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GIRIS VE AMAC

1895’ te Wilhem Conrad Rontgen , ozelligini agiklayamadigindan X-isinlan
adini verdigi yeni bir 1ginin varhgini ortaya gikardi. Bu bulus fizik dinyasinda énemli
bir gelisme saglarken, tip alaninda da yeni bir tip dah olarak “Radyoloji” ‘nin
dogusuna baslangi¢ olmugtur. .

W.C. Rontgen tarafindan X-iginlan ortaya ¢ikarildiktan  bu  yana,
elektromanyetik 1sinlar, morétesi spektrumundan daha yiiksek enenji verdiklerinden
tibbi teshis alaminda kullanilmaktadirlar. Organizmada kemik dokusu digindaki tiim
hiicrelerin yap taglanni olugturan hafif elementli molekullerin dugik miktarda absorbe
etttifi bu iginlar, vicudu kolaylhikla katederek, fluoresan ekranlar lizerinde, saglam
dokulardan daha kontrast veya silik géruntiilerin elde edilmesini saglarlar ( 1 ).

Kontrast ortamin 6nemi X-iginlarinin kesfiyle hemen hemen ayni zamanlarda
anlasilmistir, Viicuttaki yapilarin ¢ogu X-ginlanyla 1yi gériinti vermezler ve ancak
gorintiilen kontrast madde kullanimiyla artar. Sonug olarak, kontrast maddey: daha iyi
hale getirmek ve tekniklen gelistirmek igin pekgok ¢aliymalar yapilmigtir. Gayretler,
daha iyi tolere edilen kontrast maddeler ve CT (bilgisayarh tomografi) gibi kontrast

7&611‘55}701111 daha 1yi olan teknikler i¢in olmustur. Bu sayede, viicut digindan gesithi
organ ve dokularm morfolojileri veya fonksiyonlarini saptamak imkani dogmustur ( 2 ).

Lipozomlar ve NISV (non-iyonik surfaktan vezikul)’ lar, lizerinde gesitli
arastirmalann yapildift yeni ilag tagiyici sistemler olup, ilaglar, enzimler, radyoaktif
izleyici maddeler gibi gesitli materyalleri hedef organ ya da dokulara tagirlar (3, 4 ).

Bu vezikiiler sistemler, X-iginlan kontrast materyallerinin yiklenmesiyle RES
(Retikiilo  Endotelyal Sistem) lezyonlarimin CT teshisinde yararh olabilirler.
Radyokontrast (radyopak) madde olmaksizin, ancak pek az lezyon saptanabilir. Halen
meveut ekstraseliller radyokontrast maddeler ise lezyonlarin saptanabilmesini belirgin
sekilde arttirmaktadirlar.  Ancak bu maddeler vaskiler sistemden hzla
uzaklasmaktadirlar. S6zkonusu soruna ¢oziim lipozom ve NISV gibi tastyicr sistemler
i¢inde radyopak maddelerin hapsedilmesi olabilir.

Cahsmamizda non-iyonik monomer bir radyopak madde olan Iopromid igeren



lipozom ve NISV’ lar geligtiriimistir. Bu kontrast madde ticarette Ultravist® ticari
adiyla bulunmaktadir ve CT, anjiografi ve uirografide gorilen problemlere tolerans
gosteren ve etkili bir maddedir ( 5 ). Jopromid igeren Ultravist i.v. yolla verildiginde
karacier hiicrelerine girmez ve bobreklerden glomeriler filtrasyonla atilir.

Lipozom ve NISV’ larda hapsedilmesinden sonra, Iopromid’ in hidrofilik
karakteri maskelenecek ve RES’ in makrofaj veya Kupffer hiicrelerinde lokalize
olacaktir.

Bu ¢alismada lopromid’ i Ultravist halde igeren lipozom ve NISV’ lann
hazirlanmasi, karakterizasyonu, hayvanlarda biyodagthmi ve CT gorintiilemede
kontrast artipp saglayip saflamadifi ve boylece teshiste konvansiyonel sekle gore

avantajli olup olmadigi aragtinlmigtir.



1. GENEL BILGILER
1.1 LIPOZOMLAR
L1.1. LIPOZOMLARIN TANIM VE KARAKTERISTIKLERI

Lipozomlar- lipid vezikilleri- kiiresel sekilly,lipit tabakalannin orta-i¢ kisminda
¢oziiciyii hapsedecek sekilde biikilerek olusan kapali yapilardir. Bir veya birden ¢ok
konsentrik membrandan olusur ve boyutlan 20 nm ile birkag pm arasimda degisir.
Membran kahnlig ise 4 nm civanindadir (3 ).

Lipozomlar yizey aktif 6zellikteki molekillerin 6zel bir grubu olan amfifilik
molekiillerden yapilmigtir. Bu molektller suda ¢oziinen hidrofihk kisim . ile suda
¢oziinmeyen hidrofobik kismi ayni molekiil iginde tagirlar.

Lipozom olusturan molektller (6r:,lesitin) hidrofobik ya da nonpolar zincir
olarak adlandinlan iki hirokarbon zinciri ile hidrofilik gruplara atak yapan polar bir bag
grubu tagirlar. Bu molekillerin ¢ogu suda ¢o6ziinmezler, kolloidal dispersiyonlar
olustururlar. Hidrofilik kisim suya yénelirken hidrofobik kisim yapiin igindeki sudan
kagma egilimi gosterir. En sik olusan agregasyon sekli hpid ¢ift tabakadir. Cift
tabakanin her ki yiizeyinde hidrokarbon zinciri tabakamn igindeki sudan koruyan polar
bag gruplan vardir (3 ). Sekil 1 ‘de degisik lipozomlar ve boyutlan gosterilmistir.

Bu vezikiiller, lipid molekilleri sulu ortamda disperse edildiginde kendiliZinden
olusur. Biyitk ya da kiigiik olabilirler ve bir veya birden ¢ok tabakadan olugabilirler.
Suda ¢6ziinen molekiiller igte hapsedilir. Amfifilik molekiller gifte tabaka igine yonelir
ve hidrofobik molekiiller ¢ifte tabakada ¢éziulir. Kompleks molekiller ve proteinler
degisik yollar bularak ¢ifte tabaka igine yerlesebilir ya da ¢ifte tabaka tizerine baglanmir
veya absorbe olur ( Sekil 2).

Bu yapilar ¢ok degisik fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptir : osmotik aktivite,
membranlarin gegirgenligi, degisik hidrofilik ve hidrofobik g¢ézeltilerle etkilesimlen,

kimyasal bilesim ve membranin yiizey 6zelliklerine bagl agregasyonlar gibi (3 ).
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Sekil 1: Degisik Lipozomal Yapilar ve Boyutlan (3)
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L1.1.1. YAPISI

Lipozomlar, biyolojik membran benzen lipit tabaka veya tabakalar ile sulu faz
olmak tizere iki bolimden olusur. Sulu faz tek bir tabakadan olusan lipozomlarda
igtedir ya da ¢ok tabakah lipozomlarda lipit tabakalar arasinda devam eder.

Lipit tabakanin baghca bileseni fosfolipitlerdir. En g¢ok ku]lamlan'dogal ve
sentetik fosfolipitler; soya, beyin ve yumurta fosfatidilkolin, DSPC (distearil
fosfatidilkolin), DPPC (dipalmitoil fosfatidilkolin), DMPC (dismiristoil fosfatidil kolin),
DLPC (dilauril fosfatidilkolin), dipalmitoil fosfatidil etanolamin, dipalmitoil fosfatidik
asit, DSPG (distearil fosfatidilgliserol) ve sfingomiyelin ‘dir.

Lipozomlara, 6zelliklerinde istenilen yonde bazi defigiklikler yapmak igin cesitli
maddeler 1lave edilir ( 6 ).

© Lipozomlann kigiik molekillii maddelere karst gegirgenligini azaltmak igin
steroller (6r: kolesterol, ergosterol, lanosterol, stigmasterol) katihr. En ¢ok kullanilan
sterol ise kolesterol “diir.

® Doymamis yag asitlerinin bozulmasini 6nlemek igin o -tokoferol eklenir.

© Hedef bolgeye gonderilmesini saglamak igin yapilarina timmunoglobilinler,
stearilamin, setil fosfat veya glikolipitler katilir.

O Yapilarina bazi maddelerin ilavesi ile pozitif, negatif yukli veya yiiksiiz
olabilirler. Stearilamin ile pozitif (+), disetilfosfat, kolesteril hemisiiksinat, fosfatidik
asit ve fosfatidilserin ile negatif (-) yukli ya da yanhzca fosfolipit ve kolesterol ile

yiksiiz lipozomlar hazirlanabilir ( 7-11).
1.1.2. FAZ DEGISTIRME OZELLIiGI

Lipozomlar faz degistirme &zelligine sahiptir. Jel (kat) veya sivi kristalin (s1v1)
faz halinde bulunur (Sekil 3). Faz degistirme 6zelhig hazirlamada, kullammlaninda ve
stabilitelerinde 6nemli rol oynar.

Lipozomlanin faz degistirme 6zelligini, fosfolipitin yapisi, yapiya ilave edilen

maddeler ve sicaklik belirler,
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Sekil 3:Lipozomlanin Faz Degistirme Ozellikleri (3)




1.1.3. LIPOZOM HAZIRLAMA YONTEMLERI

Lipozom hazirlama yoéntemleri ve secilen hazirlama yontemine gore sonugta

elde edilen lipozom tipler1 Sekil 4’ de 6zetlenmugtir.
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Sekil 4: Lipozom Hazirlama Yéntemleri ( 3 ).
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1.1.3.1. FILM TEKNIGI

Cabsmalanmizda kullamlan lipozomlar 1965 wilinda Bagham tarafindan
bildinilen, guniimiizde en stk kullamilan yontemlerden birt olan film metodu ile
hazirlanmigtir. Lipitler yuvarlak alth bir balon iginde, kolesterol ve yiik verici madde
(eger varsa) ile kloroform iginde ¢oéztlur. Organik solvan rotavaporda algak basingta
ugurularak balonun alt kisminda ince bir lipit film tabakas: elde edilir. Ortama eklenen
sulu faz ile kuru lipit film tekrar sispande edilir. Lipozomlarnin olugmasi igin
restispansiyon isleminin, faz gegis sicakhgimin iizerinde yapiimas: gerekir ( 12 )

(Sekil 5).

Sekil 5: Cok Tabakali Lipozomlarin Film Teknigi ile Hazirlanmas: ( 3 ).



1.1.4. LIPOZOMLARIN STABILITESI

Lipozomlarnn stabiliteleri agagidaki alt baghklarla incelenmigtir.

OFiziksel Stabilite:Lipozom yapisinin ve hapsetme 6zelliinin (6r: lipozom
buyukluginiin, seklinin stabilitesinin ve mebrana bagli ya da hapsedilmis maddeler igin
lipid ¢ift tabakamin banyer &zelliginin) korunmasmi igerir. Bﬁydk]ﬂk ve
enkapstilasyonun korunmas: ¢ift tabakanin mekanik ve termodinamik 6zelliklerine de
baghdir (3).

@Kimyasal Stabilite: Kimyasal ve fiziksel stabilite birbiriyle yakindan
iligkilidir. Mekanik olarak dayanikli ve iyi koordine olmus ¢ifte tabaka, oksidasyon ve
hidrolize neden olan ajanlann girigim azaltir. Dolayisiyla ¢ifte tabakanin mekanik
ozellikleri, fiizyon ve biyiiklik dagiimindaki degisimler azahr. Onlem olarak ¢ift
tabaka hazirlanirken, degredasyon olasilifi en az molekiller segilebilir, pH kontrol
edilir veya antioksidan ilavesi ile uzun kimyasal stabilite saglanabilir.

Gliserol yapisina eter bags ile baglt bir yag asidi igeren sentetik lipidler daha
stabildir ( 13, 14).

Oksidasyon ve hidroliz, lipozomu olusturan gifte tabakanin temel bileseni olan
fosfolipitlerde goriilen iki temel bozunma olayidir ( 13, 15).

Bu bozunma olaylanndan oksidasyona doymamug yag asidi igeren
fosfolipitlerde rastlamr. Oksidasyonun Onlenmesi i¢in lipozomlarin hazirlanmasi ve
saklanmas: sirasinda azot veya argon altinda saklama, a-tokoferol gibi anticksidan
ekleme veya doymug hidrokarbon zinciri igeren fosfolipitler kullanma yolanindan
yararlanilir ( 14-16 ).

Hidroliz ise difer kimyasal bozunma seklidir. Hidroliz reaksiyonuyla once
lizofosfolipitler (LPC) ve serbest yag asitleri ( FFA) olusur. Hidroliz bu ara basamaktan
sonra da devam ederek reaksiyon sonugta gliserofosfatlar ve yag asitleri tesekkiiliiyle
tamamlanir ( 13, 17).

LPC’ lerin olusumu, hidroliz reaksiyonlarnin bozunma derecesini tayinde
dikkate alinan bir 6lgii olmustur. Lizofosfolipitlerin olusumuyla ipozomun gegirgehlik,
faz aynmi, hemolitik aktivite gibi ozellikleri tzerinde etkilenini agiklayan gahgmalar

e

varsa da FFA’ lerle birlikteyken aym 6zelliklerin nasil degstidi
(18).

konusu hala belirsizdir
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Lipozomda hapsedilen hidrofilik ilaglarin, LPC olusumu sonucu hipozomal ¢ifte
tabakanin gegirgenliginin artigiyla kaybedilmesi beklenen bir olaydir. Ayrica, eksojen
LPC varhiginin bu gegirgenhgi artirdig1 da bildinlmigtir ( 13 ).

Hidrolize olmamiy (taze) lipozomlarla ve %15 civarinda hidrolize fosfolipit
igeren lipozomlarda gegirgenlik aymi bulunmustur. Bu bulgu FFA’ nmin, LPC’ lerin
gecirgenligini artirdift ve membran destabilizasyonu bakimindan etkisini antagonize
ettifini gdstermigtir. Ancak bu in vitro bulgularnn in vivo ¢ahgmalara korele edilmesinde
dikkatli olunmasi gerektigi rapor edilmigtir ( 13 ).

Yapilan son gahgmalarla hidrolizin olmas: igin “Kritik Hidroliz Yizdesine”
diger bir deyisle % LPC / PC’ ne ulagmasi gerektigi bildirilmistir. Kritik Hidroliz
Yiizdesi’ nin kullanilan lipozomal fosfolipitlerin zincir uzunluguna ve bag grubuna bagh
oldugu; pH, konsantrasyon ve lipozom buyutkligiinden etkilenmedig anlagilmgtir (14).

Calismalarimizda kullanilan fosfolipitlerde LPC olup olmadifit NMR teknigs ile
araghnlmigtir ve ¢ok diigiik oranda oldugu saptanmustir. Bu diisik orandaki LPC ‘lerin,
hidrofilik bir ilag olan Iopromid lipozomlarinin gegirgenligi Gizerinde etkisi olmayacag
anlasilmistir. Buna ek olarak, lipozomlar taze olarak hazirlamp in vitro deneylerde
kullamlmistir. Lipozomlanin taze hazirlanmasi halinde gegirgenligin  degismedigi
bildirilmigtir ( 13).

@Biyolojik Stabilite: Lipozomlar test tiipleri iginde stabil olsalar bile
biyolojik ortamda instabil olabilirler. Mekanik stabilite, in vitro etkilesimin ve in vivo
etken madde kaybinin azalmasina yardimer olabilir fakat parenteral uygulamay takiben
fagositik hiicreler tarafindan lipozomlarin organ tutulumunu azaltmazlar.

Instabilite nedenleri, protein ve immiin sistem gibi zararh ajanlar veya yiiksek 1s1
ve basing ile fiziksel destabilizasyon, hidrodinamik gii¢, 1s1 ya da strfaktanlanin etkis,
organik solvanlar veya adsorbanlar sayilabilir ( 3, 19 ).

@Raf Omrii: Raf 6mrii stabilitesi en gok lipozomlann fiziksel stabilitesini,
hapsedilmis ya da bagh molekillerin tutulumunu ve kullamlan bitin kimyasal
maddelerin stabilitesini igerir.

Optimal stabilite kogullanni bulmak, lipidlerin ve enkapsiile edilmis maddelerin

degisik fizikokimyasal 6zellikleri nedeniyle giictiir. Kimyasal ve fiziksel stabilite
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yaminda endustriyel olarak uretilen biitiin lipozomal triinlerin biyikliik, sekil, renk
y6niinden de stabil olmast istenir ( 3, 20 ).

®Mekanik Stabilite: Membran kohesivitesi, gecirgenlikle, osmotik soka
dayanikhlik ile direkt olarak; strfaktan, protein ve immiin sistem iceren defisik
ajanlarin ataklan ile indirekt olarak bagintilidir.

Lipozomlar minik bir osmometre gibi davramrlar. Kinlmadan snce genis bir
osmotik basinca karst direng gosterirler. Ormegin; DSPC /CHOL (kolesterol) (3:2)
bilegimi ile hazirlanan lipozomlann kinlmadan defisik oranlarda osmotik basinglara
dayanabildigi deneysel olarak gosterilmistir ( 3 ).

Lipozomlann stabilite problemlerinin Ustesinden gelmek igin gerekli metodlar

ik1 grup altinda toplanabilir:
1.1.4.1. KIMYASAL DEGREDASYONUN ONLENMESI

Asagidaki onlemler alinarak oksidasyon diizeyi minimumda tutulabilir ( 21 ).

* Taze saf hpidler ve yeni distillenmig solvanlar kullaniimah

* Yiksek 1s1 gerektiren iglemlerden kagimiimah

* QOksijensiz ortamda tretim iglemi gergeklestiriimeli

* Tim lipozom siispansiyonlan inert atmosferde saklanmah

* Lipit membran bilegeni olarak antioksidan kullanilmals.

Serbest radikal zincirt reaksiyonunun baglamasini 6nlemek igin formilasyona
demir gelat ajani eklenebilir. Formiilasyonlara antioksidan olarak o, B, y-tokoferol
Onerilse bile en yaygin kullamlant o-tokoferol’ diir. Clinki uzun yari 6mre sahiptir ve
radikal noétralizasyonunda kolayca tahrip olmaz. Lipidlerin oksidasyon diizeyini
azaltmak i¢in bir bagka yaklagim ise, doymamis lipidler yerine doymus hpitler
kullanmaktir. Dogal kaynaklardan elde edilen fosfolipitlerd'e doymamighk artar.
Doymamig lesitin, katalitik hidrojenasyon islemi ile doymus hale getirilebilir.
Lipozomlar DMPC, DPPC ve DSPC gibi sentetik doymus bilesiklerle hazirlanabilir

Ester zincirinin hidrolizi, nétrale yakin pH’ larda olusur. Fakat disik pH’ la.rda

sayet kalan solvan dikkatlice uzaklastirilirsa hidrolizin minimum olmas: saglanabilir (3).



1.1.4.2. FIZIXSEL DEGREDASYONUN ONLENMESI

Uretim sirasinda ¢ifte tabakada olusan defekt sonucu sizma ya da flizyon
goriilebilir. Ozellikle Tc altinda hazirlandifs zaman SUV’ lerde gériilir. Tc iizerinde
bile dier tip vezikiillerde de (deterjan diyaliz, dondurarak kurutma) hasarlar
goriilebilir, '

Notral lipozomlann agregasyonuna Van der Walls etkilesimi neden olur ve bu
durum biiyiik vezikiilerde ¢ok daha fazla goriiliir. Bu durumun istesinden gelmek igin
basit bir yol, lipid kangimi igine kiigik miktar negatif yik (6r: %10 PA ve PG )
koymaktir (3 ).

Kigiik tek tabakah vezikiller fizyona meyillidir. Bu 6zellikle Tc de gonildigi
i¢in lipozom siispansiyonlart Tc den uzak sicakliklarda uygun sekilde saklanmalidir.
Membran bilesimine yeterli miktarda kolesterol eklenmesi membran igine gegisleri
tamamiyla engeller ya da azaltir. Negatif yukli lipozomlar i¢in yiiksek
konsantrasyondaki metal iyonundan kagimilmahdir.

Membran gegirgenligi lipid bilesimine ve igte hapsedilen maddeye baghdir.
Polar ve ivonik maddelerin membran iginde kalmas; dusitk molekul agirhikl lipofilik
bilesiklerden daha fazladir.

Membranin gegirgenligi, Tc sicakhiinda ozellikle HDL (yiiksek dansiteli
lipoproteinler), apolipoprotein, tubtlin varhginda artabilir ve bundan istenilen sicakhikta

lipozomdan salimin artmasim saglamak igin yararlanilabilir ( 21 ).

1.1.5. LIPOZOMLARDAN IN VITRO SALIM

Lipozomlardan etken maddenin salimi gesitli galigymalarla incelenmigtir.
Lipozomlar genel olarak etken maddeyr Higuchi kinetiine uygun olarak salarlar.
Etken madde lipozomun membran matriksinden diftize olur. Yani lipozomdan etken
madenin ¢ikiginda difiizyon hiz kisitlayici parametredir ( 20, 22).

Niven ve ark. (23) yaptiklan ¢ ayr galiymada etken maddenin lipozorﬁdan
salimma lipozom biyiikliganin, lipid bilesiminin ve ¢evresel faktorlerin etkisini

incelenmiglerdir.



Etken madde salimina lipozom buytkligiintin etkisini inceledikleri ¢alismada,
CF (karboksifluorescein) igeren gok tabakali lipozomlar hazirlamiglar ve 0.2-5 um por
agihfina sahip polikarbonat filtreden gegirmiglerdir. Salinan etken madde oraninin
vezikul buytkligine bagh olarak degistigini gézlemislerdir. 0.2 um por agikhgina sahip
filtreden gegirilen lipozom dispersiyonunda etken madde kaybi 7.9 £ %0.4 iken
filtreden gegirilmeyenlerde bu oran 76.8 + %5.9 olarak bulunmustur ( 23 ). .

Lipid bilegiminin etkisini incelemek igin yaptiklan dier ¢alismada, CF igeren
SPC (soya fosfatidilkolin), HSPC (hidrojene soya fosfatidilkolin) ve DPPG ile degigik
bilesimlerde hazirlanmig ¢ok tabakali lipozomlar kullanmiglardir. 80 dk. sonunda CF
salimi en az % 30 mol kolesterol igeren HSPC lipozomunda gdzlenirken ( % 12.7 £
3.8) en fazla salim SPC ve % 30 mol DPPG igeren lipozomda gorilmustiir ( 60.9 +
%1.9) (24).

SPC ve DPPG (9:1 molar bilesim) ile hazirlanan CF igeren ¢ok tabakali
lipozomlar hazirlanarak gevresel faktorlerin, etken madde salimina etkisi incelenmustir.
Caligilan faktorler hava basincy, sicaklik, tampon osmotik basinct ve pH ‘dir.

Hava basincindaki degigiklikler CF saliminda % 1.3 den % 88.2 ‘ye kadar genis
bir degisiklige yol agmustir. Dispersiyonun sicakli@indaki degisiklikler faz gegis
sicaklifina ulagana kadar CF saliminda énemli bir artigsa neden olmamugtr. Lipozomdan
etken madde salim: hipotonik ¢ozeltilerde artrmig hipertonik gozeltilerde ise azalmigtir.
pH’ nin etkisi ise, pH 2.85 deki sahm pH 7.2 ve pH 10.75 ile kargilagtrldiginda etken

madde sahmmn % 18 oraninda artmg oldugu bulunmugtur (25).
I.1.6. LIPOZOMLARIN VE NISV’ LARIN HEDEFLENDIRILMES]

Etken maddelerin belirlenen, organlara hedeflendirilme nedenleri arasinda
asafidaki hususlar sayilabilir ( 26).
i. Farmas6tik Nedenler
- Etken maddenin konvansiyonel formiilasyonlardaki dayaniksizhif
- Cozunirlik sorunlan

1. Biyofarmasétik Nedenler



- Absorpsiyonun diisiik olmasi
- Membranlara agin baglanmasi
- Biyolojik dayanmksizh
. Farmakokinetik / Farmakodinamik Nedenler
- Yanlanma 6mriiniin kisa olmasi
- Dagilma hacminin genig olmasi
- Spesifik 6zelliinin diisiik olmasi
iv. Klinik Nedenler
- Terapotik indeksinin disiik olmasi
- Viicuttaki anatomik ve hiicresel engeller
v. Ticari nedenler

Lipozomlar / NISV’ lar, aktif ya da pasif olarak hedeflendinilebilirler ( 3 ).
L1.6.1. PASIF HEDEFLENDIRME

Lipozom ve NISV’ lar, organizmadaki dogal sonlanma modelinden
vararlanilarak ve partikul buyiikliikleri segilen hedef organin ¢zelliklerine uygun olarak
ayarlanarak “ pasif hedef ”lendirilebilirler. Pasif hedeflendirme ile vezikillerin normal
sonlanma yeri olan RES organlan yerine farkli organlara yonlendiirlebilirler. Bunun

i¢in verilig yolu, partikiil boyutu gibi 6zellikler degistirilir ( 27, 28 ).
1.1.6.2. AKTiF HEDEFLENDIRME

Partikiillerin  organizmada izledigi dagihm modeli degistinlerek, spesifik
hiicrelere, dokulara veya organlara yonlendirmedir (3). Bu ¢esitli  yollarla
gerceklestirilir:

Immiinolipozomlar : Lipozomlarin ylzeyine gesith antikor fragmanlan
baglanarak (homing device aracilifiyla), ilact hedef reseptorlere tagirlar ( 29).

Sicakhk ve pH ‘ya Hassas Lipozomlar: Hedefteki pH’ nin degistirilmest

veya digandan 11 uygulanmasiyla ilaglarin lipozomdan hedef organ ya da dokuda agi13a



¢itkmast saglamir ( 30).

