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GIRIS ve AMAC

Sbn villarda kemoterapdtik etken maddelerin sistemik
) aaélllmlarlnl dedistirerek viicudun belirli organ wveva bdlge-
lerine hedeflendirilmelerini sadlamak amaciyla farkla yaﬁlda
tagivicl sistemleri taéarlmlanmlstlr. Glinlimlizde biliyiik birx

r

ilgl gdren bu sistemler; lipozomlarl'z, eritrositler

mikrokiire/vag emﬁlsiyonlar15’6,gegirgen ?olimerik mikrokapsiil-

8,9 10,11

1er7 nanopartikiiller ve mikrokiirelerden olugmakta-

dir.

Bu arastirmada mikrokireleri hazirlanmak lizere etken
madde olarak seg¢ilen streptomisin sﬁlfat, vaklagik 40 yvildan
beri tiberkiilostatik bir ila¢ olarak kullanllmaktadlrlz.

Barsak kanalindan hig absorplanmadlglndan tedavide oral yolla

kullanima yokturl3.

Sistemik tedavi amaciyla i.m. volla verilmekte fakat
eqfeksiyon verinde adri ve irritasyon olugabilmektedirl4.
Hzellikle sekizinci sinir {izerinde etkin olan bazi sistemik
yvan etkilere de sahiptir. Yilksek dozlarda verildifinde bu

etkiler siddetlenmektedirls.

Bu aragtirmanin amacl, streptomisin silfat mikrokiire-
leri hazirlamak, in vitro saliverilmeyi incelemek wve 1.v.
verildidinde dodrudan dodruya akciderlerde toplanmasinl

saglayarak daha diiglik dozda etken madde ile hem toksisiteyi



diiglirmek, hem de ylksek etki elde etmek ve bdylece bu preéa—
rat sekli ile, iilkemizde biiyllk bir &nemi olan, tiiberkiiloz
hastalidinin tedavisine daha akilci bir vaklasim getirmek-

tir.



I. GENEL BILGILER
I.l. MIRROKURELER
T.1l.1l, Tanimi

Tlag etkisinin optimizasyonu igin iki yaklagim sOzko-
nusudur; bunlardan birincisi ve en g¢ok bilineni, &zel rese?-
£8r igin hem etkin hem de segici olan yeni molekiillerin
tasarimlanmasidir. Bu yolla terapﬁtik agidan yararli bir
hedef-ilac iliskisinin saflanmasi diigiiniilenden ¢ok daha
gligtlir ve istenmeyen yan etkiler herzaman gdriilebhilir, Daha
basit olan ikinci yaklasim ise etken maddeleri viicudun iste-
nen bdlgelerine hedeflendirerek orada saliverilmelerini sad-
layan tasiyici sistemlerin kullanllma51d1r16. tste bu ikineci
vaklasimdan hareketle hazirlanan tasiyicCi sistemlerden biri-
gi olan mikrokiireler, Onceleri de&isik amaglarla kullanil-
migtir. Ozellikle intravendz (i.v.) veya intraarterivel(i.a.}
yolla verilen radyoaktif maddeyle igsaretlenmis mikrokiirelerx,
dolasim sisteminin ve retikiiloendoteliyel sistemin (RES)
fonksivonel olarak incelenmesi, gesgitli organlarin teghis
amaciyla taranmasi ve hiicre separasyonu amaciyla kullanil-
mlstlrl7’18'l9’20’21'22. FarmasStik amag¢gli mikrokiireler ise
1ineer makromolekiillii tasivicilara bir alternatif olarak
farkli vapidaki matriks maddelerinin kullanilmasiyla gelis-

16,23,24,25

tirilen {i¢ boyutlu tasiyici sistemlerdir gaﬁlarl

0,02-300 ﬁm arasinda de&isenZG ve tekdiize etken madde ice-
ren bu tasiyicilar Sekil 1'de gdriildiidit gibi yekbare {mono-

litik) bir yaﬁlya sahiptirler27’28.



Bu sistemler, vicudun dofal dafilim wmodelinden yarar-

lanilarak

(pasif olarak) hedeflendirilebilecekleri gib129’30’31,

bazi Ozel yontemlerle de organizmada istenen dokuya ytnlen-

dirilebilirler

32,33,34

Matriks

Sekil 1: Mikroklirelerin Yap15127

I.1l.2. Ozellikleri

Mikrokiirelerin de dahil oldudu hedeflendirilebilen

ideal bir

likler gu

1.

ilag dagatim sisteminde bulunmasi gerekli Szel-

sekilde siralanmigtir 3"34':‘

Sadece istenen hedef dokuya veva organa &zgl bir

ilag daditimina olanak saglamali

Kapilerler i¢inden gegmeye uygun bliylikliik ve sekle
sahip olmala

Hedef bdlgeye ulagmadan 6nce Snemli bir ilag¢ sizin-
tisina yol agmamalllve hedef b&lgede uzun siire

ilag aktivitesini korumali

tlacin doku parankimasina girmesine yardimci olmali



10.

11.

12.

13.

14,

Ilaci kontrol edilebilen bir hizla salivermeli
Biyolojik sistemle gecimli ve toksik etkileri

ninimum olmala

. Hedef bdlgeye ulagabilmesi icin biyolojik yarilan-

ma Smril yveterli olmalia

Farkly ézelliklere sahib ve genis bir ilacg cgesi-
dini taglyabiimeli |

Enkapstilasyon ve badlanma sirasinda ilaglarin
Szelliklerini ve aktivitelerini dedistirmemeli
flacin klinik olarak uygun miktarlarda dafitimina
izin vermek ig¢in yeterli bir ila¢ tasaivabilme ka-
pasitesine sahip olmali

tlacin plazma enzimlefi tarafindan inaktive edil-
mesini dnleyebilmeli

Biyoloijik yikimlanma ile viicuttan uzaklagtirailabil-
meli |

Kolay hazairlanabilmeli

Saklanmasi sirasinda etken madde ve tagiyici agi~
sindan dayanikli, yani uzun bir raf Omriine sahi?

olmalaidir.

Yukarida siralanan &zellikler, ideal bir ila¢ tasiyi-

ci sistemi igin s&zkonusudur., Hazirlanan bir tagivici bu

8zelliklerin hepsine birden sahip olmavyabilir.

I.1.3. Hazirlama ¥Ydntemleri

Mikrokiireler, emiilsiyon polimerizasyonu

17,23,24,30,35

veya organik gﬁZﬁcﬁden faz ayrilmasi yOntemi ile hazirlan-



maktad1r36'37.

¥.1.3.1, Emlilsivon Polimerizasyonu Y&ntemi

Ydntemin esasi, su/vad emiilsivonundan hareketle mat-

riksi éolimerize etmeye dayanmaktad1rl7’23'35,

Bu y&ntemle mikrokiire hazirlama iglemi Tablo l1'de

gbsterilmigtir.

TABLO 1: Emiilsivon Polimerizasyonu Yontemi ile Mikrokiire

Hazirlama Iglemi

Matriks maddesi ve etken maddenin sudaki c¢dzeltisinin .-

hazirlanmasai

va¥ fazi ile karistirilarak su/yad emilsiyonu |

olusturulmasli

Organik bir nonsolventin ilavesiyle matriks

polimerizasyonunun safdlanmasi

|

Yad fazinin uzaklastirilmas:i

|

Mikrokiirelerin siiziilerek

kurutulmasz

Bu y&ntemde su/yvad emiilsiyonu olusturmak amaciyla

vag fazi olarakX pamuk yagi, zeytin yadi, misir yafi ve aygi-

ceyi yad:r gibi bitkisel yaglar kullamildig: gibil’r 2°:28,30.38).

Kloroform, isooktan ve toluen gibi organik g¢ozilicliler de kullanil-

m1§t1r39’40f4lf42r43r44:45,46,47.



Eer mikrokiirelere magnetik olarak hedeflendirilebilir

Gzellik kazandirilmak isteniyorsa matriks ¢Szeltisine magne-

tit (Fe 23,47,

48

203) ilave edilerek ayni sekilde hazirlanmalidir

Bu y8ntemle hazirlama iglemi sirasinda mikrokiirelerin
sertlestirilmesi (stabilizasyon) gerekmektedir. Bu amagla

iki yol izlenmektedir.

a} Yiksek 1s1 ile Stabilizasyon

Efer yiliksek 1s1 ile denatlire olabilen bir matriks
maddesi kullanilmig ise mikrokiire hazirlama iglemi viiksek

1saida ylriitlilerek mikrokirelerin stabilizasyonu saﬁlan1rl7'19'

23,24,25,42,49,50,51,52,53,54,55,56
b) Karbonil Bilegikleri ile Stabllizasyon

Eer matriks maddesinin veya etken maddenin kimyasal
yvapisi yiksek 1si uygulanmasina elverigli de&il ise, hazir-
lama islemi oda sicaklifainda yilirlittilerek matriks polimerize
edilir26. Bu gekilde hazirlanan mikrokiireler, matriks ylizeyin-
de gapraz bafg olusturma 6zellidine sahi? karbonil bilesikleri

23,30,57

ile muamele edilerek stabilize edilirler . Yapilan

dedigik caligmalarda capraz bad vapici olarak kullanilan

maddeler, formaldehid, 2,3-butandion ve glutaraldehiddir2>’>0

40

23,2 dlsi solimeri .
' 5r58' emilsivon pelimerizasyonu yon-

Widder ve ark
temi uygulayarak hazirladiklari albumin mikrokiirelerini hem
yilksek 1s1 ile hem de karbonil bilegikleri ile stabilize

etmiglerdir.



Hashida ve‘ark.l ve Yoshicka ve ark.30 mitomisin
C tasiyan jelatin mikrokiireleri hazirlamak igin emiilsiyon
polimerizasyon yontemini kullanmiglar ve formaldehid ile

gapraz bad olugturarak mikrokﬁrelerig@;tlestirmiglérdir.

Schrﬁder‘ve'ark.sg, yine emiilsiyon polimerizasyom
yontemini uygulayarak kristalize karbohidrat kiireleri hazir-

lamislardir.

Lee ve ark.s7 tarafindan yaéllan bir galigmada, suda
gozlinmeyen etken maddeler icin mikrosﬁséansiyon/emﬁlsiyon yon-

temi ile albumin klireleri elde edilmistir.

Mikrokiirelerin hazirlanmasi sirasinda partikiil bliylik-
ligiine etki eden faktdrlerin incelendidi ¢aligmada Longo ve
ark.40, polimerik dis?ersiyon maddeleri kullanarak hazirla-
diklari albumin mikrokiirelerinin ortalama biiylikliidintin dis-
persiyon zamani ve enexrji girdisinin (in@ut) fenksiyvonu ol-
dugunu ortaya koyvmuglardir, Tomlinson ve ark.60 tda firetim
sirasinda mikrokiire biiylikliigline etki eden cegitli fakt&rle-
ri incelemiglerdir. Elde edilen sonuglar Tablo 2'de g8steril-
mistir,

TABLO 2: Insan Serum Albumini Mikrokiireleri Hazirlanmasi
Sirasinda Ortalama Cap fizerine Etki Fden FaktérlerGo.

Faktdr - . _Dedisiklik ortalama Cap
Yag wizkozitesi azaltildidinda _ biyir
Yad miktari artirildiganda blylix
Protein miktara artirildidinda bLiiyiir
Sulu faz artirildaidinda bilyiir
Karistirma haizi artirildidinda kiiciiliir

Ylzey aktif ilave edildiginde etki gbriilmez



T.1.3.2. Organik C@zlicliden Faz Ayrilmasi YSntemi

Polimer matriksin ve etken maddenin organik cozelti-

sinden hareketle mikrokiire hazirlanmasina dayvanan hu ydntem

sematik olarak Tablo 3'de gésterilmi§tir36’37’60'61.

TABLO 3: Organik ¢dzilicliden Faz Ayrilmas: ile Mikrokiire

Hazirlama fslemi

Polimer matriks maddesi ve etken maddenin organik

¢6zeltisinin hazirlanmasi

|

[ Bir nonsolvente ilave edilmesi

Organik c¢&zliclinlin buharlagtirilarak B

uzaklastirilmas:

Mikreckiirelerin siiziilerek

kurutulmasa

Wakiyama ve ark.36 organik c¢dziicli clarak metilen klo-
riir nonsolvent olarak da %1-2 lik jelatin veya sodyum aljinat
ctzeltisi kullanarak bu yénteme'gﬁre dibukain tasiyan ?oli—

laktik agid mikrokiireleri hazirlamislardir.
I.1.4. Matriks Maddeleri

Yaklagik 25 civarinda madde, mikrokﬁre'hazrrlanma51nda
kullanilmak lizere matriks maddesi olarakfénerilmistir(Tablo 4} .
Aralarinda lipoproteinler, albumin, jelatin, nisasta, etil
seliiloz, agar ve polialkilsiyanoakrilatin bulundudu bu matriks
maddelerinin bir kisminda toksik &zellik olmadidi gbsteril-

mig, digerlerinde ise farzedilmektedirl7'25'57'62. Toksisite
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yaninda dikkat edilmesi gerekli en Onemli Szellik biyolojik

sistemde degradasyondur20?57r63,64.

Ornegin,

Matriks maddesi olarak kullanilan péliakrilamid ve
polisiyanocakrilatin biyvolojik olarak éargalanabilme Ozellidi
uygun olmadiginda bu iki madde ?oliakrildekstran ve ﬁolialkil—
siyanoakrilat geklinde modifive edilmigtir. Bu tilrevler ile
hazirlanan tasiyici sistemlerin biyolojik yarilanma Omiirle-
rinin &ncekine g&re daha kisa oldufu gésterilmigtirg’26'65'66.
Ayrica silomikronlar, dligiik ve yliksek dansiteli lipoprotein-
ler gibi matriks maddeleri organizma tarafindan kolay tolere
edilmekte ise de, bu maddelerden olugan 0,1-2 um bliyliklUdlin-
deki kolleoidal partikiillerin biyolojik akibetleri farklld1r67.
Dolayaisiyla teknolojik acidan mikrokiire imalinde uvgun iseler

de yeterli veri olmadidindan pek fazla gﬁvenilememektedirzG.

Hem endojen hem de eksojen kaynakl: daha bircgok madde
matriks maddesi olarak &ne siirlilmiis ise de (Tablo 4) bunlarin

arasinda serum albumini Hzellikleri agaisindan en uygunu olarak

26,48

kabul edilmektedir ., Albumin mikrokiirelerinin immunolojik

reaksiyon g8sterdiginin gdzlenmis olmasina karsin, kan plaz-
masinda g¢dzilinebilen insan serum albumininin dolagim igin do-

gal bir tagivici olmasi, in vivo olarak ﬁargalanabilmesi32,

17,57

toksisitesinin ¢ok diigliik olmasi ve hazirlanan mikrokilre-

lerin biiyviiklilk dagilaiminin kolay kontrol edilebilmesi nedeniy-

19,52,68 o .

albumini ilk defa Kramer 69 ila Kramer ve Burnstein 55 tara-—

le mikrokiire imalinde &zel bir yeri vardair

findan bakteriyel ve fungal RES enfeksiyonlarainin tedavisi



11

ile ayrica sitostatik ilaclarin uygulanmasi amaciyla ilag
tasiyicilari olarak kullanilmistir. Daha sonra birgok arag-
tiric: farkli etken maddeler kullanarak albumin mikrokiire-

leri hazairlamiglardar (Tablo 4).

T.1.5. Mikrokiirelerin Radyoaktif Olarak Isaretlenmesi

Mikrokiirelerin organizmava verildikten sonra hangi

organ veya dokulara dadildigini izleyebllmek amaciyla radyo-

aktif maddelerle igaretleme iglemi uygulanmlgterI’49’51’100.

Mikrokiirelerin radyoaktif olarak isaretlenmesinde

genellikle iki yol izlenmigtir. Bunlar; mikrokiire hazirlama

sirasinda radyoaktif madde ilavesi ile igaretleme23’25’29’3o'

39,43,47,48,43,51,63 ve mikrokiire hazirlandiktan sonra farkla

yodntemlerle igaretlemedirl7'18'19’21'37’92'l00’101'102,

Mikrokiirelerin igaretlenmesi ig¢in genellikle 1251 2L,
25,48,49’ l4c 39,43,69r l4Ce 11,37,102’ 99mTc 17,18,19,21,
9
100,101’ ll3mIn 21,101' 3H 2-,51' 131I 30,92 gibi radyoaktif

maddeler kullanilmigtair.

Arastirmamizda uygulanan isaretleme iglemlerinde 99mTc
kullanilmigtair. 99mTc, fiziksel 8zellikleri bakimindan uygun-
lufu nedeniyle nilkkleer tipta rutin tesghis ve aragtirmalarda
tercih edilen bir isaretleme maddesidir. 99m43Tc, tahiatta
bulunmayan yapay olarak reaktdrde elde edilen, varilanma Omril
(T 1/2) 6 saat, gama enerjisi (Ey) 140 KeV olan bhir gegisg

elementidir. Gegig elementi olmasi nedeniyle koméleks olug-

turarak molekiillere baglanir. Albuminin igaretlenmesi sira-
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sinda, albumin molekiiliindeki amin gruplari ile kompleks bir

bagd olusur. Baglanma oldukga karar11d1r103.

Literatiirde mevcut olan demir103 ve kalay104 ile bad-
lama ydntemlerinden, daha yliksek bir igaretleme ylizdesine
ulasilabildifinden g¢aligmamizda demir ile badiama ydntemi

kullanilarak mikroklireler isaretlenmistir, gng

¢, en kararli
halde +7 oksidasyon kademesi olan perteknetat (TcOZ) iyonu
olarak bulunmaktadir. Kompleks yaéabilmesi igin +4 veya *5'e
indirgenmesi gereklidir. Bu amagla tek basgina Sn+2 veya

+
askorbik asidle birlikte Fe 2 xullanilmaktadir. Burada Tc'un

+4'e indirgenmesi asadidaki mekanizma ile olmaktadar :

+ + -
Sn 2 Sn 4 + 2e

+ -
Fe 3 + le

+
Askorbhik asid+Fe 2

Askorbik asid +3'e yilikseltgenen demiri tekrar +2've indirge-
verek slirekli olarak Tc'un +4'e indirgenmesini ve bdyvlece

kararli bir baglanma sa@lamaktad1r103.

