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OZET

ASIRI HALOFIL SUSLARDAN ELDE EDILEN
ARCHAEAZOMLARIN ILAC TASINMASINDA
KULLANIMININ ARASTIRILMASI

Lipozomlar, etkin madde tasiyicis1 olarak kullanilarak ilaclarin istenmeyen
ozelliklerini azaltabilme yetenegine sahiptir. Lipozomlar, iclerine hapsedilen etkin
maddenin farmakokinetigini degistirirler.

Bu calismada s1vi Brown besi yerinde iiretilen bir asir1 halofil Arkebakteri olan
Haloarcula 2TK2 susunun polar lipitleri kloroform/metanol cozeltisi ile ekstre
edilmistir. Coziicliniin buharlastirilmasindan sonra lipitler hidrate edilmistir.
Lipozomlar (archacazomlar) ard arda dondurma-¢6zme islemini takiben 450 nm por
biiytikliiglindeki polikarbonat filtreden gegirilerek boyutlandirilmistir. Hazirlanan
archaeazomlarin taramali elektron mikroskobunda goriintiileri almmustir. Ilag
adsorpsiyonu ve archaeazomlarin kontrollii salinim davranigini arastirmak igin ise
kismen c¢oziinebilen rifampisin model ilag olarak secilmistir. Rifampisin salinimi (pH
7,0; 37 °C) 474 nm’de spektrofotometrik olarak izlenmistir ve ila¢ salimm yiizdesi
hesaplanmistir. Arkaeazomlarin bu ilacin salinimi i¢in uygun bir tasiyict oldugu

belirlendi.

HAZIRAN, 2007 Seving UGURLU



ABSTRACT

INVESTIGATION OF USAGE OF ARCHAEASOMES
OBTAINED FROM EXTREMELY HALOPHILIC STRAINS IN
DRUG DELIVERY

Liposomes when used as active substance carrier may decrease the unwanted
properties of drugs. Liposomes change the pharmacokinetics of active substances
trapped in them.

Polar lipids of extremely halophilic Archaecon Haloarcula 2TK2 strains
grown in liquid Brown medium were extracted by chloroform/methanol solution.
After the vaporization of the solvent, lipids were hydrated. Liposomes
(archaeasomes) were sized by consecutive freezing and thawing steps, followed by
extrusion through 450 nm polycarbonate filters by hand held extruder. The images of
the archaeasomes were taken by a scanning electron microscopes (SEM). Rifampicin
was chosen as a sparingly soluble drug model for the investigation of drug adsorption
and controlled release behaviour of archaeasomes, The release of rifampicin from
archaeaosomes (pH 7,0; 37 °C) was determined spectrophotometrically at 474 nm
and the percentage of drug release was calculated. It was concluded that

archaecasomes were compatible for the controlled release of Rifampicin.

JUNE, 2007 Sevinge UGURLU
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BOLUM I

GIRIS VE AMAC

I.1. GIRIS

Ilac tedavisinin yararl olabilmesi icin ila¢ kullanimi, tedavi amacina ve ilag
aktif maddesinin farmakolojik ©zelliklerine uygun olmalidir. Hiz veya zaman
kontrollii oral preparatlarin gelistirilmesi ile ilgili ¢cok sayida calisma yapilmaktadir.
Dozajdan diizgiin ila¢ salinimi terapotik etkiyi arttirmak acisindan biiyiik onem tasir.
Hedef bolgeye belirli bir zaman zarfinda gereksinim duyulan miktarda ilacin
gotiiriilebilmesi i¢in tasiyic1 materyaller gelistirilmektedir (Hirayama ve Uekama,
1999).

Lipozomlarla ilgili ilk caliyjma Bangham ve arkadaslar1 (1964) tarafindan
yapilmigtir. Sadece hiicre membranina model olusturmak iizere baslatilan bu
caligmalar lipozomlarin etkin madde tasiyicisi olarak kullanilabileceginin anlasilmasi
ile yogunlagsmistir. Bugiin tedavide kullanilan az sayida lipozomlanmis etkin madde
olmasina karsin klinik arastirma asamasinda bir¢cok calisma vardir. Lipozomlarin
lipit tabakasi fosfolipitlerden olusmaktadir. Kullanilan fosfolipit tiiriine bagl olarak
lipit tabakanin 6zelligi degismektedir. Ayrica lipit tabakanin 6zelliklerinde degisiklik
yapmak icin bazi maddeler de ilave edilmektedir. Bu sekilde kullanim amacina
uygun lipozom sentezi miimkiin olur. Lipozomlar, iclerine hapsedilen etkin
maddelerin farmakokinetigini degistirebilirler. Lipozomlanmis etkin maddelerin
absorbsiyonu, biyolojik dagilimi ve salinimi serbest maddeden tamamen farklidir.
Sonucta etkin maddenin terapotik etkisi ve toksititesi degisebilir (Allen, 2000).

laclarin lipozomlarda tutularak taginabilmesi ilacin etkinligini arttiracag igin



tedavinin kalitesini de yiikseltecektir. Lipozomlarin diger koloidal sistemlere gore
uistiinliikleri vardir. Yapilarinda polimer olmamast onlar1 vazgegilmez kilmaktadir.
Dolayist ile lipozom preparatlar gelecegin ilag tasiyict sistemleri olarak ozellikle

gelisen gen teknolojisi ile giin gectikce Onem kazanmaktadir.

1.2. AMAC

Lipozomlar, yaklasik 0.02 - 3.5 pm c¢apinda kendiliginden kapanan kiiresel
vezikiillerdir. Lipit cift tabaka ve sulu faz olmak iizere iki kisimdan olusurlar.
Farmakoloji ve tipta ilac tasiyici sistemlerinin ve adjuvant asilarin hazirlanmasinda
onemli bir yere sahiptirler. Archaecazom, arkebakterilerin polar lipitlerinden elde
edilen lipozomlara verilen bir isimdir ve archaeazomlarin, total polar lipitlerden
yapilan lipozomlara gore daha dayanikli oldugu bildirilmistir (Lakshmi Krishnan ve

ark., 2000)

Bu calismanin amaci Tuzkoy Tuz Madeninden izole edilen bir asir1 halofil
arkebakteri; Haloarcula 2TK2 susundan ekstre edilen polar lipitleri kullanarak
istenilen partikiil boyutunda lipozomlar1 (archaeazomlari) hazirlamaktir. Daha sonra
hazirlanan bu archaeazomlarda suda kismen c¢oOziinen bir antibiyotik olan
rifampisinin ~ tutuklanmas1  ve  fizyolojik  sartlarda  ilacin  salintminin

gerceklestirilmesidir.



BOLUM I1

GENEL BILGILER

IL.1. LIPOZOMLAR HAKKINDA GENEL BiLGIiLER

I1.1.1. Lipozom Tanimi

Kolloidal tasiyict sistemlerden biri olan lipozomlar, yaklasik 0.02 - 3.5 pm
capinda kiiresel vezikiillerdir. Lipit cift tabaka ve sulu faz olmak iizere iki kisimdan
olusurlar. Lipit ¢ift tabaka tek veya c¢ok sayida olabilir. Sekil II.1° de tek ve ¢ok
tabakali lipozomlarin sematik ve mikroskop goriintiisii, Sekil I1.2° de tek tabakali

lipozomun ii¢ boyutlu goriintiisii verilmistir.
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Sekil II.1. Tek ve Cok Tabakal1 Lipozomlarin Sematik ve Mikroskop Goriintiisii
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Sekil I1.2. Tek Tabakali Lipozomun Ug Boyutlu Gériintiisii

Lipozomlar, iclerine hapsedilen etkin maddelerin farmakokinetigini
degistirirler. Lipozomlanmis etkin maddelerin absorbsiyonu, biyolojik dagilimi ve
eliminasyonu serbest maddeden tamamen farklidir. Sonugta etkin maddenin terapotik

etki ve toksititesi degisir (Allen, 2000).
I1.1.2. Lipozomlarin Yapisi

Lipozomlarin lipit tabakasi baslica dogal ve sentetik fosfolipitlerden olusur.
Fosfolipitler amfoter Ozellikte maddelerdir. Molekiiliin hidrofilik bas grubu ve
hidrofobik hidrokarbon zinciri vardir. Gliserin molekiiliiniin 3 numarali (OH) grubu
once fosforik asit ile esterlesir sonra fosforik asidin bir oksijeni degisik molekiillerle
ornegin, gliserin, kolin, etanolamin, serin ve inositol ile tekrar esterleserek hidrofilik
bas grubunu olustururlar. Sekil II.3° de lipozomu olusturan fosfolipit yapi

gosterilmektedir.

Gliserinin 1 ve 2 numarali (OH) gruplart uzun zincirli yag asitleri ile
esterleserek hidrokarbon zincirini olusturur. Yag asitlerinin zincir uzunluklart ve

doymamislik dereceleri fosfolipitlerin 6zelliklerini belirler.

Fosfolipitlerin igerdikleri baslica doymamis yag asitleri, oleik, linoleik,
linolenik ve arasidonik asitler, doymus yag asitleri ise laurik, miristik, palmitik,
stearik ve arasidik asitlerdir (Vemuri ve Rhodes, 1995). En ¢ok kullanilan dogal ve
sentetik  fosfolipitler ~(PL); yumurta veya soya fosfatidilkolin (PC),
dipalmitoilfosfatidilkolin (DPPC), distearilfosfatidilkolin (DSPC), fosfatidilserin
(PS), fosfatidilinositol (PI), fosfatidiletanolamin (PE) ve spingomiyelindir (SM).