Lenfotropizm: Lenf nodillerine ilag tasinmasinda lenfotropizm bir bagka
yoldur. Cerrahi miidahaleyle timérli bolgelerin uzaklagtnilmasindan sonra, metastaz
olusumu  meydana gelir. Bunu engellemek igin lenfatik sisteme ilaci tagiyan
lipozomlarla 1y1 sonuglar alindii rapor edilmigtir ( 28 ).

Aynca Yere Ozel Hedeflendirme de kullamlir. Or: Goziin i¢ tabakalar, nazal,
artikiiler, akcigerlere, cilde, oral mukozaya uygulanan lipozomal ilaglarla, o doku ve
organlarda yitksek konsantrasyonda etken madde elde edilen gesitli galigmalar
bulunmaktadir (20, 31-33). |

I.2. KONTRAST MADDE VE RADYOPAK LIPOZOMLAR

Kontrast ortamin 6nemi, X-isinlarimn kegfiyle hemen hemen aym zamanda
anlagilmistir. Viicutta X-iginlaniyla gorilemeyen pek ¢ok yap:, kontrast materyal
kullanimiyla goriiniir hale gelir. KC (karaciger) ve dalak basta olmak tzere birgok
orgamin goriintiilenmesinde kullamlan kontrast ajanlar iizerindeki arastirmalar,
Thorium Dioksid (Thoratrast) 'in kullanimindan baglayarak son zamanlarda gelistirilen
ozellikle CT kullanilan ajanlann kullanimina kadar uzanmaktadir. CT, ultrason ve MRI
(manyetik rezonansla géruntileme) teknikleri yumusak dokularin, kan damarlarinin
gayet net teshisini sajlamigtir. Bu sayede g¢esitli organ ve dokularin fonksiyon
bozukluklan ya da morfolojilerini digardan saptamak miimkiin olmaktadir ( 2).

Rontgen (X~iginlan) filmindeki kontrast, iginlanmig materyalin X-iginlarini farkh
derecede absorbsiyonuyla olugmaktadir. Bu absorbsiyon molekiildeki atomlarnin atom
numaralarina, molekiillerin konsantrasyonuna ve iginlama kalinligina dayanmaktadir.

Gogiisteki organlarin ve dokulann yapilan farkli oldugu i¢in réntgen filminde
yeterli kontrasti yaratirlar. Oysa karindaki organlarin anatomik yapilan birbirine ¢ok
benzer oldugundan bu kontrasti saglamak gugtir. Bu nedenle kontrast (radyopak)
maddelere gereksinim vardir.

Cok ditsiik dansitedeki maddeler (6r:gazlar) girdikleri organlar ve gevreledikleri

dokularin absorbsiyonunu azaltirlar. Bunlara negatif kontrast maddeler denir. Bazi



maddeler ise yiiksek atom numarasina sahiptirler (6r:baryum,iyot), bunlar X-iginlan
absorbsiyonunu artinirlar. Bunlara pozitif kontrast maddeler denir. X-isinlari kontrast
maddelerin siniflandinimasi Tablo 1° de verilmigtir.

Kontrast olugturan maddelerin bagsinda baryum silfat gelmektedir. Ancak GI
kanalda perforasyon olmast halinde diger iyotlu kontrast maddeler kullamhr Ciinki
viicut, peritona girmesi halinde baryumu elimine etme yeteneginde degildir.

Giiniimiizde i.v. enjeksiyon i¢in kullanilan temel kontrast ajan iyottur. Karbon
dioksit alternatif olarak tamitilmg ama yaygin bir kullanim alam bulamamistir. Biitiin
iyotlu bilesikler trityodo benzoik asitten sentezlenir. Tirevleri daha hidroﬁliktir, suda
¢oziniir ve nontoksiktirler ( 34 ). Molekiilde 1yodun bulunusu yitksek kontrast ve
dusik toksisite anlamina gelir ( 2 ).

Kontrast ajanlar, 4 grup altinda toplamak miimkiindiir. Iyonik, noniyonik,
monomerik ve dimerik bilesikler. Bu gruplar arasindaki temel farkhlik osmolalitedir.
Iyonik molekiiller gok yiiksek osmolalite gosterirken (1500 - 2300 mOsm /kg), dimerik
bilesikler kan ile isotoniktir (300 mOsm /kg). Osmolalite bu kontrast ajanlarin tolere
edilebilirligi {izerinde etkilidir. Ayni zamanda lipozom igine hapsedilebilirligine de etki
eder (34).

Konvansiyonel (iyonik) radyopak maddelerin yitksek osmolalite nedeniyle ciddi
van etki ortaya gikardiklar1 bilinmektedir ( 35 ). Oysa yeni gelistirilen noniyomk
radyopak maddeler elektrik yiikleri olmamasi; sodyum, meglumin gibi  katyon
tagimamalari nedeniyle kusma, bulanty, allerji benzeri veya idiosenktartik reaksiyonlar
gibi yan etkilere neden olmazlar. Boylece hastada bulanti, kusma, lrtiker, mukozal
sisme ve kardiyovaskiiler sikayetler azalir ve genel tolerans artar (36).

Lipozomlar, CT, MR, US (ultrasen) ve radyontklidik gérintilemede, doku
seciciliklerinin olmasi ve iyi tolere edilir yiksek kapasiteli sistemler olmalar nedeniyle
dokuya 6zgii kontrast madde taginmasinda ustiinlik saglayan sistemlerdir. Diagnostik
amagch lipozomlar iizerinde 80’ lerden beri aragtirmalar yapiimzktadir. Ozellikle RES
dokularina kontrast ajanlann taginmas: agisindan yararhdirlar. Hedef organlar KC ve
dalaktir. RES hiicreleri bakimindan zengin organlanin patolojik bozukluklannin
teshisinde giivenli ilag tasiyici ve spesifik hedeflendirici olarak kullanilabilirler. Bunun

yaninda lenfatik sistem de hedef organ olarak disiiniilebilir ( 2, 34 ).
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Tablo 1: X-Isimt Kontrast Maddelerin (KM) Siniflandiriimasi (2)
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1.2.1. RADYOPAK LIPOZOMLARIN OZELLIKLERI

Ideal bir radyopak lipozomal sistemin su 6zelliklere sahip olmasi gerekir (37 ):
* Noniyonik bir sulu siispansiyon veya ¢dzelti halinde olmalidir.
* Kontrast artig fazi, goriintiilemeye izin vermeye yetecek uzunlukta olmahdir .
* Kiigitk hacimde ve kisa uygulama siiresinde , degisik yollardan (enteral, intravendz,
subkiitan) uygulamaya elverigli olmahdir.
* Nontoksik olmahdir.
* Metabolize olmali ve segici hedeflendirme yapilabilmesi igin degisiklikler yabmaya

elverigh olmahdir.
1.2.2. RADYOPAK LIPOZOMLARIN AVANTAJLARI

Radyopak lipozomlar su iistinliikleri tagirlar:

* Lipozomlar, kimyasal ve fiziksel &zellikleri nedeniyle isaretleme ve
radyoniiklidik gériintiileme igin uygundur ( 38),

* Radyopak lipidlerden hazirlanan lipozomiar biyik elektron yoZunlufuna
sahip atomlan tagiyabibir (37),

* Radyopak lipozomlar, KC wve dalakta segici olarak goriinti artis
saglayabilirler (39 ),

* Tek doz i.v. (intraventz) uygulanan lipozomlar ile gériinti artisi saglanabilir.

* Lipozomlann tiimorde veya diger hedef organlarda lokalizasyonunu saglamak
i¢in lipozomun dzellikleri (membran 6zellikleri , buyuklukleri) yukleri veya yiizeydeki
yiukin yogunlugu degistirilebilir ( 8, 40),

* Cok tabakah lipozomlar , RES tarafindan temizlendig i¢in RES’ in gesithi
kusimlarindaki patolojik durumlara kargi yoneltilen ilaglar i¢in ideal bir tagtyici sistem

saglarlar (41 ).



1.2.3. RADYOPAK LIPOZOMLARIN KULLANIMI

Radyopak lipozomlar;

- Bilgtsayarh tomografide

- Ultrasonla gorintiilemede

- Manyetik rezonans goriintilemede

- Radyontiklidik gérintuleme (sintigrafi) de kullanilmaktadirlar.

Bilgisayarlhh tomografide, lipozomlarm suda veya yagda ¢oziinebilen
glivenli, standart tagtyicilar olarak kullanilabilmeleri saglanmigtir (42).

CTréjrﬁnm‘leme; obje iginden gegen X-iginlart foton akiminin dl¢ilmesi ile
yapihr. Degisik dokularin X-igmni  sogurulma  Kkatsayisi bilgisayarlar tarafindan
hesaplanir.

CT aletleri dokular arasi dansite farkhiliklanina kars1 ¢ok hassastir. Normal ve
patolojik dokular kolaylikla ayirt edilebilir. Bu teknik &zellikle KC metastaslarinin
teshisinde radyoniiklidik goriintilleme ve US’ a gore daha iyi sonug verir. Ancak
dansitesi normal dokuya ¢ok yakin olan bazi timérlerin standart CT ile saptanmas:
zordur (42).

Schuhman-Giampieri ve ark. CT ile yaptiklant bir ¢ahsmada, 0.5 + 0.1um
vezikil buyikligine sahip, soya fosfatidilkolin:kolesterol:stearik asitten (4:5:1) olusan
ve iopromid tagiyan lipozomlar hazirlamiglardir. Yaklagik 200 g afirh@inda disi
siganlara 100-500 mg kg’ iyot dozda, tavsanlara ise 150-400 mgkg’ iyot dozda
lipozom enjekte edilmistir. Sonra CT ile bu hayvanlarin KC’ leri incelenmistir. KC’
deki yogunluk artisinin lipozomun enjeksiyonundan hemen sonra bagladifi ve izlenen
90 dakikalik periyod boyunca devam ettigi gozlenmistir. Klinik yénden anlamli CT
degeri olan 30 HU (Hounsfield Unit)’ ne sicanlarda 200 mgkg’ iyot doz ile,
tavsanlarda ise 150 mgkg” iyot doz ile ulasildig bildirilmistir. Aragtirmacilar, sigan ve
tavsanlar arasindaki bu farkliliin, hayvanlarin KC kan akigindaki ya da KC
agiriklanindaki farkliliktan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir (43 ). '



Seltzer ve ark. yaptiklan bir aragtirmada yumurta lesitini:kolesterol:stearilamin
(4:1:1) bilesimine sahip diatrizoat igeren vezikiiller hazirlamiglardir. Bu lipozomlann
siganlara uygulanmasim takiben CT” de kan, KC, dalak, bobrek ve tiimor gevresindeki
kontrast artigim1 1zlemiglerdir. Ayni zamanda kargilastirma yapmak amaciyla bir bagka
sican grubuna da serbest Renografin enjekte edilmistir ( 39 ). Lipozomlarin i.v.
uygulamasini takiben kan yogunlugu hemen baslamis ve gecikmeksizin pik deferine
ulagmugtir. Abdominal aortun maksimal yogunlugu 122 + 25 AHU dir. Bu deZer
kademeli olarak azalmig, 1.saatte 99 + 33 AHU’ ne ulagnug ve 24 saatte temel ¢izgiye
ulagmugtir. Abdominal aortik CT degen 5dk. iginde maksimum deZerine 26 + 16 AHU’
ni bulmugstur. Kalpteki kanda da benzer kontrast artig gérilmasttir. 10. dk. da kalpteki
kanda liposomal diatnizoat ile goriilen yoZunluk serbest diatrizoat ile elde edilenden
3.9 kez daha fazladir ( 39 ). KC ve dalajin kontrast artist da enjeksiyondan hemen
sonra baglamgtir. KC” de maksimum CT degerine ( 70 + 3 AHU ) 5.dk. da, dalakta ise
maksimum CT degerine (159 = 94 AHU ) 30.dk. da ulagilmistir. Her iki organda da
bu deger kademeli olarak azaldiktan sonra 1-2 giin igersinde temel ¢izgiye ulagmgtir.
Lipozomal diatrizoat ile elde edilen arti serbest diatrizoat ile elde edilenden hem daha
fazla hem de daha uzun stirehdir. Timor g¢evresinde de kontrast artist hemen
baglamistir. 20 dk. iginde max. CT degeri olan 52 + 14 AHU °‘ne ulagilmistir. Daha
sonra bu deger kademeli olarak azalmigtir. Serbest diatrnizoat ile az bir artig gorulmustir
(39).

CT ile yapilan bir difer ¢ahsmada Ryan ve arkadaglan yumurta lesitini :
kolesterol ( 2:1 ) bilesiminde LUV’ ler hazirlamislardir. Diatrizoat yiikli vezikiillerin
i.v. enjeksiyonundan sonra abdominal CT ile izlenmig ve dalak, KC gorintilen
ahnmstir ( 44 ). Dalafin goriintisii enjeksiyvonu  1zleyen S.dk.’ da yiiksek artis
gostermig, ilk 15dk. hizh bir yikselme, takip eden 45 dk. da yavas bir yiikselme
gozlenmistir. Artigin doza bagh oldugu anlagilmistir. Artis mg kg’ bagina 2.27 + 0.21
AHU olarak bulunmugtur. KC* deki gorintli artiglarinda da benzer zaman siireci
1zlenmig fakat daha distik bir maksimum  elde edilmigtir. Enjel;siyondan sonra 60. dk.
da maksimum bir artig gézlenmis takip eden saatlerde organ yogunlugu kademeli

olarak azalmig 24 saat sonra temel ¢izgi elde edilmigtir ( 44 ).



Ultrason ile goriintiileme; kontrast ajanh ya da ajansiz US (ultrason)’ un,
radyoloji alaninda kullanimi hizla artmaktadir. Kontrast artinicr bilesikler 20 yildan fazla
zamandir bilinmesine ragmen ticari olarak kullanilabilenlerin sayisi cldukga azdir.
Echovist®, galaktoz mikropartikiilleri, piyasadaki ilk kontrast ajandir. US’ da
kullanilan ajanlarin istenen etki mekanizmasy, incelenen organin echogenisitesini
degistiren kiigiik gaz balonlarnin yiizeyinde US’ nun sagilmasidir. Buna goére kullanilan
ajan bu geri sagihmin miktanim artirarak ya da azaltarak degistirmelidir ( 34 ). Ancak
bu mikro balonlarin kullammlarini sinirlayan 6zellikleri, enjeksiyondan sonraki diisik
stabiliteleridir.

Azot hapsedilmig lipozomlar (Aerosomes) US gorintilemede vaskiiler kontrast
ajan olarak tamimlanmustir. Fosfatidilkolin vezikillerinin ti¢ aydan fazla zaman stabil
oldugu rapor edilmigstir ( 34 ).

MR gériintiileme; giicli, homojen manyetik alana dokunun yerlestirilmesi ile
yapihr. Radyofrekans enerji uygulamr ve doku iginde uyanlmis atomlann eski haline
doénmesi sirasindaki sinyaller &lgtiliir. Genel olarak gériintileme doku igine dagilnug
protonlarin vansimast ile elde edilir (45).

MR kontrast ajanlar lokal manyetik ¢evreyl, hedef dokunun manyetik alana ve
uygulanan radyofrekans pulse’a olan cevabim degistirirler. MR kontrast ajanlarn
etkinlii; incelenen dokunun MR parametrelenni dejistirebilme yeteneZine baghdir.
MR parametreleri: “g¢ekirdek spin dansitesi”, “longitudinal” relaksasyon zamam ve
“transvers” relaksasyon zamamdir (42 ).

MR kontrast ajanlar, demir igeren bilesikler, paramagnetik elementler (Gd
(gadolinium), manganez v.b.), serbest radikaller ya da ¢ifilesmemis elektron tagiyan
maddelerdir ( 46, 47 ).

En ¢ok cahgilan MR ajanlan, paramagnetik maddelerin suda ¢6ziinen
selatlandir. Cinkt 6zellikle, Gd yedi tane giftlesmemis elektrona sahiptir. Bu nedenle
MRI da kullamim i¢in ¢ok uygun goriilmektedir. Ancak serbest Gd iyonlan son derece
toksiktir ve bu nedenle kontrast ajan olarak kullamima uygun degildir. Selat ajan ile
metal tyonunun toksisitesi azaltilabilir. Bunlardan biri olan Gd-DTPA ile hastalarda

cahisilms ve 6zellikle beyin gortintilenmesinde glivenli ve etkili bulunmustur (42 ).



Asagidaki parametreler defistirilerek lipozom igine hapsedilmis bu ajanlanin
biyodagiimlarim ve etkilerini defistirmek mimkindiir ( 34 ).

o lipid bilegimi

o biyiklugi

& yiizey yuku

¢ lipid miktan /konsantrasyonu

< injeksiyon yolu

¢ injeksiyon orani .

Trubetskoy ve Torchillin ( 48 ) lenf nodullerimn MR gorintilenmesinde
kullanilan paramanyetik iyon igeren lipozomlarin performansini artirmak igin yeni bir
yaklagim olarak degisik polimerlerle lipozom ytizeyinin degistirilmesini digiinmuslerdir.
Yapilan gahgmada , kaplanmamug, dekstranla ve PEG (polietilen glikol) ile kaplanmig
lipozomlar s.c. (subkiitan) uygulanmus, bunlann lenf nodillerindeki MR sinyalleri
kargilagtinlmigtir. Degigik polimer ile modifiye edilmiy Gd igeren lipozom
preparatlarinin s.c. uygulanmasindan sonra tavsanlarda kiirek kemigi alt: ve koltuk alti
lenf nodillerindeki MR sinyalleri yoZunluunun kinetii incelenmistir ( 48 ).
Kaplanmamis lipozomlarla her iki nodiilde de sinyal de gok az bir artig gbrilmiistir.
Doku / nodil oram 80. dakika sonunda 1.5 civanindadir. Dekstran ile kaplanmug
lipozomlarin koltuk alti nodiillerinde birikimi de gok farkh degildir. Fakat kirek kemigi
alt1 nodiillerinde belirgin bir artig gorulmustir. PEG ile kaplanmug Gd igeren lipozomlar
ile her iki nodiilde de hizhi ve etkili bir MR sinyal artigt gériilmustir. PEG ile kaplanmug
Gd iceren lipozomlanin uygulanmasindan sonraki dakikalar icinde lenf nodiilleri
gorinur hale gelmigtir (48).

Radyoniiklidik gériintiileme; radyoaktif maddenin doku iginde dagihmina
dayamir. Avantajlanndan biri dokuya 6zgii radyoaktif izleyici kullanilabilmesidir (42 ).

MRI ve radyonitklidik gérintiilemede lipozomlann kullanilmas: arasindaki
temel fark goriintii igin gerekli olan dozdur. MRI’ da kg bagina pmol hatta mmol
miktarda paramagnetik bilesikler gerekirken, radyoniikhdik goériintilemede sadece
radyoaktif maddenin izleyici miktan1 yeterlidir. Radyoniklidik goériintilemede

radyoizotoplar ya saf tuz ya da gelat olarak kullanihir. Absoli doz ¢ok diigiik oldugu



1gin serbest metal iyonunun toksisitesi &nemsizdir ve bu nedenle kompleks olusturmak
gerekmeyebilir. DTPA, EDTA, NTA (nitriloasetik asit), HMPAO (hekzametil
propilamin) ve polimerlerle kompleks olusturulabilir. Izotopun lipozom igine
hapsedilmesi yeterlidir. En gok kullanilan izotoplar ve 6zellikleri Tablo 2 ‘de verilmistir

(34).

Tablo 2: Radyoniiklidik Gériintillemede En Yaygin Olarak Kullanilan Izotoplar ve
Ozellikleri ( 34).

Ul 2.8 giin 0.245
1231 13 saat 0.167
Pmr. 6.0 saat 0.141

Lipozomlar, RES dokulanina radyoaktif materyalin pasif olarak taginmasim
saglarlar ya da RES disinda diger bolgelerde birikmesini saglarlar. Izleyicinin ilgisini
RES organlardan bagka organlara gevirebilirler. Bu, radyoaktif isareth vezikiiliin
buyuklign, yiko, lipid icengi, dozu ylizey karakteristikleri ve ilave edilen fonksiyonel
gruplar degistinlerek saglanabilir (42 ).

Khar ve arklan ( 9 ) genel olarak bobrek imajlamada tercih edilen bir
radyofarmasotik olan M. GHA (glutatyon) 1ceren degisik yiizey yikla (nétral,
negatif, pozitif) lipozomlar hazirlamuslardir. Lipozomlar deterjan dializ yontemiyle
hazirlanmigtir  ve hazirlanan hpozomlarin formilasyonlan ; PC:Chol (7:2) (nétral)
PC:Chol:SA (7:2:1) (pozitif), PC:Chol:DCP (7:2:1) (negatif)’ tir. Ajamn organ
segiciligl; lipozoma hapsedilmig ilag ile serbest ilacin fare ve tavsanlara enjeksiyonuyla
incelenmistir. Bunun igin biyodagilim, kan klerensi ve sintigrafi ¢ahsmalan yapilmigtir.
Ayrica ajamin vezikiil igine hapsedilmesinin yari miir tizerine etkisi arastirilmighr (9 ).

Biyodagilim ¢aligmasinda; serbest 99mT. GHA’ nun ve notral, pozitif, negatif yiikla




lipozomlara hapsedilmis olan *°™

Tc-GHA’ nun biyodagilimlan farelerde incelenmistir.
2-3 ayhk afirhiklan 24-30g arasinda olan 12 fare 4’ erli 3 gruba aynlnustir. Hepsine 5
pCi diagnostik ajan enjekte edilmis ve 3 gruptaki fareler enjeksiyondan sonraki 30.dk.,
3. saat ve 18. saatte ¢ldiiriilmiistiir. Farelerin KC, dalak, AC (akciger), kalp, bobrekleri
ve mideleri ¢ikanlmis, kanlari ahinmistir. Her organin radyoaktivitesi % radyoaktivite /
g organ olarak hesaplanmgtir. '

Serbest ™Tc-GHA  fiziksel, kimyasal 6zelliklerinden dolayr bobrekte
toplanmigtir. 30.dk. da % 37.4° ii bobrekte toplanmig sonra bu deger hizla digmius 18.
saatte % 5.7° si kalmigtir. Negatif yikla SUV’ e hapsedilmig #MTe-GHA’ nun %20.6’
s1 30.dk.da KC’ de toplanmistir. 3.saatte az bir azalma olmug ve 18.saatte bu deger
%13.5" e dugmustir. Kanda 30.dk. da % 9’ U gorulmustir. 18.saatte % 1.1° 1
azalmistir. Diger organlarda da 30. dk. dan 18. saate kadar surekli bir azalma
gorilmustir. Notral lipozomlara hapsedilmig #MTc GHA’ nun % 17.7° si 30.dk.da
KC’ de gorilmiistiir. 18.saatte bu deger % 7.7° e dusmustir. Pozitif hpozomlarla 30.
dk da KC’ de minimum aktivite ( % 15.8 ) gértilmustiir (9 ).

Biyodagilim galigmalarinin sonuglanimi dogrulamak ve radyodiagnostik ajanin
KC ve diger dokulara hedeflendirilmesinde gérsel bir kamit elde etmek 1gin sintigrafi
calismasi yapilmistir. Bu amagla gama kamera kullamlnug. Yaklagk 100 pCi
diagnostik ajan tavsanin kulak veninden enjekte edilmig ve 90 dk sonra gorintilenie
yapilmigitr. SUV igine hapsedilmis ajan KC* de toplanmig iken serbest M T GHA’
nun bobreklerde toplandis gérﬁlmﬁ$tﬂr (9).

Kan klerensi ¢ahgmalan serbest #Tc.GHA ile negatif yukli lipozoma
hapsedilmis olan 99mTc-GHA ile tavsanlarda yapilmistir. 5, 15, 30 dk, 1, 2, 3, 4 ve
24. saatlerde 1 ml kan 6rnegi alinmis her Ornefin radyoaktivitesi dlgiilmustir. Kan
orneklerinde plazma ve KKH (kirmizi kan hicre)’ leri aynlmistir. 9T .GHA’ nun
kan klerensi 30. dk. da % 25’ lik bir maksimum degere ulasmig ve 1. saat sonunda ant
bir disiis gozlenmisti. Plazma ve KKH aktiviteleri arasinda onemli bir fark

gorilmemigtir.



SUV igine hapsedilmis * ™ Tc-GHA’ un kan Klerensinde 30.dk. da % 27.1° lik

maksimum degere ulagmis ve bu deger 24 saatte kademeli olarak % 7.1° e diigmiistiir.

Yine plazma ve KKH aktiviteleri arasinda 6nemli bir fark gériilmemistir (9 ).
1.3. NON IYONIK SURFAKTAN VEZiKULLERI (NISV)

Lipozomlar, ana bilesenleri fosfolipitler oldugu i¢in hem toksik hem de allerjik
degildirler. Ancak bunun yaninda fosfolipidlerin diigiik kimyasal stabilitelert gibi baz
dezavantajlan da vardir. Yapisinda bulunan ester baglan kolayca hidrolize olabilir. Bazs
¢ift zincirli sentetik siirfaktanlarin non-iyonik polar gruplan ile non-iyonik lipozomlar
olusturabileceklerinin anlagilmas: tizerine, lipozomlara alternatif olarak bu vezikuller,
non-iyonik stirfaktanlarla hazirlanmigtir ve NISV ya da niozom olarak adlandinlmistir.
NISV’ lerin yapisi lipozomlara benzerdir fakat bazi avantajlara sahiptirler. Non-iyonik
surfaktanlar ana bilesenleridir. Kolayca elde edilebilirler, daha ucuzdurlar (49 ).