I.l.6. Hedeflendirmede Mikrokilrelerin Kullanilmasa

Bir etken maddenin hedeflendirilmesindeki nedenler

Tablo 5'de gﬁsterilmigtirzG.

Kelloidal partikiillerin kullanilmasiyla sadlanan

hedeflendirme ikiye ayr11maktad1r26'105’106, bunlar:

1} Pasif hedeflendirme

2) Aktif hedeflendirme
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TABRLO 5: Hedeflendirme Nedenleri26

Farmasdtik ydnden:
- Etken maddenin klasik formiilasyonlardaki dayaniksiz-
liga

- C&zUniirlik sorunu
Biyvofarmasttik ydnden:

- Diiglik absorpsiyon
- Membrana asiri badlanma
- Biyolojik dayaniksizlik

Farmakokinetik/fz rmakodinamik y&nden:

- Yarilanma Smriiniin kisa olmasi

- Dadilma hacminin genig olmasi

- Spesifik 6zelligin dliglik olmasz
Klinik y&nden:

- Terapttik indeksin diigik olmasi

- Anatomik wve hilcresel engeller

Ticari y&nden:

- Tlacin takdimi
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Mikroklireler ?asif.veyg aktif hedeflendirme saglamak

amaciyla tasar1mlanmaktad1r23'24’49. Sekil 2'de mikrokiire-

lerin hedeflendirilebilen ilag dajitim sistemleri olarak kul-

lanilmasinin mantiksal ag¢iklamasi gérﬁlmektedirlOB.
PASTF HEDEFLENDIRME
RES uptake'i ve lizozomotropizm
| - |
r J
{
r -
Kapiler
bloka]
AKTIF
HEDEFLENDIRME l—"' Normal
: » kapiler cap
eAntikor—antijen
etkilegmeleri
#Digaridan I
0.01 hedeflendirme 4 7 10 100
elenfotropizm
i
0.1 1 4

MIKROKURE CAPI (um)

Sekil 2: 1.v. enjeksiyondan sonra mikrokiire biiyiikliidl ile

biyolojik hedeflendirme arasindaki iliskilDS.

T.1.6.1, Pasif Hedeflendirme

tn vivo dogal dagilim modelinden yararlanilarak i.v.
olarak verilen ila¢ tasiyicisinin hedeflendirilmesinin sad-

lanmasl esasina dayan1r26'106; Brnedin, herhangi bir etken
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maddenin akciderlere daditaimi diliglinlilivorsa, kaéiler blokaj~
dan yararlanilarak bliyilk mikrokiireler pasif olarak akciger-
lere hedeflendirilebilirlergo. Ayrica RES'in yabanci parti-
killeri kandan uzaklastirma yeteneéinden yvararlanilarak, et-
ken madde yiikld taslylc;iarin makrofajlara pasif olarak he-

deflendirilmesi sa@lanabilir107.

Intravaskiiler enjeksivondan sonra mikrokiirelerin
biyolojik olarak hedeflendirilmesinde baglica gu vaklasimiar

sbzkonusudur;

1) Yaklasik 0,1-2,0 um biyikliglindeki partikiiller
intravendz, intraarterivel veva intraperitcneal
olarak enjekte edildi¢inde RES'in makreofajlari tara-
findan kan dolagimindan hizla uzaklagtirilarlar ve
sonunda karacigerin Kupffer hiicrelerinin lizozom-
lara ig¢inde lokalize olurlar. 50 nm den daha kiigilik
partikiiller ise karacifer endotelyumunun aciklik-
larini gegerek ve belki de lenf yolu ile tasinarak
dalak, kemik i1li&%i ve hilyiik bir olasilikla da tiimér

dokusunda toplanmalarl miimkin olabilir26

2) 7-12 nm den daha biiylik partikiiller intraventz ola-
rak verildiginde akeciderler tarafindan mekanik £ilt-
rasyona uqrarlar30. Oysa 2-12 ﬁm bliyiikliid¢lindeki
partikiiller, akciferlerin yanisira karacider ve
daladan ka@iler adi igerisinde de ha?sedilmektedir-

lerloz.
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3} 12 um den daha biiyllk kolloidal @artikﬁller eder
intraarteriyvel yolla verilecek olursa, karsilagtik-
lara ilk kaﬁiler vatakta tutulurlarlGT; Boylece
karacigder veya bdbrekler igin birinci derece} tlimdr=
14 organlar igin de ikinci derece hedeflendirme

saﬁlanabilirlos.

Tim&r tasiyvan organ ile timdriin kabiler adlary ara-—
sindaki kalitatif ve kantitatif farkliliklar nede-
nivle tiimdrll organlar i¢in ikinci derece hedeflen-
dirmeye ulasllabilmektedirlog. Cesitli calismalarda
bu durumdan yararlanilarak mikrokiirelerin biyiikI1i&il
ve/veya uygulama yollari dedistirilerek amaca y®ne-
lik bir hedeflendirme saﬁlanmaktadlrlOS. Ornedin,
15¢m den daha biiviik mikrokiirelerin mesenterik arter,
portal ven veya renal artere enjekte edilmeleri yine
sirasiyla mide, karacifer veva bdbreklerde tamamen

tutulmalaflna neden olmaktaderG.

Etken madde tagiyan mikropartikiillerin secici bir
artervel kateter 1lle enjeksiyonuna kemoembolizasyon adi ve-

110'111. 200-300 um gibi agiri bilylkliife sahi? ve

rilmektedir
antikanser etken madde tasivan mikrokﬁreleri intraarterivel

yolla uygulayan Kato ve ark.gl, kemoemboiizasyon sonucu den-
geli bir ila¢ etkisi saGlayarak terapétik etkiyi artirmiglar-

dir. Daha sonra buna benzexr calismalar yapllmlgtlrlll'llz.

1.1,6.2, Aktif Hedeflendirme:

Tagiyicr bir partikiiliin bliyiikliigi ve ylizeéy Ozelliklerinin
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dolayisiyla bu partikﬁlﬁn organizmadaki dofal dafilim modeli-
nin dedistirilmesi sonucu sﬁesifik hiicrslere, dokulara wveya
organlara yénlendirilmesi esasina dayanzaktadlr32’33’52’106,
Viicutta, bazi yabanci madde veya ﬁartikﬁlleri fagosite etmek
amaciyla igaretlemeye ve belirtmeye varavan bir mekanizma
mevcuttur, Bu gibi maddeler &nce o@sonin denilen bir ¢esit
globuiin molekiilt ile birlestirilir. Opsoninlesmis partikil-
lere fagosit hiicreler keolaylikla yapisir ve onlari cabucak
fagosite ederler107. Bu nedenle o?soninlegme ve dolayisiyla
partikiiltin makrofajlara ya§15m551 engellenerek aktif bir
hedeflendirme sadlamak amaciyia yaﬁllabilecek modifikasyonlarf
hidrofilik kaplama maddelerinin, hiicreye &zgll ligandlarin

ve partikiil-monoklohal antikor keonjugatlarinin kullanzlmalara
ile karaciferin Kupffer hiicrelerinin bloke edilmesi olarak

51ralanabilir106.

Hedeflendirmenin pasif tabiatini degistirerek mikro-
kiirelerle aktif hedeflendirme olugturmak igin cegitli galig-

malar yvapilmaktadir., Bunu saflamanin,

a) Disaridan magnetik alan uygulanmas:,
b) Mikrokiirelerin kaplanmasi,
c) Lenfotropizm olmak iizere baglica {ig yolu oldufu

bildirilmektedir (Sekil 2)2°.

a) Disaridan magnetik alan uygulanmas:

Widder ve ark.23'24'25'49'53'54'98'113, magnetik par-
tikiiller igeren 1-2 um gaélnaa albumin mikrokiirelerini kulla-

narak bu tib hedeflendirmeye &nciilitk etmiglerdir. Hazirlanan
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bu magnetik mikroklireler enjekte edildikten sonra disaridan
iki boyutlu magnetik alan uygulanarak viicudun istenen b8l-
gesinde toélanmalarl saglanmistir. Mikrokilirelere bu sekilde
magnetik dzellik kazandirilarak hem daha kiigilk dozlarda uygu-
lanma olanagi dodmus, hem de diﬁér doku ve organlarda birik-
meleri Snlenerek etken maddenin sadece hedef billgede tera-

pbtik diizeylere ulagmasi sadlanmistir.

Senyei ve ark.49'97

tarafindan doksorubisin tasivan
magnetik albumin mikrokiireleri hazirlanmig ve sicganlarin
kuyrugu ddért esit parcgaya ayrilarak tglincli b8lge hedef alan
olarak kabul edilmistir, Hedef olarak segilen bu kuyruk b&l-
gesine digaridan magnetik alan (miknatis) uyguladiklarinda

enjekte edilen mikrokiireleri sadece bu bdlgede toblamayl

basarmigslardir.

Insanlarin akcigerlerinde ve karaciferindeki ferro-
magnetik kontaminasyonu &l¢mek igin yapilan bir calismada da

digaridan magnetik alan uygulanm1§t1rll4.

Yine Senyei ve ark.49 tarafindan son vaillarda yaﬁllan
bir ¢aligmada ise diiglik dozda doksorubisin igeren magnetik
albumin mikrokiirelerinin in vivo kinetikleri incelemmisg ve
enjeksiyondan 60 dakika sonra etken maddeye dider hicbir
organda rastlanamadigi halde tilimdrde yiiksek dlizeylere ulastidi
gbzlenmistir. Bu konuda ¢aligan difer aragtirica gruﬁlarl
ise, 1-7 pm lik albumin 23r24/25,49,53,54,97,98, 99 ., 1ix

nisasta 47 ve 0, 22 pm 1lik polialkilsiyanoakrilat74 mikrokiire—

leri ig¢ine magnetik partikiiller verlestirmislerdir.
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b} Mikrokiirelerin kaﬁlanma51

Mikrokiirelerin ylizevleri, viizey vilkklerini, adhezif
Bzelliklerini wveya immiin yvanit karakteristiklerini degigti-
recek bir madde ile kaﬁlanarak biyolojik sistemde kontrollii

bigimde hareket etmeleri sa@lanabilmektedirzz'26’23.

" Bunlarin arasinda immiin vanit karakteristiklerini
defigtirme islemi tasaraimda, en uygun segenek olarak gdsteril-

mektedirzG'lOS.

Bu amacgla mikrokiirelerin yiizeyvleri ti{imd8r hilicresinin
ylizeyinde bulunan, antijene &zgll antikorlar ile kaplanmakta-

d1r79’80.

Sekil 3'de antikor ile kaplanmigs mikrokiireler kullanai-
larak intraseliiler ilag¢ daditiminin saflanmasinda One siirfil-

milg olan mekanizma gérﬁlmektedirlOS.

Tomlinson26 in vitro calismalarin antikor ile kablan-
mig mikroklirelerin tUm&r hiicreleri ile birlegebilecefini
gBsterdigini ancak in vivo ¢aligmalarin bu konuda ortaya ke-
sin bir kanit koyamadigini 8ne slirmiistlir. In vitro ve in vivo
galigmalar arasinda gdriilen bu geligkili durum, enjeksiyon
sirasinda muhtemelen mikrokﬁre yiizeyine kan bilegenlerinin
adsorbe olmalaryi sonucu“antikor“karakterinin azalmasi veya
antikor-antijen etkiiégmesi arasinda denge olugarak RES
uptake’'nin kolaylasmasi nedeniyle ortaya glkmaktad1r26'105.
flag~antikor kompleksleri hiicre zarinin determinantlarina

bajlandidinda endositoz kolaylagmaktadlrlog. Ilag-mikrokiire-

antikor sistemlerinin dagitiminda bu &zellikten yararlanilabi-
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A) Mikrokiirelerin B) Antikor-antijen
tlimdr hiicrelerine etkilegsmesi, kiirenin
yaklagmasi © endositozu
& =

T Antikor

+ Antijen
(5 Mikrokiire ilag

C) Endositozun tamamlan-
masli ve ilacin pasif
olarak saliverilmesi

Sekil 3: Antikor ile kaplanmis mikrokiirelerin hiicre icine

. . 105
ge¢is mekanizmasi .

lir ancak mikrokiire geklinde verilen bazi ilaglarin ekstra-
selliler olarak aktif olabildikleri saptandi&indan bu tip
ilaglar igin mikroklirelerin mutlaka endositoza udramalari

gerekmemektedirZG’105’115.

Mikrokiirelerin yiizey yiiklerinin &nemini ortaya koyvan
¢esgitli gOrlis ve caligmalar bulunmaktadir. Mikrokiirelerin
hidrofobik 8zellikleri konusunda Widder ve ark.23, bir
hibotez ne silirmiiglerdir. Bir su/yad emiilsiyonunda molekiil-

lerin hidrofobik b&8lgeleri tercihan digtan vafa dofru ybne-

lecekleri gibi, vag~su ara yvizeyinde siralanmig olan albumin
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molekiillerinin konformasyonunda da degigiklik olabilir, BOy-
lece mikrokilireler sulu bir ortama geg¢tiklerinde belirli bir
stire i¢in gekillerini korumalarina 1zin veren geri Aadniiglm-
siiz hidrofobik bir kabuk veya ceper olusmaktadir. Albumin
mikrokiirelerinin yiizeylerini hidrofilik hale getirmek amaciy-
la ¢aligsan Longo ve ark.40, albumini glutaraldehid ile capraz
baglayarak mikrokilrelerin ylizeylerinde serbest aldehid grup-

lar: olugturmuslardir. Kumakura ve ark.79’80

da poliakrolein
mikrokilirelerinin ylizeylerinde ayni sekilde fonksiyonelraldehid
gruplari olugturmuslardir. Bdylece bu gruplara aminoalkol
baglanarak hidrofilik 6zellidin artirilabilecedi, enzim, an-
tikor veya bagka bir protein ligandinin badlanmasinin kolay-
lagsacadl ayrica fonksiyonel amino grubu tagiyan ilaglarin da

kovalan clarak baglanabilecedi ile sﬁrﬁlmﬁgtﬁr40'79'80.

Mikrokiirelerin viizevlerine hidrofilik &zellik kazan-
diraildidinda bu tasiyicilari karaciferin fagositik hiicreleri

107

yerine difer bdlgelere gdndermek miimkiin olmaktadir . Bu

amagla mikrokiirelerin yiizeyleri hidrofilik polimer (noniyonik

ylizey aktif) olan poloksamerler ile kaﬁlanmaktad1r33’116.

Albumin mikrokiireleri hazirlanirken uygulanan denatili-
rasyon sicaklig:r ile bagintili olarak i.v. enjeksiyondan
sonra mikrokiirelerin wviicutta dafilacaklar: b&lgeler de delfig-

mektedir. Sugibayashi ve ark.Sl'62

tarafindan yapilan calis-
mada, 100,150 ve 180°C sicaklik uygulanarak mikrokilre hazir-
lanmig, 180°C de hazirlananlarin yiiksek fagositik etki nede-

niyle karacigerde, 100 ve 150°c de hazirlananlarin ise kara-

cijerin vanasaira akciferlerde de tutulduklar: gbsterilmigtir.



26

¢) Lenfotropizm

Cerrahi miidahale ile tiim6r{i gikarailan herhangi bir
hastada en sik rastlanan iki olay; yeniden primer timdr olu-
gumu ve metastatik yayllmad1r93. Bu olaylarda etkin rolii olan
lenfatik sistem igine i1lacin girmesi, sistemik dozlama ile
miimkiin olamadi&indan 6zelliklé lenf nodiillerine ilag¢ tasin-
masi amaciyla lenfotropik jelatin mikrokiire sistemi gelis-
tirilmigtir5'6'93. Bu tagiyici sistem bleomisin-jelatin mikro-
kiiresl/yva§ emiilsiyonu geklinde hazirlanarak kullanildi&inda,
serbest bleomisin etkili olamazken s&z konusu tagiyicyr sis-
tem ile oldukg¢a iyi sonuglar allnm1$t1r93; Ayni amagla etken
madde olarak 5-florourasil kullanilarak da jelatin mikrokii-

5,6

resi/vag emliilsiyvonu hazirlanmigtir . Benzer gekilde anti-

kanser etken madde tasiyan albumin mikrokiiresi/vad emiilsiyonu

hazirlanarak lenfatik daditim saﬁlanm15t1rll7.

Son yillarda kanser kemoterapisi alaninda mikrokiireler
ile degigik bir uygulamaya gidilmektedir., Uygun bilylikliikteki
mikroklireler hedef organa intraarteriyel olarak enjekte edil-
diginde arteriollerde tutulacak ve kan akiminda geg¢ici bir

blckaja veya azalmaya neden olacaklardir({Sekil 4)118, Bu

gdriigten hareketle yapllan c¢alismalarda vaklagik 40-45 pm
bliyliklige sahip, biyvolojik sistemde hizla ﬁargalanabilen

(10 dakika ile 1 saat arasainda) nisasta mikrokiireleri ile
hazirlanan sﬁspansiyonda antikanser etken madde ¢dzlindiiriil-
diikten sonra birlikte intraarteriyel vyolla verilerek +tiimdrli
organin arteriollerinde geg¢icl bir blokaj olugturulmustur;

Boylece birlikte verilen etken maddenin hedef bdlgede kalisg
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sliresi uzatilmis ve konsantrasyon gradyanil korunarak biliyiik

32,38,53,86,87,88

bir absorpsiyona olanak sadlanmistir Bu

olayin mantiksal agiklanmasi Sekil 4'de verilmistir,

Kapiler vatak

Mikrokiireler

Sekil 4: Nisasta mikrokilireleri ile prekapiler arteriol blokai

ve birlikte verilen ilacin buradan glklsls
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I.1l.7. Etken Maddenin Saliverilmesi
I.1.7.1. Saliverilmeyi Incelemekte Kullanilan In Vitro Y&ntemler

Mikrokiirelerden etken madde saliverilmesini incelemek
igin genellikle iki in vitro ydntem uygulanmaktadir, bunlar

37°C de inkiibasyon ve dinamik diyaliz ydntemleridir.
a) 37°% de Inkiibasyon Y&ntemi

Mikroklirelerden etken madde saliverilmesi en faéla bu
yontemle incelenmigtir. Genellikle 37% de ve PH 7.4 c¢ivarin-
daki bir tampon ¢dzelti igerisinde mikrokiireler hafif bir
yatay calkalama uygulanarak inkibasyona birakilmakta; sali-
verilen etken madde miktarini saptamak ig¢in belirli araliklar-

la Yrnekler alinip, siiziilerek Slcgiim yaﬁ11maktad1r23'30'36'77.

b) Dinamik Divaliz ¥Y&ntemi

Bu yOntem, periton ig¢ine verilen mikrokiirelerden etken
maddenin saliverilmesini in vitro gartlarda incelemek ama-

56,62,94,118

ciyla kullanilmigtir . Ayrica mikrokilire/yay§ emiil-

siyonlarindan etken madde saliverilmesi de bu v®ntemle ince-
lenmistir?’llg. Sekil 5'de gbriilen bdyle bir sistemde mik-
rokﬁ;e stispansiyonu seliiloz zar ig¢ine konur ve buradan das
~ortama gegen etken madde miktari yvine dis ortamdan belirli

" araliklarla &rnekler alinarak ﬁlgﬁlﬁrﬁz,

T.1.7.2, B8aliverilme Kinetigi

Mikrokiirelerin hazirlanmalari sirasinda etken madde

tagiyicinin igine hapsedildidi gibi ylizeye de adsorbe olabilir



Sekil 5: Etken madde saliverilmesini incelemek amaci ile

1)

2)

3),

4)

kullanilan dinamik divaliz sistemi®?