G'E.D_Ft X H

| fafatidik asi
CH—O0—R o
o
OO ﬁh-x ‘|3H!
o : “OCHEH O] O
B Ryai a_:ii_tll.:ri oy
CH Toestatidilkclin

. 0 s 2] T
J -~ OOHCHMHICOCH
\l}l_?'-' fosfatiditaerin
R OCHCHN,

H
fosfatidilinositol : {ostatddibetanalarmin

Sekil I1.3. Lipozomu Olusturan Fosfolipit Yap1

Lipit tabakanin 6zelliklerinde degisiklik yapmak i¢in bazi maddeler ilave edilir.
Sterollerin katilmas: ile lipit tabakanin gecirgenligi azaltilir. Steroller arasinda en
yaygin kullanilan kolesteroldur. Lipozomlarin plazmada uzun siire kalabilmesi icin
hidrofilik uzun zincir polimerler ve hedef bolgeye gonderilebilmeleri icin bazi

molekiiller lipit tabakaya ilave edilir (Vemuri ve Rhodes, 1995).
I1.1.3. Lipozomlarin Simiflandirilmasi

Lipozomlar iki sekilde simiflandirilirlar:

1. Biiyiikliik ve Tabaka Sayisina Gore Lipozomlar

2. Ozel Karakterli Lipozomlar

IT.1.3.1. Biiyiikliik ve Tabaka Sayisina Gore Lipozomlar

Bu kisimda lipozomlar biiyiiklik ve tabaka sayis1 esas alinarak

siniflandirilmagtir.

> Cok tabakali lipozomlar (MLV): I¢ ice bircok tabakadan
olusurlar. Tabakalar arasinda sulu faz vardir ve biiyiikliikleri 400 — 3500 nm
dir. Hidrofilik etkin maddeler sulu fazda, lipofilik etkin maddeler lipit
tabakalarda tutulurlar. Ancak lipit tabaka sayis1 fazla oldugu i¢in lipofilik

maddelerin tutulma orani diger lipozom tiplerine gore daha fazladir. Lipit



yapida (+) veya (-) yiik veren maddelerin bulunmasi, tabakalar arasindaki
mesafenin genislemesini ve daha fazla ilag tutulmasim saglar ve
lipozomlarin agregat olusturmasini engeller. Bu lipozomlar RES tarafindan

cok cabuk uzaklastirilirlar.

> Biiyiik tek tabakali lipozomlar (LUV): Tek tabakali biiyiik
lipozomlarin tek bir lipit tabakasi vardir ve 100 nm’ den biiyiiktiirler.
Iclerindeki sulu faz MLV’ lere gore daha fazla oldugu igin sulu fazda tutulan
madde miktar1 fazla olmaktadir. Daha az lipit kullanilarak hazirlandiklar

icin ekonomiktirler.

> Kiiciik tek tabakali lipozomlar (SUV): Biiyiikliikleri 0.25 —

0.50 nm olan tek tabakali lipozomlardir.
I1.1.3.2. Ozel Karakterli Lipozomlar

Bazi lipozomlar 6zel bir amag icin hazirlanirlar (Oku, 1991):

> Sicakliga hassas lipozomlar: Lipozomlarin lipit tabakasinin
sicakliga bagh faz degistirme ozelliginden yararlanilarak hazirlanir. Zira Tc
degerinde lipozom membranimin gegirgenligi cok artar. Ozel bir bolgeye
ilacin hedeflenmesi istendiginde, bu bdolgenin sicakligi lipozomlarin Tc
degerine getirilerek, bu bolgeden gecen lipozomlarin lipit tabakalari

bozularak etkin maddeyi salmasi1 saglanir.

> pH’ ya hassas lipozomlar: pH’ ya hassas lipozomlar,
iclerindeki maddeleri sitoplazmaya verebilmeleri i¢in gelistirilmislerdir. Bu
lipozomlara diisiik asit ©Ozelligi kazandirmak ic¢in bazi maddeler ilave
edilebilir. Ornegin, PE lipozomlarina oleik asit ilavesi veya imidazol tiirevi
ile lipozomun yapisini degistirmek gibi islemler yapilabilir. Lipozomlar hedef
hiicre i¢ine girince endozom membrani ile birleserek veya onu bozarak

iceriklerini sitoplazmaya salarlar.

> Retikiillo  Endotelyal Sistem (RES) korumali veya
sirkiilasyonda uzun siire kalabilen veya Stealth® lipozomlar: Lipozomlar

intravendz verilmeyi takiben RES tarafindan tutulurlar. Bunu engellemek ve



sirkiilasyonda uzun siire kalmalarim saglamak i¢in lipozomun yapisina PEG

polimeri gibi baz1 maddeler ilave edilir (Liu ve Huang, 1993).

> Katyonik lipozomlar: RES korumali lipozomlarin tersine hiicre
membranina ilgileri ¢ok fazladir ve genellikle genetik maddeleri (RNA,
oligoniikleotidler gibi) hiicre icin tasimak i¢in kullanilirlar. Hiicre membrani
ile fiizyon yaparak birlesirler (Sharma ve Sharma, 1997; Sakurai ve ark.,

2000).

> Hedef bolgeye gonderilebilen lipozomlar: Lipozomlarin etki
etmesi istenen bolgeye gonderilebilmesidir. Hedeflendirme pasif veya aktif

olmak iizere baslica iki sekilde yapilabilir.

> Polimerize lipozomlar: Asilarin oral verilebilmesi igin

polimerize lipozomlar kullanilmistir (Chen ve ark., 1996).

> Ustii kapli lipozomlar: Bazi ©zel amaglar igin ornegin,
mukozaya yapisma, belli bir bolgeye gonderilebilme, stabilite arttirma,
viicutta dagilim ve farmakokinetigi degistirme amaciyla lipozomlarin yiizeyi
polimerlerle kaplanabilir. Bu is i¢in kullanilan polimerler; dekstran, manan,
kitozan gibi polisakkaritler, lektin gibi glikoproteinler, parcalanabilen veya
coziimen  polimerlerdir. Bir polisakkarit olan pulluan ile kaplanan
lipozomlarin  oral immunizasyonda kullanilabilecegi  gosterilmistir

(Venkatesan ve Vyas, 2000).

I1.1.4. Lipozomlarin Hazirlanmasinda Kullanilan

Metotlar

I.1.4.1. Cok Tabakali Lipozomlarin Hazirlanisi

Cok tabakali lipozomlarin hazirlanmalar1 icin “ince lipit tabaka” veya
“Bangham yontemi” olarak isimlendirilen yontem kullanilir. Bu yontemde, lipozomu
olusturacak lipitler organik bir ¢oziiciide ¢oziindiiriilir sonra vakum altinda organik
coziicli uzaklastirilhir ve lipitlerin olusturdugu ince film tabakasi pH 7.4 tampon

cozeltiyle calkalanarak lipozom olusturulur (Bangham ve ark., 1965).



MLV’ lerin bir diger hazirlama yontemi, lipitlerin ¢oziindiiriildiigii organik
coziiciiye (petrol eteri veya dietileter) sulu tampon ¢ozeltisinin ilavesini takriben
siddetle calkalamak ve organik c¢oziiciiniin ugurulmasindan sonra MLV’ lerin sulu
fazda kalmasim1 saglamaktir. Bu yontemle % 40’a kadar madde tutulmasi

saglanabilmistir (Giirsoy, 2002).
II.1.4.2. Biiyiik Tek Tabakali Lipozomlarin Hazirlanisi

Biiyiik tek tabakali lipozomlar, ters faz buharlastirma ve deterjan diyaliz
yontemleri ile hazirlanabildikleri gibi cok tabakali lipozomlarin kii¢iik porlu
polikarbonat membranlardan, yiiksek basing altinda defalarca gecirilmesi sonucu da
hazirlanabilirler. Ayrica yiiksek basingl homojenizatorler veya

“mikrosivilagtiricilar” kullanilarak istenilen boyutta lipozom hazirlanabilir.

Ters faz buharlastirma yonteminde 6nce fosfolipitlerin organik faz ve sulu faz
karisimu ile s/y emiilsiyonu hazirlanir ve algak basingta organik faz ucurulur. Organik
faz uctukca LUV’ ler olusur. Bu yontemle hazirlanan lipozomlarda etkin madde
tutulma oran1 % 60-65 kadardir. Ancak yontemin tek mahzuru, etkin maddenin
organik coziiciiyle temas etmesidir. Ozellikle proteinlerle calisirken sakincali

olabilir.

Deterjan diyaliz yonteminde, once fosfolipitlerin deterjan ile misel karigimlari
olusturulur. Deterjan olarak anyonik ve non-iyonik deterjanlar kullanilir. Etkin
madde bu ¢ozeltide c¢oziindiiriiliir sonra diyaliz veya jel filtrasyon gibi tekniklerle

uzaklastirilir (Kagawa ve ark., 1971).
I1.1.4.3. Kii¢iik Tek Tabakal1 Lipozomlarin Hazirlanisi

Kiiciik tek tabakali lipozomlarin hazirlanmasinda, MLV’ lerin azot altinda
sonikasyonu en yaygin kullanilan yontemdir. Banyo tipi sonikatorlerin kullanilmasi
tercih edilir. Sicakligin denetlenebilmesi ve lipozomlarin aseptik hazirlanabilmesi

yontemin diger avantajlarindandir (Betageri ve ark., 1993).