Ilk NISV, alkil oksietilengliserol (tek zincirli siirfaktan) ile kolesterol karisimi
kullanilarak hazirfanmagtir. En ¢ok kullanilan tek zincirli sirfaktanlar, polighserol mono
alkil eterleri ve onlann polioksilat analoglandir ( 3 ).

Non-iyonik surfaktanlar genellikle doymus alkil zincirli siirfaktanlardir. Degisik
sentetik hpitler NISV’ ler igin kullanilir. Handjani-Vila tek zincirlh non-iyonik
siirfaktanlarla kolesterol kullanilarak bu vezikillerin olustugunu bildirmiglerdir ( 50 ).
Okahata ve ark. polioksietilen eter surfaktan grubunun kullamlabilecegim rapor
etmiglerdir ( 51).

Eterik sirfaktanlar dialkil zincirli veya monoalkil zincirli olabilir. Dialkil zincirli
olanlar diferinden daha yiksek hapsetme kapasitesine szhiptir. Esterk siirfaktanlar

eteriklerden daha az stabildir. Ote yandan daha az toksiktir (49 ).
1.3.1. NISV’ LARIN HAZIRLAMA METODLARI

Hazirlama metodu elde edilen NISV’ lann tabaka sayisim, buyuklik ve

buyuklik dagihmin, sulu fazin hapsedilme kapasitesini ve membranin gegirgenligini
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degistirdig i¢in istenilen amaca gore hazirlama yontemi segir.  Cogunlukla
lipozomlarla benzer metodlar ile hazirlanuirlar. Defisik  homojemzasyon ve
m.ikroﬂuidizasyon yontemleri kullanilarak kozmetik Griinler ig¢in degistk kahtede
dispersiyonlar hazirlanir (3 ).

Baglica hazirlama yontemlen:

# Eter enjeksiyon metodu ( 52).

< Film metodu (52).

¢ Sonikasyon ((52).

e Handjani-Vila metodu ( 50 ).

¢ Ters faz buharlastirma metodu ( 53-55).
L3.2. RADYOPAK NISV’ LAR

Kontrast ajan igeren NISV’ larla vapilmig ¢ahsmaya literatiirde rastlanmamigtir.

Bizim yaptiimiz ¢alisma, bu alanda yapilmis itk ¢aligma olma ézelligini tagimaktadir.
L4. GORUNTULEME YONTEMLERI

Hem niikleer tip hem de radyoloji alaminda defisik gorintileme yéntemlert
kullanilmaktadir ( 6r: CT, MRI, US, sintigrafi, SPECT ). Biz ¢aligmalanimizda, bu

yontemlerden sintigrafi ve CT goriintilemeyt kullandik.

L4.1. SINTIGRAFI

Giinimiizde, y 15mm dedeksiyon aletleri ya da sintilasyon kameralan yaygin
olarak niikleer tipta kullanilmaktadir. Bu aletlerin hepsi y 1sim dedeksiyon nitest ve
bunun yaminda kolimatér, Nal(Tl) dedektéri, fotomultipher tip, preamplifikator,
amplifikator,dalga yiksekligi analizorii ve goriintii kaydedici tiniteden olusur (Sekil 6).
Temel prensibi; kaynaktan gelen vy iginlan Nal(T1) dedektort ile etkilesir ve hafif

fotonlarin emilimine dayanir. Fotomultiplier tiipiin toplayicr katoduna vuran igin bir



27

puls (cevap) olusturur. Puls o6nce preamplifikator sonra lineer amplifikator ile
)quseltilir, Puls yitksekligi analizorii istenen enerjideki y 1ginim ayinir. Bilgi daha sonra

goriintilleme Gnitesine ulagir ve goriintli olugur ( 48 ).

Amplifikat6r X, Y Pozisyonlama
| Devresi
Preamplifikator |
|
Fotomultipher Tip Dalga Yiiksekligi Analizorii
a |
Nal(T1) Kristali Goriintii Unitesi
|
Kollimator
|
Kaynak

Sekil 6 : Bir Sintilasyon Kamerasini Olusturan Temel Kisimlar (48 ).

1.4.2. TOMOGRAFIK GORUNTULEME

Sintilasyon kamerasinin temel kisitlamast iki boyutlu gorintileme ile Gi¢ boyutlu
dagilan aktivitenin goriintiilenmesidir. Bu problemi ortadan kaldirmak igin bir yol,
hastanin degisik agilardan (anterior, posterior, lateral) gérintiisiinii almaktir. Ancak
yine de, incelenen organin etrafindaki yapimin kompleksligi nedeniyle bu teknigin
basanis1 siurhidir. Incelenen objenin derinlifini de tasvir etmek igin tomografik
tarayicilar geligtirilmistir. Bunlardan biri olan CT ‘ler ayn ayn kesitler halinde objeyi

inceler ve gorintilyl yeniden olugturur ( 48 ).
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I.5. RADYOAKTIF MADDE iLE iSARETLEME VE DAGILIM

Yapilan aragtirmalarda lipozom ve NISV’ lar i.v. uygulama sonrasi nerede
lokalize oldugunu kolayca takip edebilmek i¢in radyoaktif olarak isaretlenir ve
sonrasinda biyodagilimlan incelenir. Bu ¢ahgmalar sayesinde, bu tagtyici vezikiillerin
etkinlik ve faydasini anlamak miimkiin olur.

Bu amagla ratlara iv. enjeksiyonla #MTe 1a isareth radyopak lipozom ve
NISV’ ler uygulanarak ve belli zaman araliklarinda oldiiriilerek goriintiléemenin ne
derece iy1 oldugu saptanir ( 56 ).

Sozii edilen isaretleme ¢aligmalannda kullamlmak izere ¢ok gesitli
radyoniiklidler gelistirilmigtir. Niikleer tipta B-yayiclann  kullammu  tedaviyle
simrlandinlmgtir. y-yayicilar sintigrafik galigmalarda tercih edilir. Bu radyoniiklitler
icinde fiziksel yanlanma omrii (6 st), enerjisi (140 keV), monokromatik y-yayicist olusu

gibi nedenlerle **™Tc¢ en popiiler olamdir ( 56 ).

L5.1. T’ UN KIMYASI VE **™Tc ILE ISARETLEME YONTEMLERI

#MMTe’ un elde edildigi ana niiklid olan Mo yiiksek akim reaktoriinde notrén

bombardimant sonucu >->U’ un fiizyonu ile elde edilir. Mo’ den radyoaktif dontigiim
ile niikleer tipta en ¢ok kullanilan “metastable izotopu™ olan Mo (yan: émri 6 saat),

onun da donisiimi ile yar dmri 2.1x10° y1} olan T elde edilir.

Tc, periyodik cetvelde VIIB grubunda yer alan gegis elementlerine ait metalik
glimiis renkte, erime derecesi 2160 °C ve atom numarasi 43 olan bir elementdir.
Dogada stabil izotoplan yoktur.

Tc bilesiklerinin -I den +VII ye kadar oksidasyon kademeleri vardir. Bu
kademeler 4d ve 5s orbitallerinden elektron kaybi ya da 4d orbitaline elektron
kazanilmast ile olusur. Oksidasyon kademelerinin stabilizasyonu ligandlara ve kimyasal
ortama baghdir. +VII oksidasyon basamaklari en fazla stabil olan seklidir ve oksit, stlfit

ve perteknetat iginde bulunur. -1, +1, +II, +II1, +1V ve +V okside sekilleri igandlar ile
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kompleks olugturarak stabil duruma gegerler ( 56, 57).

Cok genis kullanilan bir radyoniiklid olan #MTe’ un sagladii avantajlar ( 58 ):

* Fiziksel yanlanma omriintin, radyofarmasoétiklerin hazirlanmasi ve rutinde
kullaniminda gériintiileme igin ihtiyag duyulan siireye uygun olmast,

* Sadece y radyasyonu olmasi, partikiiler karakterde radyasyonu igermemesi,

* Hastaya verdigi radyasyon dozunun az olmasi, '

* Mo/ PTc jeneratoriinden serum fizyolojik iginde elde edilen 99mTcO4_
‘in kullanima hazir olmasi,

* -] den +VII ye kadar oksidasyon basamaklarinin olmasi ve degisik
koordinasyon geometrisinin olmast,

* y enerjisinin giinimizde kullanilan kameralar i¢in optimum diizeyde olmas.

Giiniimiizde, birgok PMTe ile isaretli goriintileme ajam1 yaygin olarak
kullanmilmaktadir, fakat biyokimyasal ve fizyolojik fonksiyonlan izleyebilmek igin yeni
gngc-radyofarmasétiklerinin gelistinlmesine ihtiyag vardir.

Radyofarmasotik olarak kullanilacak 99mTc-komp]eks]erinin sentezi su sartlar
altinda yiiritalmehdir.

- Sentez dugik konsantrasyonda yuritilmelidir, genellikle 10%-10°M
(isaretlenecek madde)

- Sentez Tc (VII) ile baglamahdir.

-Verim %95 den fazla olmahdir.

- Steril ve apirojen ortamda yiriitilmelidir.

En fazla tercih edilen hazirlama yontemi serum fizyolojik i¢indeki #MTe0,” “in

steril sartlardaki liyofilize madde igeren flakona eklenmesidir ( 58 ).

Sentez yollari; indirgenme, ligand degisimi,

oM, sodyum perteknetat’ dir (99rn Tc

Indirgenme; Jeneratorden elde edilen
NaTcOy). Kimyasal olarak 99’"Tc04_ nonreaktif ozelliktedir ve herhangi bir bilesige

direkt eklenmesi ile isaretlenemez. Pmre igaretli gogu bilesikte, 99MTe +VII den daha
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disiitk oksidasyon kademesine indirilmelidir. Degisik indirgeme ajajnlani; SnCh, kalay
sitrat, kalay tartarat, konsantre HCI, Na BH, ve ferri siilfat. Bunlar iginde SnCl» #mTe
isaretli bilesiklerin gogunda asidik ortamada indirgenme ajami olarak kullanihr.

Indirgenmis PmTe degisik selat ajanlani ile reaksiyona girer.
9MTc0,” + rediiktant + ligand ——> *™Tc-kompleksi

Selat ajanlan genel olarak birgift elektron vererek PMT¢ ile kovalent baglanir.
-COO™ , -OH ,-NH, ve -SH kimyasal gruplan DTPA, glusesptat ve degisik proteinler
gibi bilesiklerdeki elektron vericilerdir.

Reaksiyon sartlan yiiksek radyokimyasal verim alinacak sekilde ve Tc hidrolizi
ve Tc(OH)4 ya da TcO; gibi kolloid olugumu engellenecek sekilde optimize edilmeli.

Ligand degisimi; Sulu ortamda zayif bir ligand ile > ™Tc kompleksi
olusturulur daha sonra daha stabil olan ikinci bir ligand ile reaksiyona sokulur.

9mre0,” + Sn*> —— indirgenmis °"Tc + Sn*™*

99mT

indirgenmis ¢ + tartarat —> *"™Tc -tartarat

99MTe Atartarat + bilesik ——> ° "Tc-bilesik + tartarat

Glikonat, tartarat, sitrat ve EDTA zayif 6zellikte ligandlardir. Isonitril ve N>S,
grublan giicli ligandlardir.

Tiim sentez yollannda yiiksek radyokimyasal verime ulagmak igin rediiktant /

ligand molar oram, pH, 1s;, reaksiyon zamani, oksijen ve biitiin reaktiflerin

konsantrasyonu gibi parametreler optimize edilmelidir ( 56 ).

L.5.2. **™T¢ iLE iSARETLi RADYOFARMASOTIKLERIN KALITE
KONTROLU

Biitiin 1laglarda oldugu gibi radyofarmasétiklerde de insana verilmeden dnce

birtakim kalite kontrol testlerinin yapilmasi gerekir. Diger ilaglarda yapilanlara ek
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olarak radyoaktiviteye bagh bir dizi testler de gereklidir. Fizikokimyasal testler arasinda
radyokimyasal, radyoniiklidik saflik, pH, iyonik gii¢ ve radyoaktivite tayini sayilabilir
( 59). Biyolojik testler arasinda ise sterilite, apirojenite ve toksisite testleri sayilabilir.
Kromatografi:Radyokimyasal saflifi tayinde kullanilan kromatografik
yontemler basit ve hizh bir kalite kontrol yéntemidir. Kagit, ITLC (Instant Thin Layer
Kromatografi) veya ITK (ince tabaka kromatografisi) kullanilarak % 0.9 NaCl ¢cOzeltisi
ile orjinde kalan 9T isaretli partikiiller, organik solvan ( metil alkol, metil etil keton,
aseton v.b.) kullamlarak da solvent fronta giden perteknetat varligi kontrol edilir.
Partikiiler karakterdeki radyofarmasotiklerde ACD ( asit sitrat dektroz) ile hem serbest

hem de hidrolize Tc varhigi kontrol edilir. Herikisi de ACD de solvent fronta gider (60).

#mre-DTPA preparatinda oldugu gibi, preparat fazla miktarda su ya da serum

fizyolojik ile diliie edildikten sonra **™Tc isaretli kiigiik molekiiller hidrolize ve okside
olurlar. Diliisyondan énce 1 mL %] insan serum ilavesi ile bu problem ¢oziilebilir. Tc-
radyofarmasbtiklerinin proteinlere baglanmas: diliisyondan sonra 9ngc-kompleksinin
stabil kalmasim saglar. ooy isaretli antikor preparatlarindaki perteknetat miktarim
kontrol etmek igin silikajel ya da kagtla birlikte trikloro asetikasit gozeltisi kullamhr.
Bu test uygulamadan 6nce her preparat igin rutin olarak yapilir ( 57 ).

Sterilizasyon ve Sterilite Testi: Suda ¢oziinen ve partikiiler yapida olmayan

radyofarmasétiklerin - sterilizasyonu membran filtrasyonu ile yapiir. Cogu c

bilesikleri, Tc perteknetat ve 9T csiilfid ya da antimon silfid harig, sicakta stabil
degildirler ve bu nedenle sterilizasyonu igin otoklav kullaniimaz.

Yagda ¢oziinen baz1 molekiller seliloz-poliasetat membran filtre tarafindan
tutulabilir: Bu durumda az miktarda deterjan membrana adsorpsiyonu 6nlemek igin
eklenir.

Sterilite testinde bakteri ve mantar varhifi kontrol edilir. FDA’ ya gore
radyofarmasétiklerin sterilite testi, degisik ortamlarda 30-37 °C de 7-14 gin
inkiibasyona birakilarak yapilir. Bu testler birka¢ gin stirdigi igin kisa yari omiirli
radyofarmasétiklere bu test radyoaktif par¢alanmadan sonra uygulanir. Aym zamﬁnda

tiim kitler ve reaktifler i¢in de bu test uygulanir ( 57 ).
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Apirojenite Testi: Pirojenler, gram negatif bakterilerden olusan
lipopolisakaritlerdir ve membran filtrasyonu sirasinda suda ¢6ziiniir bilegik olan e
kompleksi ile beraber pirojenin major fraksiyonlan da filtre edilir. Tavsan testi hassas
bir yéntem olmamas: yaninda pahah ve uzun zaman gerektiren bir testir. LAL (limulus
amebozit lisat1) ile pirojenite testi ise kolay ve gabuk uygulanan bir testtir. LAL reaktifi
steril su ve E.coli endotoksinini igeren kit halinde bulunur. '

Yontem; 0.1 ml 6érmek, 100 U endotoksin ve LAL ¢ozeltisi 37 °C de inkiibe
edilir ve 60 dk. sonra tiip ters gevrilerek jel olusumu kontrol edilir.

Baz proteinler yiiksek konsantrasyonlarda endotoksin olmaksizin jel olusturur.
Bu durumda, steril ve pirojensiz tampon ya da solvan ile dilue edildikten sonra diisitk
konsantrasyonda test uygulanmahdir.

Endotoksin ve LAL lisat: varhdinda jel olusmasi igin Ca iyonu gereklidir. Selat
ajanlaninin ve metal gelatlarimin apirojenite testi i¢in ekstra Ca iyonuna ihtiyag vardir.

Aksi takdirde hatali olarak negatif sonug elde edilir (57 ).
1.6.IOPROMID
L6.1. YAPISI

Iopromid anjiografi, bilgisayarh tomografi ve trografi’ de kullamlan

trityodobenzen tiirevi radyokontrast bir maddedir. Agik formiilii agagidaki gibidir .

CH, ?H
|
CO -N "CH;"CH%CH on

~CH,—CH-CH,OH |
CH,~0~CH,~CO-N CONH-CHa ™Y =
N OH

Iyot igerigi molekiliin % 84 “tidur (2).
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1.6.2. FIZIKOKIMYASAL OZELLIKLERIi

Molekiil agirligi 791.1 g /mol ‘dir. Beyaz renkte, kokusuzdur. Suda g¢ok iyi

¢oziinir. Erime Derecesi 225-228 °C civanndadir ( 2 ).
1.6.3. FARMAKOLOJIK OZELLIKLERIi

Topromid, non-tyonik, bobrek yolu ile itrah edilen, osmotik basinc diigiik bir
rontgen kontrast maddesidir. |

- Iyonik kontrast maddelerine oranla daha iyi tolere edilmesi

- Iyi néral tolerans géstermesi

- Kalp ve dolagim sistemine etkinliinin az olmasi

- Cok 1yi endotel ve intima toleransi

- Uygulamada agnnin az olmasi

- Idrar yollarinda yiiksek kontrast olusumu

Iopromid ‘in baglica 6zelliklenidir ( 2, 5).
1.6.4. YAN ETKILERI

Iyot igeren kontrast maddelerin intravaskiiler kullaniminda ortaya gikabilen yan
etkiler genellikle hafif veya orta derecededir ve manyetik preparatlarda iyoniklere
nazaran daha az ortaya gikar. Cofu zaman gegici bir sekilde seyretse de zaman zaman
agir ve hayati tehdit eden reaksiyonlar gérilebilir. Bulanti, kusma, deride kizarkhk,
genel sicakhk hissi ve agn, intravaskiiler uygulamada en sik rastlanan reaksiyonlardir.

Allerjik biinyeli hastalarda agin duyarlitk reaksiyonlar1 daha sik ortaya gikar.
Acil ginigim gerektiren agir reaksiyonlar dolagim sistemi ile ilgili meydana gelebilir.
Bunlar perifer vazodiiatasyon, bunu takip eden kan basinci dugmesi, refleks tagikardi,

nefes darligi, siyanoz geklinde kendini gosterir (2).
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1.6.5. FARMAKOKINETIGI

Intravaskiiler uygulamay: takiben, Iopromid hizla ekstraseliiler alanda dagilr.
Iopromid kan beyin engelini asamaz ancak plasentadan (tavsan) az miktarda
ge(;ebilmektedir.‘ Plazmada ml bagina 1.2 mg I konsantrasyonunda plazma proteinlerine
baglanma oran1 % 0.9 10.2 ‘dir. Yanilanma omrii 3 dk. olan ilk hizh dagilimdan sonra
eliminasyon, bobrek fonksiyonu normal olan hastalarda uygulanan doza bagh
olmaksizin yaklagtk 2 saatlik bir yarilanma 6mri ile gergeklegmektedir. Diagnostik
amaglar i¢in tavsiye edilen dozlarda, Topromid tiimiiyle glomeriiler ﬂ]trasybnla itrah
edilir. Renal itrah, enjekstyondan 3 saat sonra yaklagik %60 ve 24 saat sonra %92 dir.
Gegerli klinkk dozlarin uygulamasi sonucu insanda Iopfomid’ in metabolitlerine

rastlanmaz ( 2, 5).
1.6.6. KULLANILIS ALANLARI

Bilgisayarli tomografide kontrasti artirmak amaci ile dijital substraksiyon
anjiografisi, intraven6z urografi, myelografi, ventrikiilografi ve sisternografi disinda

viicut bosluklarinin radyolojik tetkiklerinde kullanilir.
L6.7. TOKSISITESI

Dawson ve ark. toksisite degerlendirmesi igin parametre olarak, proteinlere
baglanma, serum enzim (kolinesteraz) kompleksi inhibisyonu ve kogiilasyon tizerindeki
yan etkilerini segmiglerdir (S ).

Proteinlere baglanma;, 37 °C de 4 saat PTFE hicreleri kullanilarak insan
serumu konrast madde-tampon karigimina karst diyaliz edilmis ve kontrast madde
konsantrasyonu spektrofotometrik olarak olgtilmiigtiir.

Kolinesteraz inhibisyonu; insan serum kolinesteraz (pseudokolin esteraz
kompleksi) kullamlarak olgiilmigtir. Substrat olarak propionil tiyokolin .iyot

kullamlmistir. Kolinesteraz hidroliz ile propiyoniltiyokolini propiyonik asit ve
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tiyokoline; Tiyokolin ‘de 5,5-ditiyo bis (2-nitro benzoik asit) ve sari renkli 2-nitro
benzoik asite doniisiir. Olusan sari rengin siddeti 405 nm de 6l¢iilmiis ve kolin esteraz
aktivitesi hesaplanmigtir.

Koagiilasyon iizerine etkisi de trombin ve reptilaz zamanina etkisi ile
olgilmiistiir. Sitrazsiz kan 2000 rpm de 10 dk. santrifijlenmis ve gokelek bir tiipe
ahnmigtir. 1 mL plazma Uzerine kontrast maddeden 10, 20, 30 mg /mL olacak sekilde
eklenmigtir. Tiipler 37 °C de 30 dk. inkiibe edilmis ve trombin ve reptilaz zamani
Olguilmiigtiir.

Tim bu deneyler Iopromid, Topamidol (diisiik osmolaliteye sahip non-iyonik
kontrast madde), sodyum iothalamat (konvansiyonel kontrast madde), sodyum
meglumin ioksogalat (diigiik osmolaliteye sahip iyonik kontrast madde) igin yapilmis ve
sonuglar kargilagtirilmigtir. Iopromid ve Iopamidol ile elde edilen sonuglar birbirine
paralel bulunmustur. Kolinesteraz inhibisyonu, yiiksek konsantrasyonlarda sodyum

iothalamat, meglumin ioksogalatin, etkisinden 6nemli derecede az bulunmugtur (5).
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I1.1.1. KULLANILAN KIMYASAL MADDELER

Amberlit

1-amino-2-naftol-4 siilfonik asit
Amonyak

Amonyum molibdat.4H>0O
Aseton

Butanon

n-butanol

Dialkil poli-(7)-gliserol eter (Siirfaktan I)
Dioksan '
Disodyum hidrojen fosfat.2H-0
Distearil fosfatidil kolin (DSPC)
Fosfatidil kolin (PL100)
Hekzadesil poli-(3)-gliserol (Siirfaktan II)
Hidroklorik asit

Iopromid

Isoton ¢ozeltisi

Kalay II kloriir (SnCl. 2H,0)
Kloroform

Kolesterol

Metil etil keton

Perklorik asit

Potasyum dihidrojen fosfat
Sodyum hidroksit

Sodyum pirosulfit

Sodyum siilfit

Stearilamin

Silfiirik asit

Tris

Triton X-100

Ultravist-370

Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
Merck
L’Oreal
Merck

‘Merck

Nattermann GmbH
Nattermann GmbH
L’Oreal

Merck

Schering

Coulter Electronics
Merck

Merck

L’Oreal

Merck

Riedel De Haen AG
Merck

Merck

Merck

Riedel De Haen AG
Sigma Chemical Co.
Merck

Merck

Sigma Chemical Co.
Schering

Diger kimyasal maddeler analitik saflikta kullanilmistir.



I1.1.2. KULLANILAN ALETLER

Banyo sonikator
Bilgisayarh tomografi
Erime derecesi tayin aleti

Extrusion unit

Gama sayaci

Gama sayaci

FT-IR spektrofotometre
Isitma blogu

ITLC-SG plakalan
NMR

Osmometre

Partikiil buyikluga olgme aleti
pH-metre

Polarizan mikroskop
Polikarbonat filtre
Rotavapor

Silikagel 60 F,s4 plaklari
Spektrofotometre
Spektrofotometre
9MT¢/Mo jeneratorii
Ultrasantrifiij
Ultrasantrifiij

UV lamba

Vakumlu etiiv
Viskometre

Vorteks

Yiizey gerilim 6lgme aleti
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Bransonic 220

Phillips Tomoscan 350

Thomas Hoover Kapillary Melting Point
Apparatus

Milipore

Berthold Model BF 5300

Wallac, Model 1480 Wizard

"Perkin Elmer 1720 X

Niive

Gelman Sci.

Bruker 400 MHz FT-NMR
Halbmikro Knaver

Coulter Multisizer 11

Sesa Model 1400

Nikon, Japan

Nucleopore

Buchi 461

Merck

Shimadzu UV 160 A
Hitachi 2208

Amersham

Sorvall

MLW K24

Camag

Gallenkamp

Brookfield

Niive-

Fisher Surface Tensiometer Model 20
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I.2. YONTEMLER VE DENEYLER

Bu bolimde aragtirmamizda l;ullamlan yontemler ve deneyler, etken madde
(ibpromid) ve lipozom ve NISV hazirlamada kullanilan maddelerin kimyasal ve
fizikokimyasal ozellikleri Gizerinde incelemeler, lipozom ve NISV formiilasyonlar,
lipozom ve NISV ‘larin hazirlanmasi ve 6zelliklerinin tayini, lipozom ve NISV’ lann

uygulanmasiyla in vivo dagilimlari gibi 6zelllikler, ilgili baghklar altinda incelenmistir.