Mekanik karaistiric:
Mikroklire siispansiyonu
Seliiloz zar

Tampon ¢Szeltisi

5) Su banyosu
6) Magnetik karistirici

7} Orneklerin alindaidil delik

29
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veya kovalan olarak ba@lanabilirGg'gs,

Etken maddenin mikrokiirelerden saliverilmesini
gergeklegtiren olaylar; ylizey erozyonu, total kiire dezen-
tegrasyonu, mikrokiire hidrasyonu (sisme), etken maddenin
difiizyonu ve desorpsiyonu, iyon dedistirici regineler igin
a¥zkonusu olan partikiil diflizyonu ve filtrasyonu olarak

51ralanabilir26.

tyon dedigtirici regineler diginda monolitik mikro-
kiirelerden etken maddenin in vitro pasif saliverilmesi karak-
teristik olarak iki fazlidir. Baglangicta ?atlama etkisi
(burst effect) nedeniyle gd&riilen biiylik miktarda ve hizli
bir saliverilmenin ardandan birinci dereceye uyan daha vavasg

bir salaiverilme olmaktad1r49’60’84’120’121_ Ooysa Yoshioka

ve ark.30, dekstran konjugati iceren mikrokilire ve nanokii-
relerden etken madde saliverilmesinin Bnemli derecede yavas

ve tek iglil oldudunu gdstermislerdir.

Mikrokiirelerden etken madde saliverilme profilleri-
nin basit iki {islii fonksiyona uydudu diistiniildiigiinde Esitlik
1 ile gosterilebilir®’;

Q.= ac i o Bt Esitlik 1

Burada;
Qt': t zamaninda mikrokiirelerin iginde kalan etken
madde miktari
Ave B Sabite'

o ve B : Hiz sabiti
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A, B, o ve B etken madde saliverilmesini karakterize

etmek amacivla kullanilabkilir,

Saliverilmenin heriki fazini da kontrol etmek mimkiin
ise de patlama etkisi gofunlukla 5 dakika icinde tamamlan-

maktad1r23'38

. Bu nedenle etken madde tagivan mikrokiirele-
rin karakteristiklerinde modifikasyonlar vapilarak etken
madde saliverilmesinde terapdtik olarak anlamli defismelerin
saflanmasi sadece saliverilmenin yavas olan ikinci fazi igin

mﬁmkﬁndﬁrGO.

Benqit ve ark.lzz, progesteron tasiyan polilaktid
mikrokiirelerinden etken madde saliverilme kinetiklerini in-
celemis ve mikrokiirelerden ¢dziinen bir etken maddenin desorp-
siyon kinetiklerini, kinetik esitlik c¢ok kompleks oldudundan
desorpsiyon edrisinin farkli kisaimlar:i igin gegerli olan ve
glivenilirligi % 1 den daha iyi olan iki yaklagima indirge-

miglerdir;

1) Egrinin baslangi¢ kismina kapsayan vaklasim Egit-

lik 2 ile ifade edilmistir,

o Dt 1/2 Dt _
WO rr b L.
Burada;
@ : t zamaninda saliverilen etken madde miktara

Wy ¢ Etken maddenin mikrokiireler icindeki baglangig¢ miktara

D : Polimer igindeki etken maddenin difiizyon katsayisa
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r : Mikrokiirelerin yarigapi

Esitlik 2, Q'/WO < 0,4 oldujunda gegerlidir.

2) Ikinci yaklagim ise Egitlik 3 ile ifade edilmigtir,

Egitlik 3 gergekte birinci derece bir egitliktir ve

Q'/WO > 0.6 oldufunda gegerlidir,

I.1.7.3, Saliverilmeyi Etkileyen Faktdrler

Tomlinson 26,105

, mikrokilrelerden etken madde salive-
rilmesini etkileyen faktOrleri asaéiidaki gekilde siralamig-

tir ;

- Etken maddenin mikrokiire ig¢indeki konumu

- Matriks maddesginin tipil ve miktara

- Mikrokiirenin bilyiikliigli ve dansitesi

- Capraz baglamanin derecesi ve tabiatl

- Denatlirasyon veva polimerizasvon iglemi

- Etken maddenin fizikokimyasal 6zellidi, molekil
agirlidr ve konsantrasyonu |

- Mikrokilire igcinde yardimci maddelerin varlid:

- Etken madde ile matriks maddesi arasindaki

fizikckimyasal etkilegmeler
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- Saliverilme ortami ve gartlari (8rn.enzimlerin

varlidi)

Eger suda ¢bzlinen etken madde tasiyan mikrokﬁrelere
serum fizyolojik ig¢inde 1-2 dakika ultrasonikasyon uygulanir-
sa salaiverilmenin ikinci fazaini etkilemeksizin ?atiama et-
kisi azaltllabilirso. Glinklt saliverilmenin i1k faza (patlama
etkisi), hazirlama sirasinda etken maddenin mikfokﬁre ylize-
yine yapigmasi nedeniyle olusmaktadir. Ultrasonikasyon sonu-
cu mikrokiire ylizeyine yapismig olan etken madde uzaklastiri-
larak patlama etkisinin giddeti dlisliriilmektedir. Saliveril-
menin ilk faza oranla daha yavag oldu¥u ikinci fazda ise
mikrokiirelerin gigmesi, etken maddenin c¢®ziinmesi ve mikrokiire

matriksinin digina diflizyonu sézkonusudur57’60_

Etken maddenin mikrokiirelerden sailverilmesini mikro-

kiire biiylkladi etkilemektedir20r30,105

. Etken madde daha kfi-
glik tagiyici partikiillerden ikinci faz boyunca ¢ok daha fazla
ve hizli bir gekilde saliverilmektedir. Bunun biiyiik bir ola-

s1likla iki nedeni vardar;

a) Saliverilme olay: igin kullanilabilir yiizey ala-
nin bliviimesi ve
b) Etken maddenin disariya diflizyonu icin gerekli olan

, 27
mesafenin kisalmasadir”™',

Mikrokiirelerin biiyllkliikleri artirildidinda ise ikinci

fazdaki saliverilme yavaslamaktadlrso.

57

Lee ve ark. 100 gm gaﬁlndaki albumin kiirelerinden
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in vitro etken madde saliverilmesini incelemiglerdir. Yapl—
lan bu g¢aligmada matriks hidrasyonu sonucu kiirelerin sigmesi
nedeniyle baglangigta bir gecikme siiresi g6riilmiis, daha son-
raki fazda ise diflizyon mesafesinin artmasi nedeniyle etken
maddenin saliverilmesi yavaslamistir. Bu ¢alismadan da gdriil-
diigli gibi difiizyon, etken maddenin saliverilmesinde hiz ki-

sitlayici bir basamakt1r27'57_

Yoshicka ve ark.3O mitomisin-C tasiyvan jelatin mikro-
kiireleri ve nanokiirelerinden etken maddenin saliverilmesini
incelemigler ve tagiyicinin biiylikliigline badli olarak sali-
verilmenin nanokilirelerde (280 nm c¢apindaki) mikroklirelere
(14.9 #m capindaki) oranla c¢ok daha hizlz oldudunu sa@tamls—
lardir. Ancak bu kiireler ig¢ine mitomisgin C—dekstrén konjugati
verlestirildiginde artik tasiyici blyikliiZiine badli olmayan
fakat etken maddenin hidrolitik yvarilma ile dekstrandan ay-
rilmasiyla hemen hemen ayn: hizda vawvas bir saliverilme olug-
mugtur. Etken maddenin dekstrandan ayrilarak serbest hale
gelmesinin, heriki kiire igin de hiz kisitlayici bir basamak

oldudu diiginiilmiigtiir.

Mikrokiirelerden etken maddenin saliverilmesi tizerine
hidrolitik enzimlerin etkisini incelemek amaciyla yvapilan
caligmada saliverilme ortamina lizozomal fraksiyon veya
proteaz ilave edilmig, heriki durumda da mikrokiirelerden
saliverilen etken madde'miktarl artmirgtir. Bu sonug, timdr
hiicreleri igerisine endositoz yoluyla alinan mikrokiirelerin
lizozomal enzim tarafindan sindirilebilecedini gdstermig-

tir94.



35

Mikrokiireler, daha uzun slre stabilize edildiklerin-
de etken maddenin saliverilmesinin vavaglayacagina alt

kanitlar bulunmaktadlr23,

Baker ve ark.sé, polimer matriksin ¢apraz baglanma
derecesinin etken maddenin difiizvonla saliverilmesinde hiz
kisitlayici bir basamak oldudunu ve artan oranlarda ¢apraz
baglayici madde kullandiklarinda saliverilmenin yavagladidini

g&stermiglerdir.

Oysa Tomlinson ve ark.60 nin yvaptidi bir c¢alismanin
sonuglarina gdre stabilizasyon stiresinin uzatilmasi, mik-
rokiirelerin igindeki etken maddenin diflizyonunu Snemli &lgii-
de etkilememektedir. Ayni aragtiricilar mikrokilireler igine
s 45 (a/a) gibi yliksek dlizeylerde etken madde verlegtirerek
daha yiiksek miktarlarda etken maddenin cok daha hizli bir
sekilde saliverildigini ve bu sirada hala iki fazli salx-

verilmenin korundudunu saptamiglardir.

Mikrokiirelerden in vivo ve in Vitro saliverilme ara-
gindaki iliskivi ve etken maddenin etkisini incelemek ama-
ciyla yapilan galigma sayisi azdlr62'94, Sugibayashi ve ark.62
ascites-sarkoma tasiyan farelerin peritonu icinde in vivo
etkeﬁ—madde {(5-florourasil) saliverilmesini in vitro sart-
jarda izleyebilmek amaciyla dinamik diyaliz teknidi kullan-
ﬁlglardir. Wakiyama ve ark.36 ise, dibukain igeren-?olilaktik
asid mikrokiirelerinden etken maddenin in vitro ve in vivo

saliverilme silireleri arasinda korelasyon oldudunu gdstermig-

lerdir.
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Gama 1sini ve otoklav sferilizasyonlarl, protein
denatlirasyon derecelerinde dolayisiyla da etken maddenin
saliverilmesinde dedigikliklere neden olabilece§inden, ste-=
ril mikrokiireler elde etmek igin ase?tik tekniklerin kulla-

nilmasinin daha uygun olacady bildirilmigtir6o.

7.1.8., Toksisite Caligmalar:

Albumin mikrokiireleri giinfimiize kadar teshis amaciyla
intravendz yolla kullanilagelen ve toksik etkilerinin gok

 giistik oldugu bildirilen sistemlerdir’ '> .

Denatiire albumin antijen Bzellik g65termemektel7’123

de literatiirde pulmoner perfiizyon taramasi vapmak amaciyla

99M.., jje igaretlen-

sadece bir hastaya i.v. yolla verilen
mis insan serum albumini mikrokiirelerine karsgi sﬁpheli bir
anaflaktik reakslyon olustugunu hildiren bir yayin bulun-

maktad1r124.

Mikrokiire toksisitesinde partikiil bliylik1ligi ve mik—
tari dnemlidir. Davis ve ark.l25 intravendz yolla verilen
mikrokiirelerin siganlardaki akut toksisite aralidini sapta-
miglar, buna gbtre partikiil ga§1_13.5 pm den 90.7 Mm ye dodru
~artirildidinda bu araligin gram vicut agirligil bagina sira-
siyla 154 000 den 705 partikiile kadar de§istifini gdstermig-
lerdir. Uygun dozlarda ve biiyiikliklerde kullanilan tagiyi-
cilarin toksik ozellik gbstermedikleri cesitli caligmalarda

gésterilmistir8’9'37’61'126.

ise
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Deluca Ve ark.ll, intravendz yolla verilen polistiren-—
givinilbenzen mikrokiireleri ile kdpeklerde hi?otansiyon ve
goka neden olabilecek akut hemodinamik bozukluk olugtudunn
ancak bu sorunun biiylik dozlar yerine daha kiigiik dozlarda

mikrokiire verilmesiyle giderilebileceéini bildirmiglerdir.

7.1.9. Uygulama Alanlafl

Bugiine kadar farkla kolloidal partikiiller dedigik
amaglarla paranteral olarak kullanllmlgtlr. Intravenéé yolla
verilen Szel radyofarmasotlkler 1nsanlarda rutin teshis is-
lemlerinde, radyoaktif madde ile isaretlenmig insan serum
albumini makroagregatlari ve mikrokiireleri pulmoner perfiliz-

yon maddesi olarak kullanilmigtar 100,125,127, 128

Radyoaktif madde ile igaretlenmis polimerik madde-
lerden hazirlanan mlkrokureler, dolasim sistemi fonksiyonla-
rinin incelenmesi ;17,019,129 lle farkla yapldakl gesltll etken
maddelerin intravendz, intraarteriyel, intraperitoneal,
subkiitan, intraartikiller, intramﬁskﬁier ve oral yolla verl-
lebilmesfligin olasyi ilac dagitim sistemleri olarak ditstinlil~

iz ve fizerinde arastlrmalar nalen dsha yodun bir bigimde

sﬁrdﬁrﬁlmektedirl7 18,19, 21 68, 91,123,128,130,yﬂ4132,133,

134,135

. . : . , .15
Mikrokiirelerin sakkaroz intoleransinin tedavisi 7,

tetrasiklin hidroklorir, teofilin76 ' sulfametizolﬁn38 kont-
rollii dagitimi Ve antiheimintik maddelerin verilmesi ama-

ciyla oral yolla uygulanmasi +asarimlanmistir.
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mikrokiirelerin ylzey alanlarinin biiyik olmasindan
yararlanilarak agir metal zehirlenmelerinin tedavisinde
oral veya perfﬁzyon yoluyla rullanilmak lizere selat ya§1c1

mikrokiireler ha21rlanm1§t1r81.

Hiicre separasyonu sadlamak amacivla mikrokiirelerden

yararlanllm1$t1r24'79’80,

Farklyi biiyiiklikklerdeki plastik mikrokiireler ise
siganlarin cesitli organlarindaki damar caplarinin tHlglil-

136
mesinde kullantlmigtir .

Ayrica, i.m. veya s.c.yolla deﬁo etki saélamakST, i.p.

ve i.v. yolla akut losemi codavisitl, s.c. yolla lokal anes-

teziklerin36'77

ve subdermal yolla ise antimalarial madde-
lerin78 uygulanmasi amaciyla cesitli mikrokiireler hazirlan-

migtl¥.

Mikrokiirelerden emboli olusturularak anjiografide

137,138
de yararlanllmlgtlr : .

.2, STREPTOMISIN SULFAT X

I.2.1. Yapasi Ve Fizikokimyasal 3zellikleri

. : L 139,140
Streptomisin siilfat, 1944 yilinda waksman ve ark.

+arafindan Stie?tomyces griseus'dan izole edilmis aminogli-
kozid grubu bir antibivotik olan stre?tomisiﬁin sitlfat

~Euzudur.

Molekiil agirlidil 1457.40 olan beyaz veva hemen hemen

XStreptomisin Sfilfat'in temin edildidi Liba Laboratuarlari A.S.'ne
yardimlarindan dolay:r tesekkir ederiz.
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bevaz, kokusuz veya az kokulu, hafif aca t+adda kati bir

madde olan streptomisin silfatin kapall formiili (C21H39N7012)2,

e o . R R
3H2504 olup, agik formiilii asagidaki glbldlrl 9,
NH
] :
HpN—C—HN NH=—CHg
HO 0 o OH
¢ 3H3S50
. 0 CHO 0 2=va
HZN'"’%_HN OH OH OH
NH OH CH, CH,OH
L -2
streptidin . streptobiozamin
STREPTOMISIN SULFAT
suda ¢ok ¢dzlnlr; etanolde c¢ok gli¢ ¢Ozinir, kloroform,
' o 141
eter ve dider nonpolor gézicllerde pratik olarak cozlinmez '
142,143 144

Frime derecesi saptanamamistir

Streptomisin molekiilii, esas olarak streptidin (1,3~
diguanido 2,4,5,6-tetrahidroksi sikloheksan) ve streptobioza-—
min (streptoz ve N-metil-L-~glukozamin) olmak fizere ikl kisaim-

5
dan olusmugturl4 . Asid hidrolizi ile streptidin ve strepto-

146,147,148 ,149,150

piozamine pargalanir . Alkalilerle isitil-

di1ginda ise maltola kadar pargalan1rl47'148

T.2.2. Miktar Tayini y¥dntemleri

Streptomisin slilfat icin literatlirde cofu kolorimet-

rik olan miktar tayin yontemleri kayitladir. Maddenin kolori-

151

metrik miktar tayini, demir (111} klorir , sodyum
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nitroprussiyat—éotasyum heksasiyanoferrat152'153, demir (III)

amonyum siilfat ve fenol reaktifils3,periyodat—tiyobarbitﬁrik

asigi? 1153 15 ,15 158

, a-naftol-diasetil , Raynekat tuzlara

gibi belirtegler kullanilarak yapilmaistir,.