Kiiciik tek tabakali lipozomlar, c¢oziicii enjeksiyon yontemi kullanilarak da
hazirlanabilirler. Coziicii olarak eter ve etanol kullanilabilir. Lipitler dietileterde

cOziindiiriilir ve yavasca 1lik suya enjekte edilirler. Eter vakumla uzaklastirilir ve



SUV’ler olusur. Eter yerine etanol kullanildiginda etanoliin sulu ortamdan

uzaklastirilmasi sorun yaratabilir (Vemuri ve Rhodes, 1995).

I1.1.5. Maddelerin Lipozomlarda Tutulmasi ve

Tutulmamis Maddelerin Uzaklastirilmasi

Maddelerin lipozomlarda tutulabilmesi icin genel olarak iki yontem kullanilir:
1. Lipozomlarin hazirlanmasi sirasinda etkin madde ilavesi
2. Bos lipozomlara etkin madde yiiklemesi

Lipozomlarin hazirlanmas1 sirasinda etkin madde ilavesi: Genel olarak
maddeler lipozomlarin hazirlanmasi sirasinda formiilasyona katilirlar. Bu yontemde
hidrofilik maddeler sulu fazda, lipofilik maddeler ise lipitlerin ¢oziindiiriildiigii
organik fazda ¢oziindiiriiliirler. Bir lipozom formiiliinde sadece hidrofilik veya
lipofilik madde bulunabilecegi gibi her iki tip etkin madde birlikte yani aym
lipozomda tutulabilir. Tabii hidrofilik etken madde sulu fazda, lipofilik etken madde
ise lipit fazda tutulur (Kut, 2000).

Bos lipozomlara etkin madde yiiklenmesi: Bu yontemde once bos lipozomlar
hazirlanir ve bu bos lipozomlar etkin madde cozeltisi ile karistirilir. Sonra degisik
islemler uygulanarak etkin madde lipozomlara yiiklenir. Bu islemlerden biri
dondurup-¢cozme islemidir (Fresta ve ark.,1995; Bochot ve ark., 1998). Bos
lipozomlara etkin madde yiiklemek i¢in uygulanan bir diger islem, “aktif yiikleme”
veya “uzaktan yiikleme” veya “kademeli pH da yiikleme” olarak isimlendirilir. Bu
yiiklemenin sadece hidrofilik etkin maddelere uygulanabilecegi bildirilmistir Bos
lipozomun iki tarafindaki yani dis ortam ve lipozomun i¢ fazi arasindaki pH
farkindan yararlanilarak madde yiiklenir. Bu iglem sirasinda lipozomlar belli bir pH
ve sicakliktaki etkin madde ¢ozeltisi ile belli bir siire bekletilir. Sonra baglanmamais

etkin madde uzaklastirilir (Sharma ve Sharma, 1997).

Lipozomlar hazirlandiktan sonra ¢ozeltide kalan tutulmamis maddeyi ortamdan
uzaklagtirmak i¢in bazi yontemler kullanilir. Bunlar, diyaliz yontemi, cesitli
Sephadex ve Sepharose jeller kullanilarak jel filtrasyon, yiiksek devirde ultrasantrifiij

ve iyon degistirici recinelerin kullanilmasidir. Tam bir temizleme i¢in ayni islemi



birka¢ kere tekrarlamak veya iki degisik islem uygulamak gerekebilir (Giirsoy ve
ark.,1989; Vemuri ve Rhodes,1995).

I1.1.6. Lipozomlarin In Vivo Degerlendirilmesi

I1.1.6.1. Lipozomlarin Viicuda Verilis Yollari

Lipozomlar viicuda baglica paranteral, okiiler, nazal, pulmoner, oral,

transdermal, rektal ve vajinal yoldan verilirler.

» Paranteral yol: Enjeksiyon seklinde intravenoz (i.v.), intraperitonal
(i.p.), intramiiskiiler (i.m.), subkutan (s.c.), intraserebral ve lokal yollar en
fazla kullanilan yollardir. Enjeksiyon yolu ile verilen lipozomlarin fiziksel
ozellikleri (btiytikliik, lipit yapi, yiik vb.) dagilimlarinda 6nemli rol oynar.
i.m. verilen lipozomlar, doku sivisinda bulunan ve hiicre yikimi sonucu
olusan protein ve lipoprotein gibi stabiliteyi bozan maddelerden etkilenirler.
i.m., s.c. ve 1.p. enjeksiyon yolu ile verilen lipozomlar lenf yolu ile tasinirlar

ve lenfatik sistem hastaliklarinda bu yol yararl olur.

» Okiiler uygulama: Lipozomlar kornea ve konjunktiva yiizeyi ile
dogrudan temasta olabilecegi icin etkin maddenin absorpsiyonu serbest
sekline gore artmaktadir. Ayrica oligoniikleotid lipozomlarinin okiiler
uygulamalarindan basarili sonuclar alinmistir (Bochot ve ark., 1998).
Siklosporin A (CsA) iceren PEG’ lenmis lipozomlarin gozde kalis siiresinin
konvansiyonel lipozomlardan daha uzun oldugu saptanmistir (Eldem ve ark.,

1997).

» Nazal yol: Serbest etkin madde nazal yolla verilince, etkin
maddenin kisa siire kalmasi, enzim etkisine a¢ik olmasi ve mukozadan zayif
penetrasyon gostermesi nedeniyle her zaman yeterli biyoyararlanim
saglanamamaktadir. Oysa lipozomlar bu mahzurlar1 gostermezler. Nazal
mukozanin (-) yiikii ile lipozomlarin (+) yiikiiniin elektrostatik etkilesimi
sonucu lipozomlar bu bolgede uzun siire kalabilmektedir. Ayrica lipozomlarla
kalsitonin, insiilin gibi makromolekiillerin absorpsiyonu saglanabilmistir.
Lipozomlar endositoz, fiizyon veya lipit degisimi sonucu bu molekiillerin

hiicrelere penetrasyonunu saglarlar (Lee ve ark., 1994; Law ve Shih, 2001).
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» Pulmoner yol: Lipozomlar akcigerlere ila¢ gondermek igin ¢ok
uygun tasiyicilardir. Zira akciger yilizey etkin maddelerinin % 85 i1
fosfolipitlerdir. Lipozomlar ilacin akcigerde kalis siiresini uzatirken
sistematik yan etkilerini cok azaltirlar. Ayrica aerosollerle akcigerlere etkin
madde gondererek lokal enfeksiyonlarin tedavisinde basarili sonuclar
alinmistir. Lipozomlarin lipit yapisi, PEG’ lenmesi, yiikii, lipitlerin Tc
degerleri, lipozomun akcigerde tutulma siiresinde ve salim hizinda dolayisiyla
etkin maddenin terapotik etkisinde ©Onemli faktorler olarak belirtilmistir
(Poyner ve ark., 1995; Beaulac ve ark., 1997). Diger taraftan lipozomlanmis
protein ve peptit yapili makromolekiiller pulmoner yolla verildiginde serbest
etkin maddeye gore sistematik absorpsiyonlarinin arttifi ayrica insiilin ile

bagarili sonuglar alindig: bildirilmistir (Li ve Mitra, 1996).

» Oral yol: Lipozomlarin, mide-bagirsak sistemindeki pH ve
enzimlerden kolayca etkilenmeleri oral yolla kullanilmalarini sinirlayan en
onemli faktordiir. Son yillarda polimerize lipozomlar kullanilarak bu
engellerin asilmasina calisilmaktadir. Polimerize lipozomlarla asilarin oral

yoldan verilebilmesi i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir (Chen ve ark., 1996).

» Transdermal yol: Etkin maddelerin lipozomlar i¢inde transdermal
verilmesi son yillarda tercih edilmektedir. Zira lipozomlar ilacin canl
epidermis ve dermise penetrasyonunu arttirmaktadir. Lipozomlarin deriden
kolayca penetre olabilmelerine karsilik sistematik absorpsiyonlari serbest ila¢
iceren krem, jel ve merhem sekillerine gore daha az bulunmustur (Mezei,
1992). Lipozomlarin yapisi, fizikokimyasal ozellikleri ve derinin durumu
etkin maddenin deriye penetrasyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Vrhovnik
ve ark. 1998). Ancak lipozomlarin epidermisi gecis mekanizmalar1 heniiz tam

aciklanmamistir (Honzak ve ark., 2000).

» Rektal ve vajinal yol: Lipozomlarin rektal ve vajinal uygulama
calismalar1 son yillarda artmistir. Insan geni tasiyan lipozomlarin rektal
katater infiizyonu ile uygulamasi basarili sonu¢ vermistir (Westbrook ve ark.,
1994). Poliakrilarat jel i¢cindeki lipozomlar vajinal uygulandiginda kontrollii

salim saglanabilmistir (Pavelic ve ark., 2001).
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I1.1.6.2. Lipozomlarin Viicut Sivilarindaki Durumu ve

