.
Bu yontemle MLV ’ler hazirlanir.

b. Calkalamadan hazirlama: Lipit film kuruduktan sonra, 15 dk
boyunca suyla doymus azot piiskiirtiiliir, boylece calkalamadan
sulu ortamda sismesi saglanir.

Bu yontemle LUV ’ler hazirlanir.
C. Pro-lipozom hazirlama yontemi

Bu yontemle MLV ler hazirlanir.

11



d. Dondurup-kurutma y6ntemi
Bu yontemle MLV ’ler hazirlanir.
e. Lipit hidrasyon yontemi
f. Mikro-fluidizer yontemi
Bu yontemle mikroemiilsifiye lipozomlar (MEL) hazirlanir.
0. Sonikasyon yontemi
Bu yontemle SUV’ler hazirlanir.
Probe sonikasyon
Sonikasyon banyosu
h. Membran ekstriisyon yontemi
I. Kurutulmus-rekonstitiie lipozom hazirlama yontemi (DRV)
J. Dondurma-¢6zme sonikasyon yontemi (FTS)
K. pH ile indiiklenen vezikiil olusumu
|. Kalsiyum ile indiiklenen fiizyon
Bu yontemle LUV ler hazirlanir.
2. Solvan dispersiyon yontemi
a. Etanol enjeksiyon yontemi
Bu yontemle SUV’ler hazirlanir.
b. Eter enjeksiyon yontemi

C. S/y emiilsiyonu olusturma yontemi

Bu yontemle hiicre biiytikliigiinde vezikiiller ve MVL’ler hazirlanabilir.

d. Ters faz buharlastirma yontemi

Bu yontemle REV’ler hazirlanabilir.

12



3. Deterjanda ¢ozme yontemi (14, 24)

Lipozom hazirlama yontemleri Sekil 4’te gosterilmistir (26).

Amfifil Lipitler

N\

organik fazda deterjan ¢ozeltisinde

Giﬂ“r coziilir
kuru(lipit film) kolloidal soltisyon

hidrasyon — MLV dispersiyonu deterjan uzaklagtirma

/ l \ dondurarak

urutma
fragmantasyo

budd off

ekstriizyon rer*d ratasvon
ara Rl .
LUV
SUV | | LUV | | FRV |

Sekil 4. Lipozom hazirlama yontemlerinin sematik gosterimi (26)

2.1.5. Kullanim Alanlar: ve Avantajlari

1. Diisiik dozlarla terapotik etkinin elde edilmesine olanak saglarlar.

2. Plazma etkin madde seviyesini istenen silire boyunca terapdtik diizeyde
tutabilirler ve bu sayede dozlama araligi uzatilmis olur.

3. Yan ve toksik etkileri azaltabilirler veya tamamiyla ortadan
kaldirabilirler.

4. Etkin maddenin enzimatik etkilerden korunmasini saglarlar.

5. Kisa yar1 omre sahip maddelerin yarilanma 6mriinii uzatirlar.

6. Hem lipofilik hem de hidrofilik 6zellikteki maddeleri tasima 6zelligine

sahiptirler.
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7. llact hedeflendirmek icin kullamlabilirler. Lipozomlar, igine
hapsedilmis etkin maddelerin farmakokinetik 6zelliklerini degistirirler.
8. Lipozomun igine hapsedilmis etkin maddenin emilim, dagilim ve
eliminasyon ozellikleri serbest etkin maddeden tamamiyla farklidir (27).
9. Lipozomlar giiniimiizde teshis ve tedavide genis klinik kullanim
alanlarina sahiptir (14, 24, 27).
a. Diagnostik goriintiilemede
Bilgisayarli tomografi: Suda ve yagda ¢6ziinen iyot bilesikleri kontrast
bilesik olarak kullanilarak MLV, LUV ve MEL tipte lipozomlar hazirlanir.
Manyetik rezonans goriintilleme: Paramanyetik elementler ya da
lipozomal lipitler kontrast bilesik olarak kullanilarak MLV tipte
lipozomlar hazirlanir.
Radyoniiklid goriintiileme: Gama (8) 1511 ya da positron yayan maddeler
kontrast madde olarak kullanilarak MLV tipte lipozomlar hazirlanir (28).
b. GOz hastaliklarinin tedavisinde: Etkin maddelerin, lipozomdan salimu,
gbzyas1 gibi biyolojik sivilardaki stabilitesi, lipozomla birlesim sekli,
elektrostatik 6zellikleri, partikiil biiyiikligi dagilimi ile lipozomlarin
yiizey ozellikleri gibi degiskenler optimize edilerek oftalmik hastaliklarin
tedavisinde gayet olumlu sonuglar alinabilmektedir (29).
c. Kanser tedavisinde: Kanser tedavisinde kullanilan farkli etkin maddelerin
lipozom formiilasyonlar1 hazirlanmakta ve bu sayede etkin maddenin

tiimor bolgesinde yogunlasmasi amaglanmaktadir (30, 31). Ornegin, beyin
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tiimorlerinin tedavisinde ilaglar1 lipozom i¢ine hapsetmek ve boylelikle
kan-beyin engelini gegmelerini saglamak iizere ¢alismalar yapilmistir (32).

d. Enzim c¢alismalarinda: Lipozom membranin hiicre membranina
benzerliginden faydalanarak enzimlerin hiicre igine girisi saglanmaktadir
(33).

e. Paraziter hastaliklarin tedavisinde: Lipozomlar ozellikle mononiikleer
fagosit sisteminde lokalize enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir
(34).

f. Asilarda: Katyonik lipozomlar DNA’nin ve protein yapisindaki asilarin
viicuda verilmesinde kullanilmaktadir. Ayrica lipozom formiilasyonlari,
hiicresel bagisikligi ve buna karsilik olarak immiin cevabi artirmak igin
kullanilmaktadir (35- 37).

0. Kozmetik friinlerde: Lipozomlarin tabakali yapisi viicuttaki dogal
membranlara benzerlik gostermektedir. Bu sayede, hiicre membranlarinin
akicilik o6zelliklerini degistirerek, hiicrelerle etkilesebilmektedirler. MLV
lipozomlar1 tasidiklar1 etkin maddeleri 30 dakika i¢inde derinin stratum
korneum, epidermis ve dermis tabakalarina hizla gecirerek konvansiyonel
preparatlara tistiinliik saglarlar (38).

h. Gen tedavisinde: Lipozomlar gen tedavisinde terapétik aktiviteyi artirmak

icin yaygin olarak kullanilmaktadir (39, 40).

Lipozomlarin viicuda bircok yoldan verilmesi miimkiindiir. Bunlar;

parenteral yol (intravendz, intraperitonal, intramiiskiiler, subkutan), okiiler yol,
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nazal yol, pulmoner yol, oral yol, transdermal yol, rektal ve vajinal yol olarak

sayilabilir (24, 27).

2.2. Lokal Anestezikler

Lokal anestezikler (LA) klinikte genellikle cerrahi esnasinda ve sonrasinda
agriy1 azaltmak ve anestezi saglamak ya da akut ve kronik agri durumlariyla
miicadele amagh kullanilmaktadir (41). Yavas salimimli  bupivakain
formiilasyonunun avantaj ve dezavantajlarini1 anlayabilmek i¢in lokal
anesteziklerin etki mekanizmasi ile sistemik ve lokal doku toksisitelerine kisaca

deginilecektir.

2.2.1. Tarihce

Koka bitkisinin Peru’dan Avrupa’ya ithalinden sonra, 1859 yilinda Albert
Niemann tarafindan kokain izole edilmistir. 1884 yilinda Karl Koller tarafindan
gozde analjezik etkilerinin gosterilmesi ile klinik uygulamaya girmistir. Kokainin
klinikte hizla ve siklikla kullanilmasi sonucu goriilen kokain entoksikasyonu yeni
ajan arayislarina neden olmustur. Daha az toksik ajan olan benzokain 1900°de,
prokain 1904’te Alfred Einhorn tarafindan sentezlenmistir (42). Prokaine Kklor
eklenmesiyle kloroprokain olusturulmustur. Ester grubundaki son ajan tetrakain
1930°da sentezlenmistir. Ilk amid yapili lokal anestezik olan lidokain 1944’te

Ldfgren tarafindan sentezlenmistir (43). Mepivakain 1957°de, prilokain 1960’da
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sentezlendikten sonra uzun etkili ajan arayislar1 sonucunda 1963’te bupivakain
kesfedilmistir. Artikain ve etidokain 1972’de sentezlenmistir. Bupivakain
toksisitesi klinik olarak ilk kez 1966°da tanimlanmasina karsin daha az toksik olan

ropivakain 1996’da, levobupivakain 1999’da klinik kullanima girmistir (44).