Asid veya alkali hidroliz uygulanarak maddenin spekt-

rofotometrik tayini de Yapllml§t1r151'l59_

Farmakopelerde ise maddenin mikrobiyolejik tayin yén-

temleri kay1t11d1rl4l’160_

Aragtirmamizda asid hidroliz uygulandiktan sonra
| ~ 5
spektrofotometrik olarak miktar tayini yapllmlgtlrl 2

I.2.3. Stabilite Caligmalar:i

Streptomisin, baz veya tuzlari halinde kuru olmak
sartiyla oda sicaklifinda en az iki yil aktivitesini korurl45’
16l ve sicaklik arttikg¢a aktivite kayb:i hizlanir. Madde kati
halde iken 50°C de 10 haftada % 2,5-5 veya daha fazla akti-
vite kaybi gbrﬁlfnﬁg.tiir145':. ‘

piltie gdzeltileri (25 000-50 000 t.B./ml) 38°C'de dahi
uzun sfire dayaniklidir. Konsantre ¢tzeltileri (250 000-

500 000 f.th./ml) ise buzdolabinda ve cda sicaklidinda olduk-
ca uzun stire aktivitesini korur-ancak 38°C de daha az dava-
nlklldlrl61.

Streptomisin ¢Szeltileri igikta bekletildiginde

renklenme gdsterirler, ancak yiliksek derecede saf ¢bzeltileri

dahi 1sikta renk dedigikligine uérarlarlB. Renk dedigmesinin
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aktivite kaybi ile iligkisi olmamasina kargin karanlakta

saklanmasinin farmas®tik agidan uygun olacadi belirtilmig-

tirl45'161.

Streptomisin c¢dzeltileri, ?H 3=-7 araliginda oda

sicakliginda ve yliksek yaz sicakliklarinda belirgin bir ak-

tivite kaybi olmaksizin uzun siire dayanikla bﬁlunmusturl42’

162. Deneysel kanitlar, 7 ve hatta biraz fizerindeki pH'larda

148,16l

daha dayanikli oldufunu gbstermistir . bH'51 6-8 ara-

sina ayarlanan g¢tzeltilerinde oda sicaklidinda bir ay boyun-—
145

ca hig aktivite kayba gbzlenmemigtir . rH 6.6'da ve 500c‘-

de ise antibakteriyel aktivitesinin yaklagaik 1/3'iinll iki

haftada kaybedebilecedi gasterilmistirléﬁ. S

Kuvvetli asidler ve alkaliler tarafindan ¢ok hizli

bir sekilde dekompoze edilirler™®.

¢ozeltilerinin formaldehid, klorkrezol, fenol ve

fenilmerkiiri nitrat ile gecimli oldudu bildirilmigtir o,

1.2.4, Farmakolojik Ozellikleri

Streptomisin, hernekadar staphylococcus, aercbic
streptococcus ve ﬁneumococcus gibi gram—bozitif mikroorga-—
nizmalara karsi etkili ise dé Snemli bir karakteristidi,
birgok gram-negatif bakferiye ve &zellikle Mycobacteria
grubuna kargi aktif olma31dlrl4, Streétomisin, titberkiiloz
mikroorganizmalarina karsgi antitiliberkiiloz etkiye sahiﬁ ilk

161

ilagtir . Bu ama¢la diJer gesitli antibiyotikler ve

kemoterapttik maddeler kullanilmasina ragmen streﬁtomisin
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uzun yillardan beri bu enfeksiyon tiirline karsi tercih edilen

bir ilagtlrlS.

) * ' 3 ) L] L] L] . L
Streptomisinin, protein sentezini inhibe ederek ve
hilcre zarinin gegirgenligini bozarak etki sini g8sterdigi

bildirilmigtirlor16% /164

Streptomisin, dligiik konsantrasyonlarda bakteriostatik
yiiksek konsantrasyénlarda ise bakterisid etki géstermektedir165.
Antibakteriyel aktivitesi, hafif alkali (pH 7.8) ortamda en
yiiksek, pH's1 6.0 veya daha diigiik olan ortamda ise Onemli
derecede dﬁsﬁktﬁrls. Nitekim, streptomisin sﬁlfagan pH 7.1'de
pneumococei'nin bir sugunu 20 #g/ml ile inhibe ettifi halde,

pH 6.8' de ayni inhibisyonu 50 tg/ml ile saflayabildidi

bildirilmistirl4.

Streptomisin sﬁlfét ile sistemik tedavi genellikle
i.m. yoldan yapilmakta fakat bu s;tada enjeksiyvon yerinde baz
maddeve oranla az—da olsa adri ve irritasyon olugmakta adiri-
v1 gidermek ig¢in birlikte prokain verilmektedirl66 . Barsak
kanalindan hi¢ absorbe olmayan streptomisin slilfat glinliik-
0,5-1.0 g. baz streptomisine ekivalan dozda 1l.m. yvolla veri-
167 13

lir . Minimum etkin konsantrasyonu yaklagik 7 pg/ml'dir™,

Pivasada tek bagina veya kombine halde flakonlara mevcuttur.

Streptomisiﬁin viicuttaki dagilimi daha ¢ok ekstra-

selliilerdir, Bu madde serebrospinal sivaiya ﬁek gecmez ve
15

codu bdbrekle atilir. Glomeriilden slizlillir ve reabsorbe olmaz
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Toksisite ve van etkileri, enjeksiyon yerinde agra

ve irritasyon, sekizinci sinir lizerine etki, sairlik, hiper-

sensitivite ve n®romiiskiiler blokaj seklinde Bzetlenebilirls’

164,167
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IT.2. YONTEMLER ve DENEYLER

Bu bdllimde aragtirmamizda uygalenan ydntemler ve de-
neyler anlatilacaktir. Arastirmamizdaki deneyler, kimyasal
ve fizikokimyasal incelemeler, mikrokﬁrelerin hazairlanmasi
ve Bzelliklerinin tayini, etken maddenin mikroklirelerden in .
vitro saliverilmesinin incelenmesi mikrokiirelerin organiz-
maéaki dadirlimlarin in vivo incelenmesi olmak lizere ddrt grup-

ta toplanmaktadir:

II.2.1. Kimyasal ve Fizikokimyasal Incelemeler

Bu kisimda, kullanilan maddelerin bilinen 8zellikle-

ri kontrol edilecek, bilinmeyenler ise aragtlrllacaktlr.“
IT1.2.2. Mikrokiirelerin Hazirlanmasi ve Ozelliklerinin Tayini

Matriks maddesi olarak insan serum albumini ve jela-
tin kullanarak emiilsiyon polimerizasyorua . ydntemi ille strep-
tomisin siilfat mikrokiireleri hazairlanacak ve dzellikleri a-

rastirilacaktzir.

II.2.3. Etken Maddenin Mikrokiirelerden In Vitro Saliverilme-

" sinin Incelenmesi

Albumin ve Jelatin mikrokiirelerinden streptomisin

\
stilfatin saliverilmesi incelenecektir.

IT.2.4. Mikrokiirelerin Organizmadaki Dagilimlarinin In Vivo

tncelenmesi

" Bu bdlimde ,radyoaktif olarak isaretlenen albumin ve
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jelatin mikrokiirelerinin deney hayvani olarak kullanilan

farelerin organlarindaki dagilimlari izlenecektir.

IT.2.1. Kimyasal ve FizikoKimyasal Incelemeler
ITI.2.1.1. Streptomisin Siilfatin Standardizasyonu
I1.2.1.1.1. U.V. Spektrumu

Streptomisin siilfatin 0.2 N H,S0, deki $1%/h gzelti-

sinin U.V. spektrumu 350-200 nm aralidinda gekilmigtir.
IT.2.1.1.2. I.R. Spektrumu

Streptomisin sfilfatin I.R. gpektrum 4000-250 Cm*l’aga-

lidinda ve potasyum bromiir diskler arasinda gekilmigtir.
IT.2.1.1.3. Erime Noktasi Tayini

Kilcal bir tip igine yerlegtirilmig olan bir miktar
streptomisin siilfatin erime ncktasi, erime derecesi tavin ay-

gitinda saptanmigtir.
IT.2.1.1.4. Partikiil Biiylikligliniin Saptanmasi

\ R s ss 7 snmon -
Streptomisin slilfatin partikiil bliyikligli dagdilimi e-
lek analizi yOntemi ile tayin edilmistir. 50 g ~streptomisin

slilfat kullanilarak ortalama partikiil biiylikligii saptanmistar.
IT1.2.1.1.5. Aktivite Tayini

Kullanilan streptomisin siilfatin aktivite tayini Refik

Saydam Merkez Hifzissihha Enstitiisii 1lag Kontrol Subesinde a-

gar diflizyon y&ntemine g&re saptanmigtir 163;
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I1.2.1.1.6. Streptomisin Siilfatin Ince Tabaka,Kﬁmauxﬁaﬁsi

ile Taninmasai

Streptomisin siilfatin ince tabaka kromatografisi ile
taninmasinda iki farkl: ¢égziicii sistemi kullanilmigtir. Strep-
tomisin stilfatin sudaki vepd 7.4 izotonik fosfat tamponunda-
ki 280.1 a/h ¢bzeltileri, 0.25mm kalinli¥inda Silica gel G kap-
lanmig plaklara 10pl olarak uygulanmistir. Plaklar kurutul-
duktan sonra Kloroform -Metanol-%25 Amonyak (50:25:25)'169
¢Szlicli sisteminde llem siliriiklendikten sonra kurutulmugtur.
Tkinci ¢&zlicli sistemi olan Metanol =225 Amonyak (1.5:100"3'143
karigiminda 11.cm - stirtiklendikten  sonra kurutul-
mugtur. Plaklara belirteg¢ olarak 1'¢ potasyum permanganatin’
suda ¢dzlilerek 100 ml ye temamlanmasiyla hazirlanan potasyum

143

permanganat ¢dzeltisi- pliskirtilerek lekeler incelenmig-

tir. Deneyler oda sicaklifinda yapilmistir.

IT1.2.1.2. Streptomisin S{ilfatin Stabilitesi

Streptomisin siilfat mikrokiirelerinin hazirlanmasi ve
in vitro saliverilme deneyleri sirasinda stabilitesini koruyup
korunmadifinin anlagilmasi igin asagadaki deneyler yapilmig-

tir.

Ir.-221.2.1. Pargalanma Uriinlerinin Kagit KromatogfafiSi' ile

Ayrilmasa

Streptomisin stilfatin pargalanma lrinlerini ayairabil-
mek amaciyla kagdit kromatografisi uygulanmlgtlr.(l70) Strep-
tomisin siilfatin ve pargalanma lrlinlerinin Rf deferlerinin

saptanmasi i¢in yapilan galigmada, 0,2 g Streptomisin siilfat;

0,1 ml H,S0, ve 2 ml metil alkol karisiminda 2 dakika kaynar su
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banyosunda 1sitilarak streptidin ve stroptobiozamine parga-
lanmasl sadlanmigtair. 14l Bu ¢bzeltiden 5 & 5(Nr.2040ax2074)
kromatografi kagdidina 10yl uygulanmigtir. Ayrica olugacak
lekelerin pargalanma firlinlerine ait olup olmadigini anlayabil-
mek igin streptomisih sﬁlfat&n sudaki % 0.la /h ¢dzeltisi ile

0 1 ml H.SO, ve 2ml metanol karisimindan 10l uygulanmigtir.

2774

Kagit kurutulduktan sonra n-butanol-piridin-su (16:32:12) ¢O-

ziicll sistemi iginde 11 cm siliriiklenmis ve kurutulmustur. Belir-
te¢ olarak kullanilan alkali giimig nitrat cbzeltisi 171 aga-—

Fidaki sekilde hazirlanip, uygulanmigtairs;

Cozelti I : 1 ml doymusg giimiis nitrat sulu g¢dzeltisi
aseton ile 200 ml ye tamamlanmig ve olu=
san ¢dzeltiyi ¢bzmek igin 5-10 ml su ila-

lave edilmigtir.

¢dzelti II: Sulu metancldeki 0.5 N sodyum hidroksid
¢dzeltisi hazirlanmigtair. Bunun i¢in 20g
sodyum hidroksid az miktar suda ¢dzllmisg

ve metanol ile 1000 ml ye tamamlanmigtir.

Hazairlanan bu iki gbzeltinin pegpese plisklirtiildigi
kagit 100°C lik etiivde 1-2 dakika tutulduktan sonra lekeler
incelenmigtir. Lekeler ayni zamanaa U.V. lamba51 altinda 366nm
de de kontrol edilmisgtir. Deneyler oda- s1cakilglnda yapil-

mrgtir.

11.2.1.2.2. In Vitro saliverilmesi Sirasinda Stabilitesinin

incelenmesi
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Saliverilme ortami olan 25ml PH 7.4 izotonik fosfat
tamponuna 100 mg, mikrckire ilave edilmisg ve 50 cpm hizla yatay
olarak g¢alkalanarak 37°C de 3 saat tutulmustur. Bu islem
streptomisin slilfat igeren ve igermeyen mikrokiirelere ayni
anda uygulanmigtir. Bu siire sonunda ¢bzeltiler slizgeg ka§ai-
dindan silizlilerek BOliim IT.2.1.2.1.'de anlatildigd:r big¢gimde
kagida uygulanmistir. Bu sirada streptomisin stilfatin pd 7.4
izotonik fosfat tamponunda yeni hazirlanmig, oda sicakligin-
da igziktan korﬁnarak 1l ay bekletilmig ve 370C de 3 saat tu-
tulmug % 0.2 z/h ¢Ozeltilerinden de uygulanmigtir. Alkali
glimlisg nitrat belirtéci pliskiirtiildlikten sonra lekeler incelen-

migtir. Denevleroda sicaklifinda yapilmigtair.
IT.2.1.3. Streptomisin Stilfatin Miktar Tayini

59
Wahbi ve ark 1 '‘nin streptomisin siilfat i¢in verdi-
gi spektrofotometrik miktar tayini y&ntemi sulu ortam yerine
PpH 7.4 izotonik fosfat tamponu kullanilarak modifiye edilmig-

tir.

3 mg streptomisin siilfat 25 ml lik balon jojeye . konul-
mug lizerine 5 ml pH 7.4 izotonik fosfat tamponu ve 5 mi 0.5 N
H2804 ilave edilmigtir. Balon jojeye, aluminyum folia ile kap-
lanmig kauguk bir tipa yardimiyla, buharin yodunlagmasini sag-
lamak i¢in 30 cm uzunlugunda, i¢ gapi 0.4, dis capi 0.6 cm olan
cam bir boru yerlestirilerek kaynar su banyosunda 2 saat silirey-
le 1sitilmigtair. Daha sonra ¢dzeltl soJutularak py 7.4 izoto-
nik fosfat tamponu ile 25 ml ye tamamlanmlstlr; Konsantrasyonu

tl.llxl()_5 M olan bu ¢dzelti U.V. spektrofotometresinde taran-

mistair,
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Mikrokiirelerdeki streptomisin siilfatin miktar tayini
calismalarinin yvapilacagi dalga boyunun saptanmasi amaciyla
streptomisin siilfat igeren mikrokiirelerin 10 mg'ina ayni

iglemler uygulandiktan sonra U.V. spektrumlari alinmigtair.

Matriks maddelerinin galagilacak olan dalga boyunda
streptomisin giilfatin maksimum asorpsiyonunu etkileyip, et-
kilemedidini saptamak amaciyla streptomisin siilfat igermeyen
bos mikrokiirelerin 10 mg'ina streptomisin sfilfat miktar tayi-

ninde anlatilan islemler uygulanmlstlr.

17.2.1.3.1. Standart EJri

Streptomisin siilfatin pH 7.4 izotonik fosfat tamponu

i¢inde 25:&10—5 M konsantrasyondaki stok ¢®zeltisinden, lxlO_5

> > 5 5 > 5, 8x10_5 M kon-

9x107°, 3x10°°, 4x10 °, 5x10°°, 6x10 ~, 7x10°
santrasyonlarda ¢dzelti hazirlamak igin gerekli miktarlar c¢e-
kilip, lizerlerine 5 ml 0.5 N sto4 ilave edilmig, kaynar su
banyosunda 2 saat isitildiktan sonra soutulmug ve pH 7.4
izotonik fosfat tamponu ile 25 ml'ye tamamlanmigtir. 320 nm
de kdre karsi absorbanlar okunarak, ortalama absorptivite (a)
degeri 11145 bulunmugtur. Bulunan dederlerin Lambert-Beer ka-
nununa uygunludu gdsterilmigtir. Dogrunun denklemi bulunmug,
dogrusalliktan ayriligin ve korelasyon katsayisinin Onem

172
kontrolil testleri yvapailmigtir.