Eliminasyonu

Lipozomun stabilitesinde lipit yapis1t ve plazmada bulunan bazi proteinler
onemli rol oynar. Plazmada bulunan (apo) lipoproteinler i.v. verilen lipozomun lipit
tabakasindaki fosfolipitlerle birleserek lipit tabakanin bozulmasina neden olur.
Ozellikle yiiksek dansiteli lipoproteinler (HDL) lipozomun lipit yapisini bozarlar ve
salmmu tetiklerler. Lipoproteinlerin lipozom lipit tabakasi ile birlegsmesinde
fosfolipit yapinin 6nemi fazladir. Ornegin, doymamus yag asitleri iceren fosfolipitler
doymus yag asidi i¢erenlere gore daha dayaniksizdirlar ve plazma proteinlerinden de
kolayca etkilenirler. Ayrica saf olmayan fosfolipitler lipit tabakanin bozulmasina
neden olurlar. Lipozomun yapisina kolesterol ve SM ilavesi ile bu bozulma
engellenir. Lipozomlar plazma proteinlerinin bazilari ile kaplaninca RES tarafindan
fagosite edilirler. Bu tutulma, lipozom dozuna bagl olarak sirasiyla karaciger, dalak,
akciger ve kemik iliginde gerceklesir. Diisiik dozda verildiginde sadece karacigerde
tutulabilirler ve oradan da elimine olurlar. Lipozomlarin akciger ve kemik iliginde
tutulabilmeleri i¢in yiiksek dozda verilmeleri gerekir. Bobrek ve iskelet kaslarinda
tutulma daha diisiik oranlarda ve doza baghdir. Ayrica lipozomlarin RES tarafindan
tutulmalarinda biiyiikliikleri ve yiikleri 6nemlidir. Biiyiik lipozomlar kiigiiklerden,
negatif yiiklii lipozomlar yiiksiiz ve pozitif yiikliilerden daha ¢abuk elimine edilirler

(Fresta ve ark., 1995; Allen, 1997).
I1.1.6.3. Lipozomlanmis Maddelerin Hiicrelere Giris Yollar1

Lipozomlanmis maddelerin hiicrelere verilisi Sekil 11.4° de gosterildigi gibi

baslica ii¢ yolla olur (Giirsoy ve ark., 1989; Scherphof, 1991):

» Endositoz: Cok tabakali veya tek tabakali lipozomlar, fagositik
hiicre membran1 yanina gelince membranin lipozomu hiicre i¢ine almasidir.
Hiicredeki lizozomun lipozomu parcalamast sonucu madde salinir. Fizyolojik
pH’ da endozom membram ile fiizyon yaparak birlesirler ve i¢lerindeki
maddeleri sitoplazmaya salarlar. Endositozun bir diger sekli reseptor araciligi
ile olan endositozdur. Spesifik bir hiicre i¢in hedeflendirici molekiil iceren

lipozom, bu hiicredeki reseptorler tarafindan tutulunca igerigini ekstraseliiler
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olarak salar ve etkin madde plazma membranindan difiize olarak etkisini

gosterir (Sharma ve Sharma, 1997).

» Fiuzyon: Lipozom lipit tabakasi ile hiicre membraninin eriyerek
birlesmesidir. Tek tabakali lipozomun hiicre membram ile fiizyon yapinca
sulu fazda ¢oOziinmiis maddeler hiicre sitoplazmasina gecer. Cok tabakali
lipozomlar hiicre membrani ile fiizyon yapinca birlesen tabakanin altindaki
alinir ve hiicre organelleri tarafindan parcalandiktan sonra etkin madde
serbest hale gecer. Ancak in vivo kosullarda bu mekanizma c¢ok yaygin

degildir.

> Adsorpsiyon: Once lipozom hiicre membranma adsorbe olur ve

lipozomdan difiize olan maddeler hiicre membranini1 gecerek iceri girerler.
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Sekil I1.4. Lipozomlanmus Ilaglarin Hiicrelere Verilis Mekanizmalar1
(Crommelin ve Storm, 1987’ den Modifiye Edilmistir)

II.1.6.4. Lipozomlarin Tedaviye Yonelik Kullanim Alanlar

Lipozomlar tipta teshis, tedavi ve koruyucu amag i¢in kullanilirlar. Bu amacla
hayvan ve insanlarda yapilan in vivo bir¢ok ¢alisma basarili sonug¢ vermistir. Baslica
kullanim alanlari, kanser kemoterapisi, bakteri, mantar ve viral enfeksiyonlarin
tedavisi, paraziter hastaliklar, hormon ve enzim eksikligi, gen ile tedavi, viriis ve

asilarin viicuda verilmesidir.
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I1.2. ARCHAEAZOMLAR HAKKINDA GENEL
BIiLGILER

I1.2.1. Arkebakterilerin Tanimm ve Yapisi

Bilindigi gibi, ribozomal RNA’daki riboniikleotid sirasina gore canlilar,
Bacteria, Archaea ve Eukarya olmak lizere li¢ ana aleme ayrilirlar. Bu &lemlerin her
birinin pek ¢ok fenotipik ©6zelligi bulunmaktadir. Filogenetik ag¢idan 6nemli olan
fenotipik oOzellikler; hiicre duvari yapisi, lipitler, RNA polimeraz ve protein

sentezindeki farkliliklardir (Balows ve ark.,1981; Madigan ve Martinko,2006).

Bacteria aleminin tiim tiirleri, peptidoglikandan olusan bir hiicre duvar
icerirler. Fakat bazi gruplarda hiicre duvar1 yapisinda degisikler goriilebilir. Bazi
bakterilerde hiicre duvar1 proteinden olusurken, bazilarinda hiicre duvan
bulunmamaktadir. Bu nedenle peptidoglikan bakteri tiirleri i¢in belirleyici bir kriter

olarak diistiniilmektedir ( Madigan ve Martinko, 2006).

Eukarya ve Archaea alemlerinin hiicre duvarinda peptidoglikan bulunmaktadir.
Arkebakteri’de pseudopeptidoglikan, polisakkarit, protein ve glikoproteinden
yapilmis olan cesitli tipte hiicre duvari yapilari bulunmaktadir. Mikroorganizmalar
hiicre duvar1 kimyasina gore biiyiik cesitlilik gostermelerine ragmen, filogenetik
acidan peptidoglikanin varligi ya da yoklugu onemlidir. Pseudopeptidoglikanin
yapisinda tekrarlanan iiniteler halinde N-asetilglikozamin ve N- asetiltalosamuramik
asit vardir. Ayrica, bunlar arasinda glikozidik bag $-1,3’ tiir (Madigan ve Martinko,
2006; Valera, 1988; Vreeland,1993).

Membran lipitlerinin kimyasal yapisi, Bacteria’ dan Archaea’ y1 ayirt etmede
kullanilmaktadir. Arkebakterilerde hiicre membraninda yag asitleri ve ester bagi
bulunmamaktadir. Bunun yerine gliserole eter bagi ile baglanan uzun hidrokarbon
zincirleri vardir. Archaea’ da gliserol dieter ve gliserol tetraeterler ana lipidler olarak
bulunmaktadir. Bacteria’ daki ester bagl lipitlerde yag asitleri genellikle diiz zincirli
linear molekiillerdir. Buna ragmen arkebakterilerde yag asitleri yerine uzun zincirli
dallanmis hidrokarbonlar, fitanil veya bifitanil bulunmaktadir ve bu yapilar gliserole
eter bagl ile baglanmaktadir. Ozellikle hipertermofilik arkebakteri tiirlerinde cift

tabakali membran yapisi yerine tek tabakali membran yapis1 bulunmaktadir.
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I1.2.2. Arkebakterilerin Smiflandirilmasi

Arkebakteriler, Crenarchaeota, Euryarchaeota, Korarchaeota ve Nanoarchaeota
olarak dort ana alt aleme ayrilir. Euryarchaeota, Arkebakteri’nin fizyolojik olarak
farkli gruplarimi icerir ve bunlarin cogu da farkli asir1 ortamlarda yasarlar. Bu grubun
icersinde metajenik arkebakteriler (metan gazi iiretenler) ve asir1 halofiller
(Halobacteria) gibi bakteriler bulunur. Asir1 halofillerin biiyiik bir kismi zorunlu
aeroplardir. Arkebakterilerin bazilar1 kemoorganotrof, bazilari kemolitotrof ve
bazilar1 da ototroftur (Madigan ve Martinko, 2006; Munson, 1997; Spring ve
ark.,1996; Valera, 1981; Vreeland,1993).

Halobacteriaceae familyasinda Halobacterium, Haloarcula, Haloferax,
Halococcus, Halorubrum, Natrialba, Halobaculum, Halogeometricum,
Haloterrigena, Natrinema, Natronomonas, Natronobacterium, Natronococcus ve

Natronorubrum cinsleri bulunmaktadir (Grant ve ark., 2001).

Asirt halofil arkebakteriler (Halobacteriaceae familyas1) tuz
konsantrasyonunun 250 -300 g/I’ yi astig1 tuzlu ortamlarda baskin olarak bulunan,
kirmiz1 pigmentasyon olusturan heterotrofik organizmalardir. Parlak kirmizi rengin
gelisiminin tuzlu ortamlarla iliskili oldugu bilinmektedir. Asirt halofil terimi
mikroorganizmanin, hem tuzlu ortamlarda gelistigini hem de mikroorganizmanin
tuza cok fazla gereksinim duydugunu belirtmek icin kullanilir. Bazen bu tuz
gereksinimi tuzun doygunluk noktasina kadar olabilir. Asir1 halofillerin gelismesi
icin en an 1.5 M NaCl (yaklasik %9) ve ¢ogu tiirlerin optimal gelismesi i¢in 2-4 M
NaCl (%12-23) gerekmektedir. Hemen hemen tiim asir1 halofiller 5.5 M NaCl’ de
gelisirler (NaCl doygunlugunun limiti % 32’ dir). Buna ragmen bazi tiirler bu

tuzlulukta ¢ok yavas gelisirler.

Asir1  halofil arkebakterilerin bazi tiirleri 151k vasitasiyla ATP sentezi
yapabilirler. Bu olay klorofil pigmenti ile gerceklesmediginden fotosentez degildir.
Halofil arkebakteriler klorofil icermeyen, 151k enerjisi doniisiim sistemine sahip tek
organizmalardir (Grene ve Lanyi, 1979; Kushner, 1985; Madigan, 2006; Valera,
1988; Tu ve Huttchinson, 1984; Stoeckenius, 1985).