2.2.2. Etki Mekanizmasi

Her periferik sinir aksonu kendi hiicre membran1 ve aksolemmasina
sahiptir. Otonomik postganglionik efferentler ve nosiseptif afferent C lifleri gibi
miyelinsiz sinirler tek schwann hiicresi kilifi iginde birgok akson igerir. Kalin
motor ve duyusal fibrillerin ¢ogu, aksonal gelisim sirasinda kendi aksonlarinin
gevresini saran Ozellesmis schwann hiicresinin plazma membranindan olusan
miyelin katman ile ¢evrilmistir. Miyelin kilift boyunca periyodik kesintilere neden
olan ranvier diigiimleri sinirin ileti hizimi biiyiik oranda artirir. Impuls dogmasina
ve yayllmasina hizmet eden Na® kanallari, miyelinli fibrillerin ranvier
diigtimlerinde yiliksek konsantrasyonda bulunmakta, fakat miyelinsiz fibrillerin

tiim aksonu boyunca dagilmis durumdadir (45).

[letim blogu; sinir hiicresi aksonundaki aksiyon potansiyeli olusumunda
rol alan voltaj bagimli sodyum kanallarinda sodyum akiminin lokal anestezikler
ile gecici olarak durdurulmasidir. Sodyum kanali polarizasyonda dinlenim
membran potansiyelinin -40 mV {izerinde oldugu depolarizasyon fazinda agik

(aktif), -70 mV altinda oldugu repolarizasyon fazinda ise kapali (inaktif)
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pozisyondadir. Lokal anestezik molekiilii ag¢ik durumdaki sodyum kanalina
baglanarak kanalin inaktif hale gegmesine neden olur. Bu durum bir sonraki uyari

ile hiicre i¢ine sodyum girisini ve depolarizasyonu engeller (46, 47).

Sinirdeki degisik lif tipleri lokal anestezikler ile bloga farkh
duyarhiliktadir. Ince miyelinli lifler (B, A-gama ve A-delta duyusal lifler) en
duyarli liflerdir. Daha sonra kalin miyelinli lifler (A-alfa ve A-beta lifleri), en

duyarsiz olanlar ise miyelinsiz C liflerdir (48).

Son yillarda yapilan g¢aligmalarda kalsiyum, potasyum ve G-protein ile

regiile kanallarin da iletim blogunda etkili oldugu gosterilmistir (44, 49-51).

Volta; kapili sodyum kanallar1 ndronlarda ve diger birgok elektriksel
olarak uyarilabilir hiicrelerin zarlarinda olusan aksiyon potansiyelinin yiikselen
fazindan sorumludurlar (52). Lokal anestezikler bir akson iginde yeterince
sodyum kanalinda yer isgal edip buradaki aktiviteyi bozan, depolarizasyonu
durduran ve bdylece aksiyon potansiyeli olusumunu ve sinirsel iletisimin
ilerleyesini engelleyerek sinirsel iletimi geri doniislimlii olarak bloke eden
bilesiklerdir (53). Bunu yapabilmek igin lokal anesteziklerin sodyum kanallarinin
i¢c deligine bu kanallarin hiicre icindeki kismindan girerek baglanmalar

gerekmektedir.

Klinikte kullanilan biitiin lokal anestezik molekiilleri ii¢ kisimdan
olusmaktadir; lipofilik (aromatik) ug, hidrofilik (amin) u¢ ve bu uclar arasindaki

baglanti. Bu baglanti ya aminoester ya da aminoamid zincir igerir ve bu
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baglantiya gore lokal anestezikler aminoester-bagli (halkali); kokain, prokain,
benzokain ya da aminoamid-bagl (halkali); lidokain, bupivakain, ropivakain,
levobupivakain olarak ikiye ayrilmistir (46). Aminoester halkali lokal anestezikler
doku ve kanda bulunan esteraz enzimleri tarafindan hidrolize edilirken,
aminoamid halkali olanlar ise karaciger sitokrom P450 enzimleri ile hidrolize

edilirler.

2.2.3. Kimyasal Yap1 ve Yap1 — Aktivite Iliskisi

Tipik bir lokal anestezik molekiilii yapisinda ii¢ temel fonksiyonel iiniteye
sahiptir. Bu tniteler; lipofilik aromatik halka, genellikle tersiyer amin yapisindaki

hidrofilik amin halkas1 ve bu halkalar1 birlestiren ester veya amid yapisindaki ara

zincirdir (Sekil 5) (48).

Sekil 5. Lokal anestezigin kimyasal yapis1 (48)
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Aromatik halka molekiiliin lipofilik 6zelliklerini saglar. Lipit ¢oziiniirligii
bilesigin membran lipidleri ile etkilesim egilimini ifade eder. Sinir hiicre
membrani lipoprotein yapisinda oldugu i¢in aromatik halka, lokal anestezik
molekiiliiniin hiicre membranindan gecerek aksoplazmaya ulasmasini saglar.
Uygulanan dozun daha fazlasinin hiicre i¢ine gegmesini sagladigr i¢in lipit
¢ozunirlik ile ajanin etki giicii arasinda pozitif korelasyon mevcuttur (54).

Amin halkasi, baz yapisinda proton alicisi olan kisimdir. Molekiiliin
hidrofilik 6zelliklerini belirler. Sodyum kanalinin tutulmasinda rol alir. Amin

halkasinin durumu ajanin biyolojik membranlardan gegisini belirler (46).

Ara zincir ya ester ya da amid yapisindadir ve bu yapiya gore lokal
anestezikler aminoamid veya aminoester bilesikleri olarak smiflandirilirlar.
Lidokain, mepivakain, prilokain, etidokain, artikain, bupivakain, ropivakain, ve
levobupivakain aminoamid grubu olustururken kokain, prokain, kloroprokain ve

tetrakain aminoester grubundaki lokal anestezik ajanlardir (47).

Bu tez arastirmasinda kullanilan bupivakainin o6zellikleri Tablo 3’te

gosterilmistir (55).
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Tablo 3. Bupivakain (55)

Bupivakain

(Markain)

Tlk Klinik Kullanima Temel Anestezik
Kimyasal Yap1 Tipik Ticari Preparatlar
Girdigi Yaklagik Y1l Olarak Kullanimi
Infiltrasyon 2,5 mg/ml soliisyon
CH, ?4H9 Periferik sinir blogu | 2,5 ve 5 mg/ml soliisyon
. N
NHCO . 1963 _
) ’ Epidural 2,5,5ve 7,5 mg/ml
CH; . : soliisyon
Spinal
5 ve 7,5 mg/ml soliisyon

Bupivakain bir N-alkil pipekoloksilidinin butil derivesidir. Yapisindaki
asimetrik karbon atomu enantiyomerlerinin olmasina olanak saglar (44). Etkisi
yavas baslar ve uzun siirer. Infiltrasyon anestezisinde % 0,25°lik soliisyon
kullanildiginda etki stiresi 2 - 4 saattir (47). Epidural ve spinal anestezide % 0,5 -
0,75 konsantrasyonda kullanilir. Motor blok olusturmadan analjezi % 1
konsantrasyonla olusturulabilir. Periferik bloklarda 24 saate yakin etki siiresi elde

edilebilir (48).

2.2.4. Farmakokinetik Ozellikleri

Lokal anestezikler zayif baz yapisinda olduklari i¢in dolagimda alfa-1-asid
glikoproteinlere baglanirlar. Farkli oranlarda proteinlere baglanirlar ve bu

ozellikleri aym1 zamanda sodyum kanallarindaki proteinlere afiniteleri ile de
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korele oldugu i¢in etki siirelerini belirleyen temel faktordiir (Tablo 4) (48).
Bupivakain en yiiksek oranda (% 95,5) proteine baglanan ve en uzun etkili lokal

anestezik ajandir (54).

Tablo 4. Bupivakainin fizikokimyasal 6zellikleri (48)

pKa Molekiil Agirhigi | Proteine Eliminasyon
(dalton) Baglanma (%) Yar1 Omrii (sa)
Bupivakain 8,1 288 95 3,5

2.2.4.1. Emilim

Kandaki lokal anestezik konsantrasyonu; enjekte edilen miktar enjeksiyon
alanindan absorbsiyon orani, doku yayilim orani, biyotransformasyon orani ve
spesifik ilacin atilimi ile belirlenir. Yas, kardiyovaskiiler durum ve hepatik
fonksiyon gibi hasta ile iliskili faktorler fizyolojik diizenlemeyi ve lokal

anestezigin son kan konsantrasyonunu etkiler (55).