II.2.1.4. Matriks Maddelerinin Standardizasyonu

Matriks maddesi olarak kullanilan jelatin ve insan se-

rum albumininin izoelektrik noktalara tayin edilmigtir.
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IT.2.1.4.1, Jelatinin Izoelektrik Noktasinin Tayini

Kullanilan jelatinin izoelektrik noktasini tayin etmek
igin Izgi ve Doéana§l73'1n kullandiklari vOntem uygulanmigtir.500ml 0.5
a/h jelatiﬁ ¢6zeltisi hazirlanip, PH'sinin 5.8 oldudu saptan-
mistir. Jelatin ¢&zeltisinin pH s1 1 Nve 0,1 N HC1l ile 5.4'e
ayarlanip, 10 ml gekilerek bir deney tiiptine alinmig; kalan
¢Szeltinin pH s1 5.3 e ayarlanip, tekrar 10 ml g¢ekilerek bir
bagka tlipe alinmigtir. Bu gekilde 0.1 PH aralaiklaria 5.4 ile
4.7 arasindaki $H larda bir seri Jjelatin ¢bzeltisi hazairlan-
migtir. Her tlipe 1 ml isopropanol ilave edilip, tlplerin a-
izlari kapatilarak buzdolabinda —ZOG de 12 saat bekletilmig-
tir. Daha sonra tiipler digsari alinarak bulaniklik derecesi —
incelenerek kullanilan jelatinin izoelektrik noktasi ve tipi

saptanmistir,
I1.2.1.4.2. Albuminin Izoelektrik Noktasinin Tayini

Kullanilan albuminin izoelektrik noktasi, jelatin ig¢in
kullanilan ydntemle saptanmigtir 173;. Bunun ig¢in 250ml %0.1
a/h albumin ¢8zeltisi hazirlanip, ﬁH ginin 7.2 oldugu saptan-
migtir. Albumin gézeltisinin;ﬁi s11 N ve 0.1 N HCLl kullani-
larak 5.4'e ayarlanip, 10 ml ¢gekilerek bir deney tlipline alin-
migtir. Kalan ¢dzeltininpi s1 5.3'e ayarlanip, tekrar 10 ml
cekilerek bir bagka tiipe alinmigtir. Bu gekilde 0,1 pH aralik-
larla 5.4 ile 4.7 arasindaki ;ﬁilarda bir seri albumin ¢bzel-
tisi hazirlanmistir. Her tiipe 5 ml isopropancl ilave edilip,
tiiplerin agizlari kapatilarak buzdolabinda -2 °c de 12 saat bek-

letilmigtir. Daha scnra tiipler digari alinarak bulaniklik de-

receleri incelenerek kullanilan albuminin izoelektrik noktasi
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saptanmigtair.
IT.2.1.5. Kullanilan Bitkisel Yaglarin Standardizasyonu

Mikroklirelerin hazirlanmalari sirasinda kullanilan pa-

muk ve misir yaginin viskoziteleri tayin edilmigtir.
IT.2.1.5.1. Pamuk ve Misir Yaginin Viskozitesinin Tayini

Bu amac¢la heriki vyaddan da 250 ml alinip, Brookfield
dijital viskometre (Model LVTD) de 25 ve 40°C de Slglim yapil-
mistir. Glglimler, 2 nolu spindle kullanilarak 30 r.p.m. hizda
yvapilmagtir. Viskometrede okunap dederler faktdr ile carpila-

rak sonuglar mPa.s olarak bulunmugtur.
IT.2.2. Mikrokiirelerin Hazirlanmasi ve Hzelliklerinin Tayini
IT.2.2.1. Mikrokiirelerin Hazirlanmas:

Streptomisin sﬁlfagln mikrokiireleri, matriks maddesi
olarak insan serum albumini ve jelatin (B tipi) kullanilarak
emiilsiyon polimerizasyonu ydntemine gbre hazirlanmistir. Su-
da ¢dziinen etken maddelere uygulanan bu yontemde, streptomisin
slilfat ve matriks maddesinin (albumin veya jelatin) sudaki co-
zeltisi bitkisel yag ile karsilastirilarak su/yad emilsiyonu olug-
turulmug daha sonra organik ¢Szici ilavesiyle matriks polime-

rize edilmigtir.

Literatlirde mikrokiir elerin etken madde igerikleri genel=-
likle %30 olarak belirtildiginden calismamizda herhangi bir
doz dislinlilmeksizin bu oran gdzdniine alinarak hazirlama sira-
sinda matriks g¢bzeltisine gerekli miktarda streptomisin sﬁ;fat

ilave edilmistir.
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I7.2.2.1.1. 2lbumin mikrokiirelerinin Hazirlanmasi

17

Scheffel ve ark tarafindan geligtirilen ve Widder ve

23

ark tarafindan modifive edilen emiilsiyon Polimerizasyonu

yOntemi uygulanarak albumin mikroklireleri hazirlanmigtair.

125 mg albumin ve 150 mg streptomisin siilfat iizerine
0.5 ml su ilave edilerek hazirlanan ¢dzelti (in vivo deneyler-

de kullanilan mikrokiirelere bu agamada, 99m

Tc ile igaretleme-
nin yeterli ve kolay vapilabilmesi amacaiyla %10 Fe(OH)3 ek-
lenmigtir) 30 ml pamuk yagyr ile karigtirildiktan sonra el

homojenizatérﬁnden(x) bir kez gegifilmistir.

. Hazirlanan bu su/yag§ emiilsiyonu, igine cam karigtirici
yerlegtirilmis {ig¢ boyunlu balon iginde 1000 rpm ve 25°%C de ka-
rigtirilmakta olan 100 ml pamuk yvagina 10 ml/dak hizla ilave e-
dilmigtir (Sekil 6). 5 dakika karigtirildiktan sonra 100 ml e-
ter ilave edilip, 2000xy de 10 dakika santrifiij edilmigtir,
COken mikrokiireler 0,2 M 2,3- butandion igceren 100 ml eterde
sligpande edilmig ve gapraz bad olugturarak mikrokiireleri
stabilize etmek amaciyla 1000 rpm de ve 25°C de 15 dakika
karagtirilmigtir. Mikrokiire sﬁspansiyonu, 2,3~ butandiomn
asirisini ortamdan uzaklastirmak igin 2000xy de 10 dakika
santrifil] edilmigtir. Mikrokilireler100 ml eter ile ayni gse-
kilde ardarda 4 kez santrifiij edilmig, eterle siiz ilerek top~
lapmig ve oda sicakliginda kurutulmugtdri Bu gekilde 8 éeri
albumin mikrokiiresi hazirlanip, birlegtirilerek deneylerde
kullanmak lizere desikatérde adsorban ilizerinde karanlikta ve

4°C'de nemden korunarak saklanmigtair.

Ex) Uygun blylikliikte mikrokilire elde edilmesi amaciyla yapilan
&n @enemelerde homojenizatdrlin en uygun olarak tesbit edilen
delik genigligi biitlin hazirlama islemlerinde sabit tutulmustur.
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Sekil 6 : Mikrokiirelerin Hazirlanmasinda ¥Kullanilan Sistem
1) Mekanik karistiricl
2) Cam karigtirici
3) t¢ boyunlu balcn
43 Termostatli 1siticl
5) Su banyosu
6) Mikrokiirelerin olusturuldugu ortam
7) Balonun dip kismai ile karigtiricl arasindaki uzaklik

(lcm).
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IT.2.2.1.2. Jelatin Mikrokiirelerinin Hazirlanmasi

A
Tanaka ve arkl7"taraf1ndan geligtirilen ve Yoshioka
ve ark>? tarafindan modifiye edilen emiilsiyvon polimerizasyonu

yontemi esas alinarak jelatin mikroklireleri hazirlanmigtair.

230 a/h streptomisin siilfat iceren 10 ml % 20 a/h Je-
latin ¢&zeltisi (in vivo deneylerde kullanilan mikrokiirelere

9'ngc ile igaretlenmig 1 ml

bu agamada, igaretleme am301yld
albumin ¢tzeltisi eklenmigtir) cam karigtairicili {ig boyunlu
balon icinde 1000 rpm hizla 40°C de karigtirilmakta olan ve
$0,1 h/h Tween-80 igeren 100 ml misir yagina 5ml/dak hizla
ilave edilmigtir (Sekil 6 ). Bu gekilde 10 dakika karagtaril-
diktan sonra elde edilen su/yad emlilsiyonu, kiirelerin jelas-
yonunu sadlamak icin buz banyosunda 10 dakika sodutulmus ve
100 ml soJuk aseton jlave edilerek 2000x9 de 10 dakika santri-
fiij edilmigtir. Cdken mikrokiireler %10h/h formaldehid igeren
100 ml aseton da siispande edilmig ve g¢apraz bad olugturarak
mikrokiireleri stabilize etmek igin 1000 rpm de ve 25°C de 10
dakika karastirailmigtir. Mikrokiire siispansiyonu, formaldehi-
din agirisini ortamdan uzaklastirmak icin 2000xy de 10 daki-
ka santrifiij edilmigtir. Mikrokiireler 100 ml aseton ile ayna
gekilde ardarda 4 kez santrifiij edilmig, asetonla sliziilerek,
toplanmig ve oda sicakliginda kurutulmugtur. Bu gekilde 4
se#i jelatin mikrokliresi hazirlanip, elenmig ve 45uim 1lik e-
lekten gecgenler birlegtirilerek deneylerde kullanmak lizere
desikattrde adsorban tizerinde karanlikta ve 4°c 'de nemden

korunarak saklanmigtir.
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II.2.2,.2. Mikrokirelerin Uzelliklerinin Tayini

Bu bdliimde, mikrokiirelerin gekilleri, partikil biylik-
1iigt dagilimi, mikrokiirelerdeki etken madde miktari ve mikro-

kiirelerin verimi incelenecektir.
I1.2.2.2.1, Sekil ve Bﬁyﬁklﬁkleﬁi

Bu amag¢gla, albumin ve jelatin mikroklreleri altinla
tozlanip, iki tarafi yapigkan bir band lizerine sliriildikten
sonra taramali elektron mikroskobu ile fotodraflari g¢ekil-

(x) .

migtir
I1.2.2.2.2. Partik{il Biyitkligi Dagilimlari

Mikrokiirelerin partikiil blyiikligli dagzlimini sapta-
mak amacaiyla optik mikroskop yOntemi kullanllmlstlrl75. Mikro- -
kilreler Tween-80 ig¢inde ultrasonik banyoda tutularak
tekdiize dagitilmistir. 1000 partikiil sayilmig, kiimilatif agirlak
yiizdeleri olasilik, partikiil biiylikllkleri de logaritmik eksene

cizilerek ortalama partikiil biiylikliikleri saptanmigtar.

IT.2.2.2.3. Mikrokiirelerdeki Streptomisin Siilfat Miktari ve

Mikrokiire Hazirlama Verimi

Mikrokiirelerin etken madde igeriéinin saptanma51 igin

etken maddenin matrlks maddesinden tamamen kurtarllma51 gerek-
. 159

tiginden, miktar tayini yotntemi olarak Wahbl ve ark. tara-

findan geligtirilen spektrofotometrik tayin yOntemi kullanil-

(x) Fotograflar, Mr. P.Wagli (Institut fir FestkOrperphysik,
Swiss Federal Institute of Technology Ziirich, Switzerland)
tarafindan gekilmigtir.



57

mistir. Bu ydntemde streﬁtomisin siilfatin tayin edilebilmesi
igin 0.5 N sto4 ilave edilip 2 saat gibi uzun bir siire kay-
nar su: banyosunda tutularak parcgalanmasi gerekmektedirt Bu asid
hidroliz sirasinda matriks maddelerininde eriyebe@il73 ve
etken maddenin tiimiinin serbes£ hale getirilebilece@i varsayil-
mig ve &n denemelerle bu kanitlanmigtir. Segilen bu yOnteme g&-

re 4 mg mikrokiiredekil streptomisin silfat miktari BSliim II.2.

1.3 deki sekilde tayin edilmigtir.

Hazirlandiktan sonra kurutulan mikrokﬁfeler tartilip,
gram olarak agirliklara saptanmigtir. Mikrokiirelerin hazirlani-
g1 sirasinda ilave edilen maddelerin gram olarak adirliklara
pilindiginden albumin ve jelatin mikrokiirelerinin verimi he—
saplanmigtir. Bulunan degerler, hazirlanan 8 seri albumin ve

4 seri jelatin mikrokiirelerinin ortalamasidir.

IT.2.3. Streptomisin siilfat’in Mikrokiirelerden in Vitro Sala-

verilmesinin tncelenmesi
IT.2.3.1. Saliverilme Ortami

Saliverilme ortami olarak streptomisin siilfat'ain sta-
pilitesil agisindan da uygun olan pH 7.4 izotonik fosfat tampo-

nu kullanilmigtir 14;.

galiverilme ortami olarak pH 7.4 izotonik fosfat tam-
ponu kullanildigindan, tampon hazirlanmirken sodyum kloriir ile

izotonik yapilmigtir.
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T1.2.3.2. Saliverilme Hiicresi

Bu arastirmada B?OC de hafif galkalama ile inkibasyon

23,30, 36,77 uygun olarak saliverilmenin incelenme-

yOntemine
si ig¢in $ekil 7'de g8riilen sistem geligtirilmigtir. Iginde 2.5
mlpH 7.4 izotonik fosfat tamponu bulunan 50 ml lik balon joje
saliverilme hiicresi olarak kullanilmistir. Balon joje yatay
calkalayiciya yerlegtirildikten sonra pPH 7.4 izotonik fosfat
tamponu termostatli su banyosu yardimiyla 37t:0.loc’ye ayar-
lanmig ve 50 c.p.m. hizla ¢alkalanmigtir. Saliverilme hizi
incelenecek clan isaretlenmemig 100 mg mikrokiire ilave edildik=
ten hemen sonra, her seferinde ayni diizeyden &rnek alinabilme-
sini sa§lamak i¢in dipten yiiksekli§i 1 cm olacak sekilde a-~
yarlanmig, dis capr 0.4, i¢ gapi 0.2 cm olan cam bir boru,
kauguk tipa yardimiyla balon jojeninﬁgiﬂe daldairilarak tesbit
edilmistir. Bu cam boruya igindeihatman. 41 siizgeg¢ kadidi bulu-
nan slizge¢ tutucusu ile 2.5 ml lik enjektdr takilarak, alinan

1 ml Brnedin silizlilmesi saglanmigtir. Ayni sartlara ve dzellik-

lere sahip bir bagka balon jojeye ise, &lglimlerde kdr olarak kul-

lanmak fizere etken madde ig¢ermeyen 100 mg mikrokilire konmugtur.

IT.2.3.3. Deney Yapilisa

Etken madde igeren ve igermeyen mikrokiirelerin bulun-
dudu heriki saliverilme ortamindan belirli zaman araliklarinda
Whatman 41 siizge¢ kadidaindan siiziilerek l'er ml &rnek alinmig-
tir. Ayni diizeyden alinan her 1 ml &rnek yerine yine ayni yol-
la 37+0.1°C'de 1 ml pH 7.4 izotonik fosfat tamponu ilave edil-

mistir. Belirli zaman araliklarda alinan Srnekler 25 ml lik
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Sekil 7 : Saliverilmenin tncelenmesi Amaciyla Kullanilan Sistem

1) Yatay cgalkalayica
2} Filtre

3) Enjektdr

4) saliverilme ortami

5) Su banyosu



60 -

balon jojelere aktarilmig ve sonuncudrnekide alindiktan son-
ra herbirine BOliim IX2.1.3.'deki iglemler uygulanmig ve mik-
rokiirelerden salaiverilen streptomisin slilfat miktari hesaplan-

migtir.
I7.2.3.4. Verilerin Gosterilisgi

Belirli zaman araliklarinda saliverilme ortamindan
alinan orneklerin spektrofotometrede 320 nm'de okunan absor-
banslarindan standart edri yardimiyla streptomisin slilfat
miktarlar: hesaplanmigtir. Bulunan bu deJerlerin ortalamalari a-
lindiktan sonra zamana karsi, yiizde (%) saliverilen strepto-

misin sililfat miktarlari grafife geg¢irilmisgtir.

IT.2.4. Mikrokiirelerin Organizmadaki Dagilimlarinin In Vivo

Incelenmesi

II.2.4.1. Deneyde RKullanilan Streptomisin Siilfat'in ve

Mikrokiirelerin Isaretlenmesi

99

IT.2.4.1.1. Serbest Streptomisin Siilfat'ain Mpc ile Igsaret-

lenmesi

Serbest streptomisin stilfath igaretlemek igin aga-

gidaki iglem uygulanmlstlrloi

50 mg streptomisin stilfat, 2 ml su iginde gézﬁldﬁk;

ten sonra 0.1 ml (10 mg/10 ml su)} SnCl 2 H,O ilave edilerek

2’ 2
5 dakika karigtirilmis ve PH 7'ye ayarlanmagtir. Cozelti 0.22 um

99m

1ik millipore filtreden siizlilerek ig¢inde Tc O4 igeren 1-2

ml serum fizyolojik bulunan bir flakona aktarilmigtair.
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9%m. .
IX.2.4.1.2. Albumin Mikrokiirelerinin Tc ile tsaretlenmesi

Albumin mikrokiirelerini isaretlemek igin Rhodes ve
ark19 tarafindan kullanilan y8ntem uygulanmigtir. Igaretleme-
nin yeterli ve kolay yapilabilmesi amaciyla baglangi¢ ¢bzelti-

sinin %10 a/h'u kadar Fe(OH)3 igeren albumin mikrckiireleri ha-

zirlanmig ve asadidaki ydnteme gbre isaretlenmistir%9

fcinde 10 mg albumin mikrokiireleri ve teflon kaplanmig
bir magnetik karigtirici bulunan flakona Q.1 ml %5 h/h Tween-80
gbzeltisi ile 5-10 mCi Tcoz igeren 5-7.5 ml serum fizyolojik
ilave edildikten sonra mikrokiireler slispande edilmisgtir. Bu
siispansiyon lizerine 0.35 ml sodyum tiyosiilfat ¢bzeltisi (8mg/ml)
ve 0.4 ml 1 N HCl ilave edilmig, kaynar su banyosunda magnetik
karistirici kullanilarak 10 dakika karigtirilmistir. Mikrokii-
reler sodutulup, ¢dktliriildikten sonra sivi kisim uzaklagtairil-
migstir. 7 ml serum fizyolojik ilave edilip, g¢alkalandiktan son-
ra mikrokiirelerin ¢Okmesi sadlanmig ve sivi kisim uzaklagti-
rilmistir. Daha sonra % 0.1 h/h Tween-80 igeren 5 ml serum fiz-

yolojik ilave edilerek enjeksiyona hazair hale getirilmigtir.

SOm

I1.2.4.1.3. Jelatin Mikrokiirelerinin Tc ile Isaretlenmesi

Albumin mikrokiirelerine uygulanan ydntemle sonu¢ alinama-

dijindan, jelatin mikrokiireleri hazirlanirken matriks ¢co-

%9 30

zeltisine Tre ile isaretlenmis].nﬂ_albﬁmin ¢Ozeltisi ila-

ve edilerek mikrokiirelerin igaretlenmegl saflanmigtir. Albu~

mini isaretlemek ig¢gin asagidaki yOntem uygulanm15t1r.103'rﬁy
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20 mg askorbik asid; 2 ml TcO, ve 0.1 ml FeCl,. 6H,0
(50 mg/ml 1 M HCLl) karigiminda ¢oziilmligtiir. ¢Bzeltinin pR s1
0.5 M NaOH ile 8.5-9.5'a ayarlandiktan sonra 50 mg albumin
ilave edilerek c¢dziilmesi sadlanmig ve 1 M HCl yardimiylap H
1.0-2.0'"ye diiglirdlmiigtir. Oda sicakliginda 10 dakika Eekle—
tildikten sonra 0.5 M NaOH kullanilarak pH 6.0'ya ayarlanmig-

tair.
IT.2.4.1.4, Isaretleme Kalite Kontrold

isaretleme kalite kontrolili, silica gel ile empregne
edilmis Ozel plaklarin (Gelman ITLC-SG) kullanildigi ince taba-

ka kromatografisi ydntemi ile incelenmistir.103.