I1.2.1. IOPROMID’ IN KIMYASAL VE FiZiIKOKIMYASAL OZELLIKLERI
UZERINDE iINCELEMELER

11.2.1.1. IOPROMID’ iN STANDARDIZASYONU

Caligmalarimizda etken madde olarak Iopromid (Iopromid-saf)’ in ticari
preparati olan Iopromid-U (Ultravist) kullamilmigtir. Referans alinmasi gerekli

durumlarda (6r: IR spektrumu, ITK) Iopromid kullaniimigtir.
I1.2.1.1.1 IR SPEKTRUMU

Topromid (saf) ve Iopromid-U’ nun IR spektrumu 4000-400 cm™ dalga sayisi

arahginda potasyum bromiir diskler kullanilarak ¢ekilmigtir.

I1.2.1.1.2. IOPROMID VE iOPROMID -U ‘NUN INCE TABAKA
KROMATOGRAFISI (ITK) ILE TANINMASI

Bir mL Iopromid -U 20 mM Tris (pH7.4) Tamponu ile 10 mL’ ye seyreltilerek
ITK ile tayim yapilmigtir. Kullanilan 0.25 mm kalinliginda silikagel 60F2s, ile kaplanmig
plaklar etiivde 110 °C de 60 dakika aktive edilmistir. Kurutulan plaklara ¢ozeltiden
yaklagik 10-15uL tatbik edilmis ve kurutulduktan sonra Dioksan:Su:Amonyak
(85:15:4) ¢ozuci sisteminde 10 cm striklenmeye birakilmistir, Plaklar tekrar kurutulup

UV lambasinda 254 nm’de lekeler belirlenmis ve Rf degerleri saptanmigtir. Aym
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islemler, Jopromid-U ile esit konsantrasyonda ¢ozeltisi hazirlanarak Iopromid igin de

yapilmigtir ( 2).
11.2.1.1.3. UV SPEKTRUMU

Iopromid-U’ nun molar g¢ozeltileri hazirlanarak iki degisik ¢ozelide UV
spektrumlar: alinmigtir.

a) Birinci spektrum, lipozom ve NISV’ lerde tutulmayan serbest lopromid
miktarini saptamada kullam]mak tizere 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponunda 200-500nm
araliginda ¢ekilmigtir.

b) Lipozom ve NISV’ larda igte tutulan etken madde miktanminin tayininde
kullanilmak tizere % 2.5 (a/a) Triton X-100 igeren 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponunda
200-400 nm araginda ikinci spektrum gekilmistir.

c¢) Bu iki spektrumdan bagka, lipozom ve NISV’ larin enkapsiilasyon hacmini
tayin etmek igin fluorescein sodyum’ un 20 mM Tris (pH 7;4) Tamponunda ve %2.5
(a/a) Triton X-100 iceren 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponunda iki ayn spektrumu
cekilmigtir.

d) Ayrica, lipozomal fosfolipitlerin miktari ve verimini tayin edebilmek igin mL
‘sinde 1.2 pg fosfor igeren fosfolipit gozeltisi kullanilarak  700-900 nm araliginda

spektrum alinmustir.
I1.2.1.1.4. STANDART DOGRU

TIopromid-U i¢in 2 ayn standart dogru hazirlanmisttr.

a) Birinci dogru, lipozom ve NISV’ lardaki serbest (tutulmayan) etken madde
miktarini hesaplamak igin 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponu ile hazirlanmgtr.

b) Ikinci standart dogru, lipozom ve NISV’ larda igte hapsedilen etken madde
miktarim1 hesaplamada kullanmak amaciyla % 2.5 (a/a) Triton X-100 iceren 20 mM
Tris (pH 7.4) Tamponu ile yapilmistir.
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Bu amagla; konsantrasyonu belli olan stok gozeltilerden yararlanilarak degisik
konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmigtir Hazirlanan bu ¢6zeltiler birinci standart dogru
i¢in A=243 nm’de, ikinci standart dogru i¢in A= 298 nm’de absofbanslar okunmug ve
standart dogrular hesaplanmigtir.

c¢) Lipozom ve NISV’ lanin enkapsiilasyon hacmini saptamak igin fluorescein
sodyum’ un 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponunda A= 490 nm de ve % 2.5 (a/a) Triton
X-100 igeren 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponunda A= 491 nm de standart dogrular
hazirlanmgtir.

d) Ayrica lipozomal gifte tabakadaki fosoflipitlerin igerdigi inorganik fosfor
tayiminde kullamlmak igin her olgimden once A=830 nm’de standart dogru

hazirlanmigtir.

I1.2.1.1.5. IOPROMID-U’ NUN OSMOTIK BASINCININ OLCULMESI
Olgtimler igin Iopromid-U, lipozom ve NISV hazrlarken kullandigimiz
konsantrasyona (45 mg.mL’) 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponu ile seyreltilmistir.
Osmotik basing osmometre ile dlgiImiistiir. Olgiimler 27 °C de yapilmugtir,
11.2.1.1.6. IOPROMID -U’ NUN pH’ SININ OLCULMESI
Iopromid -U temiz bir beher i¢ine konmug ve pH-metre ile pH’s1 6l¢ilmiistiir.

I1.2.1.1.7. IOPROMID-U’ NUN ViZKOSITESININ OLCULMESI

Topromid-U temiz bir kaba alinarak 20 °C de 1 nolu LV spindle kullanilarak 60

rpm’ de vizkositesi 6lgilmustiir.



41

11.2.1.1.8. IOPROMID’ iN NUKLEER MAGNETIK REZONANS (NMR)
TEKNIiGi ILE TANINMASI

'H-NMR spektrumlan igin érnekler S mL’ lik tiiplere yerlestirilmis ve détoro

kloroform (CDCI3) eklenmistir. Internal standart olarak trimetilsilan kullamlmistir ve

spektrumlan ¢ekilmigtir.
11.2.1.1.9. IOPROMID’ iN PARTiISYON KATSAYISININ TAYINI

Topromid’ in partisyon katsayist Butanol / Fosfat (pH 7.6) Tamponu sistemi
iginde tayin edilmistir.
Partisyon katsayis! agafidaki formiile gére hesaplanmigtir.

Organik faza gegen miktar

Baslangigtaki (tampondaki) miktar
11.2.1.1.10. ERIME DERECESIi TAYINi

Topromid kilcal bir tiip igine yerlestirilip erime derecesi tayin aletinde erime

noktasi tayin edilmigtir.
I1.2.2. LIPOZOMLAR

I1.2.2.1. LIPOZOMLARIN YAPISINA GiREN MADDELERIN KiMYASAL
VE FiZIKOKIiMYASAL OZELLIKLERiI UZERINDE
INCELEMELER

I1.2.2.1.1. FOSFOLIPITLER
Bu bolimde fosfolipitlerin kimyasal ve fizikokimyasal ~ozelliklerinden

bahsedilmistir.



42

11.2.2.1.1.1. FOSFOLIPITLERIN BiLESiMI

Caligmalarimizda  kullandigimiz fosfolipitlerin analiz sertifikalari firmadan
saglanmigtir. Buna gore fosfolipitlerin fosfotidilkolin igerigi PL100 igin %90, DSPC
i¢in > % 99 ‘dur.

I1.2.2.1.1.2. ITK ILE FOSFOLIPITLERIN TANINMASI

Caligmalarda kullamlan fosfolipitlerin taninmasi icin fosfolipitlerin 20 pg.mL™
‘lik ¢ozeltisi etiivde 110 °C de 60 dakika aktive edilmis 0.25 mm kalinlifinda silikajel
60 Fas4 ile kaplanmig plaklara bir kilcal yardimiyla tatbik edilmistir. Kurutulan plakiar
Kloroform:Metanol:Su (80:20:2) ¢oziicii sisteminde siiriklendikten sonra kurutulup
iyot buhan ile doyurulmus. tanka konmus ve lekeler UV lambasi altinda 254 nm’ de

incelenmigtir. Ayni islemler lizofosfotidilkolin igin de yapilmigtir (21 ).

I1.2.2.1.1.3. DIFERANSIYEL TARAMA KALORIMETRESI (DSC) iLE
FOSFOLIPITLERIN TANINMASI

Lipozom formiilasyonlarinda kullanilan jel tipte DSPC ve siv1 kristalin tipte PL

100 “iin DSC ile termal analiz egrileri ¢ekilmig ve faz gecis sicakhklan tayin edilmigtir.
Spektrumlar azot atmosferi altinda ¢ekilmigtir. Akig hiz1 20 ml.dk'l, sicaklik artigi 1se 10
°C.dk™ dir.

11.2.2.1.1.4. FOSFOLIPITLERIN NUKLEER MAGNETiK REZONANS (NMR)
TEKNIiGi ILE TANINMASI

Boliim 11.2.1.1.8° de anlatilan iglemler uygulanmis ve NMR spektrumlan

¢ekilmigtir.
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11.2.2.1.2. YUK VERICi MADDELER
11.2.2.1.2.1. IR SPEKTRUMU ILE STEARILAMIN’ IN TANINMASI

Stearilamin’ in IR spektrumu 4000-400 cm-1 dalga sayist aralifinda ve

potasyum bromiir diskler kullanilarak gekilmistir.
11.2.2.1.2.2. ITK ILE STEARILAMIN’ IN TANINMASI

Bolim 11.2.2.1.1.2°de anlatldig gibi stearilamin’ in ITK ile taninmasi

yapilmistir ( 21).
11.2.2.1.3. STABILITE ARTIRICI MADDELER

11.2.2.1.3.1. ITK iLE KOLESTEROL’ UUN TANINMASI

Boliim 11.2.2.1.1.2.°de anlatildig1 gibi kolesteroliin tanminmas: yapilmistir. Ancak
lekeler %50 siilfirik asit ¢ozeltisi (S0mL H.SO4 : SOmL metanol) piiskiirtiiliip etiivde

5-10 dakika 1sitildiktan sonra incelenmigtir ( 21 ).
11.2.2.1.3.2. KOLESTEROL’ UN ERIME DERECESI TAYINi

Kilcal tiip igine yerlestirilen kolesteroliin erime noktasi, erime derecesi tayin

aygitinda tayin edilmigtir.
11.2.2.2. LIPOZOM FORMULASYONLARI .

Calismalarimizda kullandifimiz lipozom formiilasyonlar1 igin biri jel tipte
(DSPC) digeri ise siv1 kristalin tipte (PL 100) iki ayn fosfolipit, pozitif yiik verici
madde olarak SA ve stabilite artinic1 madde olarak kolesterol (CHOL) segilmistir.
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En uygun olarak bulunan ve cahsmalarimizda kullandigimiz (7:2:4) molar
bi]esimli lipozom formiilasyonuna, degisik molar bilesimler ( 20, 40, 43 ) ve degisik
yik verici madde ( 7-11 ) kullamlarak hazirlanan bir seri lipozom formiilasyonlari
incelenerek karar verilmigtir. |

Hazirlanan tim formiilasyonlar ve gozlenen sonuglar bulgular kisminda

verilmigtir.
11.2.3. NON IYONIK SURFAKTAN VEZiKULLERI

11.2.3.1. NISV’ LARIN YAPISINA GIiREN MADDELERIN KiMYASAL VE
FiZIKOKIMYASAL OZELLIKLERI UZERINDE INCELEMELER

I1.2.3.1.1. SURFAKTANLAR
I1.2.3.1.1.1. SURFAKTANLARIN BiLESIiMi

_ Cahgmalarimizda kullandigimiz sirfaktanlanin analiz sertifikalar1 firmadan elde
edilmistir. Kullanilan siirfaktanlarin total gliserol igerigi Sirfaktan 1 igin % 51.6 ve
Siirfaktan IT i¢in % 51.8 ‘dir.

I1.2.3.1.1.2. SURFAKTANLARIN HLB DEGERLERININ HESAPLANMASI

Siirfaktanlarin HLB .( Hidrofilik-Lipofilik Denge) degerleri asagidaki formiile
gore hesaplanmigtir ( 61 ).

MW . ( Hidrofilik )
HLB = X 20
MW ( Total )
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I1.2.3.1.1.3. DIFERANSIYEL TARAMA KALORIMETRESI (DSC) iLE
SURFAKTANLARIN TANINMASI

Caligmalarimizda kullamlan (NISV formiilasyonu igin) jel tipte Siirfaktan I
(Hekzadesil poli-(3)-gliserol) ve sivi  kristalin tipte Siirfaktan II (Dialkil poli-(7)-
gliserol eter) ‘nin DSC termal analiz egrileri ¢ekilmis ve faz gegis sicaklan tespit

edilmigtir. Spektrumlar azot atmosferi altinda ¢ekilmistir. Akig hiz1 20 ml.dk'l, sicakhk

artigt ise 10 °C.dk”! dur.
11.2.3.1.1.4. SURFAKTANLARIN YUZEY GERILIMININ SAPTANMASI

Sirfaktanlarin  yiizey geriliminin  olgilmesinde halka koparma yontemi
uygulanmig ve Fisher Surface Tensiyometresi kullanilmistir. Once alet 25 + 0.5 °C
distile suyun yiizey gerilimi 6lgiilerek standardize edilmigtir.

107, 103, 107, 107 ve 10° M konsantrasyonda hazirlanan g¢ozeltiler bir gece
oda sicakliginda dengeye ulasmasi igin bekletilmistir ( 62 ). Iginden 37 £ 0.5 °C su
gegen cift cidarli cam kaba konan ¢ozeltilerin ayn1 sicakliga gelmesi beklenmis ve daha

sonra olgimleri yapilmigtir. Her 6lgiimden 6nce platin tel yakilmistir,
I1.2.3.1.2. YUK VERiICi MADDELER
I1.2.3.1.2.1. IR SPEKTRUMU ILE STEARILAMIN’ IN TANINMASI

Stearilamin’ in IR spektrumu 4000-400 cm-1. dalga sayis1 aralifinda ve

potasyum bromur diskler kullanilarak ¢ekilmistir.
11.2.3.1.2.2. ITK ILE STEARILAMIN’ iN TANINMASI

Bélim 11.2.2.1.1.2.de anlatildifi gibi stearilamin’ in ITK ile tanmmasi

yapimustr ( 21).
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11.2.3.1.3. STABILITE ARTIRICI MADDELER
11.2.3.1.3.1. KOLESTEROL’ UN ITK iLE TANINMASI

Bolum 11.2.2.1.1.2.°de anlatildii gibi kolesterol’ (in taninmasi yapilmigtir.
Ancak lekeler %50 siilfiirik asit ¢ozeltisi ( SOmL HaSO, : SOmL metanol ) paskiirtiiliip

etitvde 5-10 dakika 1sitildiktan sonra incelenmigtir ( 21 ).
11.2.3.1.3.2. KOLESTEROL’ UN ERiME DERECESI TAYIiNi

Bolim 11.2.2.1.3.2° de anlatildigi gibi kolesterol’ iin erime derecesi tayin

edilmistir.
11.2.3.2. NISV FORMULASYONLARI

Siirfaktan :Yiik verici madde :Stabilite artiric1 madde olarak tasarlanan ve molar
bilesimi (7:2:4) olarak segilen NISV formiilasyonlar: igin biri jel tipte (Siirfaktan I) ve
digeri sivt kristalin tipte (Stirfaktan II) iki ayn siirfaktan segilmigtir. Yiik verici madde
olarak pozitif yilk veren SA ve stabilite artirici madde olarak da kolesterol
kullanmlmugtir.

Hazirlanan NISV formulasyonlarinda, lipozom formiilasyonlarinda uygun
sonu¢ veren (7:2:4) molar bilesim kullanilmig ve NISV formiilasyonlan igin de 1yi
sonug verdigi gérﬁlmﬁsﬁir.

Etken madde igeren ve bos NISV’ ler aym molar oranda hazirlanmigtir.

Hazirlanan formiilasyonlarin bilesimi ve kodlan bulgular kisminda verilmistir.
I1.2.4. LIPOZOM VE NISV’.LARIN HAZIRLANMASI

Calismalanimizda kullandigimiz lipozom ve NISV’ larin hazirlanmasinda film

yontemi ve onu takiben banyo sonikasyonu uygulanmigtir ( 12 ).
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Jel ve siv1 knstalin tipte lipozom ve NISV’ larin hazirlanmasinda ¢alisma
stcakligr olarak kullamilan fosfolipit ve siirfaktanlarin faz gegis sicakliginin en az 10°C
tizerindeki sicakhiklar segilmistir.

Fosfolipitlerin faz gegis sicakliklart PL100 igin -7 °C, DSPC igin 53.5 °C,
cahisma sicakhigi ise PL100 igin 30 °C, DSPC igin 65 °C dir.

Siirfaktanlann faz gegis sicaklifs ise stirfaktan I igin 45 °C, siirfaktan IT igin

11 °C, galisma sicakhg ise her ikisi iginde 60 °C olarak segilmistir.

I1.2.4.1. IN VITRO CALISMALARDA KULLANILAN LIPOZOM VE NISV’
LARIN HAZIRLANMASI

Film teknigi ardindan banyo sonikasyonu ile hazirlanan lipozom ve NISV’ larin

elde edilme yontemine ait basamaklar Sekil 7 verilmigtir.

I1.2.4.2. IN VIVO CALISMALARDA KULLANILAN LIPOZOM VE NISV’
LARIN HAZIRLANMASI

In vivo g¢alismalarda isaretli maddenin yiiksek baglanma verimini saglamak
tizere fosfolipit olarak PL100 kullanilan lipozomlarin hazirlanmasinda pH S asetat
tamponu, DSPC kullanilan lipozomlarin hazirlanmasinda distile su kullamlmigstir.

NISV’ larin hazirlanmasinda ise hem Siirfaktan I hem de Siirfaktan II igin
distile su kullanilmugtir.

In vivo ¢ahsmalarimizda lipozom ve NISV ‘lerin elde edilme yontemine ait

basamaklar Sekil 8 ‘de verilmistir.
I1.2.5.LiIPOZOM VE NISV’ LARIN OZELLIKLERININ TAYINi

Bu béliimde lipozom ve NISV’ larin partikiil buyiikligi dagilimlar, lipozom ve
NISV formiilasyonlarinda serbest ve igte tutulan Topromid’in miktar tayini, lipozom ve
NISV ‘larin enkapsiilasyon hacmi, tabaka sayisi tayini ile lipozomal fosfolipitin miktar

tayini metodlar verilmigtir.
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Sekil 7: In Vitro Cahgmalarda Kullanilan Lipozom ve NISV ‘larin Hazirlanmas

Ag LIPIT +Bg SA + Cg Chol
(a g Sarfaktan +b g SA + ¢ g Chol)

¥ 30 mL kloroform

GOZME ISLEMI

ROTAVAPORDA UCURMA (X °C)

KURU LIPIT FILM

Azot gaz1 N

r\fAKUMLU ETUVDE BEKLETME (24 saat, oda sicakligi) I

¥ Azot gazi
DISPERSIYON (RESUSPANSIYON)

ISLEMI 20mM Tris (pH7.4) Tamponu

3
SUBANYOSUNDA TUTMA  ( 5dk, X °C)
74
| ELLE CALKALAMA (1 dk.) |
’ A
l VORTEKSLEME  (1dk.) —I
74
SU BANYOSUNDA TUTMA(! dk, X °C)
3
ELLE CALKALAMA (1 dk.)
¢
VORTEKSLEME  ( 1dk.)
N
LIPOZOM (NISV) DISPERSIYONU
(Serbest + Hapsedilmis 11ag)
74
BANYO SONIKASYONU (45 dk.) |
3 .
SERBEST 10PROMIDIN UZAKLASTIRILMASI
(ULTRASANTRIFUJLEME)
3kez 20mM Tris(pH7.4) Tamponu 27000 g 45 dk
LIPOZOM ( PELLET)
VEY A
NISV (PELLET)
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Sekil 8: In Vivo Calismalarda Kullanilan Lipozom ve NISV Dispersiyonlarinin

Hazirlanmasi
Ag LIPIT +Bg SA + Cg Chol
(a g Stirfaktan +b g SA + ¢ g Chol)
¥ 30 mL kloroform
COZME ISLEMI ]
Y| v
ROTAVAPORDA UCURMA (X °C)
74
KURU LIPIT FILM
Azot gazi M .
[ VAKUMLU ETUVDE BEKLETME (24 saat,oda sicaklif) ]
¥ Azot gaz
DISPERSIYON (RESUSPANSIYON) ISLEMI
20mM Tris (pH7.4) Tamponu
N
SUBANYOSUNDA TUTMA  ( 5dk, X °C)
"4
ELLE CALKALAMA (1 dk.) ]
N
| VORTEKSLEME  (1dk.) ]
©
] SUBANYOSUNDA TUTMA (1 dk, X °C)
A Y|
I ELLE CALKALAMA (1 dk) ]
74
VORTEKSLEME  (1dk.) |
A}
LIPOZOM (N1SV) DISPERSIYONU(Serbest + Hapsedilmis ilag) ]
74

BANYO SONIKASYONU (45 dk.) I

SERBEST IOPROMIDIN UZAKILASTIRILMASI
(ULTRASANTRIFUILEME) 3kez 27000 g 45 dk

¥

LIPOZOM (NISV) DISPERSIYONU

Ekstriisyon- Polikarbonat membran (sirasiyla 1pum. 0.8 pm,

0.6um . 0.4um ve 0.221um) (3 Mpa) A"

STERIL LIPOZOM ( NISV) DISPERSIYONU J

"
0.5 mL SnCl,.2H:0 (1mg.mL™)
+ 1 ml 10mCi "™ Te
RADYOAKTIF ISARETLI
LIPOZOM (NISV) DISPERSIYONU
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I1.2.5.1. PARTIKUL BUYUKLUGU DAGILIMLARI

In vitro ve in vivo deneylerde kullanilan bos ve etken madde igeren jel ve s
kristalin tipte lipozom ve NISV ‘lerin ortalama partikiil bityiikliikleri, Isoton ¢ozeltisi
yardimiyla incelenmigtir. Olgiimler lipozom ve NISV dispersiyonlan hazirlandiktan
sonra 1 saat iginde yapilmgtir.

Ortalama partikil biyikligi dagilimina ait sonuglar bulgular kisminda tablo

halinde verilmigtir.

11.2.5.2. LIPOZOM HAZIRLANMASINDA KULLANILAN LIiPOZOMAL
FOSFOLIPITLERIN MIKTAR TAYINI

Hazirlanan lipozomlardaki lipozomal fosfolipit miktarlan Fiske-Subarrow

yontemine gore tespit edilmigtir ( 63 ).

1 mL Lipozom b N ImL Perklorik asit —_— Isitma Blogunda 220 °C de

(%70) ¢bzeltisi 1 gece tutma
J
0.6 mL Fiske-Subarrow | | 1 dk Voricksleme | « Amonyum molibdat (% 0.22)
Reaktifi cozeltisi ile 15mL ‘ye
tamamlama

)

15dkKayparsu | Oda sicaklifina — > | 30 dkigersinde 2=830 nm’de

banyosunda tutma kadar sogutma absorbans okuma

Sekil 9: Fiske-Subarrow Yéntemiyle Fosfor Miktar Tayininde Uygulanan Iglemler.

Fiske-Subarrow yonteminde kullanilan ¢ozeltiler sirastyla:

Fiske-Subarrow Reaktifi : 27.4g anhidr sodyum pirosiilfit ve 1g sodyum siilfit
200 mL distile suda ¢oziilmiis ve 0.5g 1-amino~2-naftol-4-siilfonik asit eklenmigtir. 40
°C ’de manyetik kangtircida berraklagincaya kadar tutu]a;1 gozeltiler 1 gece karanlikta

bekletilmig ertesi giin siizgeg kagidindan stiziilmistiir.
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11.2.5.3. LIPOZOM VE NISV FORMULASYONLARINDA I0PROMID
MIKTAR TAYIiNi

11.2.5.3.1 LIPOZOM VE NISV iCiINDE HAPSEDILEN IOPROMIiD MiKTAR
TAYINi

Béliim 11.2.4.1° de anlatilan iglemler sonucunda elde edilen pelletler 5 dk.
vortekslenerek disperse edilmistir. Uzerine %2.5 (a/a) Triton-X 100 igeren 20 mM
Tris (pH 7.4) Tamponu eklenerek tekrar 5 dk vortekslenmistir. Daha sonra 80°C’ lik
su banyosunda 30 dk. bekletilmis ve berrak bir ¢ozelti elde edilmistir. Bu islemlerle ¢ift
tabaka yapisi pargalanarak etken maddenin agia ¢ikmasi saglanmstir. Elde edilen
¢Ozeltinin absorbanst A=298 nm de % 2.5 Triton-X 100 igceren 20 mM Tris

Tamponuna (koér ¢gozelti) karst okunmustur.

standart dogruda yerine konarak hapsedilen Iopromid miktari saptanmistir. Sonugta
tiim lipozom ve NISV formiilasyonlarinda hapsedilen Iopromid miktarlari ve istatiksel

degerlendirmeler ayn tablolar halinde veriimistir.

11.2.5.3.2 LIPOZOM VE NISY FOMULASYONLARINDA SERBEST
IOPROMID MIiKTAR TAYINi

Bolim I1.2.4.1° de anlatilan :islemler sonucunda elde edilen 3 ayn siipernatan
tizerinde serbest etken madde miktar tayini yapilmistir.