Lokal anesteziklerin sistemik emilimi enjeksiyon yerinin vaskiilaritesi ile
dogru orantilidir. Damarlanmasi fazla olan bdlgeye enjeksiyon ile emilim hizli ve
yiiksek orandadir (intravendz > trakeal > interkostal > paraservikal > epidural >

brakiyal pleksus > siyatik sinir > subkutan ) (48).
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2.2.4.2. Dagihm

Lokal anestezikler viicutta tiim dokulara dagilirlar fakat doku ve
stvilardaki konsantrasyonlar: lipid ¢6ziiniirliik ve proteine baglanma ozelliklerine
gore degiskenlik gosterir. Fazla kanlanan organlar (beyin, akciger, karaciger, kalp,
bobrekler) baslangigtaki hizli alimdan sorumludurlar ve ajan konsantrasyonlari
yiiksektir. Sonraki yavas dagilimdan ise orta dereceli kanlanan organlar (kas,
barsaklar) sorumludur. Akcigerden de atildiklart igin pulmoner damarlardan
gecerken kan konsantrasyonlar1 diiser. En yiiksek oranda iskelet kasinda

bulunurlar (48).

2.2.4.3. Atilim

Lokal anesteziklerin metabolizma paterni kimyasal siniflamalarina gore
degisir. Ester veya prokain benzeri ilaglar, plazmada psddokolinesteraz enzimi ile

hidrolize ugrar (56, 57).

Aminoamid ilaglar primer olarak karacigerde enzimatik yikilima ugrar.
Lidokain mepivakainden daha hizli metabolize edilirken bupivakain hem

lidokainden hem de mepivakainden daha yavas metabolize edilmektedir (58).
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2.2.5. Toksisite

Lokal anestezik ajanlar ile olusan etkiler; alerjik reaksiyonlar, sistemik ve
lokal toksik etkilerdir. Sistemik toksik etkiler; santral sinir sistemi etkileri,
kardiyovaskiiler sistem etkileri ve methemoglobinemiyi icerir. Lokal toksik etkiler

ise nérotoksisite ve miyotoksisiteyi igeren doku toksisitesi ile olusur (46).

2.2.5.1. Sistemik Toksisite

Lokal anestezigin sistemik dolasimdaki konsantrasyonu arttik¢a, cesitli
kardiyovaskiiler sistem (KVS) ve merkezi sinir sistemi (MSS) bulgular1 ortaya
cikar. Kisaca MSS, lokal anestezik toksisitesine KVS’ye gore daha duyarli oldugu
icin, entoksikasyon belli belirsiz MSS aktivasyonu bulgularina neden olur
(terleme, kas segirmesi ve tremor). Bunu takiben kortikal inhibitér néronlarin
oncelikli olarak bloke olmasina bagli olarak tonik-klonik nobetler olur. Daha da
artan plazma seviyeleri sonrast hem inhibitér hem de uyarici yolaklarin bloke
olmasina bagl olarak tipik olarak hipoventilasyon ve koma ile seyreden yaygin
bir MSS depresyonu gelisir (59). Benzer olarak lokal anesteziklerin neden oldugu
kardiyotoksisitede ardisik iki evreli olaylar goriilir. Once sempatik sinir
sisteminin aktivasyonuna bagl tasikardi ve hipertansiyon baskindir. Bu evreyi
takiben artan plazma konsantrasyonlari sonrasi direkt miyokardiyal depresyon,
aritmi, uzamis iletim siireleri ve son olarak kardiyovaskiiler kollaps gelisir (59).

Lokal anesteziklere bagli gelisen kardiyotoksisitenin fizyopatolojisi ¢ok yonlii ve
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karmasiktir. Bupivakain Na* kanal blokajina bagimli olarak kardiyak iletimi uzatir
boylece PR araligi ve QRS siiresi artar.

Ayrica, K* kanallarinm iletkenligi iizerinde de belirgin etksisi vardir. QTc
araligmi uzatir ve inaktive Na® kanallarinin blokajini1 artirir ve doza-bagimli
miyokardiyal depresyon yapar (59). Bu konuda stereoselektivitenin anahtar bir
patojenik rolii oldugu gosterilmistir (59, 60). Lokal anesteziklerin R- ve S-
enantiyomerlerinin farkli iyon kanallar1 (Na*, K* ve Ca* ), i¢in farkli derecelerde
baglanma egilimleri vardir ve bu R-enantiyomerleri ile karsilagtirildiginda S-
enantiyomerlerinde MSS ve kardiyak toksisitede O6nemli derecede azalmayla
sonuglanir (61, 62). Bupivakain (dekstrorotatuar ve levorotatuar enantiyomerlerin
rasemik bir karisimi) ile karsilastirildiginda, ropivakain (goéreceli olarak daha yeni
ve yapisal olarak bupivakaine yakin saf levorotatuar amino-amid LA) ve
levobupivakain (bupivakainin saf levorotatuar bir izomeri) MSS’ye belirgin
olarak daha az toksiktir zira her iki ajanin dozlarinin da MSS toksisitesi agikar
hale gelmeden 6nce % 10 — 25 daha fazla oldugu gosterilmistir (59). Ilging olarak,
bupivakain diger ajanlara nazaran daha diisiik kardiyovaskiiler / MSS oranina
sahip gibi goziikmektedir ve lidokaine gore aritmilere daha yatkindir (59, 63).
Biitiin ajanlar izotonik ve izometrik kosullarda kalp gevsemesini (lusitropi)
onemli miktarda bozmasina ragmen, bupivakain ve levobupivakain ropivakaine
gore daha fazla negatif lusitropik etkiye neden olmuslardir (64). Anestezi almis
kopeklerde dort farkli lokal anestezikle yapilan artan doz asimina baglh gelisen

kardiyak arrest sonrasi resiisitasyon basarisizliginin rasemik bupivakain (% 50)
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verilen hayvanlarda levobupivakain (% 30), ropivakain (% 10) ve lidokain (% 0)
verilenlere gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir (65).

Uzun etkili lokal anestezikler arasinda sistemik toksisite profillerindeki
belirgin farkliliklar goz 6niinde bulunduruldugunda, en toksik olan bupivakainin
etki siiresini uzatmak igin lipozom igerisine enkapsiile edilerek pazarlanmasi
distiniilmiistiir. Simdiye kadar yaymmlanan c¢alismalarin  erken donem
sonuglarinda goriildiigii tizere, yeni formiille ayni klinik tesiri saglamak igin saf

bupivakainin ii¢ kati dozuna ¢ikmak gerektigi bildirilmistir (3).

Bununla birlikte lipozomlar intravenéz uygulama sonrasi enkapsiile
ilaglarin biyodagilimmi modifiye ederler. Tavsanlarda elde edilen deneysel
veriler, multilameller lipozomlarda enkapsiile edilmis bupivakainin, siklikla
kullanilan ve total doz artimina bagli olarak konviilziyon, kardiyak aritmi ve
asistol gelisimine neden olan saf soliisyonlara gore daha 1yi bir glivenlik marji

sagladigini gostermistir (4).

2.2.5.2. Lokal Doku Toksisitesi

Klinik olarak lokal anestezik ilaclarin lokal doku toksisitesi olusturmasi
nadir ve yaygin olmayan yan etkiler olarak goriilmektedir. Lokal anestezik
verilmesi sonrasi hastalarda gelisen miyotoksik komplikasyonlarin rapor edildigi
sadece bir kag tane olgu sunumu yayimlanmistir (66). Bilhassa, siirekli periferal
bloklar, yara kenarlarinin infiltrasyonu, tetik nokta enjeksiyonlari, peribulbar ve

retrobulbar bloklar sonrasi olusan klinikle uyumlu miyopati ve kas nekrozlar: tarif
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edilmistir (66). Ancak, lokal anesteziklerin deneysel miyotoksik etkileri ¢ok
yogundur ve tekrarlanabilir (67). 1980 yilinda Foster ve Carlson test ettikleri
lokal anestezikler i¢inde prokainin en az ve bupivakainin ise en c¢ok kas
harabiyetine yol a¢tigini bildirdiler (68). Daha yakin bir zamanda Zink ve ark.
ropivakainin miyotoksisite potansiyelinin bupivakainden daha az oldugu
sonucuna vardilar (69). Bununla beraber her iki ilag da siirekli periferal sinir
bloklar1 sonrasi kalsifiye kas nekrozunu, skar dokusu olusumunu ve belirgin bir
kas lifleri rejenerasyon hizini iceren morfolojik olarak es paternler olusturdular
(66). En azindan deneysel sartlarda, incelenen biitiin lokal anestezikler klinik
konsantrasyonlarda uygulandiginda, ilaca 6zel ve doz bagimli toksisite oraniyla
miyotoksik bulunmustur (67). Dahasi, son veriler bupivakainin siganlarda
mitokondriyal biyoenerjiklerde degisime ve ultrayapisal kas hasarina neden
oldugunu ve en ciddi degisimlerin yash olanlarla karsilastirildiginda geng
hayvanlarda olustugunu géstermistir (70).