5upl 6rnek ufgulananplak, iginde aseton bulunan kroma-
tagrafi tankina yerlegtirildikten sonra ¢tziiclinlin siriiklenme-
si ig¢in 10 dakika beklenmig ve ¢ikartilarak kurutulmugtur.
Kuruyan plak l'er cm araliklarla kesil erek gama sayicida say11¥
99 99m

migtir. Buradan albumine bagl:i Mre ile serbest Te in RE de-

gerleri ve radyocaktivite yiizdeleri hesaplanmigtair.
TI.2.4.2. Partikiil Biiyiikliigii Dagalimlara

tn vivo deneyde kullanilmak lizere hazirlanan mikmw kii-
relerin partikiil bilyiikligl da§111m1n1 saptamak amaciyla optik

175

mikroskop ydntemi kullanilmigtir Mikrokiireler, Tween-—80

icinde ultrasonik banyoda tutularak tekdiize daditilmis ve 1000

partikiil sayilarak ortalama partikiil blyliklii§li saptanmigtar.
TT.2.4.3. Deneyde Kullanilan Hayvanlar

Mikrokiirelerin i.v.enjeksiyondan sonra organizmadaki
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dajilimlarinin in vivo olarak incelenmesi amaciyla her zaman
araligfi igin yaklasik 30-35 g aqlrllqlndaki gwiss Albino cinsi

fareler kullanilmigtir.
If.2.4.4. Deneyin Yapilisi

Enjek siyondan hemen &nce néltm IT.2.4.1.2. ve II.2.4.1.
37deki ySntemlerle 99Mp. jie igaretlenmis 10 mg mikrokiire,
s 0.1 h/h Tween-80 igeren 5 ml serum fizyolojik iginde stis-
pande edilmigtir. Hazirlanan bu mikrokiire siispansiyonundan her
fareye kuyruk venasl yoluyla 0.2 ml enjekte edilmig ve 10, 60
dakika ile 4 ve 24 saat sonra poyunlara kirilarak 6hﬁhﬁﬁen
hayvanlarin akcigerleri, karacigeri, dalagi, bdbrekleri ve kal-
bi gikartilarak bekletilmeden ayrl ayril tartilmigtlr (sekiITS);
Tartilan organlar rédyoaktivite sayimi yapilana kadar buzdola-
binda dondurularak saklanmigtir. 24. saatte son hayvan grubu-
nun da organlari gikarilip tartildiktan sonra daha dnceki or-
ganlarla birlikte ayri ayri tiiplere konulmug ve sayim yapil-—
mak ilizere gama sayiciya yerlestirilmistir. cama sayicida dlgum
yapilirken 9ngc'un gama enerjisine gdre baseline 90 keV, pen-
cere genigligi 100 keV olarak ayarlanmig bbylece sagllmalarln
ve background'un biyik bir kisminin sayilmasi dnlenmigtir. Fa-—
relere enjekte edilen dozdaki mikrokire sﬁspansiyonuﬁun total
radyoaktivitesini séptayabilmek igin bu siispansiyonun bilinen
bit miktari tilipe konarak organlarla pirlikte sayilmaigtir. Bu .~
sekilde 5 tane standart sayim yapilmrgtir. 1.v. olarak veri-

1]
n 99mTc jle isaretlenmis serbest streptomisin siilfatin orga-

le
nizmadaki dagiliminin da mikrokiirelerle karsilagtirilmasi amag=
landigindan 2.5 ml %2 a/h streptomisin  siilfat gdzeltisinden

0.2 ml, farelere kuyruk venasindan enjekte edilmis ve 15 daki-



Sekil 8

(3

. in Vivo Deneylerde Farelere Uygulanan Islemler

-

a) Kuyruk venasina enjeksiyon

b) Fareler dldiiriildiikten sonra organlarinin gikarilmasi
c) Radyoaktivite sayimi vapmak lzere organlarlh-ha21r

hale getirilmesi
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ka sonra boyunlara kirilarak 8ldiirlilen hayvanlarin organlari

cikartilmis ve gama sayicida radyoaktivite saptanmigtir.
II.2.4.5. Verilerin GUsterilisgi

Yapilan standart sayimlarin ortalamasi alinarak hay-
vanlara verilen total radyoaktivite saptanmistlr. Buna g0bre
organlardaki radyoaktivite ylizdeleri ile gram doku basina rad-
yoaktivite yilizdeleri hesaplanip, ortalamalari alindiktan gop-

172
ra standart hatalariyla birlikte gOsterilmigtir.



ITTI. BULGULAR

Bu bdliimde, kimyasal ve fizikokimyasal deneylerin bul-
gulari, mikrokiirelerin dzellikleri ve invitro saliverilmeye
iligkin bulgular ile mikrokiirelerin organizmadaki dagdilimina

iliskin invivo bulgular verilmigtir.

TII.1l. Kimyasal ve Fizikokimyasal incelemelere Ait Bulgular
ITI.1.1. Streptomisin Sﬁlfa£1n Standardizasyonu

ITT.1.1.1. U.V.Spektrumu

Streptomisin stilfatin U.V. spektrumu, B&lim II.2.1.1.1.'-
de anlatildig: sekilde 0.2 N H,S0,'de alindiginda Amax=278 nm
bulunmugtur (Sekil 9). Bulunan maksimum dalga boyu literatir-

le uyum g&stermektedir  «
I11.1.1.2. I.R.Spektrumu

L - : ,
Streptomisin slilfatin 4000-250 cm 1 araliginda potas-
yum bromiir diskler arasinda ¢ekilen I.R. spektrumu Sekil 10'da
gbrilmektedir. Maddenin 1670, 1300 1110 cm_l'de saptanan absorp-

siyon bandlarai literatiirle uyum igindedirﬂl7z

IIT.1.1.3. Erime Noktasi Tayini

Literatiirde de belirtildigi gibi st:eptomiéin siilfat’an

erime derecesi kesin olarak Saﬁtanamamlstlr,l44.
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0.4

0.3

ABSORBANS
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0.1

270 310 350
DALGA BOYD ( um )

Sekil 9 : 0.2 N H,80, tcindeki %1 Streptomisin Sidlfat'zan U.V,

Spektrumu
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ITTI. 1.1.4. Partikiil BiUyi{klddi Dagilimi

Elek analizi ydntemi uygulanarak elde edilen partikiil
agirligil, %adgirlak, kimiilatif % adirlik dagilimi Tablo 6'da

gbsterilmigtir.

Tablo 6: Streptomisifn Siilfat'in Elek Analizi ¥Y8ntemi ile Elde

Edilen Partikiil Biyiikliigli Dadilimi Bulgulari

Blyilitk1lik Ortalama

Sinirlara Biyliklik Agirlik(qg) $AG1irlaik Kiimiilatif
{um) ( um) & Agirlik =
0-45 22.5 6.76 13.643 13.643
45-63 54 21.21 42.805 56.448
63-90 76.5 10.72 21.635 78.083
90-125 107.5 6.64 13.401 91.484

125-180 152.5 3.72 7.507 98.991

180-250 215 0.50 1.009 1006.00

Kimilatif % adirlidin olasilik, partikiil biiylklikleri
logaritmik eksene ¢izilmig ve ortalama partikiil bliylikligd 46um
olarak bulunmugtur (Sekil 11),

III.1.1.5. Aktivite tayini

Streptomisin sﬁlfat'in'mikrobiyolojik agar difiizyon

yontemiyle tayini sonucunda aktivitesi 725 1.U/mg bulunmustur.

168
Bu defer literatiirle uyum ig¢indedir .
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II1.1.1.6. Ince Tabaka Kromatografisi ile Taninmasi

Streptomisin siilfat'in farkli iki c8ziicii sistemi kul
lanilarak ince tabaka kromatografisi ile taninmasi amaciyla
BSlim II.2.1.1.6 da anlatildag: sekilde yapilan ¢alismalarda
lekelerin slirliklenmedigi saptanmis, bunun da literatiirle uyum

143,169 , 178
gbsterdigi gbriilmiigtiir. ! T

TIT.1.2. Streptomisin Siilfat'in Stabilite Deneylerinin Bulgu-

larz

IIr.1.2.1. Streptomisin Siilfat'in Pargalanma Urtinlerinin Kadit

Kromatografisi ile Ayrilmasa

Streptomisin siilfat'in pargalanma firtinlerini ayirabil-

< " . 170 .,
mek amaciyla kagit kromatografisi yonteml uygqulanmigtir. BG&-~

liim IT.2.1.2.1'de anlatilan iglemler uygulanarak elde edilen

bulgular kromatogram 1 ve Table 7 de gbsterilmigtir.
S & S Kromatografi Kagida
Adgorban : (Nr.2040ax20741}

C¢Ozlicl Sistemi: n-Butanol: Piridin:Su

(16 : 32 : 12)

Oda sicaklaga: ZOOC
Uygulanan miktar: 10 pl
‘Sliriikkleme mesafesi: 11 cm.

Uvgulanan ¢&zeltiler:

(} (} 1) 0.29g streptomisin siilfat; 0.1 ml
HZSO4 ve 2 ml metanol karisiminda
1 2 3 2 dakika 1sitalarak parcalanmasi

saglanmis ve bu ¢dzeltiden uygulan-

_ migtixr,
KROMATOGRAM 1 : ' )
Streptomisin Stilfat'in Parcalan- .
ma Uriinlerinin Kapit Kromatogra~3) % 0.1 a/h streptomisin siilfatin su-

fisiile Ayrilmasi daki taze hazirlanmis cézeltisi

0.1lml H2804 ve 2ml metancl karisgaimi
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Belirteg: 1) Alkali giimilg nitrat
¢bzeltisi

2) U.V. 366 (l.belirteg

pliskiirtildiikten son-

ra incelenmisgtir.)

Tablo 7 : Streptomigin Siilfat ve Pargalanma Urlinlerine Ilig-

kin Kagait Kromatografisi Bulgulari

Tatbik Edilen COzeltiler

Asid ile Hidrolizlenmis - 1-12504 ve Metanol %Z0.1 a/h Streptomisin
Streptomisin Siilfat Karigimi Siilfat'in Sudaki Cdzeltisi
Czeltisi

Rf Degerleri Leke Rengi Rf Deperleri L.Rengi Rf Degerleri Leke Rengi

1 0.00 sari - - 0.000 sari
2 0.15 beyaz 0.15 beyaz - -
3 0.65 sari - - - -

Zemin : Kahverengi

TII.1.2.2. Streptomisin Stilfat'in In Vitro Saliverilmesi - -

Sirasinda Stabilitesinin tncelenmesi .

Streptomisin sfilfat'in saliverilme ortamindaki stabilitesi
BSlim I1.2.1.2.2 'de anlatildiga sekilde incelenmig, uygulanan

8rneklerin higbirisinin siliriklenmedigi saptanmigtir.
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111.1.3. gtreptomisin giilfat'in Miktar Tayini

gtreptomisin siilfat'a B3lim 17.2.1.3 'de anlatilan &-
sid hidroliz uygulandlktan sonra elde edilen 4.lleO~5M kon-
Sahtransyondaki streptomisin siilfat gézeltisinin U.v. spektru~
nu alindiginda 320 ve ééz nm'de maksimum absorbans saptanmls—

tir (Sekil 12) . Alinan pu spektrum, 1iteratiirle uyum iginde-

dirl.59
0.5F
0.4 T ~
0.3
191
=
P
=
2
(]
971
[2a}
< 0.2
0.1F
[ L ] 1 1 ] 1 1 1

240 280 320 360 400
DALGA BOYU { nm h)
gekil 12 ¢ agid Hidroliz yygulanan streptomisin giilfat'in
4.llx10-5 M Konsantrasyonda pH 7.4 tzotonik FOS~7

fat Tamponud Igindeki U.v. Spektxumi.
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B&1liim II.2.1.3 'de belirtildigi sekilde streptomisin
stilfat igeren mikrokiirelerden hareketle hazirlanan g¢dzeltile-
spektrumlara: alinmis ve 320 nm'de maksimum absorbans

rin U.V.

verdikleri saptanmigstir (Sekil 13 ve 14}).

OD& B

<
o
[

ARSORBANS

<
.
3]

240 280 320 380 400
DALGA BOYU ( nm )

Sekil 13 : Streptomisin Siilfat Igeren 10 mg Albumin Mikrokiire-
lerine Asid Hidroliz Uygulandiktan Sonra pH 7.4 izo-

tonik Fosfat Tamponu Igindeki U.V. Spektrumu.
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0.5fF

0,3}

ABSORBANS

240 280 320 360 400
DALGA BOYU ( nm )

Sekil 14 : Streptomisin Stlfat Igeren 10 mg Jelatin Mikrokii-
relerine Asid Hidroliz Uygulandiktan Sonra pH 7.4

tzoteonik Fosfat Tamponu Igindeki U.V. Spektrumu.



76

Matriks maddeleri olan albumin ve jelatinin g¢aligila-
cak olan 320 nm 'de streptomisin siilfatin maksimum absorpsi-
yonuna etkisini aragtirmak igin BS1im II.2.1.3 de anlatildi-
g1 sekilde spektrum'allnmlgtlr. Her iki matriks maddesinin de
320 nm de hemen hemen ayni ve gok disiik absorpsivon g&sterdik-
leri saptanmigstir (Sekil 15,16) Streptomisin siilfatin 320 nm
de tek bagina verdi§i absarbans ($ekil 12} ile albumin ve je-
latin mikroklireleriyle birlikte verdigi absorbans (Sekil 17,
18) aragindaki fark istatistiksel olarak Onemli bulundudun-
dan (p<0.05) (Tabloc 8), bog albumin veya jelatin mikrokiire-
lerinin 10 mg 'ndan hareketle asid hidroliz uygulanarak hazir-
lanan kdre kargi ¢&zeltilerin absorbanslari 320 nm de okunmus,
standart egri yardimiyla streptomisin siilfat miktari hesaplan-

mlstlr.172

ITT.1.3.1. Standart Egri

Streptomisin slilfat'in mikrokiirelerden in vitro sali-
verilmesi pH 7.4 izotonik fosfat tamponu ile yapildidindan,
BOlim IT.2.1.3. 'de anlatildigi gekilde asid iglem uygulandik-
tan sonra pH 7.4 izotonik fosfat tamponu kullanilarak Amax=320
nm'de ¢izilen standart edri ve ilgili dederler Sekil 19 de ve-

rilmigtir.
ITI.1.4. Matriks Maddelerin Standardizasyonu
Irr.1.4.1, Jelatinin Izoelektrik Noktasi

Jelatinin izoelektrik noktasi, B&liim II.2.1.4.l1'de an-

latilan yOnteme gbre t&yin edildidinde 5.1 olarak bulunmugtur.
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Sekil 15

0.4

0.3

0.2
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A | i | 1 |

260 280 320 360 400
DALGA BOYU ( nm )

: Etken Madde Igermeyen 10 mg Albumin Mikrokldrelerine

Asid Hidroliz Uygulandiktan Sonra pH 7.4 Izotonik

Fosfat Tamponu Ig¢indeki U.V. Spektrumu.
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0.4
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¥

ABSORBANS
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¥

! 1 1 1 .|

260 280 320 360 400
DALGA BOYU ( nm )

Sekil 16 : Etken Madde Igermeyen 10 mg Jelatin Mikrokilirelerine
Asid hidroliz Uygulandiktan Sonra pH 7.4 lzotonik

Fosfat Tamponu Igindeki U.V.Spektrumu.
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0.5 F
0.4 F
0.3 }
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I | 1 1 t
240 280 320 360 400

DALGA BOYY ( am )

Sekil 17 : Asid Hidreoliz Uygulanan 3 mg Streptomisin Siilfat
ve 10 mg Albumin Mikrokiire Karigiminin pH 7.4 Izo-

tonik Fosfat Tamponu Ig¢gindeki U,V. Spektrumu.
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0.5
0.4F
0.3k -
¥ ]
=
=
=
7z
<g.2tF
0.1F
. s [ 4 il
240 280 320 360 400

DALGA BOYU ( nm )

Sekil 18 : Asid Hidroliz Uygulanan 3 mg Streptomisin Siilfat ve
10 mg Jelatin mikrokiire karigiminin pH 7.4 izotonik

Fosfat Tamponu Ig¢indeki U.V. Spektrumu.
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0.8

0.6 1

0.6 F

ABSORBANS

Aﬂgﬁ:BZDmﬂ , n=48
v = 0.0366 - 0.0994x
0.99%

r2= 0.999

T

Sekil 19

e

YONSANTRASYON ( x 107 W)

aeid Hidroliz Uygulanan Streptomisin stilfat'in

82

pH 7.4 Izotonik Fosfat Tamponu lgindeki Standart

Efrisi



83

Bulunan bu defer alkali iglemle elde edilmis (B tipi) jelatin
oldufunu gbstermektedir ve literatlirde verilen defer ile uyum
igindedir‘mg’lg@*" 181,182

ITI.1.4.2. Albuminin Izoelektrik Noktasi

' Albuminin Izoelektrik Noktasi B&lim II.2.1.4.2'de

anlatilan gsekilde tayin edildiginde 5.1 olarak bulunmugtur. Bu

deder literatiirle uyum gﬁstermektedir}82

I1I.1.5. Kullanilan Bitkisel Yadlarin Standardizasyonu
I1II.1.5.1. Pamuk ve Misir Yadinin Viskoziteleri

Bdllim I1.2.1.5.1'de anlatilan gekilde pamuk yadi ve
misir yaginin viskoziteleri saptanmig (Tablo 9), kayma ge;i:
limi ile kayma haizinin dogru orantili olarak dedigtigi gdrildi-
Fiinden her iki yadin da Newtonian akig 6zelligi gbsterdidine

karar verilmistir.