Bu amagla 3 ayn sipernatanin A= 243 nm de absorbanslan okunmustur.
Bulunan absorbans degerleri Bolim 11.2.2.1.2.a° da anlatiidig: sekilde elde edilen

standart dogruda yerine konarak serbest Iopromid’ in miktari saptanmgtir.
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I1.2.5.4. LIPOZOM VE NISV’ LARIN TABAKA SAYISI TAYINIi

Caligmalannmizda kullandigimiz ve Boélim 11.2.4.1° de anlatldign sekilde
hazirlanan lipozom ve NISV dispersiyonlarinin tabaka sayisi polarizan mikroskopta

incelenmigtir.
I1.2.5.5. LIPOZOM VE NISV’ LARIN ENKAPSULASYON HACMI

Fluorescein sodyum igeren lipozom ve NISV dispersiyonlar1 B6ltim Ii.2.4.1’ de
anlatildig1 sekilde hazirlanmigtir. Hazirlanan hipozom ve NISV dispersiyonlan 3 kez
27000 g de 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponu ile ultrasantrifijjlemeye tabii tutulmus ve 3
siipernataninda absorbanslari A= 490 nm’ de okunmustur. Bulunan absorbans degerleri
Boliim 11.2.1.2° de elde edilen standart dogruda yerine konarak serbest fluorescein
sodyum miktart hesaplanmugtir. Igte tutulan fluorescein sodyum miktarim
(enkapsiilasyon hacmini) hesaplamak igin ise ultrasantrifiij sonucunda elde edilen
lipozom ve NISV pelletleri tizerine 1 mL 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponu ilave edilmis
ve 5 dk. vortekslenmistir. Elde edilen dispersiyondan 100 pL alinip tzerine %2.5
Triton-X 100 igeren 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponu ilave edilip iglem tekrarlanmgtir.
Daha sonra 80 °C ‘lik su banyosunda 30 dk. bekletilmis ve berrak bir gozelti elde
edilmisﬁr. Elde edilen ¢6zeltinin absorbanst A= 491 nm’ de okunmustur. Bulunan
absorbans degerleri Boliim 11.2.1.1.5¢’ de elde edilen standart dogruda yerine konarak

igte tutulan fluorescein sodyum miktari ve enkapsiilasyon hacmi hesaplanmigtir.

IL.2.5.6. LIPOZOM VE NISV®’ LARIN FiZiKSEL STABILITESI UZERINDE
YAPILAN CALISMALAR

11.2.5.6.1. SAKLAMA SIRASINDA iNCELENEN VEZIKULLERDEN ETKEN
MADDE KAYBEDILMESI

Boliim 11.2.4.° de anlatildifs sekilde lipozom ve NISV ler hazirlandiktan sonra 3



kez 27000 g de 45 dk. ultrasantrifij uygulanmistir. Lipozom ve NISV’ lerin serbest
etken madde miktarlan saptanmugtir. Ultrasantrifij uygulandiktan sonra elde edilen
pelletler tizerine 1 mL 20 mM Tris Tamponu ilave edilmis, tzerlerinden azot gazi
gectrilmis ve agizlan parafilmle kapatilarak oda sicakh@inda ( +25 °C) ve buzdolabinda
(+4°C) saklanmgtir.

On denemelerle tespit edilen zaman araliklarinda; jel tipte lipozom ve NISV ler
igin 1, 3, 5, 7, 2.hafta, 3 hafia, 4 hafta, 5. hafia, 6.hafta, 7. hafta, 8. haftada, siv1 kristalin
tipte lipozom ve NISV’ larigin 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 2. hafta, 3.hafta, 4.hafta, 5.hafta,
6.hafta, 7.hafta, 8.hafta da lipozom ve NISV dispersiyonlari 20 mM Tris Tamponu ile
5 mL’ ye tamamlanarak vortekslendikten sonra tekrar 45dk. 27000g de ultrasantrifijj
uygulanmis ve sipernatan kisminda vezikiil digina gegen etken madde miktan

saptanmugtir.

I1.2.5.6.2. SAKLAMA SIRASINDA INCELENEN VEZIKULLERIN
PARTIKUL BUYUKLUKLERI

Bolim 11.2.5.6.1° de anlatildifi sekilde hazirlanan lipozom ve NISV
dispersiyonlarinin partikiil buyuklukleri, yukarida belirtilen giinlerde isoton. ¢ozeltisi

yardimi ile lgtilmuigtur.

11.2.5.7. LIPOZOM VE NISV’ LARDA IOPROMID’ iN IN VITRO SALIMININ
INCELENMESI

Lipozom ve NISV’ larda etken madde salimi Vemuri ve ark. ‘nin ( 64, 65 )
uyguladiklan yontem modifiye edilerek 37 £ 1 °C de 20 mM Tris (pH -7.4)
Tamponunda hafif calkalamali inkiibasyon yéntemi kullanilarak incelenmistir.

Etken madde tagtyan 1 mL lipozom veya NISV dispersiyonu 50 mL 20 mM
Tris (pH 7.4) Tamponu olan salim ortamina eklenmistir. Ortamdan 30. dk., 1.saat,
2.saat, 3.saat, 6.saat ve 24.saat zaman araliklarinda 0.4 pum por agiklifina éahip

filtreden siiziilerek 1 mL 6rnek alimmigtir. Ornekler ultrasantrifijjlendikten sonra
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siipernatan ve pellet olmak tzere iki kisma aynlmigtir. Siipernatanin A=243 nm’ de
-absorbanslart okunmugtur. Pelletler 1 ml 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponu ile
vorteklenmis ve salim ortamina eklenmistir. Okunan absorbanslar ise Bolim 11.2.1.1.5a
‘da verilen standart dogruda yerine konarak salinan etken madde miktan

hesaplanmigtir.

11.2.5.7.1. IN VITRO SALIM SIRASINDA 10PROMID’ IN STABILITESININ
VE PARCALANMA URUNLERININ INCELENMESI

Bolim I1.2.5.6.1 de anlatilan fiziksel stabilite ¢aligmalan sirasinda, ultrasantrifly]
isleminden sonra elde edilen siipernatandan yaklagtk 10 pl. 6rnek alinarak Boliim

11.2.1.1.2° de anlatilan iglemler uygulanmigtir.
11.2.5.8. LIPOZOM VE NISV’ LARLA YAPILAN IN ViVO CALISMALAR

I1.2.5.8.1. IOPROMID iCEREN LiPOZOM VE NISV’ LARIN *"T¢ iLE
ISARETLENMESI

Etken maddenin hapsedilmesi, tutulmayan etken maddenin uzaklasgtinilmas: ve
elde edilen lipozom ve NISV dispersiyonun polikarbonat filtreden ekstriiksiyonu
sonrasinda radyoaktif olarak igaretleme sonucunda isaretli lipozom ve NISV’ lerin
hazirlanmasi saglanmigstir.

Bu amagla, Bolim 11.2.4.2° de anlatldifi sekilde lipozom ve NISV

dispersiyonlan hazirlanmigtir. Dispersiyon tizerine 0.5 mL SnCl,.2H,0 ,(lmg.mL'l)

eklenmistir. Kangima 10 mCi aktiviteye sahip 99’“TCO4— (perteknetat halinde) ilave

edilmigtir. Ardindan radyoaktif baglanmanin kalite kontrolli yapilmigtir.
11.2.5.8.2. RADYOAKTIF ISARETLEMENIN KALITE KONTROLU

Isaretlemenin kalite kontrolii, ITLC-SG kromatografi kagitlan kulanarak ITK
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ile yapilmistir. ITLC-SG kagidina radyoaktif madde ile isaretlenmis lipozom ve NISV
dispersiyonundan tatbik edilerek serum fizyolojik ve ACD iginde siiriiklenmeye
birakilmigtir. Yaklagik 5 dk siiriiklendikten sonra gikartilarak kurutulmus ve Rf ‘leri
hesaplanmistir. Kurutulan kagit 1 cm araliklarla kesilerek kuyu tipi gama sayicida
radyoaktivite miktan tayin edilmistir. Baglh > ™Tc ile, serbest **™Tc ‘un radyoaktivite
yuizdeleri hesaplanmigtir. |

Tc ile yapilan radyoaktivite igaretleme gahgmalarinda radyokontaminant olarak

99MT¢) bulunur. Isaretlemenin kalite

#MTc04 ve indirgenmis hidrolize olmus Tc(H-R
kontrolii i¢in her iki kontaminantinda isaretlenen maddelerden ayrilmas: gerekir. Eger
isaretlenen madde suda ¢oziiniiyor ve partikiil karakterinde degilse farkli ¢oziiciilerle
her iki kontaminant: da saptamak miimkandur ( 60 ).

Perteknetat hem asetonda hem de ACD’ da fronta ilerler. H-R **™Tc asetonda
orijinde, ACD’ da solvent frontta goriilir. Perteknetat miktar: asetonda tayin edilir.

Her iki kontaminantin total miktar1 da ACD’ da bulunur ( 60 ).

11.2.5.8.3. RATLAR UZERINDE YAPILAN BiYODAGILIM CALISMALARI

Bolim 11.2.4.2° de anlatildifs sekilde hazirlanan radyoaktif isaretli (°"Tc ile)
lipozom ve NISV dispersiyonlan (bos ve etken madde igeren) yaklagik 100g agirhiginda
disi ratlara kuyruk veninden i.v. olarak 0.5 mL dozda uygulanmig uygulamadan sonraki
5, 10, 20, 30, 60, 120 ve 180. dakikalarda hayvanlardan 1 mL kan alinmistir ve
hayvanlar 6lduralmastir. Her zaman arahi igin 3 hayvan kullamlmigtir. Oldiiriilen
hayvanlarin 6nce sintigrafik gériintiileri alinmis daha sonra pankreas, dalak, bobrek,
kalp, beyin, akciger ve karacigerleri ¢ikarilmigtir. Daha sonra bu organlarn hassas
terazide tartilmis ve radyoaktiviteleri kuyu tipi gama sayacinda 6lgilmistiir. Isaretli
lipozom veya NISV dispersiyonunun %1 ‘lik ¢6zeltisi standart olarak kullanilmig ve

organlarin radyoaktivite degerleri % tutulum / g organ olarak hesaplanmgtir.



11.2.5.8.4, RATLAR UZERINDE YAPILAN RADYOLOJiK CALISMALAR

Biyodagihm sonuglarina gore en yiiksek organ tutulumu gésteren PL100: SA:
CHOL (7:2:4) lipozom formiilasyonu ve Siirfaktan I. SA: CHOL (7:2:4) NISV
formiilasyonu ile radyolojik ¢ahgmalar  yapilmistirBu amagla ratlara i.m.(intra
muskiiler) olarak xylazine (12mg /kg, Rompun®) ve ketamine (50mg /kg, Ketalar®)
enjekte edilmis ve anestezi ile uyutulmustur, daha sonra kuyruk veninden birinci rata
0.5 mL lipozom dispersiyonu, ikinci rata 0.5 mL NISV dispersiyonu ve lgiincli rata ise
0.5 mL Iopromid-U verilmigtir. Uygulamadan sonra, biyodagilim sonucuna gére organ
tutulumunun maksimum oldufu birinci saat sonunda ratlann KC baslangicindan
bobreklerin bittigi yere kadar olan alam 6 mm ‘lik kesitlerle taranarak CT ‘leri (Phillips
Tomoscan 350, Germany; 120 kV, 480 mAs, 6mm kesit kalinlig1, 4.8 s tarama zamani)
cekilmistir. Organlarin  opasite yogunluklan Hounsfield Unit (HU) cinsinden

Olgtilmugtiir.
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II1. BULGULAR

Bu bolimde etken madde ile lipozom ve NISV hazirlamada kullamlan
maddelerin kimyasal ve fizikokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi, lipozom ve NISV’
lerin dzelliklerinin tayini ve lipozom ve NISV’ lann fiziksel stabilitesi tizerine yapilan

caligmalara ait bulgular verilmistir.

I1.1. IOPROMIDIN KIMYASAL VE FiZIKOKIMYASAL OZELLIKLERINE
AIT BULGULAR |

111.1.1. IOPROMID’ IN STANDARDIZASYONU

II1.1.1.1. IR SPEKTRUMU

Topromid-U ve Topromid’ in 4000-400 cm™ dalga sayisi araliginda gekilen IR
spektrumu Sekil 10 vell® de verilmistir. 3245, 2927,1635, 1495, 1112, 917 em? de
sirasiyla O-H, N-H, CO-NH, N-H, C-O (sekonder), C-O (primer) gruplara ait

karakteristik pikler goriilmistiir. Bulgular literattrle uyumludur ( 2 ).

I1L.1.1.2. IOPROMID VE IOPROMID-U’ NUN ITK ILE TANINMASI

Boliim 11.2.1.1.2° de anlatildif sekilde
yapilan lopromid velopromid-U’ nun ITK
analizi sonucunda siirtiklenen maddenin
254 nm’ de UV lambasi altinda mor renkte
leke verdigi bulunmustur ve Rf degeri her a ;7N
ikisi i¢inde 0.52 olarak bulunmus ve l\ /‘ \_~
literattirle uyumlu oldugu gérilmigtir ( 2),

. Topromid- Topromid-U
(Sekil 12). prS opromt

Sekil 12: Iopromid-U ve Iopromid’ in
p

ITK Kromatogramlan
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II1.1.1.3. UV SPEKTRUMU

a) Bolum 11.2.1.1.3° de anlatildigs sekilde Iopromid-U’ nun 20 mM Tris
Tamponunda UV spektrumu alindiginda Am.= 243 nm olarak bulunmustur (Sekil 13).

b) Iopromid -U’ nun % 2.5 Triton-X 100 igeren 20 mM Tris Tamponunda
spektrumu alindifinda A= 298 nm olarak bulunmugtur (Sekil 14).

¢) Fluorescein sodyum’ ;Jn 20 mM Tris Tamponunda UV spektrumu
alindiinda Amax = 490 nm, % 2.5 Triton-X 100 igeren 20 mM Tris Tamponunda
spektrumu alindifinda ise Am.c= 491 nm olarak bulunmustur (Sekil 15, 16).

d) Aynica lipozomal fosfolipit miktarini tayin edebilmek icin fosfolipit ¢ozeltileri

kullanilarak gekilen spektrumda Am.= 830 nm olarak bulunmustur (Sekil 17).
IL1.1.4. STANDART DOGRU

Bolim 11.2.1.1.4° de anlatilan iglemler sonucunda Iopromid igin sirasiyla
A=243 nm A =298 nm ve fluorescein sodyum igin sirasiyla A = 490 nm de ve A = 491

nm’ de gizilen dogrularin grafikleri $ekil 18-21 de verilmigtir,
I11.1.1.5. IOPROMID -U’ NUN OSMOTIK BASINCINA AiT BULGULAR

Boliim 11.2.1.1.5° de anlatildig1 sekilde yapilmig ve osmotik basing 0.56 Osm /
kg / H>O olarak ol¢iilmugtiir. Bu degerin literatiirle uyumlu oldugu gézlenmigtir ( 2 ).

II1.1.1.6. IOPROMID -U’ NUN pH’ SININ OLCULMESI

Bolim I1.2.1.1.6° da anlatildigt sekilde Iopromid -U ‘nun pH’ si 7.1 olarak

olgtilmastir. Bulunan deger literatiire uygundur ( 2).
II1.1.1.7. IOPROMID-U’ NUN ViZKOSITESINE AIT BULGULAR

Bolim 11.2.1.7 © de anlatildif sekilde Iopromid-U ‘nun vizkositesi 6l¢iilmis ve

20 °C de vizkositesi 20 mPa.s olarak bulunmugtur. Bu deger literatiire uygundur ( 2 ).
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Sekil 13: Iopromid-U’ nun 20mM Tris (pH 7.4) Tamponu Iginde UV Spektrumu

M2

=

—T

HEA
r\

T 1
A
.yl |

,ll "'.'..‘I 1
_,..-_"""“-w—h____-—*u’

L,..—-""—FJ "s
HEA . \‘--,_

ZHA.AQ SE.BCHMATIN. 48

-
o]

MM
. K

Sekil 14: Iopromid-U’ nun % 2.5 (a/a) Triton X-100 Igeren 20mM Tris (pH 7.4)

Tamponu Iginde UV Spektrumu



By
T

S n

+
[xn ]

Sekil 16: Fluorescein Sodyum’ un % 2.5 (a/a) Triton X-100 Igeren 20mM Tris
(pH 7.4) Tamponu Iginde UV Spektrumu

%]

0
L
15
]
I-

OO

T

e
Y
en

—%
Pmtioy

[

+
[n )

1."'1

D]
I
|

L

N
."l.
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Sekil 17: Fosfolipit Cozeltilerinin UV Spektrumu
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Absorbans

0.35

y = 0.0328x - 0.005738
r.5.2.9991
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Sekil 18: Iopromid’ in 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponu Iginde Hazirlanan Standart Dogrusu.
1 absorbans

y=0.2237x + 0.0215
T=0.9994
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Sekil 19: Topromid’ in % 2.5 (a/a) Triton X-100 Igeren 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponu

I¢inde Hazirlanan Standart Dogrusu
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Sekil 20: Fluorescein Sodyum’ un 20 mM Tris (pH 7.4) Tamponu I¢inde Hazirlanan

Standart Dogrusu
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Sekil 21: Fluorescein Sodyum ‘un % 2.5 Triton X-100 Igeren 20 mM Tris (pH 7.4)
Tam=onu Icinde Hazirlanan Standart Dogrusu.
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11.1.1.8. NMR TEKNIiGi iLE IOPROMID’ IN TANINMASI

Bolim I1.2.1.1.8° de anlatilan iglemler uvgulanarak cekilen Topromide ait
spektrum Sekil 22”7 de venlmistir.

Bu spektruma gore; 4.7,4.3,4.2, 4.1, 3.8, 3.7, 3.6, 3.5,3.0 ppm’ de sirasiyla
O-H, CH;-0-CH»-CO, CH-OH, N-CH,-CH-OH, OCHjs, N-CH3;, CH»-OH ve N-CH»
gruplarina ait karakteristik pikler goriilmiistiir. Bu bulgularin literatirle uyumlu oldugu

gbzlenmistir ( 2)).

-

A s dd

* WY Y

Integral
1.0000

oem 5.0 4.5 co 3.5

Sekil 22: Topromid’ in NMR Spektrumu
111.1.1.9. IOPROMID’ IN PARTISYON KATSAYISININ TAYINI

Bolim 11.2.1.1.9” da venldigi gibi lopromid’ in partisyton katsayist ( yag /su )

0.3 olarak bulunmustur. Bu degerin literatiirle uygun oldugu gorilmastir ( 2 ).
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111.1.1.10. IOPROMID’ iN ERIME DERECESI TAYINI

Bolim 11.2.1.1.10° da anlanldigi sekilde yapilmis ve Jopromid’ in erime

derecesi'225-228 °C arasinda bulunmustur.
111.2. LIPOZOMLAR

1I1.2.1. LIPOZOMLARIN YAPISINA GiREN MADDELERIN
FiZIKOKIMYASAL OZFLLIKLERi UZERINDE iINCELEMELER

I11.2.1.1. LIPOZOMLARIN YAPISINA GIREN MADDELERIN
STANDARDIZASYONU

I11.2.1.1.1. FOSFOLIPITLERIN STANDARDIZASYONU

11.2.1.1.1.1. ITK ILE FOSFOLIPITLERIN TANINMASI

Bolim I1.2.2.1.1.2 ‘de anlatildii
sekilde yapilan ITK analizi sonucu plaklar
UV lambasi altinda 254 nm ‘de incelenmis
ve siiriiklenen madde mor renkte lekeler
halinde gozlenmistir.Sekildeki birinct leke
DSPC ‘ye aittir ve Rf degeri 0.13 olarak
bulunmustur. Ikinci leke ise PL 100 ‘e aittir

Rf degeri 0.15 *dir (Sekil 23).

Sekil 23: PL 100 ve D>PC’ nin ITK

Kromatogramlari
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11.2.1.1.1.2. DSC ILE FOSFOLiPiTLERIN TANINMASI

Hazirlanan lipozom formiilasyonlarinda kullamilan fosfolipitlerin termal analiz
egrileri Bolim 11.2.2.1.1.3° de anlatildifn sekilcie gekilmistir. Elde edilen termal analiz
egdrileri Sekil 24 ve 25’ de verilmistir. Bu analiz egrilerinden yararlamlarak kullanilan
fosfolipitlerin T¢’ leri bulunmustur. Buna gore jel tipte olan DSPC icin Tc = 42,65 °C,
sivi kristalin tipte olan PL 100 igin Tc= -8 °C olarak bulunmustur.

p—

0 ~60-50 i) =30 =20 =0 0 10 20 0 40 50 60 70 T

Sekil 24: PL 100 (Sivi-Kristalin)’ iin DSC Termogrami
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Sekil 25: DSPC (Jel)’ nin DSC Termogrami

I11.2.1.1.1.3. NMR TEKNIGI iLE FOSFOLIPITLERIN TANINMASI

Bolum 11.2.2.1.1.4° de anlatlan islemlerle formilasyonlarda kullanilan
fosfolipitlere (DSPC, PL 100) ait 'H-NMR spektrumlan Sekil 26 ve 27° de verilmistir.

Spektrum incelenecek olursa DSPC igin 4.4, 4.3, 4.1, 3.9, 3.8, 3.4 ve 3.3 ppm
de, PL 100 icin 0.1, 0.9, 1.3, 2.0, 2.3, 2.8, 3.2, 3.4, 3.9, 4.0, 44. 5.3 ppm’ de

karakteristik pikler saptanmustir.
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Sekil 26: PL 100’ iin NMR Spektrumu

I1L.2.1.1.2. YUK VERICi MADDELER

Bu béliimde lipozomlarin yapisina giren yiik verici maddelerin ozellikleri ait

bulgular verilmigtir.

111.2.1.1.2.1. IR SPEKTRUMU ILE STEARILAMIN’ IN TANINMASI

SA’ in 4000 - 400 cm-1 dalga sayisi araliginda gekilen IR spekturumunda 720,
8903, 933, 1317, 1472, 1569, 1646, 2850, 2917, 3166, 3333 cm-1 de karakteristik

pikler gonilmiigtiir. Elde edilen spektrum Sekil 28” de veriimistir.
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111.2.1.1.2.2. ITK iLE STEARILAMIN’ IN TANINMASI

Bolim 11.2.2.1.2.2" de anlatildi3: gibi
yapilmistir. Plaklar UV lambasinda 254 nm’ de
incelenmistir. Sari renkli elde edilen lekelerin O

Rf degeri 0.34 olarak bulunmustur (Sekil 29).

SA

Sekil 29: Stearilamin’ nin ITK

Kromatogrami
I11.2.1.1.3. STABILITE ARTIRICI MADDELER
‘ <Y
ID1.2.1.1.3.1. ITK ILE KOLESTEROL’ UN TANINMASI

Bolim 11.2.2.1.3.1 ‘de anlatildig: gibi
hazirlanmug plaklar UV lambasinda 254 nm ‘de
kirmizi - kahverengi tek leke gorilmis ve Rf
degeri 0.96 olarak hesaplanmustir ve bu degerin

literatiire uygun oldugu saptanmigtir ( 11)
St CHOL CHOL

(Sekil 30).
Sekil 30: Kolesterol’ iin ITK
Kromatogranu
111.2.1.1.3.2. KOLESTEROL’ UN ERiME DERECESI TAYINI

Bolim 11.2.2.1.3.2° de anlatildi@i gibi kolesteroliin erime derecesi 145 °C

bulurimustur. Bu degerin literatiire uygun oldugu gézlenmistir ( 62 )
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I11.2.2. LIPOZOM FORMULASYONLARI

Bolim 11.2.2.2 de s6zii edilen ve denenen lipozom formiilasyonlari, molar
bilesimleri ve go6zlenen sonuglar ise Tablo 3’ de, ¢ahigmalanmizda kullandigimiz

lipozom formiilasyonlan, molar bilesimleri ve kodlan Tablo 4* de verilmistir.

Tablo 3: Hazirlanan Tum Formiilasyonlar, Molar Bilesimleri ve Gézlenen Sonuglar

10:1:4 Faz ayrimi gozlendi. Ustte yogun bir lipit

tabaka altta ise bulanik sivi tabaka gorildii.

7:1:2 Faz aynmi gozlendi. Ustte yogun bir lipit

tabaka altta ise bulanik sivi tabaka gortildii.

4:1:5 Faz ayrimi gézlendi. Ustte lipit tabaka altta

sivi tabaka toplandi.

7:1:2 Faz aynimi gozlendi. Ustte lipit tabaka altta

sivi tabaka toplandi.

10:4 Lipit ve sivi fazin tamamen ayrildig1
gozlendi.
7:2 Lipit ve sivi fazin tamamen aynldig:
gozlendi.
7:1.2 Faz aynmi gézlendi.
7:1:4 Faz aynmi ¢ok az olustu. Ust kisimda ince

bir lipit tabaka olustu.

7:1:6 Faz ayrimi olugmadi.
7:2:4 Faz ayrimi olugmadi. En iyi sonug bu molar
bilegimle elde edildi.

7:2 Tam bir faz ayrimi g6zlendi.
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Tablo 4: Caligmalarda Kullaml.an Lipozom Formitilasyonlari, Molar Bilesimleri ve
Kodlan

IIL.3. NISV’ LAR

I11.3.1. NISV’ LARIN YAPISINA GIREN MADDELERIN FiZIKOKIiMYASAL
OZELLIKLERI UZERINDE BULGULAR

II1.3.1.1. NISV’ LARIN YAPISINA GIREN MADDELERIN
STANDARDIZASYONU

II1.3.1.1.1. SURFAKTANLARIN STANDARDIZASYONU

IIL.3.1.1.1.1. SURFAKTANLARIN HLB DEGERLERININ SAPTANMASI

Bolum 1123.1.1.2" de anlatilan formille siirfaktanlan HLB degerleri
saptanmigtir.

SURFAKTAN I (Hekzadesil poli-(3)-gliserol) : 225 /464 x 20 = 9.68

SURFAKTAN II (Dialkil poli~(7)-gliseroeter) : 535 /472 x 20 =11
olarak bulunmustur.