Patofizyolojik olarak artmis hiicre igi Ca*? diizeyleri kas hiicresi hasarinda
en Onemli etken olarak goriilmektedir. Farkli derecelerde, bupivakain,
levobupivakaine ve ropivakain klinik konsantrasyonlarinda sarkoplazmik
retikulumdan Ca*? salinimi uyarir ve es zamanli olarak sarkoplazmik retikuluma

Ca* geri alinimini1 inhibe eder, boylece sitotoksik hiicre ici Ca*® seviyeleri olusur

(66).

Bu nedenle incelenen biitiin lokal anestezik ajanlar miyotoksik olarak
gozilkmektedir; kas hasarmin genisligi doz bagimhidir ve seri ya da stirekli

uygulamalar 6zellikle geng kaslarda daha da koétiilesmeye neden olur.
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Bununla birlikte kas dokusu lokal anestezik soliisyonla uzun siireli temas
sonras1 zarar goren tek yapi degildir. Gelismekte olan néronlarda bu ajanlar
bliylime bolgesi kollapsin1 ve sinir dejenerasyonunu tetikleyebilir, eriskin
hiicrelerde ise sinir apopitozu baslayabilir (71). Dahasi yakin zamanda yapilan
birgok ¢alismada lokal anesteziklerin eklem Kkartilajinda bulunan kondrositlerde
kartilaj dejenerasyonuna katkida da bulunabilecek geri doniistimsiiz hasara neden
olabilecegini ortaya koymustur. Deneysel modellerde 6zellikle bupivakainin derin
bir kondrotoksik etkiye neden oldugu gosterilmistir (72). Bu tartismadaki anahtar
nokta lokal anesteziklerin doku bagimli etkilerinin sodyum kanallarinin blokajina
bagl degil, diger bolgelerle olan etkilesime bagli oldugudur (NNCA-sodyum
kanalina bagli olmayan etkiler) ve NNCA bilhassa ¢ok uzun etki siireleri olan
lokal anestezik ilaglarlarda daha fazla goriiliir, ¢linkii NNCA’nin etkileri baskin
olarak zamana bagimhidir (21). Ornegin; hiicreler lokal anesteziklerle dakikalar
yerine saatlerce enkiibe edilirse bu ajanlarin hiicre reseptdrleri ve ndtrofil
fonksiyonlar1 tizerindeki inhibitor etkisi daha baskin hale gelir (50). Bupivakain,
tromboksan A2 reseptoriiniin sinyallenmesini bir saatlik enkiibasyondan sonra %
10 bloke ederken 24 saatlik enkiibasyondan sonra bu oran % 75’e ¢ikar. Benzer
sekilde notrofillerde PAF (platelet aktive edici faktdr) ile uyarilan siiperoksit
tiretimi diisiik konsantrasyonlu bupivakain ile 10 - 30 dakikalik enkiibasyonda
etkilenmezken, ayni konsantrasyondaki soliisyon 6 saatlik enkiibasyondan sonra
notrofil fonksiyonunu % 60°dan daha fazla deprese eder. Uzun enkiibasyon
sonras1 artmig hassasiyetin altinda yatan mekanizma, lokal anesteziklerin hiicre

zarmdaki Gq proteinlerini zamana bagimli olarak bloke etmeleridir (73). Bu
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laboratuvar bulgularini klinik olarak diistindiigiimiizde, bilesiklerin saatlerce
verildiginde ortaya ¢ikan ve Onemsiz gibi goziiken toksik etkilerinin bu ilaglar
daha da uzun verildiginde klinik olarak daha da abartili olabilecegini akla
getirmektedir (21). Uzamis salinimli bupivakain formiilasyonlarinin biitiin
potansiyel analjezik uygulamalari (perindral, intraartikiiler, yara infiltrasyonu) goz
oniinde bulunduruldugunda, lokal doku toksisitesinin mutlaka temel bilimsel ve

klinik ¢alismalarla dikkatli bir bigimde incelenmesi gerekmektedir.

2.3. Lipozomal Bupivakain

Bupivakain lipozom igerisine kii¢iik veya genis tek tabakali ya da ¢ok
tabakali olmak tizere farkli sekillerde yerlestirilebilir ve lipozomun iginde
bupivakain lipit tabakasi ile sarili distaki bolmeye yerlesir (8). Bugiine kadar
bupivakainin etkinligini ve etki siiresini artirmak bununla birlikte toksisitesini ve
yan etkilerini azaltmaya yonelik lipozomal formiilasyonlarla g¢aligmalar
yaptlmistir (5, 7). Lipozomlarin bu etkilerini lokal anestezigin sistemik emilim
hizin1 yavaglatarak sagladigi disiiniilmektedir (8). Bupivakainin lipozomal
formiilasyonlarmin daha uzun motor blok siiresi saglandigi gosterilmistir (6, 8).
Bununla birlikte lipozomlarin metaboliti olan lesitinin norotoksik ve sitotoksik
oldugu gosterilmistir (74, 75) ancak tavsanlarda yapilan ¢aligmada spinal kordda
neden oldugu histopatolojik degisiklikler bakimindan saf bupivakaine gore bir

fark bulunmamistir (6). Ayrica lipozomal bupivakain saf bupivakaine gore daha
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az sempatik blokaja neden oldugu icin daha az hemodinamik degisiklige neden

olmaktadir (6).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Gazi Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji ve

Farmasotik Kimya Anabilim Dallar1’ na ait laboratuvarlarda 1 Nisan - 31 Mayis

2012 tarihleri arasinda yapildi.

3.1. Laboratuvar Cihazlar1 ve Gerecler

e UPLC: Ultra performans sivi kromatografi (UPLC Acquaity H Class,

Waters, ABD)

e UPLC igin kullanilan;

o Detektor ve dalga boyu: Waters Acquity UPLC PDA Detektor

o

o

e HPLC:

(Waters, ABD), 263 nm

Kolon: Wares, Acquity UPLC BEH CI18 1,7um (50x2,1 mm)
UPLC kolonu

Hareketli faz: Asetonitril: NaH,PO, Tamponu (0.015 M, pH=7,4)
(50: 50 v/iv)

Akis hizi: 0,4 ml/dk

Kolon sicakligi: 25 °C

Yiiksek basingli sivi kromatografi (Thermo Finnigan Surveyor

HPLC Sistemi, Thermo Scientific, ABD)

e HPLC i¢in kullanilan;

o

Detektor ve dalga boyu: Finnigan Surveyor PDA Detektor (Thermo

Scientific, ABD), 263 nm
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o Kolon: Agilent ZORBAX SB-CN 5um (150x4,6 mm) HPLC
kolonu
o Hareketli faz: Asetonitril: NaH,PO, tamponu (0.015 M, pH=7,4)
(50: 50 v/iv)
o Akis hizi: 1 ml/dk
o Kolon sicakligi: 25 °C
Rotavapor (Biichi Rotavapor R-200, Almanya)
Sicak su banyosu ve su igine batabilen ¢coklu manyetik karistirict (Niive
BM 402, Tiirkiye)
Ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex, Almanya)
Ultra saf su cihaz1 (Millipore Simplicity 185, Fransa)
Santrifiij (Jouan MR 18 22, Danfoss, Slovenya)
pH metre (inolab, Almanya)
HPLC hareketli faz sizme apereyi (Phenonemex, ABD)
Hassas tart1 (Shimadzu AW 320, Japonya)
Diflizyon franz hiicresi (Caligkan Cam, Tiirkiye)
Manyetik karigtirict (Heindolph MR 3001, Almanya)
Vial (Waters, ABD)
Enjektor 2 ml (Hayat, Tiirkiye)
Enjektor 10 ml (Ayset, Tiirkiye)
Cesitli cam olcii aletleri (pipet, balon joje v.b.) ve diger laboratuvar

malzemeleri
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3.2. Kimyasal Maddeler

Bu arastirmada ¢6zelti olarak bupivakain hidrokloriir soliisyonu (Marcaine

% 0,5, AstraZeneca, Tiirkiye) kullanilmistir. Bupivakainin HC1’nin bu sivi

farmasoétik sekli, baz (kati) bupivakain elde edilmesinde kullanilmstir.
Kolesterol (Sigma, ABD)

Dipalmitoil fosfatidil kolin (Sigma, ABD)

Sodyum hidroksit (Merck, Almanya)

Sodyum kloriir (Sigma, ABD)

Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH,PO,4. 2H,0, Merck, Almanya)
Disodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na;HPO,4, 2H,0, Merck, Almanya)
Metanol (Merck, Almanya)

Ortofosforik asit (Sigma, ABD)

Asetonitril (Merck, Almanya)
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3.3. Deney Hazirhg
3.3.1. Lipozomal Bupivakain Hazirlama Yontemi
3.3.1.1. Baz Bupivakainin Hazirlanmasi

Beher i¢ine 20 ml % 0,5’1ik bupivakain HCI soliisyonu bosaltildi, lizerine
% 10’luk sodyum hidroksit (NaOH) damla damla eklenmesi sonrasi olgiilen
pH’nin bazik pH’ya gectigi ve bupivakainin ¢oktiigli gozlendi. Kati madde

cozeltiden siiziilerek alindi, distile su ile yikandiktan sonra vakum ile kurutuldu.