Halofil arkebakteri topluluklar1 hakkinda nitel ve nicel bilgilerin elde

edilmesinde mikroskobik ve pratik sayimlar ve diger metodlar kullanilir. Halofil
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arkebakterilerin karotenoid pigmentleri olan bakterioruberinlerin nicel olarak tayin
edilmesi, bu organizmalarin topluluklar1 hakkinda kaba bir tahmini miimkiin kilar.
Biitiin halofil arkebakteriler aym karotenoid icerigine sahip degildir. Ozellikle
Haloferax tiirleri zayif pigmentasyon gosterirler. Bununla birlikte pigment icerigi
hiicrelerin besinsel durumuna bagli olabilir. Ayrica tuzluluk da burada 6nemli rol
oynar. Bazi Haloferax tiirleri yiiksek tuzluluk oraninda yiiksek pigmentasyona

sahiptir, diger taraftan diisiik tuz konsantrasyonlarinda renksiz olabilirler.

Halofil  arkebakterilerdeki  pigmentasyon, bakteriyoruberinler  olarak
adlandirilan kirmizi ve portakal renkli olan Csy karotenoidlerinden dolayidir. Bu
pigmentler enerji metabolizmasma katilir. Oksijen konsantrasyonunun az oldugu
ortamlarda  Halobacterium  salinarum ve baz1 diger asin  halofiller,
bakteriyorhodopsin olarak adlandirilan mor bir protein sentezleyerek, bu proteini
kendi membrani i¢gine yerlestirirler. Bu retinal molekiil 15181 absorplayarak proton
itici kuvvetin olusmasim kataliz eder ve bodylece diisiik oksijen konsantrasyonlu
durumlarda bakteriyorhodopsin sentezi baslar ve mikroorganizmanin rengi portakal
ya da kirmizimsi renkten daha kirmizimsi mor renge doniisiir (Jones ve ark., 1987;
Kates ve ark., 1982; Atlas, 1997; Madigan, 2006; Vreeland, 1993; Oren, 1994a;
Stoeckenius, 1985; Tonosaki ve ark., 1984).

I1.2.3. Asir1 Halofil Arkebakterilerin Yapisinda
Bulunan Polar Lipitler

Asint halofillerdeki lipidlerin tamami, hiicre kuru agirhiginin yaklasik olarak
% 2.5- 4 arasindadir. Asirt halofillerde azotlu lipidlerin igerigi orta halofillerin ve

halofil olmayan Bacteria’ ninkinden daha diisiiktiir (Oren, 2000).

Asir1 halofillerin lipidlerinin en 6nemli 6zelligi, yag asitlerinin veya hafif alkali
hidrolizden sonra suda eriyebilen fosfat esterlerinin bulunmamasidir. Asir1 halofil
arkebakteriler, eter bagli fosfogliseridlere sahip olmalar1 nedeniyle diger halofil
prokaryotlardan kolayca ayirt edilebilir (Bone ve ark.,2001; Kamekura ve Dyall
Smith,1995). Tiim halobakteriler difitanil (C0Cyg) gliserol eter lipidlerine sahiptir.
Fakat belli baz1 suslar bu yapiya ek olarak sesterterpanil-fitanil (C,5C,g) gliserol eter
lipidlerine sahiptir. Haloalkalofillerin 6nemli suslart di-sesterterpanil-fitanil (C;5Css)

gliserol eter lipidlerine sahiptir. Ancak bidifitanil tetraeterler (C40Cap) bugiine kadar
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hicbir halobakteride tespit edilmemistir (Grant ve ark., 2001; Valera, 1988;
Kamekura ve Dyall Smith, 1995).

Cesitli notral ve polar lipidler de asir1 halofil arkebakterilerde bulunmaktadir.
Fosfolipidler, sulfolipidler, glikolipidler gibi polar lipidler bu takimin farkl
cinslerinde  bulunmaktadir. ~Mevcut olan polar lipidlerin tipleri  bu
mikroorganizmalarin taksonomik olarak siniflandirilmasinda 6nemli bir karakteristik
olarak kullanilmaktadir. Baz1 glikolipidlerin varligi Halobacteriaceae familyasindaki
cinslerin ¢ogu i¢in onemli bir teshis karakteristigi olarak kullanilmistir (Torreblanca

ve ark., 1986).

Arke membran ana lipitleri; SN2 reaksiyonu yoluyla eter baglartyla, doymus
izoprenoid zincirlerin gliserole baglanmasindan olusmaktadir. Bu farkli bipolar
lipitler (bolaamphiphiles), tetracter 72 iiyeli makrosikliklerden olusmaktadir. Bu
makrosiklikler, iki bifitanil zincirinin her iki ucuna da bir gliserol {initesinin veya
simetrik  veya asimetrik hidrofobik  kaburbayir olusturmak {izere bir
polihidroksillenmis kalditol grubunun eter bagiyla baglanmasindan olusmaktadir.
Bunlar genelde caldarchaeol ve calditoglycerocalderchaeol olarak isimlendirilir

(Benvegnu ve ark., 2004).

Son birkag yildan beri, cesitli simetrik/asimetrik ve akrilik/makrosiklik bipolar
lipit analoglar1 sentezlenmistir. Metanojenik, termoasidofilik arkebakteri membran
lipitlerinde bulunan caldarchaeol veya calditoglycerocaldarchaeol tipindeki
tetraeterlerin tipik temel yapilari Sekil I1.5° de ve sentetik simetrik ve asimetrik
akrilik bipolar lipitlerin sekilleri Sekil 11.6° da gosterilmistir (Benvegnu ve ark.,
2004).
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Sekil IL.S. Metanojenik, Termoasidofilik  Arkebakteri Membran Lipitlerinde Bulunan
Caldarchaeol Veya Calditoglycerocaldarchaeol Tipindeki Tetraeterlerin Tipik Temel Yapilarinin

Gosterilmesi
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Sekil I1.6. Sentetik Simetrik ve Asimetrik Akrilik Bipolar Lipitlerin Gosterilmesi
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I1.2.4. Archaeazom Tanimi

Archaeazom, arkebakteriden ekstrakte edilen polar eter lipitlerinden hazirlanan
lipozomlara verilen bir isimdir. Archaeazom, Archaeal Isopronoid Glycerolipid
Vesicle anlamina gelir. Archaeazomlarin tek basina antijen teslim ettigi ve dendritik
hiicre aktivitesini degistirdigi bulunmustur (Benvegnu ve ark., 2004). Antikor
tarafindan saglanan (Th1/Th2) immiin reaksiyonlarmi destekledikleri ve toksik
olmadiklart bildirilmistir (Benvegnu ve ark., 2004).Archaeazomlarin, konvansiyonel

lipozomlara gore daha kararli oldugu bildirilmistir (Krishnan, 2000).

I1.3. RIFAMPISIN

Calismamizda lipozom icerisinde tutulmasi saglanan ‘“Rifampisin” veya
“Rifampin” bakterisidal etkisi olan rifamisin grubundan bir antibiyotik ilagtir.
Genellikle mikobakteri enfeksiyonlarinin (tiiberkiiloz, lepra vb.) tedavisinde
kullanilmaktadir. Rifampisin bakteri hiicrelerindeki RNA polimerazi inhibe ederek
(engelleyerek) mRNA’ nin transkripsiyonunu onler (http://tr.wikipedia.org/wiki/-
Rifampisin). Rifampisin genellikle iyi tolere edilir fakat bazen ciddi toksitelere neden
olabilir. En genel yan etkilerine deri ve gastrointestinal sistemler de rastlanir

(http://dermnetz.org/treatments/ritampicin.html).

Sekil I1.7. Rifampisinin Molekiiler Yapisi

19



BOLUM III

TEZ CALISMALARI

II1.1. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER

Kullanilan kimyasal maddeler:

Deneysel calismalar sirasinda; potasyum kloriir (KCI), trikloro asetik asit
(TCA), sodyum kloriir (NaCl), magnezyum siilfat hepta hidrat (MgSO,4.7H,0), tri -
sodyum sitrat dihidrat, sodyum metabisiilfit (Na;S,0s), sodyum siilfit (Na,SO3),
potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,4), aminonaftol siilfonik asit ve potayum
hidroksit (KOH) Merck (Darmstadt—-Germany); HEPES (Sekil II.8), amonyum
molibdat tetra hidrat ve diyaliz torbasi (seliiloz membran) Sigma (Chemical Co. St.
Louis); kolin (Sekil I1.9) Fluka (Chemie GmbH); maya o6ziitii Lab M; rifampisin
(RIF) Kogak ilag A.S., 0.45 um polikarbonat filtre Schleicher&Schuell firmasindan

temin edilmistir.

°

{
O;:O
r-lj

( NH*
HO

Sekil I1.8. HEPES Molekiiler Yapisi
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Sekil I1.9. Kolin Molekiiler Yapist

Kullanilan coziiciiler:

Deneysel calismalar sirasinda; klorofom, metanol ¢oziiciileri Merck

(Darmstadt—Germany) firmasindan temin edilmistir.

II1.2. KULLANILAN CIHAZLAR

1) Vakum Pompasi.

2) UV Spektrofotometre Cihazi, Shimadzu UV-Visible Spectrophotometer
UV-1601.

3) Spektrofotometre Kiivetleri: Helma 3 mL’ lik.

4) Taramali Elektron mikroskobu (SEM): JOEL JSH-5910 LV.

S) Santrifiij: Sigma 3K 30 Laboratory Centrifuge, Sogutmal1 Yiiksek Devirli
Santrifiij.