HLB’ si 8 -18 arasinda degisen yiizey aktif maddeler Y /S tipi surfaktan olup,
hidrofilik &zelliktedir. Stirfaktan I ve II ‘nin HLB degeri bu smirlar igindedir. Boylece

bu siirfaktanlann hidrofilik 6zellikte olduklan saptanmgtir.
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I11.3.1.1.1.2. SURFAKTANLARIN DSC iLE TANINMASI

Cahgilan NISV formiilasyonlarinda kullanilan jel tipte olan Siirfaktan I ve sivi
kristalin tipte olan Siirfaktan II ‘nin termogramlan Bolim 11.2.3.1.1.3 de anlatildig:
sekilde gekilmigtir. Elde edilen analiz egrileri Sekil 31 ve 32’ de verilmistir.

Bu analiz egrilerine gore Stirfaktan Ligin Tc = 47, Siirfaktan IT igin ise
Tc= 14.29 olarak bulunmustur.

I11.3.1.1.1.3. SURFAKTANLARIN YUZEY GERILIMLERININ SAPTANMASI

Boluim 11.23.1.1.4° de anlatildigi sekilde bulunan surfaktanlarnin ylizey

gerilimleri Tablo 5 ve Sekil 33 ‘de verilmistir. Referans ¢ozelti olarak kullanilan distile

suyun yiizey gerilimi y=72.00+0.59 dyn.cm'] dir.
I11.3.1.1.2. YUK VERICI MADDELER
111.3.1.1.2.1. IR SPEKTRUMU iLE SA ‘NIN TANINMASI

Boliim 11.2.3.1.2.1 “‘de anlatilan 1slemlerle elde edilen IR spektrumu Sekil 28 de

gOsteriimgtir.
TI1.3.1.1.2.2. ITK ILE STEARILAMIN’ iN TANINMASI
Bolim 11.2.3.1.2” deki gibi yapilmig ve Rf degen 0.34 olarak bulunmustur.
I11.3.1.1.3. STABILITE ARTIRICI MADDELER
I11.3.1.1.3.1. ITK iLE KOLESTEROL’ UN TANINMASI

Bolim 11.2.3.1.3.1° de anlatilan islemler sonucu Rf=0.96 elde edilmistir.
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Sekil 31: Strfaktan I (Jel Tip)’ in DSC Termogrami

i
—
o
(=}

1
ul
o
(o 8

200

a.5

-0. 5+

Ist Akig1 (wig)

-1.04 /

-1.5 : ; : : .
Z100 -5D0 0 50 100

Sicaklik (°C)
Sekil 32: Surfaktan IT (Sivi-Kristalin Tip)’ in DSC Termogrami

200



76

111.3.1.1.3.2. KOLESTEROL’ UN ERiME DERECESI TAYINi
Boliim 111.2.3.1.3.2” de anlatilan islemler sonucu ayni degerler elde edilmigtir.

Tablo 5: Siirfaktan I ve Surfaktan II ‘in Yiizey Gerilimlerine Iliskin Bulgular

JR] SURFAKTAN'
>90 £ 0.23 >90 £ 0.06
78 £0.50 71 £0.50
52 +0.63 50 £ 0.89
63 +£0.44 ‘ 65 £ 0.95
65+ 0.06 66 £ 0.91
90 T
}
80 +
70 +
g
g 50+
J —e—SUR!
E —s—SUR I
£ 407
L
(U]
F
S 304
>
20 +
10 +
04 ‘ — . ,
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Molar Konsantrasyon ( 10'x) (M)

Sekil 33: Siirfaktan I ve Strfaktan II’ nin Yiizey Gerilim Grafikleri
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IIL.3.2. NISV FORMULASYONLARI

Bélim 11.2.3.2° de soz edilen NISV formiilasyonlarmm molar bilesimleri ve

kodlan Tablo 6’ da verilmistir.

Tablo 6: Siwi Kristalin ve Jel Tipte Iopromid-U Igeren ve Bos NISV

Formiilasyonlannin Bilesimi ve Kodlar

[I1.4. HAZIRLANAN LiPOZOM VE NISV’ LARIN OZELLIKLERINE AIT
BULGULAR

Bu béliimde hazirlanan lipozom ve NISV’ lann partikil biyukligt dagilimlari,
formiilasyonlarda serbest ve igte tutulan Jopromid miktar, enkapsiilasyon hacmi ve

lipozomal fosfolipit miktari ve verimine ait bulgular verilmistir.
IL4.1. PARTIKUL BUYUKLUGU DAGILIMLARI

Bolim 11.2.5.1° de anlatildig: gibi lipozom ve NISV’ lann partikiil biiyiikliklen

tayin edilmistir. Ortalama partikiil buyiikligi sonuglari Tablo 7a ve b ‘de gosterilmistir.
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Tablo 7a: Iopromid-U Igeren Lipozom ve NISV Formiilasyonlarinin Ortalama Partikiil
Biiyiiklikleri

)RTALAMA PARTIKUL BUYUKLUGU.

1.98 £1.84 1.961 +0.98 1.969+0.79 1.874 £2.08

1.874 £ 1.51 1.738 £ 1.23 1.645 £ 1.02 1.671 £2.02

1.692 £2.02 1.524 £2.11 1.338+1.34 1.592 £ 1.79

1.323 £ 1.53 1.204 = 1.86 1.271 £ 1.54 1.506 +£0.99

Tablo 7b: Iopromid-U Igermeyen Lipozom ve NISV Formiilasyonlarimin Ortalama
Partikiil Biyiikliikleri

4

1.718 £ 1.2 1.645 £ 1.23 1.784 £ 0.55 1.83 £2.04

1.552+£0.76 1.576 + 1.88 1.639+1.87 1.606 £1.52

1.323 £ 0.66 1.204 £ 1.34 1.338 £2.11 1.204 £1.04

I11.4.2. LIPOZOMAL FOSFOLIPIT MiKTARI VE VERIMI

Bolim 11.2.5.2 ‘de anlaulan islemler uygulandiktan sonra bulunan bos ve etken
maddeli sivi kristalin ve jel tipte lipozomlarin, lipozomal fosfolipit miktarlar ve

verimleri Tablo 8 ‘de gosterilmistir.
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Tablo 8: E, E,, E;, E; Kodlu Lipozom Formiilasyonlarinin Fosfolipit Miktar1 ve Verimi
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II1.4.3. LIPOZOM VE NISV FORMULASYONLARINDA IOPROMID
MIKTARI

II1.4.3.1. VEZIKUL ICINDE HAPSEDILEN IOPROMID MiKTARI

Bolim II.2.5.3.1" de anlatilan iglemler sonucu lipozom ve NISV
dispersiyonlarinda hapsedilen Iopromid miktarina ait bulgular Tablo 9’ da ve

istatistiksel karsllastlrma]én Tablo 10’ da verilmigtir.

11.4.3.2. LIPOZOM VE NISY FORMULASYONLARINDA SERBEST
IOPROMID MIKTARI
Bolum 11.2.5.3.2° islemler lipozom ve NISV

de anlatilan sonucu

dispersiyonlarinda serbest Iopromid miktarmna ait bulgular Tablo 10° da gésterilmigtir.

Tablo 9: (7:2:4) Molar Bilesimine Sahip Siv1 Kristal ve Jel Tipte Lipozom ve NISV
Formiilasyonlarinda Etken Madde Miktan

46.14 £ 0.005 46.14 £ 0.005 46.14 = 0.005 46.14 £ 0.005
27.66 £0.01 2415+ 0.05 26.28 +0.01 28.95+0.04
9.22+0.01 10.27 £0.01 9.45£0.01 10.46 + 0.04
3.68 £0.03 6.16£0.02 4.97 £0.02 2.61+£0.02
4.7+0.02 437+0.02 3.78+£0.03 3.96 £ 0.01
10.2 9.4 8.2 8.6
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Tablo 10: (7:2:4) Molar Bilesimli Lipozom ve NISV Formiilasyonlarinda Hapsedilen
Etken Madde Miktar Tayini Sonuglarinin Istatistiksel Degerlendirilmesi

I11.4.4. LIPOZOM VE NISV’ LARIN TABAKA SAYISI

Topromid-U igeren lipozom ve NISV formiilasyonlar: polarizan mikroskopta

incelenmis ve MLV tipinde oldugu gozlenmistir (Sekil 34-37)
I11.4.5. LIPOZOM VE NISV’ LARIN ENKAPSULASYON HACMi

Béliim I1.2.2.5 de anlatildifi sekilde lipozom ve NISV formiilasyonlannin

enkapsiilasyon hacimleri hesaplanmigtir. Enkapsiilasyon hacimleri E; igin 4.17 ul.mL'],

Ej i¢in 3.82 p.l.mL'], Sy igin 4.20 |J.1.mL'], S, i¢in 4.85 p.l.mL'lolarak bulunmustur.

111.4.6. LIPOZOM VE NISV’ LARIN STABILITE CALISMALARINA AiT
BULGULAR

Bu kisimda farkh bekletme sartlarinda tutulan lipozom ve NISV” lara ait fiziksel

stabilite sonuglarina ait bulgular verilmigtir.



Sekil 35: Iopromid -U Igeren E> Lipozomlarinin Mikrograflar ( x 40X )



83

Sekil 37: Topromid -U Igeren S» NISV’ larinin Mikrograflar ( x 40X')
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I11.4.6.1. SAKLAMA SIRASINDA INCELENEN VEZIKULLERDEN ETKEN

MADDE KAYBEDILMESI

Bolum 11.2.5.6.1° de anlatitan iglemler sonucunda elde edilen bulgular Tablo

11 ve 12 “de gosterilmistir.

Tablo 11: Degisik Sicakliklarda Saklanan Iopromid Igeren Sivi Kristal ve Jel Tipte
Lipozom Formilasyonlarinin Fiziksel Stabilite Bulgulan

CIOPROMID KAYBI(% )
AN (gtin)

Tablo 12: Degisik Sicakliklarda Saklanan lopromid Igeren Sivi Kristal ve Jel Tipte
NISV Formulasyonlarinin Fiziksel Stabilite Bulgulars

* ODA SICAKLIGI +21 °C *tir;
* BUZDOLABI SICAKLIGI +4 °C “tir.

*=~ Jel tipte lipozom ve NISV’ lar i¢in ilk hafta 1, 3, § ve 7. giinlerde, sivi kristalin tipte
lipozom ve NISV’ lar icin ise ilk hafta 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7. giinlerde él¢tim yapilmistir.Bu
nedenle dl¢iim yapilmayan giinler “ () ” ile gosterilmigtir.



I11.4.6.2. SAKLAMA SIRASINDA INCELENEN VEZIKULLERIN PARTIKUL
BUYUKLUKLERI

Bolim I1.2.5.6.2° de anlatilan islemler sonucunda elde edilen sonuglar Tablo

13 ve 14’ de ve Sekil 38 ve 39” da verilnustir.

Tablo 13: Jel ve Sivi-Kristalin Tipte Lipozom Formiilasyonlarimin Fiziksel Stabilite
Calismalan Sirasinda Gozlenen Ortalama Partikiil Biiytklukleri
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Tablo 14: Jel veSiwi Kristal Tipte NISV Formiilasyonlarinin Fiziksel Stabilite
Calismalan Sirasinda Gozlenen Ortalama Partikil Buytklikleri

* ODA SICAKLIGI +21 °C “tir;
* BUZDOLABI SICAKLIGI +4 °C “tir.

«xx Jel tipte lipozom ve NISV’ lar i¢in ilk hafta I, 3, 5 ve 7. giinlerde, siv1 kristalin tipte
lipozom ve NISV’ lar icin ise ilk hafta 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 7. glinlerde 6l¢iim yapilmistir.Bu
nedenle 6l¢iim yapilmayan giinler « (-) 7 ile gosterilmisgtir.

[1L4.7. LIPOZOM VE NISV’ LARDA IOPROMID’ IN IN VITRO SALIMINA
AIT BULGULAR

Bolim 11.2.5.7 de anlatilan islemler sonucunda elde edilen in vitro salim
bulgular: Tablo 15° ve Sekil 40, 41 de gosterilmigtir. Elde edilen verilere gore etken
maddenin, lipozom ve NISV formulasyonlarmdan salimmin hangi modele uygunluk

gosterdigi arastiriimigtir.



Sekil 38: Degisik Sicaklikiarda Saklanan E1 ve E2 Formiilasyonlarinin Ortalama

Partiki! Biyukliga Degisimleri

Ortalama Partikil Biyiiklagé ( pm )

2,51

]
(=]
-

Zaman (gin)

BE1 ODA
OE1BUZ
EE2ODA
EE2BUZ

Sekil 39: Dedisik Stcakhklarda Saklanan S1 ve S2 Formilasyonlannin Ortalama

Partikll Buyiikligt Degisimleri

Ortalama Partikiil Biiyukliigt ( um )

2,5+

Ny
L

_
(6]
{

=y
1

S~
e

Zaman (guin)

31 ODA
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|B3S2 ODA
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Sekit 40: lopromid E1, E2, S1, S2 Formulasyonlarindan in Vitro

Salim Calismasina Ait Sonuglar

! )

} :

{
= |—e—E1
£ i—I—~E2
w': :—&—51}
= —o—-52yj

0 5 10 15 20 25
Zaman (dk)

Sekil 41: fopromid' in Lipozom ve NISV' fardan in VitroSahminin Higuchi
Esitlidine Uyguniugu

% Salinan

t 1/2 {saat}




I11.4.7.1. IN VITRO SALIM SIRASINDA iOPOMID’ IN STABILITESININ VE
PARCALANMA URUNLERININ INCELENMESI

In witro salm sirasinda pargalanma olup olmadigimi incelemek icin Bélim

I1.2.5.7.1 de anlatildifs sekilde ITK yapilmis ve salim ortamindan alinan Topromide ait

lekenin Rf degeri (0.52) ile standart Iopromid ‘in Rf degeri (0.52) karsilastirilmis ve

baska lekeye rastlanmamistir.

Tablo 15: Topromid ‘in Cesitli Lipozom ve NISV Formilasyonlarindan Saliminin
Kinetik Modellere Uygunlugu

-1.651

. -2.068 0.472
12,414 12.818 13.187 13.126
0.993 0.988 0.986 0.988
0.986 0.976 0.972 0.976
2.026 2.097 0.515 2.147

0.842 11.2376 2.1501 13.632
0.953 0.951 0.949 0.951
0.908 0.904 0.900 0.904
9.317 9.803 10.466 12.616

3.693 14.036 14.535 14.386
0.979 0.967 0.975 0.968 -
0.958 0.935 0.951 0.937

11.4.8. LIPOZOM VE NISV’ LARLA YAPILAN IN ViVO CALISMALARA

AIT BULGULAR

Bu bolimde lipozom ve NISV’ larin radyoaktif isaretlenmes, isaretlemenin

kalite kontrolii ve ratlarda yapilan biyodagilim ve radyolojik ¢aligmalara ait bulgular

tzerinde durulacaktir.
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99m

111.4.8.1. " Tc ILE YAPILAN RADYOAKTIF ISARETLEMENIN KALITE

KONTROL BULGULARI

Bolim 11.2.5.8.17 de anlatildifi sekilde radyoaktif isaretleme yapildiktan sonra
Bolim 11.2.5.8.2 de anlatildig: sekilde isaretlemenin kalite kontrolit ITLC-SG seritleri

kullanilarak ACD’de yapiimistir. Sonuglar Tablo 16 ve 17 de verilmistir.

Tablo 16: Iopromid-U Igeren Lipozom Formiilasyonlarinin Radyokimyasal Saflik
Sonuglar

Tablo 17: Topromid-U Igeren NISV Formiilasyonlarinin Radyokimyasal Saflik
Sonuglari

> 99 (97*)

10 <1 (3%)

* Parentez i¢inde verilen degerler S- kodlu NISV formulasyonuna aittir.
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111.4.8.2.RATLAR UZERINDE YAPILAN BiYODAGILIM CALISMALARINA
AIT BULGULAR

Iopromid-U igeren 9om

Tc ile 1saretli lipozom ve NISV dispersiyonlari ratlara i.v.
uygulanmig bobrek, RES ve diger organlar Bolim 11.2.5.8.3 de anlatildigi sekilde
incelenmigtir. Bu sonuglara gére lipozomlann karacigerde, NISV’ larinde b'o‘brekte en
fazla toplandigi gérilmistir. Oldirdiikten sonra gekilen sintigrafi gorintiileri Sekil
50-54° de gosteriimigtir,

Lipozom dispersiyonlarna ait toplu sonuglar Tablo 18-21 ve Sekil 42-45’ de
NISV dispersiyonlarina ait toplu sonuglar 1se Tablo 22-25 ve Sekil 46-49° da
gosterilmigtir. Ayrica organ tutumlannin istatistiksel kargilastirilmast da yapilmistir

(Tablo 26-29).

Oldiiriilen ratlarin sintigrafi géruntuleri Sekil 50-53" de gosterilmistir.

Tablo 26: E,, E,, Es, E, Formiilasyonlarinin Organ Dagilimlarmin Istatistiksel
Kargilagtirmasi ( T Testi )

FORMULASY
=

Tablo 27: E, ve E> Formiilasyonlarinin Karaciger Dagihmlarinin Istatistiksel
Karsilastirmas: ( T Testi )




Tablo 28: S, Sa, S3, Sy Formiilasyonlarimin Organ Dagihmlarinin Istatistiksel
Karsilagtirmas: ( T Testi )

Tablo 29: S, ve S, Formiilasyonlarinin Bobrek Dagilimlarinin Istatistiksel
Kargilastirmasi ( T Testi )
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11.4.8.3. RATLAR UZERINDE YAPILAN RADYOLOJIiK CALISMALARA
AIT BULGULAR

Iopromid-U igeren lipozom, NISV dispersiyonu ve serbest Iopromid-U, ratlara
Bolim 11.2.5.8.4° de anlatildig1 sekilde uygulanmis ve CT’ leri gekilmistir. Organ

yogunluklari HU cinsinden ol¢ulmustir. Elde edilen goruntiiler Sekil 54 a,b-59 a,b’ de,
HU sonuglar: da Tablo 30’ da gosterilmistir.

Tablo 30: Ratlarda Yapilan Radyolojik Calisma Sonrasinda Elde Edilen Kontrast
Artig Degerleri

118 +4.4 100.6 +5.7
122.5+6.5 114 +13.5
88.4+7.38 90.4 + 5.4
101.6 £9.2 99.5 + 13
105.5+1.4 90.8 +1.9
122+ 2.6 1853 +£9.7
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Sekil 54b: Ultravist Enjeksiyonundan Sonra KC CT Goériintisi
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Sekil 57b: E; Lipozomunun Enjeksiyonundan Sonra Bébrek CT Goruntiisi



Sekil 58b: S3 NISV’ nun Enjeksiyonundan Sonra KC CT Goruntisi



Sekil 59b: S; NISV’ nun Enjeksiyonundan Sonra Bobrek CT Goriintiisi
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IV. TARTISMA
IV.1. ETKEN MADDE SECiMi

Giniimiizde goruntilemede X-iginlan gorintileme, MRI, US ve niikleer tip
olmak tizere baglica 4 gorintileme yolu kullamilmaktadir ve bu alanda hem teknik
yonden hem de kontrast ajanlar yoniinden biiyiik degisiklikler yasanmaktadir. 20 yil
oncesine kadar sadece radyografi bilinirken zamammizda CT, MRI ve US tetkikleri
belirgin  gekilde artmigtir. Halen teshis yontemlerinin  dortte iigii. X-iginlan
gorintilemede, begte biri US ‘da ve geri kalanlar1 da esit olarak CT, MRI ve niikleer
tipta kullamlan yontemlerdir. Ancak, rutin X-iginlant yontemleri giderek azalirken
digerlerinin kullaniminda artis olmaktadur.

X-ginlann  gorintilemede kullanilan kontrast ajanlarin kullammi X-iginlan
kesfinin hemen arkasina rastlamaktadir. Bugiin damar igine enjeksiyonlarda en iyi
kontrast veren ajan iyottur. Tiim iyotlu kontrast bilegikleri triiyodobenzoik asit yapisi
tagtrlar.

Halen kullanilan suda ¢bziinen kontrast ajanlar kardiyovaskiiler ve RES
dokulan goriintilemede ideal degildirler. Damar iginde kalg siireleri kisadir ve hizla
itrah edilirler. Bu nedenle, maksimum doku opaklastirma siiresi kisadir, o yiizden de
CT gorintilemede 6nemli olan pik dansitesinde iken gok sayida goriintii almak zordur.

Ayrnica, standart ajanlarin ¢ofu patolojik yapilar ve normal dokularn
ekstraseliiler alan1 tarafindan kabulii kolaydir; bunun sonucu da tiimor gibi lezyonlarin
taninmas:  giglesmektedir. Bu da kontrast alternatif materyallere gereksinim
gostermektedir ( 39).

Yapisinda iyot tagiyan ve non-iyonik bir kontrast ajan olan iopromid elektrik
yukii tagimaz; sodyum veya meglumin gibi katyon tagimaz ve hidrofilik yan zincirlerle
iyi korunmug bir yapiya sahiptir. Bu ozellikler molekiile, proteinlere daha az bajlanma
ve daha az enzim inhibisyonu 6zellii kazandirmigtir. Hasta agisindan ise daha iyi
“genel tolerans” anlamina gelir; bulanti, kusma, irtiker, mukozada sigme, solunum

yollarinda artan bir rezistans ve kardiyovaskiiler sistem iizerinde nadiren etki g6zlenir

(2,5).
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Iopromid, ticarette Ultravist® adiyla bulunmaktadir ve CT, anjiografi ve
urografide goriilen problemlere tolerans gosteren ve etkili bir maddedir. Iopromid
iceren Ultravist® i.v. yolla verildifinde KC hiicrelerine girmez ve bobreklerden
glomeriiler filtrasyonla atilir (43 ).

| Yukanda belirtilen nedenlerle Iopromid’ i konrast ajan olarak igeren gesitli
lipozom ve NISV formiilasyonlarinin hazirlanmasi, in vitro karakterizésyonu ve
ratlarda biyodagilimlarinin degerlendirilmesi ve CT’ de RES organlarindaki kontrast

artig1 ve fiziksel stabilitenin aragtinlmasi amaglanmigtir.
IV.1.1. IOPROMID’ iN STABILITESI

Iopromid’ in in vitro salim deneyleri sirasinda Bolim 11.2.5.7.1° de anlatildid
gibi ITK ile stabilitesi incelenmigtir.

Standart Iopromid’ in Rf degeri in vitro salim sonrasi elde edilen Iopromid’ in
Rf degeri ile aym bulunmugstur. Caligmalar boyunca ¢ozelti ve dispersiyonlarin i1sidan
yeterince saklanmig oldugu ve ayrica lipozom ve NISV’ lerde hapsedilen etken
maddenin in vitro salm ortami olan 20 mM Tris (pH 7.4) tamponunda dayanikl

kaldif1 anlagilmigtir.
IV.2. LIPOZOMLARIN FORMULASYONU

Aragtirmamizda kullanilan fosfolipitlerin segiminde sivi kristalin ve jel tipte
olmak tizere iki ayn tip formiilasyon tasarlanmigtir. DSPC jel tip ve PL 100 (16:0) stv1
kristalin tip lipozomlan olusturan fosfolipitler olarak segilmigtir. DSPC doymus yapida
(18:0) soya lesitinidir, PL 100 ise doymamug tipte soya lesitinidir. Molekiil yapilarinin
ve faz gegis sicakliklannin dolayisiyla hangi tipte gifte tabaka olusturacag: bilindiginden
adi1 gegen fosfolipitlerle ¢aligmaya karar verilmistir. Ayrica literatirde DSPC
lipozomlarinin Kritik Hidroliz Yizdesinin %21 ‘in altinda oldugu bildirilmistir. Bu
husus da segimde etkili olmustur ( 14 ). '

Lipozom hazirlamada kullanilan fosfolipitler ve hazirlanan lipozomlar N; gazi

altinda ve +4°C de saklanmigtir.
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Lipozomlanin dayanikli vezikiler form halinde elde edilmesi igin uygun lipit
bilesiminde olmalidir. Lipozomlarla yapilan g¢aligmalardan edindiimiz tecriibeler
(10:1:4) (7:1:2) ve (4:1:5) bilesimlerinin en iyi lipit bilesimleri oldufunu géstermistir
(33, 67, 68).

Bu lipit bilegimlerinden bozunmayan, yani faz aynmina neden olmayan bilesim
en uygun formiilasyon olarak degerlendirilmigtir (Bolim I11.2.2). '

Cabgmamizda Ultravist’ in viskoz bir ¢ozelti olmasi nedeniyle seyreltmesi
yapilmig ve denenen (10:1:4) (7:1:2) (4:1:5) ( 7:1:6) ve (7:2:4) molar bilesimlerinden
(7:2:4) (Fosfolipit :Yiik Verici :Kolesterol) molar bilesimi ile uygun sonug alinmigtir
(Tablo 3).

Sonuglanmiz literatirle uyumluluk gostermektedir. Hidrofilik bir ilacin
lipozomlarda maksimum hapsedilme yiizdesi % 10 ‘dur ( 69 ). Anca ve ark.lan
Primakin difosfat igeren (10:1:4) lipozomlan ile etken maddeyi % 11 ve (7:1:2) ile
%10 oraninda tutarken, Storm ve ark.lari aym bilesimdeki (10:1:4) lipozomlarinin
lipofilik olan doksorubisini %32 oraninda tuttuunu bildirmiglerdir ( 70 ).

Calismalanimizda stvi kristalin ve jel tipte farkh lipitler kullanilarak, hazirlanan
lipozomlarin 6zellikleri ( etken madde tutulmas, in vitro salim v.s.) ve in vivo davranigi
degerlendirmek miimkiin olmugtur.