3.3.1.2. Lipozomal Baz Bupivakainin Hazirlanmasi

Hacmi 100 ml olan silifli balona; 20 mg dipalmitoil fosfatidil kolin, 20 mg
kolesterol ve 50 mg baz bupivakain hassas tartida tartilarak alindi. Uzerine 6 ml
metanol ilave edildi, hafifce sallayarak ¢ozelti haline getirildi. Elde edilen
metanollii ¢ozelti rotavapor cihazina (Resim 1) takildi. Kazan suyu sicakligi 60
°C, sogutucu suyu sicakligt 10 °C’ye ayarlanarak diisiik basingta (340 mbar)
metanol uzaklastirildi. Balonda kalan kalint1 tizerine 10 ml distile su ilave edilerek
homojen bir dagilim i¢in ultrasonik banyoda 30 dk tutuldu. Lipozomlarin
yikanmasi amaciyla bu lipozom ¢o6zeltisinden 3 ml alinarak santrifiij tiipiine
aktarildi, 10000 gravite (g) devirde 15 dk santrifiyj edildikten sonra tiipte ayrilan
stvi kisim mikropipet yardimiyla alinarak atildi. Kalan kati lipozom tizerine 3 ml
distile su ilave edildi. Ultrasonik banyoda 2 dk tutularak homojen karigmasi

sagland1 ve lipozomal baz bupivakain elde edildi.
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Resim 1. Rotavapor cihazi

3.3.1.3. Baz Bupivakain ile Lipozomal Baz Bupivakainin Hazirlanmasi
Hacmi 100 ml olan silifli balona; 20 mg dipalmitoil fosfatidil kolin, 20 mg
kolesterol ve 50 mg baz bupivakain hassas tartida tartilarak alindi. Uzerine 6 ml
metanol ilave edildi, hafif¢ce sallayarak c¢ozelti haline getirildi. Elde edilen
metanollii ¢ozelti rotavapor cihazina takildi. Kazan suyu sicakligi 60 °C, sogutucu
suyu sicakligi 10 °C’ye ayarlanarak diisilk basingta (340 mbar) metanol
uzaklastirildi. Balonda kalan kalinti iizerine 10 ml distile su ilave edilerek
homojen bir dagilim i¢in ultrasonik banyoda 30 dk tutuldu ve baz bupivakain ile

lipozomal baz bupivakain elde edildi.
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3.3.1.4. Lipozomal Bupivakain HCI’nin Hazirlanmasi

Hacmi 100 ml olan silifli balona; 20 mg dipalmitoil fosfatidil kolin, 20 mg
kolesterol hassas tartida tartilarak alindi. Uzerine 6 ml metanol ilave edildi,
hafifce sallayarak ¢ozelti haline getirildi. Elde edilen metanollii ¢6zelti rotavapor
cihazina takildi. Kazan suyu sicakligi 60 °C, sogutucu suyu sicakligi 10 °C’ye
ayarlanarak diisik basingta (340 mbar) metanol uzaklastirildi. Balonda kalan
kalint1 iizerine bupivakain HCI % 0,5 10 ml ilave edilerek homojen bir dagilim
icin ultrasonik banyoda 30 dk tutuldu. Lipozomlarin yikanmasi amaciyla bu
lipozom ¢ozeltisinden 3 ml alinarak santrifiij tiipline aktarildi, 10000 g devirde 15
dk santrifiij edildikten sonra tiipte ayrilan sivi kistm mikropipet yardimi ile
alinarak atildi. Kalan kat1 lipozom {izerine 3 ml distile su ilave edildi. Ultrasonik
banyoda 2 dk tutularak homojen karigmasi saglandi ve lipozomal bupivakain HCI1

elde edildi.

3.3.1.5. Bupivakain HCl ile Lipozomal Bupivakain HCI’nin Hazirlanmasi
Hacmi 100 ml olan silifli balona; 20 mg dipalmitoil fosfatidil kolin, 20 mg
kolesterol hassas tartida tartilarak alindi. Uzerine 6 ml metanol ilave edildi,
hafifce sallayarak ¢ozelti haline getirildi. Elde edilen metanollii ¢ozelti rotavapor
cihazina takildi. Kazan suyu sicakligt 60 °C, sogutucu suyu sicakligi 10 °C’ye
ayarlanarak diisiik basingta (340 mbar) metanol uzaklastirildi. Balonda kalan
kalint1 iizerine bupivakain HCl % 0,5 10 ml ilave edilerek homojen bir dagilim
i¢in ultrasonik banyoda 30 dk tutuldu ve bupivakain HCI ile lipozomal bupivakain

HCI elde edildi.
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3.3.2. Yapay Beyin Omurilik Sivis1 (BOS) Hazirlama Yontemi

Hassas tartida sodyum dihidrojen fosfat dihidrattan 2,19 gram, disodyum
hidrojen fosfat dihidrattan 19,1 gram ve sodyum kloriirden 4,4 gram tartilarak 1
litrelik behere alind1. Uzerine 900 ml ultra saf su ilave edilerek maddeler ¢oziildii.
Elde edilen karisimin pH degeri ortofosforik asitle pH= 7,4 (£ 0,1) olacak sekilde
ayarlandi. Daha sonra ¢ozelti 1 litrelik meziire alinarak ultra saf su ile 1 litre
hacime tamamlandi. Daha sonra naylon membran filtre (0,45 um) kullanilarak

vakum altinda siiziildii (76).

3.4. Deneylerin Yapihsi

Once difiizyon franz hiicrelerinin (hacmi: 2,5 ml, alani: 1 sz) arasina
membran koyuldu ve parafilm ile ¢evrelendi. Difiizyon franz hiicrelerinin igine
hava almamasima dikkat edilerek enjektorle tersten 2,5 ml yapay BOS tampon

¢Ozeltisi eklendi.

Deney 1:
Bu deneyde 3 grup olusturuldu. Diflizyon franz hiicrelerinin iizerine birer
ml;
1. grup i¢in bupivakain HCI soliisyonu
2. grup i¢in bupivakain HClI ile lipozomal bupivakain HCI
3. grup i¢in baz bupivakain ile lipozomal baz bupivakain konuldu ve her bir grup

icin 3 paralel deney yapildi.
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Deney 2:

Bu deneyde 2 grup olusturuldu. Diflizyon franz hiicrelerinin iizerine birer
ml;
1. grup i¢in lipozomal bupivakain HCI
2. grup i¢in lipozomal baz bupivakain konuldu ve her bir grup igin 3 paralel deney

yapildi.

Her iki deney grubunda da difiizyon franz hiicrelerinin igine homojen
dagilimi saglamak amaciyla manyetik karistiric1 atildi, buharlasma olmamasi
amactyla uglar aliminyum folyo ile kapatildi. Onceden 37 °C’ye ayarlanan su
banyosuna konuldu. Yapay BOS tampon ¢ozelti cam bir kap igerisinde su
banyosuna konuldu (Resim 2). Gruplardan 0,5., 1., 3., 6., 12. ve 24. saatlerde 0,5
ml numune alinarak yerine 0,5 ml yapay BOS tampon ¢ozelti eklendi. Alinan

numuneler viallere konularak +4 °C’de buzdolabinda saklandi.

38



Resim 2. Su banyosu (37 °C’ye ayarl) ve su i¢ine batabilen ¢oklu manyetik karistirict

A) Yapay BOS tampon ¢ozelti

B) Uzeri parafilm, uglari aliminyum folyo ile kapatilan difiizyon franz hiicresi
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3.5. Analiz Hazirhgi
Analiz i¢in; hareketli faz, baz bupivakain ve bupivakain HCI i¢in ayr1 ayr1
stok c¢ozeltiler ve standart kalibrasyon ¢o6zeltileri hazirlandi. Numune

¢ozeltilerinde herhangi bir islem yapilmadan dogrudan 263 nm’de analiz edildi.

3.5.1. Hareketli Fazin Hazirlanmasi

Cozeltiyi 1 litre hazirlamak i¢in ne kadar sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
(NaH,PO4. 2H,0) tartilmasi gerektigi hesaplandi.

M= n/v

0,015=n/1

n= 0,015 mol
1 mol 156 gr ise 0,015 mol 2,34 gramdir.