6) Santrifiij Rotorlar1: Sigma 12156H (10000 rpm), Sigma 12111H (~30000
rpm).

7) Santrifiij: Denley BS400 (3000 rpm).

8) Hassas Terazi: Sartorius Analitik Terazi A20S.

9) Terazi: Sartorius GM 312.

10) Distile Su Cihazi: Millipore RiOs-DIS UV.

11) Distile Su Cihazi: GFL 2001/4.

12) Su Banyolari, a. Clifton Digital Shaker Bath, 0-100 °C.

13) pH Metre: Hanna HI9024 Microcomputer pH Metre.
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14) Manyetik Karistiric1: Wise Stir MSH 20A.

15) Isitict ve Manyetik Karistirici:Janker&Kunkel, Laborteknik IKA.
16) Calkalamal1 Etiiv: Edmund Biihler TH 15.

17) Etiiv: Niive EN 500.

18) Otoklav: Hirayama HMC.

19) Vorteks: Fision Whirli Mixer.

20) Otomatik Pipetler: Gilson.

I11.3. DENEYSEL YONTEMLER

II1.3.1. Lipozom Hazirlanmasi

II.3.1.1. Haloarcula 2TK2 Susunun Brown Besiyerinde

Uretilmesi ve Polar Lipitlerin izolasyonu

Brown Besiyerinin Hazirlanmasi

NaCl 250 g
MgS04.7H,0 20g
KCl 2g
Sodyum Sitrat 3¢g
Maya Oziitii 5g
Distile Su 1000 mL
pH 7.5

121 °C’ de 15 dakika steril edilmistir.

Bakterilerin gelismesi i¢in hazirlanan 2 L sivi Brown besiyeri pH'1
7.5’a ayarlandiktan sonra 121 °C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Haloarcula iceren 2TK?2 pastel portakal izolati steril Brown besiyerine ekilerek
37 °C’de 120 rpm’de yaklasik 30 giin boyunca calkalanmuslardir. 30 giinliik

inkiibasyon siiresinden sonra izolatlarin polar lipit analizi su sekilde yapilmistir:
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. Bakteriler 20 mL’ lik santrifiij tiiplerine konularak, 10000 rpm’ de 15

dakika santrifiij edilmistir.

Ust faz dokiiliip, pelet iizerine 0.75 mL distile su ve 3.75 mL

kloroform/metanol (1/2) konulmustur.

. Pastor pipet yardimi ile peletin ¢oziilmesi saglanarak 2 saat

bekletilmistir.

Bu karisim cam bir tiipe aktarilip 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij

edilmistir.

. Pastor pipetle alt faz alinip, yeni bir cam tiipe aktarilmis ve pelet

tizerine 4.75 mL kloroform/metanol/distile su (2/1/0.8) eklenmistir.

. 3000 rpm’de 3 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen alt faz bir

onceki tiipte bulunanla birlestirilmistir.

II1.3.1.2. Evaporasyon, Hidrasyon ve Filtrasyon Asamalari

Hidrasyon islemi icin, 50 mM HEPES, 75 mM KCI ve 25 mM kolin igceren

(pH=7.5) tampon ¢ozelti hazirlandi.

Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

HEPES 1.1915 g
Kolin 0.3492 ¢
KClI 0.5589 ¢
Distile Su 100 mL
pH 7.5

Tampon c¢ozeltisinin pH ayarin1 yapmak icin KOH kullanildi.

1y

2)

Ornek, alt1 diiz 50 mL’ lik balona aktarildi.

Balon, vakumlu desikatore konuldu. Ornekte yer alan ¢oziiciiler, su

pompast yardimiyla yaklasik 3 saatte uzaklastirildi.
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3) Hazirlanan tampon c¢ozeltisinden 1 mL, c¢oziiciisii uzaklastirilan

ornege ilave edildi.

4) Ornek, 1 saat vortekslendi ve bir gece boyunca 37 °C’ lik calkalamali

su banyosunda birakildi.
5) Ornek, 10 defa kuru buzda dondurulup ¢oziildii.

6) Ornek, 0.45 um por biiyiikliigiindeki polikarbonat filtreden, cam
enjektor kullanilarak 21 defa karsilikli olarak gecirildi.

7) Hazirlanan  archaeazomlarin  goriintiisi ~ taramali  elektron

mikroskobunda (SEM) incelendi.
I11.3.2. Ila¢ Yiiklenmesi ve Salinim

IM1.3.2.1. Rifampisin Stok ve Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

a) % 0.9 NaCl Cozeltisinin Hazirlanmasi

0.2186 g NaCl tartilarak 250 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Bir miktar distile

su ile ¢oziildii ve son hacmine tamamlandi.

b) 150 ppm (mg/L)’ lik Rifampisin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

15 mg rifampisin tartilip 100 mL % 0.9 NaCl ¢ozeltisinde bir gece boyunca

karistirilarak ¢oziildii.

cd) Rifampisin Standart Calisma Cdozeltilerinin Hazirlanmasi

75 ppm, 56.25 ppm, 37.50 ppm, 1875 ppm ve 9375 ppm
konsantrasyonlarindaki rifampisin standart ¢calisma ¢ozeltileri, 150 ppm rifampisin

cozeltisini % 0.9 NaCl ¢ozeltisi ile seyrelterek hazirlandi.

II1.3.2.2. Rifampisin Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Hazirlanan rifampisin standart caligma ¢ozeltilerinin 474 nm’ de absorbanslari
oOlciildii. Kor olarak % 0.9 NaCl cozeltisi kullanildi. Rifampisin konsantrasyonuna

kars1 okunan absorbans degerleri grafige gecirildi.
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II1.3.2.3. Fosfolipit Tayini Cozeltilerinin Hazirlanmasi

a) % 5 TCA Cozeltisinin Hazirlanmasi

5 mL TCA alinarak 100 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Distile su ile hacmine

tamamlandi.

b) 5 M H,SO4_ Cozeltisinin Hazirlanmasi

100 mL distile su iizerine 100 mL konsantre H,SO, ilave edildi, karistirild1 ve

150 mL distile su ilave edildi.

¢) Molibdat Reaktifinin Hazirlanmasi

6.25 g amonyum molibdat tartilarak 50 mL distile su ile ¢oziildii. 250 mL’ lik
erlene aktarildi. 75 mL 5 M H,SOg ¢6zeltisi ilave edildi ve 250 mL’ ye distile su ile

tamamlandi.

d) Sodyum Metabisiilfit Cozeltisinin Hazirlanmasi

7.5 g NayS,0s tartilip behere koyuldu. 50 mL distile su ile ¢oziildii. Cozelti

berrak oldugu i¢in filtre edilmedi.

e) Sodyum Siilfit Cozeltisinin Hazirlanmasi

5 g Na,SOs; tartilip 25 mL’ lik balon jojeye aktarildi. Distile su ile ¢oziiliip

hacmine tamamlandi.

f) _Aminonaftol Siilfonik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi

0.125 g aminonaftol tartildi. 48.75 mL Na;S,0s c¢ozeltisi, 5 mL Na,SOs3
cozeltisi ilave edildi ve iyice karistirildi. Bulanik oldugu i¢in 0.25 mL Na,SOs ilave
edildi ve kahverengi sisede saklandi.

g) KH,PO, Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

351 mg KH,PO, tartildi. 1L’lik balon jojeye aktarildi. 10 mL 5 M H,SOq4

cozeltisi ilave edildi. 1 L’ye distile su ile tamamlandi.

h) (% 3.2) Seyreltik Standart Calisma Co6zeltisinin Hazirlanmasi

KH,PO, stok c¢ozeltisinden 2.5 mL alinip 25 mL’ lik balon jojeye aktarildi.
% 5 TCA c¢ozeltisi ile 25 mL’ ye tamamlandi. Bu ¢ozelti % 3.2 mg fosfor icerir.

1) Standart Calisma Cozeltilerinin Hazirlanmasi

25



% 1.6, % 0.8, % 0.4 konsantrasyonlarindaki ppm standart calisma ¢ozeltileri,
%3,2 konsantrasyonundaki seyreltik standart ¢alisma ¢ozeltisini %5 TCA c¢ozeltisi
ile seyrelterek hazirlandi.

II1.3.2.4. Fosfolipit Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Hazirlanan %3.2-0.4 standart ¢alisma c¢ozeltilerinin 680 nm’ de absorbanslari
olciildii. Kor olarak %5 TCA ¢ozeltisi kullanildi ve % fosfor konsantrasyonuna karsi

absorbans degerleri grafige gecirildi.

II1.3.2.5. Fosfolipit Tayini

1) 500 uL 6rnek alindi. Uzerine sirasiyla 0.1 mL molibdat reaktifi, 0.04 mL

aminonaftol siilfonik asit ¢cozeltisi ilave edildi.
2) 1 mL’ ye distile su ile tamamlandi.
3) 5 dakika bekletildi.

4) 680 nm’ de absorbanslar1 olgiildii. Kor olarak %5 TCA c¢ozeltisi
kullanildi.

I11.3.2.6. Rifampisin Cozeltisinin Yiiklenmesi ve Salinimi

1) 16 L Brown besiyeri, II1.3.1.1. de belirtildigi sekilde hazirland1 ve

bakterilerin polar lipitleri izole edildi.
2) I.3.1.1. de belirtildigi sekilde 6rnegin ¢oziiciisii uzaklastirildi.

3) Hazirlanan tampon ¢ozeltisinden 1 mL, ¢oziiclisii uzaklastirilan ornege

ilave edildi.

4) Ornek, 1 saat vortekslendi ve bir gece boyunca 37 °C’ lik ¢alkalamal su
banyosunda birakildi.