Tablo 9 : Mikrokiirelerin Hazirlanmasinda Kullanilan Bitkisel

Yaglarin Viskoziteleri

Viskogzite {m Pa .s)
Yad
25°¢ 40°¢
Pamﬁk Yagi 52 31

Misir Yagda 51 33
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ITT.2. Hazirlanan Mikroklirelere Ait Bulgular

IIT.2.1. Mikrokiirelerin Ozellikleri

TIT.2.1.1. Sekil ve Biyiiklikleri

Albumin ve jelatin mikrokiirelerinin taramali elektron
mikroskobunda fotograflari gekilerek sekilleri incelenmigtir.
(sekil 20 ve 21). Cekllen fotograflarda mikrokiirelerin diz-
giin kiiresel sekle ve hemen hemen rekdiize bir biiylklik dagdila-
mina sahip olduklari, ayrica ortalama partikiil biliylikliiklerin

de vyaklagik 30 um civarainda oldugu gdriilmektedir.
I1I.2.1.2. Partikil Biiylik14gil Dagilimlara ' R

Albumin ve Jelatin mikrokiirelerinin partikil biiyikli-
i dagilamlar: B51Um II.2.2.2.2.%de belirtildigi gsekilde op-
+ik mikroskop y®ntemiyle incelenerek ortalama partikiil blytk-
liikleri tesbit edilmig ve bulgular agagirda ayrintili olarak ve-
rilmigtir. ,

Albumin mikrokiirelerinin partikiil biylkligd dagilimi-
na iliskin bulgular Tablo 10 da verilmigtir. Gizilen log-cla-
silik edrisinden ise brtalama partikiil bilytik1ligi 29 um clarak

bulunmustur (Sekil 22).

Jelatin mikroklrelerinin partikill biiytik1igli dagalimina
iligkin pulgular Tablo 11 de verilmigtir. ¢izilen log—ola51llk
egrisinden ise ortalama partikiil bliyiikligld 31 um olarak bulun-

mugtur (sekil 23).



Sekil 20

Sekil 21

Albumin Mikrokiirelerinin Taramali Elektron

Mikroskobunda GOriiniigii

Jelatin Mikrokiirelerinin

Mikroskobunda GOrliniisi

Taramali Elektron

85



86

Tablo 10 : Albumin Mikrokiirelerinin Optik Mikroskop ile Elde

Bdilen Partikiil BiylUkldgl Dagilimina 1liskin Bul-

gular
Bilyiik1ik Ortalams  Partikil
Sinirlari biiylik1iik Sayisi{n) . Zn .. Kim % n Kiim % Ag
0-15 7.5 150 15 15 0.268
15-30 22,5 622 62.2 77.2 30.307
30-45 37.5 180 18 95.2 70.552
45~60 52,5 48 4.8 100 100.00

Tablo 11 : Jelatin Mikrokiirelerinin Optik Mikroskopla Elde Edi-

len Partikiil Biiylikliigli Dagailimina fliskin Bulgular

Bliylikliik Ortalama’ Partikiil in Kim 7 n RiimZAgirlak

Sinirlary biiylikliik Sayisi(n)

0-15 7.5 80 8 8 0.095
15-30 22.5 464 46,4 54.4 14.933
30-45 37.5 388 "~ 38.8 93.2 72.376
35-60 ! 52.5 68 6.8 100 100.00

IIT.2.1.3. Mikrokillrelerdeki Streptomisin Siilfat Miktari ve Mik-

rokiire Hazirlama Verimi

Hazirlanan mikrokiirelerdeki streptomisin siilfat mikta-

ri, BOllim II.2.1.3 ,de anlatilan gekilde spektrofotometrik o-
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larak saptanmlg ve bulgular Tablo 12 de verilmigtir. Bulunan

dederler 6 Olg¢limiin ortalamasidir.

Mikrokiireleri hazirlama verimi B&I1iim IT.2.2.2.3 ‘deki

gibi hesaplanmis ve bulgular Tablo 12 de verilmistir.

Tablo 12 : Hazirlanan Mikrokiirelerdeki Streptomisin Siilfat Mik-

tari ve Mikrokiirelerin Hazirlama Verimi.

Streptomisin Mikrokiire Hazirlama
Mikrokiirelerin Sﬁlfathiktarl Verimi
LY
Cinsi (%) ' (%)

Albumin Mikrokilireleri 60.27 38.6
n==8

Jelatin Mikrokiireleri 61.42 78.7
n=4

ITII.3. Streptomisin Slilfat'in Mikrokiirelerden In Vitro Salive-

rilmesine fliskin Bulgular
IIT.3.1, Verilerin GOsteriligi

B3lim II.2.4.5'de anlat11d1§1 gekilde belirli zaman a-
raliklarainda sal;ver#len streptomisin siilfat miktari hesaplana-
rak ortalamala}1 alinmig ve zamana kargi yiizde saliverilen et-
ken madde miktarlarl grafife gegirilmigtir (Sekil 24). Ayrica

bulgular Tablo 13 'te verilmigtir.
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Sekil 24 : Mikroklirelerden Streptomisin S{ilfat'in Saliverilime
Profilleri
® : Albumin Mikrokiireleri

® : Jelatin Mikrokiireleri
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III.3.2, Deneylerin Tekrarlanabilirligi

Yapilan saliverilme deneylerinin tekrarlanabilirligi
varyasyon katsayilarinin hesaplanmasiyla kontrol edilmigtir.

Tablo 13 'de gdriildigli gibi varyasyon katsayinin glderek azal-

172
mas1i bulgularin tekrarlanabilir oldudunu g&stermigtir,
Tablo 13 : Saliverilme Deneylerinin Bulgularinin
Tekrarlanabilirlidi
Albumin Mikrokﬁrelgri Jelatin Mikrokﬁrelgri
n= =
zaman{dakika) 1
b4 S'}-{ v X S= v
1 18.58 0.252 3.33 48,23 0.405 2.05
3 32,72 0.201 1.51 57.34 0.292 1.25
6 55.37 0.182 0.806 64.75 0.286 1.08
10 72.42 0.173 0.585 72.24 0.245 0.833
15 76.82 0.170 0.543 82.47 0.248 0.747
30 79.22 0.205 0.635 95.93 0.22% 0.587
60 80.01 0.143 0.440 95.93 0.207 0.529

n=6

TIT.4. Mikrokfiirelerin Organizmadaki Dagilimlarinin In Vivo Ince-

lenmesine Ait Bulgular
99mT . . . .
ITI.4.1, ¢ ile lsaretlemenin Kalite Kontroli

Bo6ltim IT.2.5.3 'de anlatildigyr gekilde yapilan igsaret-
leme kalite kantrolil bulgulari Tablo 1l4'de verilmigtir. Yapilan
ince tabaka kromatografisi sonucunda, albumine bagl:i 99mTc uygu-

lama noktasinda kaldidi halde (Rf=0) serbest 99mTc fronta kadar



892

3

stiriklenmistic (re=1). 20

99

Tablo 14 : Tre ile Yaﬁllan tsaretlemenin Kalite Kontrol Bul-

gulari

Igsaretli Radyofarmasdtik 990 pciin RE g Radyoaktivite
durumu
Bagla 0.0 96.0
99m, . = .
Tc-insan serum _albumini
Serbest 1.0 ' 4.0
Bagla 0.0 97.0
99mTc—Insan gerum albumini
mikrokiireleri Serbest i.0 3.0

n=3, Adsorban: Gelman ITLC-5G, ¢oziicld sistemi: Aseton, Siire
:10 dakika

»x Jelatin mikrokiirelerinin isaretlenmesinde kullanilmigtlxr

TITI.4.2. Kullanilan mikrokiirelerin Bilyiklik pagilimlara

tn vivo deneyde kullanilan albumin.mikrokﬁrelerinin bii~
yiklik dagilimr bulgulari Tablo 15 de verilmigtir Ortalama parti-

kiil biiytikltugl ise 32 um olarak pulunmugtur (Sekil 25) .

tn vivo deneyde kullanilan jelatin mikrokiirelerinin bi-
yiik1ik dagilimi bulgulari Tablo 16'da verilmistir. Ortalama

partikil pbliyiikligi ise 30 um olarak saptanmlstlr(SBkil 26).
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Tablo 15 : In Vivo Deneyde kullanilan Albumin Mikrokiirelerinin Optik Mik-

roskop Y8ntemiyle Elde Edilen Biiyiikllilk Dagilimi Bulgulari

Biytik ik Ortalama Partikiil
Sinirlari Biyliklik Sayisi(n) % n Kim Z n KimZAgirlik
(pm) (um)

0-15 7.5 76 7.6 7.6 0.094
15-30 22.5 538 53.8 61.4 17.991
30-45 37.5 302 30,2 91.6 64.502
45-60 52.5 84 8.4 100.0 100.0

Tablo 16 : In Vivo Deneyde Kullanilan Jelatin Mikrokiirelerinin Optik Mik-
roskop Yéntemiyle Elde Edilen Biiyiikliik Dafilim Bulgulari
Bliviikliik Ortalama Partikiil
Sinirlar: Biyiikliik Sayisi{n) An Kim 7 n KimZAg1rlik
(Um) (pm)

0~15 7.5 11 1.1 1.1 0. 0L2
15-30 22.5 433 43.3 44,4 12,586
30-45 37.5 502 50.2 94,6 80.078
4560 - 52.5 54 5.4 100.0 100.0
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IIT.4.3. 1.v. Olarak Verilen Mrc ile Isaretli Serbest Strep-
tomisin Siilfat'in ve Mikrokiirelerin Organizmadaki Da-

gilimlarinin In Vivo Incelenmesine Ait Bulgular

Serbest streptomisin siilfat'in ve mikrokiirelerin fark-
11 organlardaki dadilimlari BSlUm IT.2.4.4'de anlatildadyr se-

kilde incelenmistir.

III.4.3.1. Serbest Streptomisin Siilfat'in In Vivo Dadilim Veri-

lerinin GBsterilisi

Yapilan galigmada serbest streptomisin siiifatin kara-
cigerde yilkksek dlizeyde toplandidr saptanmigtir (Tablo 17, Sekil

_ 83
27). Bu bulgu literatﬁrle uyun igindedir}

ITI.4.3.2. Albumin Mikrokiirelerinin in Vivo Dagilaim Verilerinin

Gbsteriligi

tgaretli albumin mikrokiirelerinin organlardaki dagili-

mina ait bulgular Tablo 18 ve Sekil 28,29 da gdsterilmigtir.

IT1.4.3.3. Jelatin Mikrokiirelerinin In Vivo Dadilim Verilerinin

Gosteriligi

tsaretli Jelatin mikrokiirelerinin organlardaki dadalaimi-

na ait bulgular, Tablo 19 ve $ekil 30,31 &3g6$terilmistir:
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Sekil 27: 9Mns ile tsaretli Serbest Streptomisin Siilfat'in

Organlardaki Dadiliimi.
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EDTLEMIN pADYOARLIvITEST (%)
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Sekil 29 1 ~°"fc - Albumin Mikrokiirelerinin Organlardaki Dafilimi
B : Akciferler
® : Karaciger
5 ; BBbrekler
o : Kalp

D+ Dalak
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99mTc—Jelatin Mikrokiirelerinin Organlardakl Dagilaim:
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IV, TARTISMA

IV.l. Streptomisin Siilfat'in Stabilitesi

Streptomisin gliilfat'in taninmasi amaciyla literatlirde
verilen ince tabaka kromatografisi galigmalarinda maddenin
siirtiklenmedigi bildirilmigtirl43’l78. Bu durum, aragstirma-
mizda iki farkli c¢dzlicli sistemi kullanalarak da kanitlanmis
ancak pargalanma {iriinlerini ayirmak amaciyla bu sistemler
kullanildiginda olumlu sonu¢ alinamamigtir. Streﬁtomisin'
stilfat, asid veya alkali hidrolizle pargaland1§1ndanl46-141149 f
150 caligmamizda madde, 0,5 N H2504 ile hidroliz edilmig ve
Sugano ve ark}Tb. tarafindan gelistirilen kagit kromatogra-
fisi ydntemi uygulanarak pargalanma firiintintin Rf degeri (0.65)
saptanmigtir. Streptomisin stilfat'in ?H 7 ve biraz lizerinde
dayanikli cldudu lal ka&it kromatografisi calismalarimizda
pH 7.4 izotonik fosfat tamponundaki stre?tomisin siilfat ¢bzel-
tilerinin RE de@erlerindé defigiklik olmamasi ile kanitlan-
migtir. Hazirlanan streptomisin siilfat ¢bzeltileri oda sicak-
liginda ve karanlikta 1 ay, 37°C de 3 saat bekletildikten

sonra ince tabaka kromatografisine uygulandidinda yeni bir

leke gdriilmemistir.

Mikrokiirelerden etken maddenin saliverilme deneyleri-
nin 37°C de yliriitiilmesi nedeniyle stabilite c¢aligmalarimizda

bu sicaklik uygulanmistar.

Streptomisin siilfat'in stabilitesini mikrokiirelerden

in vitro saliverilmesi sirasinda da incelemek amaciyla sali-
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verilme ortami olarak k ullanilan ve iginde mikrokiirelerin
bulundu@u‘37°c 1ik pH 7.4 izotonik fosfat tamponundan 3 saat
boyunca &Srnekler allnlp, kagirt krcematogx rafisi ile incelen-
diginde RE degerlerinde he:hangi bir dedigiklik ve pargalan—
ma firtintine ait bir leke saptanamadigindan saliverilme
ortamy olarak pH 7.4 izotonik fosfat tamﬁonu kullanilmasina

karar verilmigtir.

IV.2. Streptomisin Siilfat'in Miktar Tayini

Streptomisin silfat igin literatiirde kayitlai olan

miktar tayini gallsmalarlnln godu kolorimetrik ydntemler
1 2 3 4
olup15 p152.15 154 155 156 157 158 az sayida spektrofotOH

metrik miktar tayin galigmasi da bulunmaktadlrlSl 159

Qallgmamlﬁda kullanilan, Wahbi ve ark]I'59 tarafindan
verilen spektrofotometrik miktar tayin ydntemi, sulu ortam
yerine pH 7.4 iéotoniklfosfat tamponu kullanilarak modifiye
edilmigtir. Bu yontemin esasi, stre?tomisin siilfat'ain kay-
nar su banyosunda 2 saat asidle hidroliz edilerek pargalan-
diktan sonraspddzpﬁgumEtrﬂg': olarak tavin edilmesine davan-
maktadir. Mikrokiirelerin etken madde miktarinin tayin edilé—
bilmesinde bu ydntemin segilmesinin nedeni, 2 saat gibi uzun
bir siire asid ile kaynatma iglemi uygulandifaindan matriks
maddesi olarak kullanilan albumin ve jelatinin erimesine,
dolayisiyla da streptomisin stilfatin tiimiiniin saliverilmesine
olanak saglanmasidir. Koaglile proteinlerin ve jelatininl73

kuvvetli inorganik asidlerle eridikleri bildirilmigtir.
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Streﬁtomisin siilfat, yukarida anlatilan asid hidroliz
uygulandiktan sonra pH 7.4 izotonik fosfat tam@onunda lite=-
ratiire uygun olarakl59 320 ve 242 nm dalga bovunda maksimum
absorbans gdstermistir{Sekil 12). Streptomisin stilfat tagiyvan
albumin ve jelatin mikrokiirelerinde miktar tayini galigmala-
rini yapacagimiz dalga boyunu segebilmek amaciyla bu mikro-
kiirelere asid hidroliz islemi uygulandiktan sonra s?ektrum—
larir alindidinda sadece 320 nm de maksimum absorbans saptan-
mistir (Sekil 13,14). Streptomisin siilfatain 320 nm de gBster-
di¥i bu maksimum absorbansi matriks maddelerinin etkileyié
etkilemedigini incelemek amaciyla vapirlan calismada absor-
banslar arasindaki fark (gekil 15,16) Snemli bulundudundan
{p<0.05) (Tablo 8), miktar tayini caligmalarinda bosg albumin
ve jelatin mikrokiirelerini igeren ¢Bzeltinin kOr olarak kul-
lanilmasina karar-verilmistiru7%6ylece matriks maddelerinin
neden oldudu g¢ok diigtik absorpsiyon farka da ortadan kaldairil-

mistir,

1V.3. Mikrokiirelerin Hazirlanmasi ve 6zellikieri

Streptomisin stilfat barsaktan absorplanmadlélndan i.m;
yolla kullanilmakta fakat enjeksiyon yerinde adri ve irritas-
yon olugabilméktedirl3'l4. Szellikle sekizinci sinir iizerin-
de van etkiye sahiptirls. intravendz verildidinde ise ¢ok .
k1sa stirede karaciferde toplanip, organizmayi terketmektedir183.
Tiiberkiiloz tedavisinde etkin olan bu maddenin mikrokilirelerini

hazirlayip, akcigerlerde toplanmasini sadladifaimizda yukarada

s&zlinli ettigimiz sorunlarin &nemli . 8lgiide ortadan kalkacadi
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gbriisiinde oldufumuzdan, arastirmamizda etken madde olarak

streptomisin slilfat kullanilmigtair.

17,30

Toksisitelerinin diiglik ve biyolojik olarak par-

galanabilir30'57“olmalarl nedeniyle albumin ve jelatin ca-
1igmamizda mikrokiire hazirlamak icin matriks maddeleri olarak

secilmigtir, Dolagsimda dogal olarak bulumnmasi, éartikﬁl

19,32

bilylik Liiglinlin kolay kontrol altina alinabilmesi gimdive

kadar rutin tesghis amac1yla kullanilagelmesi de101’125'127'

128 caligmamizda albuminin tercih edilme nedeni olmustur.

Jelatinin ise hem albumin gibi endojen kaynakli protein ya-
pisinda bir madde olma51184, hem mikrokiire/vad emiilsiyonu,

hem de mikrokiire seklinde ilag daditimr amaciyla kullanail-

diginda iyi sonuglar alinmig olma515’6'30'93

;, galigmamizda
albuminin yaninda alternatif bir matriks maddesi olarak kul-

lanmaya yoneltmigtir,

Streptomisin siilfat suda g¢bzlinen, organik ¢&ziiciilerde

géziinmeyen bir madde olduéundan14l'l42'l43

calismamizda
hazirlama yéntemi olarak emiilsiyon polimerizasyon y&ntemi
uygulanmigtir. Matriks maddesi olarak seg¢ilen albumin ve
jelatinin suda g¢dzlnen, organik c¢dziiclilerde g¢dzlinmeyen mad-
delex olmas1184 da emiilsiyon polimerizasyonu ydnteminin
uygulanmasina olanak saglamaktadar. BSylelikle etken madde
ile matriks maddelerinin sulu ¢dzeltisi hazirlanabilmekte
ve su/yad emillsiyonu olusturulduktan sonra organik ¢ozlicl

ilavesiyle matriks polimerize edilebilmektedirlg'23;

Mikrokiirelerin hazirlanmasinda emiilsifikasyon igleminin
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biiylik bir dnemi oldugu goriilmigtir, Ciinkii olugturulan emiil-
siyonun damlacik bﬁyﬁklﬁ@ﬁ avarlanarak istenen bluyiikliikte
mikroklire elde edilebildigi, gallsmamlzda yapilan &n deney-
ler sonucu gérﬁlmﬁstﬁrQ Yaﬁth;mlz 8n deneylerde ayrica
hazirlama sirasinda karistirma hizi ‘artirildik¢a veya karig-
tirma zamanl uzatildlkga mikrokiire capainin kiiglildugl de

gézlenmigtirﬁo.