Aynca lipozomal ¢ifte tabakanin uygun bilesimde segilmesi (7:2:4) ve yapiya
kolesterol eklenmesinin uygun Iopromid lipozomlannin hazirlanmasina olanak verdigi

anlagilmugtir.
IV.3. NISV’ LARIN FORMULASYONU

NISV’ larda ise vezikiiliin yapisindaki temel bilesen lipozomlardaki fosfolipitler
yerine non-iyonik stirfaktanlardir.

Non-iyonik siirfaktanlar diger siirfaktanlara gore daha az toksisiteye sahiptir
(49 ). NISV ‘larin hazirlanmasindaki esas neden siirfaktanlarin fosfolipitlere gére daha
stabil olmalanidir. Bu sekilde kimyasal stabilite arturilabilir. ,

Arastrmamizda  kullanilan  Hekzadesilpoli(3)gliserol ~ (Surfaktan TI) ve
Dialkilpoli(7) gliserol eter (Surfaktan II) eter bag tagryan stirfaktan tiplerinden
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segilmistir. Eterik ba§ tasiyan siirfaktanlann daha stabil olduklari rapor edilmistir ( 71 ).

Caligilan stirfaktanlarin Tc degerlerine dikkat edildiginde Surfaktan I ‘in Tc ‘si
45.17 °C ve Siirfaktan II ‘nin Tc ‘si 11.88 °C oldugu DSC ile saptanmistir (B6liim
II1.3.1.1.1.2). Boylece Tc ‘si daha yiiksek olan siirfaktan (Siirfaktan 1) jel tipi, diisiik
olan siirfaktan (Siirfaktan II) sivi kristalin tip stirfaktan olarak belirlenmistir.

Literatiirde radyopak madde igeren NISV’ larla yapilan higbir .g:ahsmaya
rastlanmamugtir. Cahgmalanmizda stvi knistalin  ve jel tipte farkh siirfaktanlar
kullanilarak hazirlanan NISV ‘lerin 6zellikleri (etken madde tutulmasi, in vitro salim
v.s.) ve in vivo davranigi degerlendirmek miimkiin olmugtur.

Literatiirde NISV formiilasyonlarim hazirlamada (47.5:47.5:5) ve (10:1:4)
molar bilesimleri kullanilmigtir ( 20, 72 ).

Cahlsmalarimizda aym bilesimli lipozomlarla karsilastirma olanagi vermesi
nedeniyle ( 7:2:4) molar bilesimli sivi kristalin ve jel tipte NISV’ lar kullamlmigtir.
Yapiya kolesterol eklemenin uygun lopromid NISV’ lannin hazirlanmasina olanak
verdigi anlagilmigtir.

Béylece hem lipozom hem de NISV tipi vezikillerde (7:2:4) formiilasyonu
daha yiitksek etken madde hapsetmesi nedeniyle en uygun formiilasyon olarak

degerlendirilmigtir.
IV.4. TAMPON SECIMi

Aragtirmamizda hazirlanan tiim lipozom formiilasyonlarinda Tris (pH 7.4)
tamponu kullanilmigtir. Ancak, in vivo galigmalarda Tris tamponu yerine radyoniiklidin

baglanma veriminin yiiksek olmasi nedeniyle E; ve E3 kodlu lipozomlarda distile su E;
ve E4 kodlu lipozomlarda asetat (pH S5) tamponundan yararlanilmigtir. Aynica tiim

NISV formiilasyonlar: (S;, Sa, S3, S4) igin distile su kullanilmugtir.

Aragtirmamizda Tris tamponunun kullanilma nedeni lipozomlarda lipit
peroksidasyonuna kargi koruyucu etkide oldugu ve PC ile hazirlanan lipozomlarin
hidrolizi iizerinde katalitik etkisi aragtinlan gesith tamponlardan en uygun tampon

olarak Tris bulundugunun bildirilmesidir ( 73 ).
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Aynca fosfat tamponu kullanilmis olsaydi fosfolipitlerin yapisinda bulunan
fosfora bir de tampondan gelen fosfor eklenerek fosfolipitlerin miktar tayini
géhsmalarmda sonuglan etkilemesi s6zkonusu olacagindan bu olasilik ortadan
kaldinilarak hesaplamalar kolaylastinimigtir.

Aynca, Tris Tamponunun pH’ s fizyolojik pH olan 7.4 olarak segilmistir.
Cinki pH’ min fazla aside kaymasi halinde etken maddenin noniyonize haldeki
miktarinin artacag ve bunun da lipit tabakalarda partisyona ugrayacag bildirilmistir
(25). .

pH 7.4 Tris Tamponu, yapilan gahsmalarla 20 mM ozmotik gligte
hazirlanmigtir. Ciinkii izotonik veya hipertonik g¢o6zeltilerde hazirlanan lipozom
dispersiyonlant buiziilme nedeniyle zarar gérmezken; hipotonik ortamlarda etken

maddenin kaybina yolagtiklan rapor edilmistir ( 25 ).

IV.5. YUK VERICi STEARILAMIN’ iN EKLENMESI

Aragtirmamizda SA vezikiillere pozitif yitk verici madde olarak katilmigtir.

Ister lipozom ister NISV olsun vezikiillerin fiziksel stabilite problemlerini
¢ozmek icin yapilarina yitk verici maddeler eklenir. Yk verici maddelerin fiziksel
stabiliteyi saglamas: vezikiiller arasinda elektrostatik etkilesmeler meydana getirmesine
dayanir. Bu nedenle yapiya eklenen yiik, vezikill ylzeyinde elektrostatik yiizey
potansiyeli saglar. Bunun sonucu itme meydana gelir ve farkh gifte tabakalar arasinda
itmeyi saglayarak hidrofilik maddelerin nétral lipozomlara gére daha fazla tutulmasim
saglar (74).

Aynca negatif yiikli lipozomlarin pozitif ve notral lipozomlara gore etken
maddeyi daha fazla miktarda tuttugu bildirilmigtir ( 74 ).

Ancak literatiirde bunun aksini bildiren gahsmalarda vardir ve pozitif yiikli
sukroz ve Arabinozit-C lipozomlarinin negatif yiklilerden daha ¢ok hapsetme
kapasitesine sahip oldugu bildirilmistir ( 75 ).

Ayrica pozitif yikli sodyum meglumin diatrizoat lipozomlarinin toksisitesinin
daha az oldugu da rapor edildiginden ( 7 ) ¢abgmalarimizda pozitif yiikk veren SA
kullanilmugtir.
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Daha 6nceki ¢alismalanmizda NISV vezikiillerine yiik ilavesinin enkapsiilasyon

hacmini artirdi§1 saptanmugtir ( 20, 76 ).
IV.6. KOLESTEROL’ UN EKLENMESI

Kolesterol lipozom ve NISV’ lanin yapisina fosfolipit ve siirfaktanlar yaninda
giren diger bilesenlerden biri olup bir steroldiir. Cifte tabakaya kolesterol ilavesi, eger
vezikiiller jel tipte ise az miktarda aklskanlastmcl etki gosterir, sivi kristalin tipte ise
biiyiik bir diizenleyici etki gosterir. Sivi kristalin tipteki membranlarda kolesterol’ iin
etkisi:

- Azalmig akigkanhk

- Ryjiditenin artmasi

- Kondensasyon

- Artmig molekiiler diizenleme
gibi terimlerle de anilir. Yukanda agiklanan etkisi nedeniyle kolesterol sivi kristalin
tipteki fosfolipit ¢ifte tabakalarinin gegirgenligini azaltir ( 69 ).

Ote yandan kolesterol igeren vezikilllerin tam kan, plazma veya serum
verildiginde in vivo stabilitesi uzundur. Bu nedenle in vivo stabiliteyi artirmak igin
kolesterol eklenir.

Benita ve ark.lan yaptiklari bir ¢ahgmada kolesterol’ {in etkisini radyopak
madde igeren lipozomlarda aragtirmiglar ve kolesterol miktan arttik¢a tutulan madde
miktarinin  arttifini ve bunun da lipozomlarin gegirgenlifindeki azalma sonucu
oldugunu belirtmiglerdir (74 ).

Benzer bulgu Baillie ve ark.lan tarafindan NISV ‘lar igin de rapor edilmigtir
(52).

Yukanida belirtilen nedenlere dayanarak hem lipozom hem NISV

formiilasyonlarina kolesterol eklenmesi uygun bulunmugtur.
IV.7. LIPOZOM VE NISV’ LARTI HAZIRLAMA YONTEMI

Lipozom ve NISV’ larin hazirlanmasinda gesitli yontemler kullanilir. Ancak bu
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yontemlerin segilmesi amaca gore yapiimalidir.

Yontemler iginde film metodu en sik bagvurulan yoldur. Elde edilen lipozomlar
MLYV tipi lipozomlardir. MLV tipi lipozom elde etmek iizere film metodu segilmistir.
Ciinkii MLV tip vezikiillerde daha fazla etken madde tutulur, in vivo sartlara SUV
tiplerden daha fazla dayanikhdir, aynca KC’ e ulagma agisindan daha uygun olmalan
nedeniyle tercih edilmigtir ( 7, 39, 40, 74, 76 ). '

Baillie ve ark. lar ise eter yontemi ile film yontemini kargilagtirdiklarinda NISV
‘lan hazirlamada ilkk yontemin etken madde tutuma kapasitesinin daha yiiksek
oldugunu bildimiislerdir (71 ). Bu nedenle NISV formiilasyonlarinin hazirlanmasinda
da MLV tipi vezikiil veren film yontemi kullanilmigtir. Ayrica hem lipozom hem NISV
formiilasyonlarinin hazirlanmasinda aym yontemin kullanilist, yonremi sabit tutarak her
iki tip vezikiile ait sonuglann kargilagtinimasina olanak vermistir.

Caligmalarimizda basitligi, kolayhg, yiiksek etken madde tutma kapasitesi ve
aragtirma amacina uygunlugu nedeniyle film yontemi ve ardindan banyo sonikasyonu

uygulanmugtir ( 15).
IV.7.1. PARTIKUL BUYUKLUGU VE DAGILIMI

Hazirlama yontemi, kullanilan lipitlerin tipi ve konsantrasyonu, formiilasyon
gibi gesitli parametreler vezikillerin partikiil boyutu iizerine etkilidir. Bu nedenle
partikiil buyikligu olgiimleri hazirladiktan 1 st sonra ve dier safhalarin ardindan
yapilmig; boylelikle farkh zamanlarda olgtimlerden gelebilecek hatalar standardize
edilmigtir.

Aragtirmamizda film yontemi ve ardindan sonikasyonla hazirlanan lipozomlar
icin PL 100 (siv1 kristalin tip) ve DSPC (jel tip) lipitleri kullaniimistir. Tablo 7a ve b de
(7:2:4) molar bilesiminde hazirlanan bog ve Iopromid ‘li lipozomlara ait kargilagtirmali
partikil biiyiiklikleri verilmigtir. Goruldiigi gibi tiim vezikiiller MLV tiptedir.

NISV’ larda ise Surfaktan I ve Sirfaktan II non-iyonik siirfaktan
vezikﬁlierinden Topromid igeren ve igermeyen fomiilasyonlarin kargilagtirmal partikiil

biiytikliikleri Tablo 7a ve b’ de gosterilmigtir.
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Bog ve dolu tipteki lipozom ve NISV formiilasyonlan karsilastinldiginda, iginde
etken madde tagiyan her iki tip vezikilin (E, E, Sj, S2) bosg vezikﬁllerden (Es, Eg, S3,
S4) daha biyiik oldugu gozlenmistir. Iopromid igeren vezikiillerin daha biiyiik olmasi,
iginde etken maddeyi hapsetmesinden kaynaklanmaktadir.

Siv1 kristalin ve jel tipi lipozomlanin partikiil biiyiikliikleri kargilagtrilirsa jel tipi
vezikiillerin daha biiyiik partikil boyutuna sahip oldugu g('izlenmistir: Jel tipi
lipozomlarin daha biyiikk olmast bu tip vezikiillerin daha rijit bir yapiya sahip
olmasindan ve amfifiik molekiillerin daha buyik molekiler .yaplsmdan
kaynaklanmaktadir.

Ayni husus, NISV’ lar i¢in incelendiginde Stirfaktan II igeren (sivi kristalin)
vezikiillerin partikil bulyiikliigiiniin Siirfaktan I igeren (jel) vezikullere gore daha biyiik
oldugu saptanmustir. - Lipozomlarin daha biiyiikk boyutta olmasinda fosfolipitlerin
stirfaktanlardan daha biiyiitk molekiiler yapiya sahip olmasi rol oynamaktadir.

Aynica lipozom ve NISV’ lann partikiil boyutlan kargilagtinlacak olursa
lipozomlarin daha bilyiik oldugu bulunmugtur. NISV’ larda lipozomlann aksine sivi-
kristalin tip vezikul veren Siirfaktan II’ nin (molekiil agirhg =972), Siirfaktan I’ den
(molekiil agirhigi =473) daha dallanmig yapida olmasindan kaynaklanmug olabilir.

Yukarida gézlenen tiim bulgular literatiirle uyumlu bulunmusgtur ( 20 ).

Gozlenen sonuglar, ister lipozom ister NISV olsun tiim vezikiilleri karakterize

etmede ortalama partikiil biiyiikliigiiniin 6nemli oldugunu gostermigtir,
IV.7.2. HAPSEDILEN ETKEN MADDE MIKTARI

Vezikiillerde tutulan etken madde miktan agisindan lipozomlar incelendiginde
sivi kristalin tipteki lipozomlarin (Ey), jel tipten (E;) daha az Iopromid tuttugu
gozlenmistir (E; < Ej) ( p< 0.05) (Tablo 10).

Ayni husus NISV formiilasyonlarinda incelendifinde tersine durum
gozlenmistir (S2 > S1) (p< 0.05).

Jel tipi lipozom ( E)) ve NISV ( S)) lar kargilagtinldifinda lipozomlarin daha

¢ok etken madde hapsettigi anlagilmigtir.
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Benzer sonug sivi kristalin lipozom ve NISV’ lar incelendii zamanda
gozlenmigtir (Ez > S,) (p<0.05).
Lipozom ve NISV tipi vezikiller hapsettikleri etken madde agisindan

kargilastirilacak olursa lipozom formiilasyonlarinin NISV’ lardan biraz daha fazla etken

madde tuttuklan belirlenmistir. Bulgularimz literatiirle uyumlu bulunmugtur ( 71 ).
1v.7.3. SERBEST ETKEN MADDE MiKTARI

Her iki tip vezikiili hazirlamada baglangi¢ konsantrasyonunun tiimiini
hapsetmek mumkiin degildir. Lipozom ve NISV’ larda vezikiil iginde tutulamayan
etken madde serbest etken madde olarak adlandinlir ve siipernatanda kalir.

Jel tipi lipozom ve NISV’ larda serbest etken madde miktarlan, sivi-kristalin
tipteki lipozom ve NISV’ lardaki serbest etken madde miktarlarindan daha az
bulunmugtur (Tablo 9). Bu bulgu igte hapsedilen etken madde miktarlariyla uyumludur.
Cunki jel tipi vezikiillerde daha ¢ok etken madde hapsedildiginden, siipernataniarda
daha az madde kalmgtir.

Genel olarak iki tip vezikiil degerlendirildiginde ise lipozomlarda, serbest etken
maddenin ayni nedenle daha az bulundugu gézlenmistir.

Serbest etken maddenin ilk siipernatanlarla daha ¢ok uzaklastinldigy,
digerlerinde bu miktarin daha az olmasida dogal bir sonugtur. Bulgularimiz literatiirle

uyumlu sonug vermigtir ( 20 ).
1V.7.4. LIPOZOM VE NISV’ LARDA ENKAPSULASYON HACMIi

Hidrofilik karakterdeki Iopromid’ in ¢oziindugi sulu fazin miktanini tespit
etmede enkapsiilasyon hacminden yararlamiir. Bulgulanimiz, hteratiirde MLV tip

lipozom ve NISV ‘lar i¢in verilen degerlerle uyum gostermektedir ( 4.17, 3.82, 4.2 ve
4.85 uL.mL™) (77).
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1V.7.5. LIPOZOMAL FOSFOLIPIT MiKTARI

Lipozom formiilasyonlarinda kullamlan hazirlama yoénteminin  lipozom
hazirlama verimine etkisi lipozomal fosfolipit miktanmin tayini ile saptanmustr.
Aragirmamizda  formiilasyonlanin  hazirlanmasinda  film  yoénteminin  ardindan
sonikasyon uygulanmigtir. Etken maddenin hidrofilik olmasi halinde fosfolipit veriminin
azalmas: fazla onemli degilken lipofilik olmasi halinde 6nemlidir. Bunun da nedeni
lipofilik etken maddenin lipozomal ¢ifte tabakada tutulmasidir. Hazirlama sirasinda
fosfolipit kayb: halinde lipozomda etken mad.de miktar azalacaktir.

Fosfolipit miktar agisindan etken madde igeren lipozomlarin bos lipozomlardan
hazirlama basamaklan sirasinda daha az lipit kaybettikleri gozlenmigtir. Ayrica jel tipi
lipozomlarda lipit kaybinin sivi-kristalin tipteki lipozomlardan daha az oldugu
gozlenmistir. Bununda nedeni, sivi-kristalin tipteki lipozomlarin daha esnek yapida
olmalanindan ve “Onion Peeling Effect” ten kaynaklanmaktadir ( 78 ).

Bulgularimiz, literatiirle paralel sonuglar vermigtir ( 67 ).
IV. 7.6. VEZIKULLERIN TABAKA SAYISININ SAPTANMASI

Aragtirmalarimizda kullanilan lipozom ve NISV’ lann MLV tipi oldugu
hazirlama tekni8i, ortalama partikil buytkliga gibi yollarla belirlenmistir. Ayrica
polarizan mikroskoptaki incelemelerle de MLV tipi oldugu irdelenmistir. Lipozom ve
NISV’ lardaki fosfolipitler ve non-iyonik stirfaktanlar polarize 1gikla sart mavi kros
verirler. Mikrograflarda bu kroslar gozlenmistir (Sekil 34-37). Ayrica mikrograflarda
gorillen gok sayidaki igice halkalar bu vezikiillerin gok tabakali tipte oldugunu

gostermektedir.
IV.8. STABILITE CALISMALARININ DEGERLENDIRILMESI

Uygun bir raf 6mrii, her farmasotik preparat gibi lipozom ve NISV’ lar igin de
tedaviye sunmadaki basan i¢in gereklidir. Bir bagka deyisle hastaya ulagana kadar
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gecen zamanda etken madde vezikiil digina kaybedilmemelidir. Fiziksel stabilite; ilacin
hidrofilik ya da hidrofobik tabiatindan, ¢ifte tabakanin bilesiminden ve saklama
saftlanndan etkilenir ( 69 ).

Caligmalarimizda a) Bekleme sirasinda etken maddenin disariya sizmasi b)
bekleme sirasinda ortalama vezikiil buytkligi degigimi olmak tizere iki parametre

incelenmigtir.
IV.8.1. STABILITE CALISMALARINDA ETKEN MADDE KAYBI -

Lipozomlarda etken maddenin bekleme sirasinda, lipozom digina sizmasi sivi-

kristalin ve jel tipte olusuna gore farklilik gostermigtir (Tablo 11) jel tipteki DSPC

lipozomlarinda Iopromid kaybi daha azdir. Etken madde kaybimin jel tlvtpl
lipozomlardan daha az olma nedeni, jel tipi fosfolipitlerin daha rifit ve sulu yapi
gosterirken sivi-kristalin tipin daha esnek yapida olmasi ve boylece sulu fazda ¢oziinen
hidrofilik etken madde kaybinin daha kolay olmastyla agiklanabilir.

NISV’ larda ise etken madde kayb: agisindan jel ve sivi-kristalin tipler arasinda
bir fark gézlenmemugtir ( Tablo 12).

Buzdolab1 ve oda sicakh@ olmak iizere farkli sicaklikta bekletmenin jel tipi
lipozomlarda etkisi gozlenirken, sivi kristalin tipteki lipozomlarda etkisinin &nemli
olmadig anlagiimistir.

NISV’ Jarda ise farkh sicakliklarda saklamanin hem sivi-kristalin hem jel tipi
vezikiillerde etkili oldugu ve buzdolabinda saklamanin uygun oldugu gozlenmistir.

Genel olarak hem lipozom hem NISV’ larda, hem jel hem de sivi-kristalin tip
veziktillerin Nj atmosferindeb ve buzdolabi sicakliginda saklanmasinin uygun oldugu
anlagilmigtir.

Bulgulanimiz literatiirdeki dijer bulgularla da uyumludur. Betageri (79, 80)
hidrofilik bir ilag olan dideoksinozin trifosfatin sivi-kristalin ve jel tipi lipozomlardaki
stabilitesini 4, 25, ve 37 °C sicakliklarda 1 ay siireyle izlemis ve hidrofilik etken madde
kaybinin buzdolabinda ve azot atmosferinde saklamayla, uzun zincirli yag asitleri

kullanma ve kolesterol ilavesiyle minimumda tutulabilecegini bildirmigtir ( 79, 80 ).
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Bulgularimiz Niven ve ark.lannin (24) bulgulanna da paralellik géstermektedir.
Niven ve ark.lan yaptiklar galismada % 30 ‘a kadar kolesterol eklemenin, yiik maddesi
ilavesinin ve lipit bilegiminin CF igeren lipozomlardan hidrofilik ilacin salimim
azalttigini bildirmiglerdir (24 )

NISV’ larla yapilan galisma bulgularimizda literatiirde bildirilen g¢ahgmalarla
benzer sonuglar vermistir. Yoshioka ve ark.lar1 CF igeren NISV’ lanin hidrofilik etken
maddeyi kaybetmesinde siirfaktan tipinin, kolesterol miktarinin ve HLB’ sinin etkili
oldugunu bildirmiglerdir ( 76 ). .

Ayrica lipozom ve NISV’ lar kargilagtinldifinda lipozomlarda etken madde
kaybinin NISV’ lardan daha fazla oldugu gozlenmistir. Bunun muhtemel nedenleni
arasinda ¢ifte tabakay! olugturan bilegenler arasindaki ve molar bilesenler arasindaki
farkhiliklar yaninda, hapsedilen lopromid-U igindeki Iopromid’ in yanisira yardimci
maddelerin bulunugu ve bunlann fosfolipit ve sﬁrféktanlarla farkli derecede etkilegmesi
sayilabilir. Bu etkilesme sonucu vezikiillerin ¢ifte tabakasimin gegirgenligi degisip
artarak etken madde vezikiil digina kaybedilir.

Ayrica, NISV’ larda kolesterol ekleme jel fazin hidrokarbon zincirlerinin
~ diziligini bozarak gegirgenligi artirmaktadir. Tc altinda kolesterol, membram daha
diizensiz hale getirirken Tc ustinde membramin diizenli hale gegmesine yol agar. Ote
yandan lipozomlarda ise sivi-kristalin tip fosfolipitlerin zincir uzunlugu azalirken
doymamus ¢ifte baglarin sayisi artarak vezikiil gegirgenliginde de artisa neden olur.

HLB’ nin de etken madde tutulmasi, vezikill boyutu ve etken madde
kaybedilmesinde etkili oldugu literatiirde bildirilmistir ( 76 ). HLB azaldik¢a vezikiil
boyutu azalmakta ve etken madde kayb: artmaktadir. Surfaktan I" in HLB’ sinin (9.68),
Siirfaktan II’ den (11) daha diisitk (daha hidrofobik) oldugu distiniiliirse sonuglarimz

bu sekilde yorumlanabilir.

IV.8.2. STABILITE CALISMALARINDA PARTIKUL BUYUKLUGU
DEGISIMi

Uzun siire bekletilen lipozomlarda stabilitenin tek gostergesi lipozom digina
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kaybedilen etken madde degildir. Partikil biyikligi degisimi, stabilite
degerlendirmesinde iyi bir parametredir.

Cahsmalarda lipozomlar partikiil biyiikliii bakimindan incelendiginde, ister
oda sicakhifi ister buzdolabinda saklansin tiim formiilasyonlarda hafif bir arti
gozlenmigtir. Bu artig buzdolabinda saklanan hem jel tipi hem sivi-kristalin tipteki
lipozomlarda oda sicaklifinda saklanan formiilasyonlardan daha azdir. Aynca partikiil
buyukligindeki artig, jel tipi lipozomlarda daha azdir.

Yukanda belirtilen durum NISV” lar iginde aym sekilde gozlenmistir.

Saklama sirasinda partikil baytkligi artisi beklenen bir durumdur. Ancak ¢ok
buytik boyutlarda degildir ve lateral faz ayrimi1 gézlenmemektedir.

Bulgularimiz literatiire paralellik géstermektedir ( 81 ).
IV. 9. VEZIKULLERDEN iN VITRO SALIMIN DEGERLENDIRILMESI

Etken maddenin lipozom ve NISV’ lardan salimi in vitro sartlar olan 37 °C de,
pH 7.4 Tris Tamponunda ve yavas ¢alkalamah su banyosunda inkiibasyon yontemiyle
incelenmistir. In vitro salimin hangi mekanizmaya uydugunu be]iriemek tizere Higuchi,
1.derece ve O.derece kinetiklerine uygunluk arastinilmigtir. Bu amagla, belirtilen ii¢
kinetige ait in vitro salim hiz sabitleri incelenmis, korelasyon ve determinasyon
katsayilari hesaplanmigtir. Tiim lipozom ve NISV formiilasyonlarinin Higuchi modeline
uygunluk goésterdigi gozlenmigtir.