5) Ornekte fosfolipit tayini yapildi.

6) 1 mL ila¢ ¢ozeltisi ilave edildi ve 30 dakika 37 °C’ lik ¢alkalamali su
banyosunda birakildi.

7) Ornek, 10 defa kuru buzda dondurulup ¢oziildii.
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8) Ornek, 0.45 um por biiyiikliigiindeki polikarbonat filtreden, cam enjektor
kullanilarak 21 defa karsilikli olarak gegirildi.

9) Siiziintii alinip yaklagsik 30000 rpm de 10 dakika santrifiij edildi.
10) Ust fazin absorbans1 474 nm de ol¢iildii.

11) Pelet iizerine tampon ¢ozelti ilave edildi ve tekrar santrifiij edildi. Bu
isleme iist fazin absorbanst minimum indigi deger olan 0.329’a kadar

devam edildi.

12) Pelete yaklasik 1.5 mL % 0.9 NaCl ilave edildi ve onceden 1slatilmig

diyaliz torbasina alindi.

13) icinde 100 mL % 0.9 NaCl bulunan 150 mL behere yerlestirildi. Beher

37 °C’ lik ¢alkalamali su banyosuna konuldu.

14) Belirlenen zaman araliklarinda, beher icindeki % 0.9 NaCl ¢ozeltisinden
ornek alinarak 474 nm’ de absorbansi olgiildii. Olgiim icin alman miktar

kadar % 0,9 NaCl ¢ozeltisi behere ilave edildi.
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BOLUM IV

SONUCLAR

IV.1. LIPOZOM HAZIRLANMASI

Boliim II1.3.1° de anlatildigr sekilde lipozomlar hazirlanmistir. Sekil IV.10” da
archaeazomlarin taramali elektron mikroskopu ile, uzaktan yakina dogru alinan
goriintiileri ve belirlenen partikiil boyutlar1 verilmistir. Bu sekilde, 0,45 um’ den

kiigiik partikiil boyutunda LUV’ lerin hazirlandig1 kanitlanmistir.

o -.-?-_‘_.

28



(1b)

! (2a)

29



30



1 i'- A1}

(4a)

31



ZEkU X50, B B, SH

Sekil IV.10 (1a, 1b,2a ,2b ,2c¢ ,3a ,4a)Taramali Elektron Mikroskopuyla Cesitli Bolgelerden

Goriintiileri Alinan Archaeazomlar ve Belirlenen Partikiil Boyutlar1

IV.2. FOSFOLIPIT TAYINi

llag yiiklemesi yapilmadan ©nce hidrate edilmis ornekde fosfolipit tayini
yapildi. Ik olarak, II1.3.2.5." de belirtildigi sekilde fosfolipit standart egrisi

hazirlandi. Daha sonra grafigin egiminden faydalanarak o6rnekde yer alan fosfolipit

miktar1 hesaplandi.

Lo

- JsM-S91@LU

DALGA
% FOSFOLIPIT KONSANTRASYONU | BOYU ABSORBANS
0.4 0.059
0.8 580 0.125
1.6 0.248
3.2 0.539

Tablo IV.1. Fosfolipit Standart Cozeltilerinin Konsantrasyonlar1 ve 680 nm’ deki Absorbans

Degerleri
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Fosfolipit Standart Egrisi
y =0,1651x

R? = 0,9965
0,6

0,5 -
0,4 1
0,3 -
0,2
0,1 4

Absorbans

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

% Konsantrasyon

Sekil IV.11. Fosfolipit Standart Egrisi

Ornegin 680 nm’ deki absorbans degeri 0.724 olarak olciildii. Kullanilan
standart calisma cozeltilerinin absorbans degerlerinden daha biiyiik oldugu igin
ekstrapolasyon yapilarak % fosfor konsantrasyonu hesaplandi. y=0.1651x
denkleminde y =0,724 alinarak x hesaplandi.

y=0.1651x; 0.724 =0,1651x ; x =4.38
Ornekteki fosfor konsantrasyonu % 4.38’ dir.

Omege, 150 ppm konsantrasyonundaki rifampisin cozeltisinden 1 mL

yiikklenmesi uygun goriildii.

IV.3.RiIFAMPISIN STANDART EGRISININ
HAZIRLANMASI

IM1.3.2.2” de belirtildigi sekilde rifampisin standart egrisi hazirlandi. Daha sonra

grafigin egiminden faydalanarak ilac¢ salinim yiizdeleri hesaplandi.

RIFAMPISIN KONSANTRASYONU (ppm) Bg\’("bf’f‘m) ABSORBANS
9.375 01715
18.75 0.3655
375 474 0.712
56.25 1.07
75 1387

Tablo IV.2. Rifampisin Standart Cozeltilerinin Konsantrasyonlart ve 474 nm’ deki Absorbans

Degerleri
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Rifampisin Standart Egrisf = 0:0185x + 0,0112
R? = 0,9993
1,5

(2]

s 1-
2

2

g 0,5

0 T T T
0 20 40 60 80
Konsantrasyon (ppm)

Sekil I'V.12. Rifampisin Standart Egrisi

IV.4. ILAC YUKLEMESI VE SALINIM SONUCLARI

Elde edilen absorbans verisi, kalibrasyon egrisinden elde edilen esitlikte yerine
konularak ila¢ konsantrasyonu hesaplandi. Baslangictaki ve yiikleme sonrasi
cozeltideki ila¢ konsantrasyonu farkindan, lipozom igine alinan ilag miktar

hesaplanmustir.

y =0.0185x + 0.0112

En son siipernetantin okunan absorbans degeri 0.329’dur. Yukaridaki denkleme
kullanilarak hesap yapildiginda, 132.83 ppm ilacin lipozoma yiiklendigi belirlendi.
Tablo IV.3.” de rifampisin salinim sonuglar1 ve Sekil IV.13” de rifampisin salinim

egrisi verilmigtir.

ssﬂlrglsT Absorbans % Kiumilatif
(saat) Degeri Salinim
1 0.016 6.4
2 0.021 13.44
3 0.028 23.13
4 0.032 35.65
5 0.036 48.80
24 0.045 52.44

Tablo IV.3. Rifampisin Salinim Sonuglar1
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% Kimiilatif salinim

60

50 -
40 -
30 -
20 -
10

4 8 12 16

slire (saat)

20

24

Sekil IV.13. Rifampisin Salinim Egrisi
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BOLUM V

TARTISMA VE DEGERLENDIRMELER

Lipozomlar, yapilarindaki hidrofilik kisstmda suda ¢6ziilebilen maddeleri tutma
ozelligine sahip yapay fosfolipit kesecikleridir. Lipozomlarla ilgili ilk c¢alisma
Bangham ve arkadaslar1 (1964) tarafindan yapilmistir. Sadece hiicre membranina
model olusturmak iizere baslatilan bu ¢alismalar lipozomlarin etkin madde tasiyicisi
olarak kullanilabileceginin anlagilmas1 ile yogunlasmistir. Etkin maddelerin
lipozomlanmasinin baglica avantajlarim1 soyle siralayabiliriz (Glirsoy ve ark., 1989;
Allen, 2000): Viicudun yapi tasi olan fosfolipitlerden olustuklari i¢in biyolojik olarak
yikilirlar, immiinojenik ve toksik etki gostermezler. ilaci hedef bolgeye gotiirebilirler
ve kiiciik dozlarla terapotik etki saglayabilirler. Etkin madde plazma diizeyini
istenilen siire terapotik degerde tutabilirler. Dozlama araligini uzatabilirler ve suda ve

yagda coziinen etkin maddeleri tasiyabilirler.

Uzun yillardir lipozomlarla ilgili caligmalar yapilmasmna ragmen piyasa
preparati sayist sirlidir. Zira lipozomlarin kararlilik, biiyiikk capta imalat, seriler
arast farkliliklar ve sterilizasyon gibi temel sorunlar1 heniiz tam ¢o6ziilememistir.
Oysa ila¢ sanayinde bir {riiniin kabul edilebilirligi biiyiik c¢apta imalata
doniistiiriilebilmesi ve ekonomik olarak uygun olmasina baglidir. Lipozomlarin
fiziksel ve kimyasal stabilite sorunu dolayisiyla raf Omrii kisadir. Fiziksel
dayaniksizlik, lipozomdan madde sizmasina ayrica agregat olusmasina neden
olabilir. Kimyasal dayaniksizlik, lipitlerin cifte baginin oksidasyonundan veya ester
baginin hidrolizinden olabilir. Tam bir ¢oziim saglayamasa da a-tokoferol,

doymamis yaglarin peroksidasyonunu engellemek icin ilave edilir. Bazi stabilite
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sorunlarinin  lipozomlar1 liyofilize ederek saklandiginda Onlenebilecegi de

bildirilmistir (Van Winden ve Cromellin, 1999).

Sterilite bir diger onemli sorundur. Fosfolipitler 1siya ve diger sterilizasyon
yontemlerine radyasyon/ kimyasal sterilizasyon maddelerine karsi hassastir. En
uygun sterilizasyon yoOntemi aseptik ortamda filtrasyon ile sterilizasyondur.
Hazirlanan lipozomlar 0.22 um por biiyiikliigiinde membranlardan gegirilerek steril
edilebilir. Ancak bu yontem biiylik lipozomlara uygulanamaz ve viriislerden

arindiramaz (Sharma ve Sharma, 1997).

Biitiin bu sorunlara ragmen lipozomlarin diger koloidal sistemlere gore
uistiinliikleri vardir. Yapilarinda polimer olmamast onlar1 vazgegilmez kilmaktadir.
Dolayisiyla lipozom preparatlar1 gelecegin ilag tasiyici sistemleri olarak ozellikle

gelisen gen teknolojisi ile giin gectikce onem kazanmaktadir.