Tartilacak NaH,PO,. 2H,0 olan miktar1: 0,015X156 (NaH,PO4. 2H,0O’nun
molekiil agirligl)= 2,34 gram

Molaritesi 0.015 molar (M) olacak sekilde 2,34 gram NaH,PQO,. 2H,0 tam
olarak tartildi. Yaklasik 980 ml ultra saf suda ¢oziildi. Cozeltinin pH’s1 1M
NaOH c¢ozeltisi ile pH= 7,4 (= 0,1)’e ayarlandi. Cozeltinin hacmi 1 litreye
tamamlandi. Naylon membran filtre (0,45 pm) kullanilarak vakum altinda

stiziildii. Ultrasonik banyoda degaze edildi.
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3.5.2. Stok Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.5.2.1. Baz Bupivakain Stok Cozeltisi

Baz bupivakain 10 mg tartilarak 10 ml’lik balon j6je icerisine alindi.
Uzerine bir miktar asetonitril ilave edilerek ¢oziildii, hacmine tamamlandi. Bu
¢ozeltiden 1 ml (1 mg) alinarak 10 ml’lik balon j6je igerisinde 0,015 molar (pH:

7,4) NaH PO, ¢ozeltisi ile hacmine tamamland1 (0,1 mg/ml).

3.5.2.2. Bupivakain HCL Stok Cozeltisi
Bupivakain HCI (% 0,5) soliisyonundan mikropipet ile 200 ul (1mg) alinip
10 ml’lik balon joje igerisinde 0,015 molar (pH: 7,4) NaH,PO, ¢ozeltisi ile

hacmine tamamland1 (0,1 mg/ml).

3.5.3. Standart Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi
3.5.3.1. Baz Bupivakain Standart Kalibrasyon Cozeltisi

Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in 0,1 mg/ml konsantrasyondaki baz
bupivakain stok ¢ozeltisinden 1,5 ml’lik vialler i¢ine siras1 ile; 10, 20, 40, 80, 160,
320 ve 640 pl stok ¢ozelti alinarak hacimleri 1 ml’ye 0,015 molar (pH: 7,4)
NaH,PO, ile tamamlandi. Final konsantrasyonu 1, 2, 4, 8, 16, 32 ve 64 pg/ml olan
standartlar 263 nm’de HPLC ve UPLC cihazlarinda analiz edilerek

konsantrasyonlara karsilik gelen piklerin alanlar1 hesaplandi.
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3.5.3.2. Bupivakain HCL Standart Kalibrasyon Cozeltisi
Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi i¢in 0,1 mg/ml konsantrasyondaki
bupivakain HCI stok ¢ozeltisinden 1,5 ml’lik vialler igine sirasi ile; 10, 20, 40, 80,
160, 320 ve 640 ul stok ¢6zelti alinarak hacimleri 1 ml’ye 0,015 molar (pH: 7,4)
NaH,PO, ile tamamlandi. Final konsantrasyonu 1, 2, 4, 8, 16, 32 ve 64 pg/ml olan
standartlar 263 nm’de HPLC ve UPLC cihazlarinda analiz edilerek

konsantrasyonlara karsilik gelen piklerin alanlar1 hesaplandi.

3.5.4. Numune Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Difiizyon franz hiicrelerinden 0,5., 1., 3., 6., 12. ve 24. saatlerde alinan 0,5
ml numune drnekleri lizerinde herhangi bir islem yapilmadan dogrudan HPLC ve
UPLC cihazlarinda 263 nm’de analizleri yapilarak her bir numuneye karsilik

gelen piklerin alanlar1 hesaplanmaistir.
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4. BULGULAR

Bupivakain HCI, lipozomal bupivakain HCI, bupivakain HCI ile lipozomal
bupivakain HCI, lipozomal baz bupivakain, baz bupivakain ile lipozomal baz
bupivakainin HPLC ve UPLC’ de analizleri yapilmadan 6nce baz bupivakain ve
bupivakain HCI i¢in HPLC ve UPLC’de ayr1 ayr1 standart kalibrasyon egrileri

elde edildi.

4.1. Baz Bupivakain Standart Kalibrasyon Egrisi

Final konsantrasyonu 1, 2, 4, 8, 16, 32 ve 64 pg/ml olan bupivakain
standartlarindan 5 ul HPLC ve UPLC cihazlarina otomatik enjeksiyon yapildi.
Her bir standart konsantrasyonu liger kez ¢alisildi. Standart konsantrasyonlarina
karsilik gelen pik alanlarimin ortalamasi kullanilarak standart regresyon

denklemleri hesaplandi.

Baz bupivakain i¢gin HPLC ve UPLC’de elde edilen kalibrasyon grafikleri

gosterilmistir (Sekil 6 ve 7).
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Sekil 6. Baz bupivakain i¢in HPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafigi

70000.0
60000.0
50000.0

40000.0

Alan

30000.0
y=958x-18,5
r’=0,9989

20000.0
10000.0
0.0

-10000.0
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 7. Baz bupivakain i¢in UPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafigi
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4.2. Baz Bupivakain I¢ceren Numuneye Ait Kromatogramlar

Baz bupivakain igeren numuneye ait HPLC ve UPLC’deki kromatogram
ornekleri Resim 3 ve 4’te gosterilmistir. Numune HPLC’de yaklasik 5,5 dk kolon
igerisinde tutulduktan sonra detektorle Glgiilen bupivakain konsantrasyonu Resim
3’te, UPLC’de 2,197 dk kolon igerisinde tutulduktan sonra detektorle Olgiilen

bupivakain konsantrasyonu Resim 4’te gosterilmistir.
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Resim 3. Baz bupivakain igeren numuneye ait HPLC kromatogrami
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Resim 4. Baz bupivakain igeren numuneye ait UPLC kromatogrami

*: Absorban tinitesi
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4.3. Bupivakain HCI Standart Kalibrasyon Egrisi

Final konsantrasyonu 1, 2, 4, 8, 16, 32 ve 64 pg/ml olan bupivakain HCI
standartlarindan 5 pl HPLC ve UPLC cihazlarina otomatik enjeksiyon yapildi.
Her bir standart konsantrasyonu ticer kez galisildi. Standart konsatrasyonlarina
karsilik gelen pik alanlarinin ortalamasi kullanilarak standart regresyon

denklemleri hesaplandi.

Bupivakain HCI i¢in HPLC ve UPLC’de elde edilen kalibrasyon grafikleri

gosterilmistir (Sekil 8 ve 9).
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Sekil 8. Bupivakain HCl i¢in HPLC yontemiyle elde edilen kalibrasyon grafigi
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4.4. Bupivakain HCl iceren Numuneye Ait Kromatogramlar

Bupivakain HCI i¢eren numuneye ait HPLC ve UPLC’deki kromatogram
ornekleri Resim 5 ve 6’da gosterilmistir. Numune HPLC’de yaklasik 5,5 dk kolon
igerisinde tutulduktan sonra detektorle Glgiilen bupivakain konsantrasyonu Resim

5’te, UPLC’de 2,197 dk kolon igerisinde tutulduktan sonra detektorle Olgiilen

bupivakain konsantrasyonu Resim 6’da gosterilmistir.
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Resim 5. Bupivakain HCI i¢eren numuneye ait HPLC kromatogrami
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Resim 6. Bupivakain HCI igeren numuneye ait UPLC kromatogrami
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4.5. Analiz Sonuc¢lar

Bupivakain HCl ve baz bupivakain i¢cin HPLC ve UPLC’de ayr1 ayri
standart kalibrasyon egrileri elde edildikten sonra 54 numune (n=18 bupivakain
HCI, n=18 bupivakain HCI ile lipozomal bupivakain HCI, n=18 baz bupivakain
ile lipozomal baz bupivakain) HPLC’de analiz edildi. Daha diisiik
konsantrasyonlari1 da analiz edebildigi i¢in UPLC’de 36 numune (n=18 lipozomal
baz bupivakain, n=18 lipozomal bupivakain HCI) analiz edildi. Toplam bes gruba

ait cozeltilerin salinimi1 Sekil 10°da gosterilmistir.

Bupivakain HC1

Bupivakain HCI ile Lipozomal
Bupivakain HC1

—=— Lipozomal Baz Bupivakain
—+— Lipozomal Bupivakain HCI
Baz Bupivakain ile Lipozomal
Baz Bupivakain

$

cm®den gecen miktar

| S

: : T T ‘ :
] 5 10 15 20 25 20
Zaman (sa)

Sekil 10. Deneylerdeki biitiin ¢ozeltilerin salinimi1
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Bupivakain HCI, 6.-12. saatler arasinda en yiiksek ge¢is miktarina

ulastiktan sonra plato ¢izmistir (Sekil 11).

o

cm” den gecen miktar

1800 4

1600 - —+— Bupivakain HCI

|

1200

1000

300 1

600 +

15 20 25 30
Zaman (sa)

Sekil 11. Bupivakain HCI salinimi
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Bupivakain HCI ile lipozomal bupivakain HCI 12.-24. saatler arasinda en

yiiksek gecis miktarina ulasmustir (Sekil 12).

o4

cm” den gecen miktar

1800 ~8— Bupivakain HCI ile

1600 Lipozomal Bupivakain HCI
1400

1200

1000

800 7

00

400

200 4

o

o 5 10 15 20 25 30

Zaman (sa)

Sekil 12. Bupivakain HCl ile lipozomal bupivakain HCI salinimi
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Lipozomal baz bupivakain 6.-12. saatler arasinda en yiiksek degerine
ulasip sonra plato ¢izmistir (Sekil 13).