Higuchi kinetigine gore % salinan madde  t ‘ve karsi grafige gegirildiginde
lineer bir dogru elde edilir. Bu durum vezikiiliin membran matrisinden etken maddenin
difize oldugunu yani diflizyonun salimda hiz kisitlayict basamak oldugunu
gostermektedir. Bulgulanimiz literatiire uymaktadir ( 67 ).

Niven ve ark.lan ise CF igeren soy PC ve DPPG bilegimli lipozomlardan etken
madde saliminin zahiri-birinci derece kinetigine gore oldugunu belirtmiglerdir ( 19 )

Hidrofilik etken maddenin MLV tipi lipozomdan salimi igin su mekanizma
onerilmigtir (Sekil 50) :
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MLV

SERBEST CF

SERBEST CF

Sekil 50: Hidrofilik Bir Maddenin MLV Tipi Lipozomdan Salimi (23).

Sulu g¢ekirdek ya yanhz baginadir (b)) ya da lipozomal ¢ifte tabakalarin
ortasinda kalrr (by). Muhtemelen difiizyon, her bir tabakadan tek tek ve aym hizda
gergeklesir( k1, ~ kjp). Boylece tiim serbestlesme k; ‘le gosterilebilir. I¢ sulu
gekirdekten serbestlesme varsa, ¢ekirdegi cevreleyen birinci veya ilk birkag gifte tabaka
distakilerden daha siki yap: gosterir ve hapsedilen etken madde igin hiz kisitlayici
basamag olusturur. Aynica dig tabakalarn in vivo sartlarda dig ataklara daha gok maruz
kaldig1 unutulmamahidir ( 23 ).

Ideal bir tagiyict sistemden ilag saliminin birinci derece kinetige uygun olmast
beklenir. Ancak lipozomlarla yapilan ¢aligmlardan birinde salimin bifazik oldugu rapor
edilmigtir ( 23 ).

Buna gore; muhtemelen yiizeye yakin ilag molekillerinin ¢6ziinme ortamina
kisa siirede gegmesi nedeniyle hizh salim, ikinci fazda ise ylizeydeki porlardan etken
maddenin difizyonuyla yavag salim gozlenmistir. Caligmalarimizda elde ettigimiz salim
grafiklerinde 1ki fazh bir davranig izlenmigtir .

Ote yandan in vitro sahm sartlanmin in vivo sartlan tam taklit etmedigi
unutulmamalidir. Ciinkd, i.v. uygulanan dispersiyon HDL atagina ugrayacaktir. Ancak

in vitro salim igin fikir vermektedir.
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1IV.10. IN VIiVO DAGILIM SONUCLARININ DEGERLENDIRILMESI

Cahigmalanimizda Iopromid-U igeren lipozom ve NISV dispersiyonlan PMTe ile
isaretlendikten sonra hayvan deneylerinde kullanilmistir. Aynica kontrol amaciyla, halen
klinikte bilgisayarl: tomografiyle bobrek gériintilemede kullanilan radyopak ajan olan

Ultravist ‘in de '3

I ile igaretlenmesi planianmgtir.

Bu amagla hem lipozom hem NISV’ lardan sivi-kirstalin ve jel tipte olanlan
hazirlanarak ™ Tc ile isaretlenmig ve hayvan deneylerinde kullamlmgtir.

Ancak konvansiyonel dozaj sekli olan Ultravist ¢6zeltisi ile igaretleme istenen
sonucu vermemigtir. Ultravist ‘in. igindeki Iopromid benzen halkasina bagh 1 igerir.
Radyoaktif olan B ke “Radyoizotop Yerdegistirme” teknigi ile radyoaktif olmayan
I’ un yerdegistirmesi yoluyla molekiil isaretlenir. Ancak bu yolla igaretleme verimi

dilsiik olmus ve sintigrafik goriinti alinamamistir (sonuglar tezde verilmemistir).

Iopromid-U’ nun iginde bulunan sodyum kalsiyum edetat 9T ile selat olusturacag

#MTe ile Ultravist’ in isaretlemesi yapilamamistir. Iopromid® in *™Tc ile

igin
isaretlenmesi denenmiy ancak isaretleme verimi ¢ok diisiik elde edilmistir. Bunun da
nedeni Iopromid’ in yapisinda >°"Tc ile bag olusturabilecek sadece OH grubu
yeralmast ve olusan bu bagda zayif 6zellik gostermesi nedeniyle isaretleme. verimi
diigiik olmustur. Tuim bu nedenlerden dolayr ticari preparatla kargilagtirma
yapilamamustir.

Bos ve etken madde igeren lipozom ve NISV’ larin isaretlenmesinde, 6 saat gibi
kisa ve uygun fiziksel yanilanma émriine sahip * "Tc tercih edilmistir. Ayrica bir gegis
elementi olmasi nedeniyle, molekiillere kompleks olugturarak kararli bir gekilde
baglanmaktadir ( 82 ).

Lipozomlar hem sulu hem lipit fazlarindan isaretlenebilirler. Herikisini birden
isaretlemek de mumkiindiir. Sulu fazin igaretlenmesi etkili olmakla beraber hapsedilen
radyoniiklid miktan1 %3-30 arasinda sinirhdir ve sonikasyon uygulanirsa miktarin % S
‘e diigtign bildirilmigtir ( 83 ). |

Lipozomlarin lipid fazindan da igaretlenmesi izlenen bir diger yontemdir ve
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basit ve verimi yiksek bir yoldur. Isaretleme veriminin %90 ‘na kadar vardig
bildirilmigtir ( 83 ).

Caligmalarimizda lipozomal fosfolipitlerin PmTe ile isaretlenmesi yolu, yiiksek
verimi ve hazirlama iglemlerine uygunlugu nedeniyle tercih edilmisgtir.

PMTe ile isaretleme yapilirken kolayh ve hassas olusu nedeniyle kalayla
indirgenme metodu kuliamlmnshr. Isaretlemenin kalite kontrolii amac1y]a ITLC

yontemi kullanilmistir ve 9T ‘un %90 iizerinde vezikillere baglandifit g6zlenmigtir

(Tablo 16, 17). Disiik miktardaki serbest e P uzaklagtnmak igin igaretleme
sonras: santrifijleme iglemi yapilmigtir. Bu iglemler sonucunda baglanma verimi % 99’
a ulagmustir.

Cahigmalarimizda etken madde igeren lipozom ve NISV’ lann, bos olanlara
kargi in vivo olarak dagilimi incelenmigtir. Bu vezikiiller ratlann kuyruguna i.v.yolla
uygulanmis ve gesitli zaman araliklarinda ¢esitli organlarda tutulum incelenmistir.
Bunun igin her zaman aralifinda ratlar 6ldurilmis sintigrafik goriintiileme ile organ
dagihmlan gézlenmis, enjekte edilen ilacin organlara dagildifindan emin olunduktan
sonra organlan ¢ikarilip radyoaktiviteleri 6l¢iilmustur.

Lipozomlarm i.v. uygulanmas: sonucu organ dagihmlar incelendiginde tim
formiilasyonlarin KC’ de tutulduklar gézlenmigtir. Bu durum lipozomlarin normalde
sonlanma yerlerinin KC olmas: nedeniyle olagandur. Tkinci sirada ise bobrekler, en gok
tutulum gosteren organ olarak gozlenmigtir. Bu durum E; ve E; iopromid igeren
lipozom formiilasyonlannda, etken maddenin normalde KC’ e girmeyip bobreklerden
atilmasiyla ve lipozomal gifte tabakanin bilesim ve yiikiiyle ilgili bulunmustur. Iopromid
‘in bébreklerde birikmesi, lipozomda hapsedilme hernekadar tutulumu, KC’ e ¢evirmis
ise de lipozomun dig tabakalarinda hapsedilip ilk agia ¢ikan etken maddenin
babreklere gitmesiyle agiklanabilir.

Sivi-kristalin ve jel tipi bog ve yiiklii lipozomlar karsilagtinldiginda sivi-kristalin
tip lipozomlann (E>, E4) daha yiksek karaciger tutulumu gosterdigi anlasilmugtir.
Yiiklii ofan jel ve sivi-kristalin tip lipozomlar ise kendi aralarinda kargilagtirilinca jel tipi
lipozomlarda daha az tutulum (E;>E») gozlenmistir. Bu da etken maddenin ‘sivi-
kristalin ipozomlardan daha kolay salimina baglanmgtir.

Tutulum etken maddeli lipozomlarda 1. ve bog lipozomlarda 2.saatin sonunda

en yiiksek seviyeye ulagmistir.
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Aynica 24.st’ te de karacigerde etki gorilmesi lipozomlann siirekli sahm
sagladifini da gostermektedir.

NISV’ larda vezikilllerin en ¢ok bobreklerde tutuldufu saptanmustir.
Lipozomlarin aksine RES organlan diginda bir organ olan bébreklerde lokalize olurken
RES organlarinda ise en ¢ok dalakta tutulma olmustur. Bog NISV’ larla elde edilen bu
sonuglarn etken madde yiiklii NISV” larda da ayni oldugu gozlenmistir (Tablo 22-25).

Jel tipi NISV’ lanin tiim organlarda sivi-kristalin NISV’ lardan daha fazla etken
madde tutulumu sagladif1 goralmisgtiir ( $)>S2), (Tablo 22-25).

Tutulum, en yiiksek seviyesine 1-2st sonunda ulagmstir.

Ayrica 24 st te de hala bobreklerde etken maddenin bulundugu gozlenmistir.
Bu durum NISV’ lannda siirekli salim sagladifini gostermektedir.

Gorilldigii gibi hem lipozom hem NISV’ larda etki suresiuzamistir. Oysa
Iopromid-U halinde uygulanan Iopromid’in viicutta enjeksiyon sonrasi 1-2dk.iginde
dagilima ugradif1 ve uygulamadan sonra 3-5 dk.” da bobrek parenkimasinda ve 8-15
dk.’ da dureterlerde maksimuma ulasarak CT kontrasti sagladifi bilinmektedir.
Bulgularimiz ise bu ¢ok kisa goriintiileme siiresinin lipozomal veya NISV’ al Jopromid-
U ile gok daha fazla uzatlabilece§ini ve radyologlara daha rahat ¢ekim imkam
sagliyacagim gostermektedir. Bu durum ozelllikle goguk ve genghastalarda (fizik
aktivitenin ve metabolizasyonun hizli oldugu) 6nem kazanmaktadir.

NISV’ larin RES organlan diginda bobreklerde en fazla tutulmasinin nedenleri
tizerinde durulacak olursa:

Bos NISV’ lanin da etken maddelerle ayni biyodagilimi géstermesi bobreklerde
birikmenin NISV’ larin yapisindaki siirfaktanlanin molar bilesimleri, cinsleri ve yik
verici maddenin yiik cinsi ve ve kendisiyle ilgili bir 6zellik olarak dagtiniilmiistiir.

Ayni zamanda Iopromid, Ultravist® halinde i.v. yolla uygulandiginda bobrekler
yoluyla glomeriiler filtrasyonla atilir ve KC hiicrelerine girmez ( 84 ).

Vezikiilllerin  biyokinetigi  incelenirse, vezikuller intravaskiler (i.v.)
kompartmandan iki diger kompartmandan birine geger : a) Damardist dokulara b)
Engelleyici dokulara. Vezikiillerin bunlardan hangisine geqeﬁegini damardig: alan ‘yani

“kapiller yatak” tayin eder. Engelleyici dokular, devaml kapillerden olusur ve endotel
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hiicreler gok kiigiik agikhigi olan (fenestration) kapiller ve “tight junction” lar ile
orilmii olup bu kapillerler devamhlik gosteren bir membrana sahiptir. Oysa damardist
dokular, agikliklan buiytik olan siniisoidal kapillerlere sahiptir ve buradaki membran ya
yoktur ya da tam ve devaml degildir. Bu sayede de biiyilk molekiillerin kapiller

limenine girisine izin vererek fagositik hiicrelere yoneltir (Sekil 51).

Lipozom
J
HDL Kan ile Etkilesim

“ Lipid Degigimi ” “ Protein Eklenmesi ”

Etken Madde Kayb1
2 1
Damardis1 Dokular Engelleyici Dokular
RES-KC Beyin-Kas

Enflamasyon, Iskemia

Tumor ile engel kalkar

Sekil 51: Lipozomlann Biyokinetigi ( 83-).

Ote taraftan glomeriiler membran gegirgenlii g¢ok fazla olan bir yapidadir
(damardist dokulardandir) ve yapisindaki proteoglikanlar nedeniyle negatif elektrik
yiiktine sahiptirler ( 85 ). Aragtirmamizda kullanilan NISV’ lar ise pozitif yiiklidiir.
Boylece, hem gegirgenliginin kolay olusu hem de zit yiikler nedeniyle NISV ‘lann
bobreklerde daha g¢ok tutulmasi gergeklesmis olabilir.

Cahgma sonuglanna gére en yitksek tutulumu lipozomlarda sivi-kristalin tip E

ve NISV” larda jel tipt S1 formiilasyonuyla saglanmistir.
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IV.11. BILGISAYARLI TOMOGRAFI CALISMALARININ
DEGERLENDIRILMESi

Hastaliklarin tedavisinde gelismis radyolojik yéntemlerden biri olan CT ile
goriintilleme cahigmalan hem lipozom hem de NISV’ lann etken maddeyle yiikli
olanlanyla siirdiirilmiis ve konvansiyonel sekil olan Ultravist’ e gore opasite artist
agisindan degerlendirilmigtir.

CT ile yapilan goriintiileme ¢ahgmalar, in vivo ¢aligmalarda en iyi sonug veren

lipozom ve NISV formiillerinin ve biyodagihm galigmalariyla en ¢ok tutulumun oldugu

zamanda ( ortalama 60. dk.) rat’ lara uygulanmasiyla siirdiiriilmiistiir. Bu nedenle E;

lipozomlar ve S; NISV’ lar1 kullanilmigtir.

CT calismalarinda Ultravist, lipozom ve NISV formiillerinin kontrasth ve
kontrastsiz goriintiileri alinmugtir.

Kontrasth ve kontrastsiz gorintileri alinan organlardan KC ve bobrek
incelenmigtir. Bilindigi gibi Ultravist ‘in kontrasth CT’ lerinde heM KC hem de
bobrekler igin artig goriillmiistiir. Bu artis béreklerde daha anlamhidir (p<0.05).

Ote tarafian kontrast artig NISV’ larda S; formiilasyonunda hem KC (13
AHU) hem bobrekte (9 AHU) gorilmekle beraber; asil artiy E; lipozom
formiilasyonuyla hem KC (17 AHU) hem bobrekte (95 AHU) ¢ok belirgindir (p<0.05).

Goriildigi gibi hidrofilik bir radyokontrast ilag olan Iopromid’ in lipozomlar
iginde hapsedilmesiyle hem KC hem bobreklerde daha fazla kontrast artist saglanmastir.
Cinki her ¢ formilasyon (Ultravist, S;, E;) sabit miktarda (0.5SmL) hayvanlara
uygulanmigtir. Dolayisiyla bu doz iginde 370 mg.mL'l' I varken, S;iginde 30.3 mg.mL"
1 ve By formiilasyonunda 34.8 mg.mL'] I bulunmaktadir. Literatirde iyi bir CT
goriintiisii elde edilebilmesi i¢in 30 AHU ‘luk bir kontrast artig1 gerektigi ve bu kontrast
artigin minimum 1 mg I /g doku ile saglanabildigi bildiriimistir ( 30 ). Aym literatiir
sadece radyografi teknigi kullanilmasi halinde 1-2 cm kalinliktaki doku goéruntiilemesi
igin bu miktar1 10 mgl /g olarak bildirmistir. '
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Bu agidan formiilasyonlar incelendiginde en iyi opasite artigt Es lipozom
formiilasyonuyla saglanmgtir.

Ote yandan goriintiileme igin gerekli opasite artis1 galismalar sadece tek doz ile
yapilmugtir. Oysa literatiirde doz artikga, bir bagka deyisle I miktari arttikga opasite de
artmaktadir ( 68 ). Calijma bu agidan daha sonra yapilacak ¢ahigmalarla arastirilabilir.

Calismalarimiz literatiirdeki ( 68 ) 4:5:1 (PC/CHOL/SS) molar bilesﬁnli, etanol
evaporasyonuyla elde edilen lIopromid lipozomlarindan daha iyi sonug¢ vermigtir.
Cunkii bu lipozomlarda kontrast artigt 40 AHU iken arastirmamizda 95 AHU olarak E;
lipozom formtilasyonuyla elde edilmistir. Bu farkhhiin farkh lipit kullanim, farkh
molar bilesim, farkh elde edilis yontemi ve farkh uygulama dozlarindan kaynaklanmig
olmas: diigiiniilmektedir.

NISV’ larla bu konuda literatiirde yaptlmig bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Sonug olarak yapilan galigmalarda E> lipozom formiilasyonu olan (PL100 :SA
:CHOL) (7:2:4) molar bilesimli Iopromid formiilasyonunun CT ile yapilan
goriintilleme ¢aligmalaninda Gmit verici bir formiilasyon oldugu sonucuna vanlmigtir.

Ote yandan kimyasal stabilitesinin dikkate alinmasi halinde S; NISV formiilasyonu olan
( SUR I:SA:CHOL) (7:2:4) molar bilesimli Iopromid formulasyonunun da gézden
uzak tutulmamasi gerektigi anlagiimistir.

Tiim aragtirma dikkate alindiginda Iopromid-U igeren lipozom ve NISV’ larla
MLV tipi, ortalama partikil bityiiklugii 1.9 um civarinda olan vezikiiller elde edilmistir.
Bu vezikiillerin karakterizasyonu yapilmig ve etken madde tutulumu en ¢ok
lipozomlarda E; formulasyonuyla, NISV” larda S» formiilasyonuyla saglanmistir.

Higuchi kinetigine uygun in vitro salim, etken maddenin difiizyonla ve siirekli
salindigim gostermigtir. KC ve RES organlaninda da 24. saatte hala ila¢ bulunmasi bunu
dogrulamaktadir.

Stabilite galigmalan sonucunda lipbzomlarda etken madde kaybi ve partikiil
biytikligi degisimi incelenmistir. Sicakhigin etken madde kaybi tizerinde lipozomlarda
onemsiz, NISV’ larda énemli oldugu anlagilmigtir. Partiktl buyiklugu ise heriki tip

vezikiilde de sicakliga bagh olmaksizin hafif bir artig géstermistir.
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Lipozom veya NISV’ larda hapsedilmis Iopromid-U’ nun biyodagilimlan
farkliik géstermistir. Lipozomlarda (bos ve etken maddeli) en fazla tutulum KC iken;
NISV’ larda bobrekler olmustur. Sivi-kristalin ve jel tipi lipozomlardan en fazla ilki
(E») organ tutulumu saglarken, NISV’ larda jel tipi (S;) bu sonucu vermistir.

CT ile goruntiileme gahsmalarinda da biyodagiim galigmalarina benzer sonuglar

elde edilmig ve KC ve bobrekte opasite artigt g6zlenmistir. Bu bakimdan lipozomlarda

en fazla opasite artisi saglayan formiilasyon E; olarak gézlenmistir.
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OZET

Bu aragtirmanin amaci Iopromid-U igeren lipozom ve NISV formiilasyonlarim
geligtirmek, in vitro salim ve in vivo dafihm izerinde galigmalar yapmak, fiziksel
stabilitesini incelemek, ilacin KC veya bobreklerin CT ile goriuntilenmesinde
fizibilitesini aragtirmaktir. '

Cahgmada lipozom ve NISV’ lan hazirlanan iopromid, trilyodobenzen tiirevi
radyokontrast bir maddedir. Hidrofilik 6zellikteki bu madde non-iyonik bir ajandir.
Diéerlerine gore daha az olmakla beraber bulanti, kusma, deride kizariklik, ateg
basmasi, tagikardi, kan basinci diigmesi gibi yan etkiler goriiliir.

Iopromid-U igeren lipozom ve NISV’ lan hazirlamada film teknigi ardindan
sonikasyon yontemi kullamimgtir.

Sivi-kristalin ve jel tipte olmak tizere iki tip lipozom ve NISV hazirlanmistir.
Lipozom ¢ifte tabakasimni olusturmada sivi-kristalin (PL 100) ve jel tipte (DSPC)
fosfolipitler kullamilmigtir. NISV ¢ifte tabakasim olusturmada ise sivi-kristalin
(Siirfaktan II) ve jel tipte (Siirfaktan I) siirfaktanlar kullamlmigtir. Pozitif yitk verici
madde olarak SA ve gegirgenligi azaltmak iizere CHOL eklenmistir. Sivi-kristalin ve
jel tipteki lipozomlar ve NISV’ lar igin (7:2:4) molar bilesimi kullamlmigtir.

Hazrlanan lipozom ve NISV dispersiyonlar lizerinde serbest ve tutulan etken
madde miktari, lipozomal fosfolipit miktari, vezikiillerin partikiil buytkligi ve tabaka
sayist tayini yapilmigtir.

Ozellikleri tamimlanan lipozom ve NISV dispersiyonlarina in vitro salim
deneyleri uygulanmig ve farkli salim profilleri elde edilmistir. In vitro salim bulgulan
kinetik olarak degerlendirilmis ve en iyi uyumu Higuchi kinetifinin saZladif
saptanmugtir.

Ratlar iizerinde yapilan in vivo dagilim deneylerinde ise isaretli lipozom ve
NISV formiilasyonlarinin bog ve etken maddeli olarak biyodagilimlar: incelenmigtir.

In vitro ve hayvanlardaki in vivo sonuglar dikkate alindifinda en iyi Iopromid-

U igeren lipozom formiilasyonunun Es (7:2:4) ve en iyi Iopromid-U igeren NISV
formiilasyonunun S (7:2:4) oldugu gozlenmistir. Bu formiilasyonlarin ticari Ultravist®

ile kargilagtiriimast, Bl ile isaretleme metodu optimize edilemedigi igin yapilamamgtir.
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Hayvanlarda yapilan CT goriintiileme ¢aligmalarinda bos ve etken madde igeren
lipozom ve NISV formiilasyonlan ratlarda denenmig ve sivi kristalin tipteki E (7:2:4)
ve NISV’ larda S; (7:2:4) formiilleri ile en iyi CT goériintiilemesi saglanmigtir.

Sivi-kristalin ve jel tipteki Iopromid-U lipozom ve NISV formiilasyonlarinin
fiziksel stabiliteleri incelenmig ve NISV’ larin daha dayanikli oldugu saptanmigtir. Sivi-
kristalin ve jel tipteki NISV” lar arasinda 6nemli bir fark gézlenmemistir. .

Sonugta in vitro, hayvanlardaki biyodagiim ve CT goriintileme ¢aligmalar
dikkate alinirsa lipozomlardan E; formilasyonunun (7:2:4 bilesimli, sivi-kristalin tip)
ve NISV ‘larda S; formiilasyonunun (7:2:4 bilesiml, jel tip) en uygun oldugu ancak
kimyasal stabilite dikkate alindiginda S; (7:2:4 Surfaktan I$:SA:CHOL)

formiilasyonunun daha iyi oldugu sonucuna vanlmstir.
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SUMMARY

‘The aim of this investigation is to formulate liposomes and NISVs containing
Iopromid-U, to study the in vitro release and in vivo distribution of the active
substance, to determination the physical stability of using the vesicles, to investigate the
feasibility of Iopromid-U as contrast agent in the CT imaging of liver and kidney .

Topromid, a triiodobenzene derivate, is a hydrophilic radiocontrast media and
non-ionic agent. Although less than the others, it has mild side effects such as nausea,
vomiting, flushing, tachicardy and hypotension.

Film method followed by sonication is used for the preparation of Jopromid
containing liposomes and NISVs,

Gel and liquid-crystalline state liposomes and NISVs are prepared . PL 100 for
the liquid-crystalline state and DSPC for gel state liposomes are used as phospholipids.
Surfactant II for liquid-crystalline state and Surfactant I for gel state are used for
-~ NISV preparation. SA and cholesterol are incorporated into bilayers, both, as positive
charge inducer and bilayer condenser. Bilayer molar compositions of (7:2:4) for liquid-
crystalline and gel state liposomes and NISVs are used.

The amounts free of and entrapped drug, liposomal phospholipid content,
particle size and number of bilayers are determined for all types of vesicles.

After characterization of liposomes and NISVs in vitro release of drug from
vesicles are investigated and results are evaluated kinetically. Higuchi kinetics is found
as the best fitting kinetic for drug release.

In vivo experiments are carried on rats and biodistribution of radiolabelled

empty and loaded liposomes and NISVs are investigated.

When the in vitro and in vivo (rats) results are taken into consideration, Ej
(7:2:4) for Iopromid-U liposomes and S; (7:2:4) for Iopromid-U NISVs are evaluated

as the best radiopaque formulations among the others. The comparison of these
formulations with commercial Ultravist® can not be done due to the low labeling

efficiency. /
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Empty and loaded liposomes and NISVs are used for CT imaging in rats and
tﬁe best results are obtained with E; (7:2:4) for liposomes and S; (7:2:4) for NISVs .

Physical stability of liposomes and NISVs are investigated and NISVs are
found to be more stable than liposomes. There is no significant difference between
liquid-crystalline and gel state NISVs from stability point of view. ‘

Briefly, as far as the in vitro and in vivo biodistribution and animal CT imaging
studies results are concerned, formulation E; Iopromid-U liposomes (7:2:4 molar ratio,
liquid-crystalline type) and S1 Iopromid-U NISVs (7:2:4 molar ratio, gel state) are
found as the most convenient formulation. However, formulation S; Iopromid-U
(7:2:4 Surfactant I :SA :CHOL) NISV is evaluated as the best radiopaque formulation
when chemical stability is taken into consideration in addition to the results of in vivo

studies.
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