Lipozom formiilasyonun ozellikleri, kompozisyona (anyonik, katyonik, notral
lipit tiirler1) bagli olarak degisir. Ancak, biitiin lipit kompozisyonlari icin, ayni
hazirlama metodu kullanilmaktadir. Prosediiriin ana basamaklari, hidrasyon icin
lipitlerin hazirlanmasi, ¢alkalama ile hidrasyon ve keselerin homojen dagilimi icin
boyutlandirmadir. Lipozomun lipit yapisini degistirerek etkin maddenin salim hizini

ayarlamak miimkiindiir (Bochot ve ark., 1998).

Arkebakteri, asirn pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonlarinda yasayabilen bir
canli tiiriidiir. Okaryotik ve prokaryotik tiirlerden kimyasal olarak farkli olan lipit
tiirleri icerirler. Son yillarda laboratuvar kosullarinda arkebakterinin yapisinda yer
alan bipolar lipitlere benzer simetrik ve asimetrik akrilik bipolar lipit analoglari
sentezlenmistir (Sekil I1.6), (Benvegnu ve ark., 2004). Tetraeter lipitler iceren
arkebakterilerden hazirlanan lipozomlarin yiiksek sicaklik, bazlar, pH ve serum
proteinlerine kars1 en kararli lipozomlar oldugu bildirilmistir (C.G.Choquet ve ark.,

1994).

Bu calismada, arkebakterilerden lipozomlar hazirlanmistir. ilk olarak
arkebakterilerin sivi Brown besiyerinde {iremeleri saglanmis daha sonra
arkebakterilerin polar lipitleri ekstre edilmistir. Literatiirde archacazom hazirlanmasi
ile 1lgili olarak ¢ok cesitli yontemler bildirilmistir. Lipit siispansiyonunun

coziiciisiinii uzaklagtirmak i¢in, azot gazi altinda kuruttuktan sonra 3 saat vakum
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uygulandigt (Otter ve ark.,1999) veya tabam1 diiz balona koyulan lipit
siispansiyonunun doner buharlastiricida vakum altinda tutuldugu bazi makalelerde
bildirilmistir ~ (http:/www.avatilipids.com). = Biz ~ bu  calismamizda lipit
slispansiyonunun ¢oziiciisiinii uzaklastirmak icin, Ornegi tabami diiz balona

koyduktan sonra diisiik vakum uyguladik.

Lipozomun yapisinda yer alan lipitlere gore degisebilen Tc degerinin 6nemi
anlasilmistir. Ciinkii, lipozomlar faz degistirme 6zelligi gosterirler, jel (kat1) veya sivi
kristal (sivi) faz halinde bulunurlar. Lipozomlarin faz degistirme Ozelligini
fosfolipitlerin yapis1 belirler. Her lipidin bir faz degistirme sicakligr (Tc) vardir.
Fosfolipitlerdeki uzunluk, doymus veya doymamislik durumuna gore Tc degeri
-20 °C den 90 °C’ ye kadar degisir. Eger fosfolipitlerin Tc > 37 °C ise lipozom
fizyolojik sartlarda daha saglam bir yap1 gosterir yani tasidigr molekiillerin disariya
sizmas1 giictiir (Giirsoy; 2002). Hidrasyon ortaminin eklenmesinden sonra, lipit
siispansiyonu sicakligi hidrasyon siiresi boyunca Tc degerinin {istiinde olmasi
gerektigi belirtilmistir. Eger hidrasyon asamasinda su banyosunun sicakligi Tc
degerinin altinda olursa, agregat olugsma ihtimalinin arttig1 bildirilmistir Fosfolipid
yapisina baglh olarak da Tc sicakligi da degisebilmektedir
(http:/www.avatilipids.com). Biz de bu durumu gozoniinde bulundurarak

lipozomlarin hazirlanmasinda hidrasyon sicakligini 37 °C olarak belirledik.

Yavasca hidratlanan lipitler hidrasyonda kendiliginden agregat olusturma
egilimindedir. Agregatlar, calkalama ile dagilan fakat yeniden olusan biiyiik
folikiiller olarak c¢ozeltide bulunurlar. Hidrasyon zamam lipit tiirleri ve yapilar
arasinda az bir farklilik gostermektedir. Hidrasyon ortami, genel olarak lipit
keseciklerinin uygulamasimma baglhh olarak degismektedir. Uygun hidrasyon
ortamlarinin, distile su, tuz, tampon c¢ozeltiler, ve seker c¢ozeltileri gibi elektrolit
olmayan c¢ozeltiler oldugu belirtilmistir. Bu calismada hidrasyon ortami olarak,
50 mM HEPES, 75 mM KCl ve 25 mM kolin iceren (pH= 7.5) tampon c¢ozelti
kullanilmistir. Hidrasyon i¢in, lipit siispansiyonu 1 saat vorteks ile hizli calkalanmis

ve bir gece boyunca 37 °C su banyosunda birakilmistir.

Lipit silispansiyonun boyutlandirma asamasi i¢in bir gece birakilmasinin,
boyutlandirma prosesinin daha kolay olmasima olanak verdigi ve boyut dagiliminin

homojenligini gelistirdigi belirtilmistir (http:/www.avatilipids.com). Daha sonra lipit
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siispansiyonu ardasik 10 defa dondurulup-¢oziilmiistiir. Coziilme isleminden sonra
oda sicakligina gelinceye kadar bekletilmistir. Dondurma ve ¢ozme islemlerini

yapmadan lipozom elde edilen yayinlara da rastlanmistir (Krishnn ve ark., 1999).

En son asamada 0.45 pm boyutundaki polikarbonat filtreden 21 defa
gecirilerek LUV’ ler olusturulmustur. Sekil IV.7’ de hazirlanan lipozomlarin taramali
elektron mikroskopuyla alinan goriintiileri incelendiginde 0.45 pm den kiigiik
boyutlarda oldukc¢a uniform yapida yuvarlak lipozomlarin olustugu goriilmektedir.
Bunun yani sira hidrasyon sirasinda sicaliga cok dikkat edilmesine ragmen bazi
agregat seklinde yapilar olugsmustur. Bu yapilarin polar lipidlerin kompozisyonundan

otiirli olusabildigini bazi1 makalelerde belirtilmistir (Giirsoy, 2002).

Maddelerin lipozomlarda tutulabilmesi i¢in genel olarak iki yontem kullanilir.
Birincisi; Lipozomlarin hazirlanmasi sirasinda etkin madde eklenmesi, ikincisi ise
bos lipozomlara etkin madde yiiklemesidir. Bu calismamizda birinci yontemi
kullandik ve lipozomlarin hazirlanmasi sirasinda ila¢ ekledik. Lipozomlarin ilag
yiiklemesi ve salinimini incelemek icin model ila¢ olarak suda az ¢oziiniir
150 ppm’ lik rifampisin ile ¢alisilmistir. Rifampisin % 0.9 NaCl c¢ozeltisinde miktari
artirlldiginda fazla ¢oziiniir olmadigi icin en fazla 150 ppm ¢6ziindiigii goriilmiistiir.
Bunun iistiindeki degerlerde ¢okme baslamistir. Daha Once yapilan denemelerde
hazirlanan rifampisinin absorpsiyon spektrumunu inceledigimizde iki ayr1 dalga
boyunda (363 nm ve 474 nm) maksimum absorbans piki goriilmektedir. Literatiirde
rifampisin ile ilgili makalelerde uygun dalga boyu olarak 474 nm’ de dl¢iim alindig:
rapor edilmistir, bu calismada da spektrofotometrik olarak ayni dalga boyunda
Olctimler alinmistir. Lipozom siispansiyonu elde edildikten sonra yiiklenecek ilag
miktarin1 belirlemek i¢in fosfolipit tayini yapilmistir. Hesaplamalar sonucunda
1 ml’ lik lipid sitispansiyonuna 1 ml 150 ppm rifampisin ilave edilmesine karar

verilmistir.

Rifampisin hidrasyon isleminden sonra lipit siispansiyonuna eklenmistir.
Rifampisin ile lipozomun etkilesmesi i¢in yaklasik 30 dakika 37 °C’ lik ¢alkalamali
su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra lipozomlanmamis rifampisinin
belirlenmesi icin santrifiij islemine gecilmistir. Lipozomlanmamis rifampisinin
ortamdan uzaklastirilmasindan sonra ila¢ salintmmna bakilmistir. 1k 5 saat her saat

bas1 ila¢ salinimi izlenmis ve salinim % si hesaplanmaistir.
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Salinim sonuglar incelendiginde, ilk 3 saat i¢inde ilacin salinimin yaklasik
% 20 olmasina ragmen, 4. saatten sonra yaklasik % 35 degerine ¢iktig1 goriilmiistiir.
Yapilan bir ¢alismada 5 saatlik salimim sonuclar1 incelendiginde ilacin yaklasik
% 50’sinin salindigr bulunmustur (Giirsoy ve ark., 2004). Bu farkin, lipozom
hazirlanmasinda kullanilan lipit farkliligindan ve ilacin c¢oziindiiriildiigii ortam
farkliligindan olabilecegi diistiniilmiistiir.

Biitiin bu calismalar sonucunda, Tuzkdéy Tuz Madeninden izole edilen asiri
halofil arkebakteri; Haloarcula 2TK2 susundan hazirlanan archaeazomlarin ilag

tasinmasinda kullanilabilecegi goriilmiistiir.
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