1800
1600 -

1400 -

=== Lipozomal Baz
Bupivalkain

1200 1

1000 4

800 4
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600
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0 T T T
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Sekil 13. Lipozomal baz bupivakain salinimi
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Lipozomal bupivakain HCI 3.-6. saatler arasinda en yiiksek gegcis

miktarina ulastiktan sonra plato ¢izmistir (Sekil 14).

1800 ~

=== Lipozomal Bupivakain HC1

cm’ den gecen miktar
[ury
o
[an]
o
1

0 W T 2k T —de— T T K T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zaman (sa)
Sekil 14. Lipozomal bupivakain HCI salinimi

Baz bupivakain ile lipozomal baz bupivakain 3.-6. saatler arasinda en
yiiksek gecis miktarina ulasarak daha sonra plato ¢izmistir (Sekil 15).
1800

1600 -
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1000 4

800 -
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Sekil 15. Baz bupivakain ile lipozomal baz bupivakain salinimi
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5. TARTISMA

Analizi HPLC ve UPLC’de yapilan numunelerin 24 saatlik zaman
diliminde 1 cm? alandan gecen ila¢ miktarlar1 profiline bakildiginda; bupivakain
HCI 6.-12. saatler arasinda en yiiksek gecis miktarina ulastiktan sonra, lipozomal
baz bupivakain 6.-12. saatler arasinda en yiiksek degerine ulasarak, lipozomal
bupivakain HCI ise 3.-6. saatler arasinda en yiiksek gecis miktarina ulastiktan
sonra, baz bupivakain ile lipozomal baz bupivakain 3.-6. saatler arasinda en
yiiksek gegis miktarina ulasarak plato ¢izmistir. Bupivakain HCI ile lipozomal
bupivakain HCl ise 12.-24. saatler arasinda en yiiksek salinim gostermistir.

Biitiin lipozomal ila¢ gruplarinda 24 saatlik zaman diliminde bupivakain
HCl’ye gore daha yavas ilag salimmi olmustur. Bupivakain HCI grubu;
bupivakain HCI ile lipozomal bupivakain HCl grubunun salimmiyla
karsilastirildiginda bupivakain HCI ile lipozomal bupivakain HCI grubunun daha
uzun siirede en yiiksek gecis miktarina ulastigi ve daha yavas salimim gosterdigi
gozlenmistir. Lipozomal HCI grubu ise bupivakain HCI ile lipozomal bupivakain
HCI grubuna goére ¢ok daha yavas ilag salinmistir. Lipozomal baz bupivakain
grubu; bupivakain HCI ve bupivakain HCI ile lipozomal bupivakain HCI
gruplarina gore daha yavas, lipozomal bupivakain HCl ve baz bupivakain ile
lipozomal baz bupivakain gruplarina gore ise daha hizli salinima neden olmustur.
Bunun nedeni lipozomun baz bupivakainin ¢oziiniirliigiinii artirmis olabilir. Bu
nedenle en yavas ilag salinimi baz bupivakain ile lipozomal baz bupivakain

grubunda gézlenmistir.
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Multilameller lipozomal bupivakain hazirlayarak bupivakainin yapay BOS
igindeki etkinligini ve salinim siirelerini gostermeyi amacladigimiz ¢alismamizda

bupivakainin yavas salinimi gésterilmistir.

Siganlarda yapilan bir arastirmada yara yerine multilameller lipozomal
bupivakain infiltrasyonu uygulayarak analjezi siiresi degerlendirilmistir (5).
Cerrahi insizyondan 24 saat sonra 1. gruba 0,3 ml % 2 lipozomal bupivakain, 2.
gruba % 0,5 bupivakain HCI, 3. gruba salin, 4. gruba lipozom infiltre edilen
sicanlarda ortalama analjezi siiresi bupivakain HCI grubunda 23 dk, lipozomal
bupivakain grubunda 180 dk olarak saptanmistir. Salin ve lipozom verilen
gruplarda analjezi saglanamamis. Ayrica plazma bupivakain diizeylerinin
lipozomal bupivakain grubunda bupivakain HCI grubuna gore daha diisiik oldugu
gosterilmistir. Yara yerindeki analjezi siliresinin 8 kat artis1 ve plazma bupivakain
diizeylerinin diisiik olusu lipozomal formiilasyonda ilacin yavas salinimi ile
aciklanabileceginden, insanlarda da yara yerine lipozomal bupivakain
infiltrasyonunun giivenli ve etkili bir analjezi saglayabilecegi Onerisinde

bulunmuslardir (5).

Farelerde MVV lipozomal bupivakainin subkutan infiltrasyonu sonrasi
kinetigi ve analjezi siiresi degerlendirildiginde enjeksiyon bolgesinde bupivakain;
lipozomal bupivakain grubunda 96 saat, standart bupivakain grubunda 8 saat
boyunca yapilan 6l¢lim sonuglarina goére en uzun silirenin % 2 lipozomal

bupivakain grubunda oldugu tespit edilmis. Lipozomal bupivakainin analjezi
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stiresinin uzun olusunun enjeksiyon bolgesindeki bupivakain diizeylerinin daha

uzun siire yiiksek kalmasi nedeniyle meydana geldigi sonucuna varilmis (7).

Bagka bir calismada lipozomal bupivakainin intrasisternal enjeksiyonu
sonras1 norotoksikolojik degerlendirilmesi i¢in tavsanlar 4 gruba ayrilarak 1.
gruba 0,3 ml diiz bupivakain 5 mg/ml, 2. gruba MLV lipozomal bupivakain 5
mg/ml, 3. gruba lipozom, 4. gruba izotonik fosfat tamponlu salin enjekte edilmis.
Respiratuvar depresyon veya hipotansiyon siklikla gozlenmis ve mekanik
ventilasyon uygulanarak intravenéz dopamin destegi verilmis. Enjeksiyondan 7
giin sonra spinal kord ¢ikarilmig ve histopatolojik inceleme i¢in transvers kesitler
alinmis. Bupivakain i¢ermeyen gruplardaki tavsanlarda sedasyon gerektiren gegici
irritatif bulgular ortaya ¢ikmis. Respiratuvar depresyon lipozomal bupivakain ile
diiz bupivakain gruplarinda benzer bulunmus. Motor blokaj ise lipozomal ile daha
uzun siirmis (lipozomal bupivakain: 126 dk, diiz bupivakain: 70 dk). Dopamin
diiz bupivakain grubunda hem daha uzun siire hem de daha yiiksek dozda gerekli
olurken lipozomal bupivakainin daha az sempatik blok, daha uzun siireli motor

blok yaptig1 tespit edilmis ve histolojik degisikliklerin benzer oldugu saptanmig

(6).

Tavsanlarda epidural uygulanan lipozomal bupivakainin doz yanit
calismast diiz bupivakanin ile MLV lipozomal bupivakain karsilastirildiginda
lipozomal bupivakain ve bupivakain dozu arttiginda motor blokaj baglama zamani
kisalirken motor blokaj etki siiresinin uzadigi bulunmus. Uzun motor etkiye sahip

en iyi bupivakain / lipit oran1 3,75 mg / 20 mg ve hemodinamik degisikliklerin
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bupivakain enjeksiyon dozuna bagli oldugu maksimum etkinin % 50’ si i¢in ise
gereken doz lipozomal bupivakainde diiz bupivakaine gore daha diisiik,

maksimum etki siiresinin ise daha uzun oldugu gosterilmistir (8).

Saglikli goniillii insanlarda lokal anestezigin analjezik etki siiresini
uzatmak ve pik plazma ila¢ konsantrasyonunu azaltmak i¢in LA genis doz
uygulamasina izin vermesi nedeniyle subkutan lipozomal bupivakain kullanilmis.
Once 20 ml % 0,5 diiz bupivakain ve 1 hafta sonra 20 ml % 2 LMVV lipozomal
bupivakain subkutan uygulandiginda LA yan etkisine rastlanmamis. Maksimal
plazma konsantrasyonlar1 arasinda diiz bupivakain ve lipozomal bupivakain
arasinda Onemli fark olmadigi gibi toksik plazma konsantrasyonunun altinda
oldugu bildirilmis. Maksimal plazma konsantrasyonuna ulasma zamani lipozomal
bupivakain grubunda diger gruba gore 7 kat daha uzun bulunmus. Gruplar
arasinda pik plazma konsantrasyonlar1 arasinda fark yokken lipozomal bupivakain
grubunda uygulanan total doz diger gruba gore 4 kat fazlaymis. Lipozomal
bupivakainin yavas salinimi ile gecikmis eliminasyonu ve uzamis redistribiisyonu

uzamig farmakodinamik etkilere baglanmis (77).

Tavsanlarda yapilan diger bir ¢calismada diiz bupivakain ve lipozom igine
enkapsiile edilmis bupivakainin intravendz enjeksiyonu sonrasi toksisiteleri
karsilastirilmis. Ug gruba ayrilan tavsanlardan 1. gruba adrenalinli % 0,25 diiz
bupivakain, 2. gruba adrenalinsiz % 0,25 diiz bupivakain, 3. gruba % 0,25
multilameller lipozomal bupivakain 0,15 mg/kg/dk baglanmis ve her 10 dakikada

bir 0,035 mg/kg/dk artirilmis. Lipozomal bupivakain grubunda tasikardi, epilepsi,
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asistoli i¢in gereken doz diger iki gruba gore onemli derecede yiiksek bulunmus.
Adrenalinin sistemik toksisiteyi degistirmedigi tespit edilmis. Multilameller
lipozomal bupivakainin intravaskiiler inflizyonu yapildigi zaman bupivakainin

kardiyak ve sinir sistemi toksisitesini azalttigi sonucuna varilmis (4).

Yine tavsanlarda lipozomal bupivakain ile diiz bupivakainin brakiyal
pleksusa uygulanmasindan sonra bupivakainin plazma konsantrasyonlari
degerlendirilmis. Olusturulan altigarl iki gruptan birincisine 2,5 mg (1 ml % 0,25)
diiz bupivakain, ikincisine ayni dozda multilameller lipozomal bupivakain
aksillaya enjekte edilmis. Brakiyal pleksus sinir stimiilatorii ile lokalize edilmis.
Bupivakainin arteriyal plazma konsantrasyonu 5., 240. dakikada ve 24. saatte
Ol¢iilmiis. Multilameller lipozomal bupivakain grubu i¢in ek olarak 48 ve 72 saat
sonra da Ol¢iim yapilmis. Platoya ulagsma zamani ilk grupta 5 dk iken lipozomlu
olan ikinci grupta 90 dk olarak 6lgiilmiis. Lipozomlu grubun ilk 10 dakikadaki
plazma bupivakain konsantrasyonu diger gruba gore daha diisiik iken 24 saat
sonraki plazma konsantrasyonu ise daha yiiksek bulunmus. Radyoaktivite diiz
bupivakain grubunda 4-24 saatleri arasinda azalirken lipozomal bupivakain
grubunda 1-2 giin arasinda azaldigi gosterilmis. Plazma ila¢ konsantrasyon
diizeyinin lipozomal bupivakain grubunda daha uzun silire korunmasinin

nedeninin lokal anestezigin yavas salinimi oldugu diistiniilmiis (78).

Bu deneysel calismada lipozomal bupivakainin farkli formiilasyonlarinin
yapay BOS igerisindeki salinim siirelerini gosterdik. Bundan sonraki yapilacak

hayvan ¢alismalar1 ile multilameller lipozomal bupivakainin intratekal
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uygulanmasi1 sonras1 analjezik etkinligi ve siiresi degerlendirilerek Klinik

noroaksiyel anestezi ve analjezi ¢calismalarina 1s1k tutabilir.
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6. SONUC

Multilameller lipozomal bupivakainin farkli formlarmi ve yapay BOS
hazirlayarak 24 saat diliminde BOS’daki ilag salinimlarint HPLC ve UPLC’deki
kromatografik caligmayla analiz ettik. Analiz sonucunda elde edilen grafiklerde
bupivakain HCI en hizli salinim gosterirken lipozomal formiilasyonlar daha yavas
salimim gostermislerdir. Bupivakain HCI ile lipozomal bupivakain HCI 2. sirada,
lipozomal baz bupivakain 3. sirada, lipozomal bupivakain HCI 4. sirada salinim
gosterirken baz bupivakain ile lipozomal baz bupivakain en yavas salinim

gostermistir.
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8. OZET

Lipozomal Bupivakain

Analjezik etki siirelerini uzatmak, toksisitelerini azaltmak amaciyla lokal
anestezikler lipozomlarla enkapsiile edilmektedir. Bu galismada multilameller
lipozomal bupivakainin farkli formlarin1 hazirlayarak yapay beyin omurilik sivisi
(BOS) igerisindeki kontrollii salinim 6zelligini degerlendirmeyi amacladik.
Oncelikle bupivakain HCI ve baz bupivakain ile kolesterol, dipalmitoil fosfatidil
kolin, metanol kullanilarak rotavapor cihazinda vakumlu distilasyon yapildi,
ultrasonik banyoda tutularak homojen dagilim saglanarak baz bupivakain ile
lipozomal baz bupivakain ve bupivakain HCI ile lipozomal bupivakain HCI elde
edildi. Olusturulan baz bupivakain ile lipozomal baz bupivakain ve bupivakain
HCl ile lipozomal bupivakain HCI santrifiij edilerek lipozomal baz bupivakain ve
lipozomal bupivakain HCI elde edildi. Yapay BOS tampon ¢6zelti hazirlandi.
Bupivakain HCI, baz bupivakain ile lipozomal baz bupivakain, bupivakain HCI ile
lipozomal bupivakain HCl ile ilk deney yapildi. Baz bupivakain ile lipozomal baz
bupivakain, bupivakain HCI ile lipozomal bupivakain HCI, bupivakain HCI
difiizyon franz hiicresine konularak 24 saat boyunca sicak su banyosunda takip
edildi. Ilk yarim saatte, 1., 3., 6., 12. ve 24. saatlerde numuneler alind1 (1. deney).
Lipozomal baz bupivakain, lipozomal bupivakain HCI difiizyon franz hiicresine
konularak 24 saat boyunca sicak su banyosunda takip edildi. Ilk yarim saatte, 1.,

3., 6., 12. ve 24. saatlerde numuneler alindi (2. deney).
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[k deneyden elde edilen 54 numune HPLC’de, ikinci deneyden elde edilen
36 numune UPLC’de analiz edilmeden 6nce baz bupivakain ve bupivakain HCI
icin ayr1 ayr1 kalibrasyon grafikleri elde edildi. Daha sonra numuneler analiz
edilerek kromatogramlar1 elde edildi. Sonug¢ olarak multilameller lipozomal
bupivakaininin, bupivakain HCI’ye gore yapay BOS igerisinde yavas salinimi
gosterilmistir. Lipozomal formiilasyonlar iginde de bupivakain HCl ve baz

bupivakainin salinimlari birbirinden farklidir.

Anahtar Kelimeler: Lipozom, bupivakain, BOS

71



9. SUMMARY

Liposomal Bupivacaine

Local anesthetics are encapsulated into liposomes in order to prolong their
effective duration without increasing their toxicity. In this study we aimed to
prepare different forms of multilamellar liposomal bupivacaine to evaluate
controlled release properties for bupivacaine in artificial cerebrospinal fluid
(CSF). Primarily, bupivacaine HCI, bupivacaine base, cholesterol, dipalmitoyl
phosphatidyl choline and methanole were distilated with vacuum in rotavapor
device. They were kept in ultrasound bath to achive homogenic distribution to get
bupivacaine base with liposomal bupivacaine base and bupivacaine HCI with
liposomal bupivacaine HCI. Solutions of bupivacaine base with liposomal
bupivacaine base and bupivacaine HCI with liposomal bupivacaine HCI were
centrifuged to get liposomal bupivacaine base and liposomal bupivacaine HCI.
Artificial CSF buffered solution was prepared. The first experiment was carried
out with using bupivacaine base with liposomal bupivacaine base and bupivacaine
HCI with liposomal bupivacaine HCI. Bupivacaine base with liposomal
bupivacaine base, bupivacaine HCI with liposomal bupivacaine HCI and
bupivacaine HCI were put in franz diffusion cell. The solutions were kept in hot
water bath for 24 hours. The samples were taken in the first half, 1, 3, 6, 12 and
24™ hours (first experiment). Liposomal bupivacaine base and liposomal
bupivacaine HCI were put in franz diffusion cell. The solutions were kept in hot

water bath for 24 hours. The samples were taken in the first half, 1, 3, 6, 12 and
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24" hours (second experiment). Calibration graphics were obtained for
bupivacaine and bupivacaine HCI. Fifty-four sample obtained from the first
experiment and 36 samples obtained from the second study were analyzed with
HPLC and UPLC, respectively and the chromatographies were obtained.
Consequently multilamellar liposomal bupivacaine showed slow release in
artificial CSF compared to bupivacaine HCI. The liposomal formulations of the
bupivacaine HCI and bupivacaine base demonstrated different releasing rate

patterns.

Key Words: Liposome, bupivacaine, CSF
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