Sadece albumin mikrokiirelerinin hazairlanmasi sira=
einda emiilsifikasyon amaciyla el homojenizatdriiniin kullanil-
masinin nedeni, haZLrlaﬁa igléminin oda sicakliginda yliriitiil-
mesidir. Clinkil kullandidimiz el homojenizatdrii herhangi bir
i1siticy sisteme sahip olmadidindan andak oda 51qak11§1nda_ -
galigmaya uygundur, Oysa jelatin gdzeltisi hazirlayabilmek
igin 40°¢ sicaklaik gerektiginden ve dolayisaiyla eﬁﬁlsifikas—
yon sirasinda da bu sicaklifin sabit tutulmasi mikrokiirele~
rin kiiresel ve istenen biiyliklikte elde edilebilmesi ydniinden
gefekli oldugundan el homojenizatdri kullanilamamigtir. Bu
sekilde hazirlanan jelatin mikrokiireleri genig bir partikil

dagilimi gbsterdiginden 45 Hm elek aciklaiginin altinda kalan

mikrokiilreler deneylerde kullanilmigtar. -

Hazirlanan jelatin mikrokiirelerinin, albumin mikro-
kiirelerine oranla daha biiyik ?artikﬁllﬁ olmalarinin nedeni,
nagirlama islemi 40°C de yirtitiildiglinden yafin viskozitesi-
nin 250C dekine gbre azalmasi, jelatin ve su fazi miktarinin
yvag fazina oranla yliksek olmasi ayrica emiilsifikasyon igle-
minin homojenizatdr kullanilmaksizin sadece mekanik karig-

t1ricy ile yliritiilmesi olabilecedi atistintilmektedir®0r 185,
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Mikrokiirelerin hazirlanmas: sirasinda ylksek 1si uygu-
1anarak19'23'49 veya karbonil bilegikleri kullan11arak23'30'40
matriks stabilize edilebilmektedir. Strebtomisin stilfat'in
kimyasal ya§151 yiiksek 1s1i uygulanmasina elverigli olmadigin-

145,161
n

da aragtirmamizda stabilizasyon, karbonil bilesik~-

leri kullanalarak yaéllmlstlr.

Mikrokiirelerin hazirlama verimlerini saﬁtamak amaciy-—
la yaptaigimiz gallsmalarda, albumin mikrokiirelerivle elde
edilen verimin (% 38,6) jelatin mikrokiireleriyle elde edile;
ne (% 78,7) oranla diiglik oldugu gdriilmistiir (Tablo 12).
Mikrokilrelerin hazirlanmasi sirasinda matriks maddesi ve
etken madde igeren baglangig gbzeltilerinin miktarlari al-= 7
pumin mikrokiireleri igin 0.5 ml, jelatin mikrokﬁfeleri igin
10 ml.'dir. Albumin mikrokiirelerini hazirlarken el homoijeni-
zatdriinden Qegtrerek emiilsiyvon olugturma islemi 51raslnda
muhtemelen bir miktar kayip olmakta ve zaten 0.5 ml gibi az
miktardaki bir baslénglg gézeltisinden hareket edildiginden,
verimin jelatin mikrokiirelerine oranla daha diistik bulunmasi-
na yol agmaktadir. Buna karsilik jelatin mikrokﬁreleri ha-
zirlanirken homojenizatérden gecirme iglemi olmadigindan
ayrica, matriks maddesi ve etken maddeyi igeren baglangig
¢8zeltisl 10 ml gibi yiiksek miktarda oldufjundan fazla bir

kayip olmamaktadir.

IV.4. Streptomisin Siilfat'in Mikrokiirelerden In Vitro Sala-

verilmesi

Hazirlanan mikrokiirelerde etken madde hem mikrokiire
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iginde hapsedilmis hem de yizeyde adsorbe edilmisg olarak

69,95

bulunmaktadir . Hazirlama sirasinda etken maddenin mik-

rokiire ylizeyine yapigmasi nedeniyle saliverilmenin birinci

fazaina olugturan patlama etkisi gérﬁlmektedir57'60

. Caligma-
mizda yvapilan saliverilme deneylerinde de ﬁatlama etkisi
belirgin bir gekilde gdzlenmistir. Patlama etkisinin gofun-

23,38 o, _

lukla 5 dakika iginde tamamlandida bildirilmigtir
liverilme profillerinden de gd¥riildugl gibi (Sekil 24) patla-
ma etkisi_nedeniyle mikrokiirelerden etken maddenin biiyik

bir kismi birkag dakiké iginde saliverilmektedir, Widder

ve ark.23'n1n yvaptidi calismada da albumin mikrokiirelerin-
den etken maddenin ilk 5 dakika iginde'sallverildiﬁi, ancak
in vivo sonug¢larin buna gdre farklilik gOsterebilecefi gbriil-
miigtiir. Arastirmamizda, jelatin mikrokiirelerinde gdriilen
patlama etkisinin, albumin ﬁikrokﬁrelerine'oranla cok daha
ani ve fazla oldudu ayrica, 1l saat sonunda saliverilen etken
madde miktarinin albumin mikrokiirelerinde % 80,01 iken
jelatin mikrokilirelerinde % 95.93"'e ulastigi saptanmisgtair,
Albumin‘mikrbkﬁrelerini stabilize etmek icin kullanilan
2.3-butandion jelatin mikrokiirelerini stabilize etmek ig¢gin
kullanildiginda in vivo deneyler sirasinda yeterli stabili-
zasyon saflanamadidi gbzlendi&inden formaldehid gibi farkl:i
bir karbonil‘bilesiﬁiﬂin kullanilmas:r ve stabilizasyonun
derecesi agiélndan bu maddelerin konsantrasyonlarinin da
Snemli olmasi nedeniyle etken maddenin saliverilmesinde
farkliliklar gdriilmesi beklenebilir., Clink#i mikroklirelerden

etken maddenin difilizyonla saliverilmesinde stabilizasyon

derecesinin hiz kisitlayici bir basamak oldutiu ve capraz
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baglayici madde konsantrasyonu arttirildikca saliverilmenin

yavagladlﬁl gésterilmistir60'64,

Sallverilmenin_ikinci fapinda mikrokiirelerin sismesi,
etken maddenin cdzlinmesi ve matriksin digina diftizyonu s6z
konusu oldudundan galigmamizda patlama etkisinin gérﬁldﬁéﬁ
i1k faza oranla daha yavag bir salaiverilme izlenmigtir. Bu
bulgu Tomlinson ve ark.GO,Brophy ve ark.38 ile widder ve ark.23
_tarafindan yaﬁllan gallsmalarla uyum gﬁstermektedir. Ayrica,
mikrokiirelerden etken maddenin difiizyonla saliverilmesinde
hiz kisitlayici bir pasamak olan matriksin gapraz baglanma
derecesi de bu sekilde bir saliverilme meydana gelmesinde
etken olabilir60'64. Clinkli gapraz baélay1c1 madde konsant~ -

60,64

rasyonu arttirildikga ve capraz badlama siiresi uzatil-

dikga 23 sallﬁerilmenin yavasladlél gﬁsterilmigtir.

Intravendz olarak verilen bir maddenin organizmada
herhangi bir hedef organa gidebilmesi igin gerekli olan
stire yaklagik 5 dakika olarak pelirtilmektedir®>, Bizim
caligmamizda akcigerlere hedeflendirme.sézkonusudur ve veri-
len mikrokiirelerin dncelikle gidecekleri organlar kalp ve
akcigerlexr oldugundan yukarida belirtilenden daﬁa'klsa bir
stirede hedef organa ulagsacaklara diigiiniilebilir. Aslinda i.V.
enjeksiyondan sonra patlama'etkisiyle galiverilen etken mad-
denin de vendz dolasimf?oluyla akcigerlerden gegecedi agik-

tir.

gallsmamlzda albumin ve Jjelatin mikrokiirelerinin her

ikisinde de kaisa slirede olustudu izlenen patlama etkisiyle
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Snemli sayllabilecek miktarda strebtomisin siilfat salaiveril-
digi gdzlenmigtir, 3, dakikada saliverilen streétomisin
siilfat miktari albumin mikrokiirelerinde % 32.72,jelatin mik-
rokiirelerinde % 57.34 olarak bulunmustur(Sekil 24, Tablo 13).
Widder ve ark.23 tarafindan yapilan ¢alismada da albumin
mikrokiirelerinden ilk 5 dakikada saliverilen etken madde
miktarinin % 40 oldufu g@sterilmigtir. Tomlinson ve ark.60
mikrokiirelerin etken madde igeridinin yﬁksek'dﬁzeylere glka—
r1ldiginda saliverilmenin hizlandidini ancak hala iki fazla
saliverilmenin korunduﬁunu bildirmiglerdir. Bizim géllgma4
mizda da saliverilme hizli olmasina radmen iki fazil salive=
rilmenin devam ettidi gSriillmektedir (Sekil 24). Saliverilme-
nin ilk fazinda gOrililen patlama etkisinin ardlﬁdan ikinecdi
fazdaki saliverilmenin 1 saat boyunca devam ettidi helir-
lenmistir. O halde yukarida anlatilanlarin isidi altinda,
mikrokiirelerden etken madde saliverilmesini yavaglatmak icgin,
gapraz baglayici madde konsantrasyonunun arttiriimasa, ga?raz
baglama sﬁresiniﬁ uzatilmasil ve mikrokiirelerin efken madde

igeridinin azaltilmasi gibi dedisiklikler yapilabilir.

IV.5. Mikrokifirelerin Organizmadaki Da&ilimlarinin in Vivo

incelenmesi

Aragstirmamizda albumin ve jelatin mikrokiirelerinin

yvanisira serbest streptomisin siilfat'da 9ngc ile isaret-

lenmigtir, 9ngc.'un yarilanma Omrinin 6 saat gibi kisa ol-

ma51103 bu madde ile galisilirken uzun slireli radyasyon

alma riskini azaltmaktadir. Ayrica bir gegis elementi olmasi
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nedeniyle molekiillere kombleks olugturarak oldukg¢a kararli bir
gekilde ba@lanmaktadlr103. Calismamizda 99m'I‘c ile isaretleme
yaélllrken, literatiirde mevcut olan demir ve kalay ile indir-
geme ydntemlerinden 103 daha yliksek bir isaretleme ylzdesine
ulasilabildigi igin demir ile indirgeme ySntemi kullanil-
m15t1r19'103. Yaﬁtlélmlz igaretleme kalite kontroli sonucunda

99mTc'in hemen hemen tamaminin albumine ba¥landidi g8steril-

mistir (Tablo 14).

Albumin ve jelatin mikrokiireleri ile kargliagtlrma
yapabilmek amaciyla igaretli serbest strebtcmisin sﬁlfaﬁln
organlarda ilk 15 dakikadaki in vivo dadilimi incelendiginde
literatiirde de glsterildigi gekilde183, ¢ 42 gibi viiksek
dlizeylerde karacigerde, 22.60 akciferlerde, % 5.58 bébrek—
erde, % O.lBlAkalﬁte ve % 3.40 dalakta toblandlﬁl sa?tanmls—
t1r (Sekil 27, Tablo 17)}. Serbest streptomisin siilfat kara-
cigerde toplandlqindan, amacimiz ise streptomisin siilfat'in

akcigerlere hedeflendirilmesi oldugundan mikrokiireleri hazir-

lanmis ve i.v. olarak uygulanmigtir.

Caligmamazida mikrokiirelerin hedef organ olan akcider-
lerde toplanma51n1 saflamak i¢in ﬁasif hedeflendirmeden yarar-
lanilmistir, Bu hedeflendirme gekli i.v. olarak verilen kollo-
idal partikiillerin viicudun dogal dagilim modelinden yararla-
nilarak istenen organa génderilip, orada tutulmasinin saélaﬁé f
masl esasina dayanmaktaalr26'30f106. Bu amacgla yapthlmlz
calismada 99mTc ile isaretli 29 #m biiylikliigiindeki albumin
ve 31 ¢m buyukluqundekl jelatin mikrokiireleri i, v.,olarak

verildikten sonra organlardakl dagilimlari saptanmlstlr.
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7-12 pm'den daha biiylik partikiiller, i.v. olarak verildidinde
kaéiler blokaj nedeniyle akciéefler tarafindan mekanik filt-
rasyona ugradiklarindan pasif olarak akcigerlere hedeflen-
dirilebilmektedir26'30. 10 dakikada albumin mikrokiireleri
akcigerlerde % 58.2, jelatin mikrokiireleri ise % 41,3 diizey-
lerde saptanmlg, l, 4 ve 24, saatlerdeki diizeyler ise albumin
mikroktireleri ig¢in sirasiyla % 46,3, % 29,2 ve % 9,46 iken,
jelatin mikrokireleri igin % 39,5, % 25,2 ve % 9,72 olarak
bulunﬁugtur (sekil 28,29,30,31, Table 18,19}. Hem albumin
hem de jelatin mikrokiireleri 4 saat boyunca akciderlerde
oldukga yliksek dlizeylerde kalmiglardir. Karaciderde ise 10.
dakikada albumin mikrokiireleri $ 11,1 diizeylerde iken, 1,4 we
24. saatlerde sirasiyla % 14,1, % 14,3 ve % 22,2 gibi gittik-
ce artan diizeylerde saptanmis, bu da Sugibayashi ve ark.29 nin
gallsma51yla uyum gdstermistir. Jelatin mikrokiirelerinin 10.
dakika ile 1, 4 ve 24. saatlerde karaciferdeki dlizeyleri de

sirasiyla % 9.67, % 16.1, % 12.2 ve % 4.73 olarak saptanmig-

tir.

Hernekadar in vitro deney bulgular: iie in vivo ekstra-
polasyona gitmek kompleks kan dolagimi farkliliklari ve sali-
verilme ortaminin dedigsik olmasi nedeniyle miimklin dedil ise
de 23 in vivo aeneyler, in vitro sallvgyilme deneyleri (Sekil

24) ile karsgilagtiraildi&ainda,. mikrokiirelerin akciderlerde

kalis sliresinin uzun oldudu goriilmektedir,

Belirgin olan bu farklilai&in nedeninin taftlgllma51nda
in vitro saliverilme deneyleri ile in vivo da@ilim deneyleri-

nin incelenmesi yararli olacaktir, In vitro saliverilme
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deneylerinde etken maddenin saliverilen miktarlarinin saﬁ—
tanmasina kargilik in vivo dadilim deneylerinde 99mTc ile
igaretli tasiyicinin akciferlerdeki aktivitesi Slgillerek
tutulan mikrokiire miktari saﬁtanmaktadlr. Radyoaktif olarak
matriks isaretlendi§inden etken madde daha kisa slire de
saliverilse de tasiyici akcigerlerde bir slire daha kalabil-
mektedir. Iste bu nedenle 4, ve 24. saatte dahi akcigerlerde
albiimin mikrokiireler igin sirasayla % 29.2 vé %2 9.46 jelatin
mikrokﬁreleri igin sirasiyla % 25.2 ve % 9.72 olmak Uzere

nala radyoaktivite saptanabilmektedir (Tablo 18,19).

tn vivo bulgular ¢alismamizin amacil olan streptomisin
sﬁifat mikrbkﬁrelerinin akciqérlere hedeflendirilip, goﬁuh;r
lukla akcidgerlerde toplanﬁa51n1-saélayabildi@imizi; glintimiz~
de farmasdtik aragtirmanin en basta gelen amaglarindan biri
olan hedef doku ve organa ila¢ taginmasina ulagabildiéimizi
g&stermektedir. Capraz bad yapici madde konsantrasyonunun
ve sliresinin de§istirilmesiyle mikrokiirelerde yapilacak de-
gigiklikler ile akciderlerdeki patolojik incelemelerin, arag-

tirmamizin ilerideki agamalarinda bize yardimci olacada

kanisindayiz.
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BZET

Bu arastirmanan amaC1; streﬁtomisin stilfat mikrokiire=-
leri hazirlamak, in vitro saliverilmeyi incelemek ve i.v,.
verildiginde dogrudan dodruya akciderlerde toﬁlanma51n1 sag-
layarak daha dliglik dozda etken madde ile hem toksisiteyi di-
stirmek, hem de ylikksek etki elde etmek wve bdylece bu éreparat
gsekli ile, llkemizde bliylik bir Snemi olan, tiberkiiloz hasta-

li1inin tedavisine daha akilci bir yaklagim getirmektir.

Aminoglikozid grubu bir antibi?otik olan streétomisin
sﬁ;fat‘ln kimyasal ve fizikokimyasal Ozellikleri kontrol . _
edilmistir, Streptomisin stilfat'in in vitro saliverilme deney-
leri sirasinda stabilitesi kafat kromatografisi iie calisil-
mis, pPH 7.4 izotonik fosfat tam?onunda 37°C 1lik su banyosun-

da pargalanma iriinii gOriilmemistir.

Matriks maddeleri olarak albumin ve jelatin kullanil-
mig ve emiilsiyon polimefizasyonu véntemine gbre streptomisin
siilfat'an mikrokﬁreleri hazirlanmigtir. Hazairlanan mikro-
kiireler, 2,3-butandion ve formaldehid kullanalarak stabilize

edilmigtir,

Mikrokiirelerden streptomisin sfilfat'in saliverilmesi .
incelenmig, ilk 5 dakika i¢inde patlama etkisi nedeniyle
gbdzlenen hizli saliverilmeyi, matriksden difiizyon yoluyla

daha vavag bir saliverilmenin izledifi gdriilmiistiir,

Streptomisin siilfat'in in viveo dadiliminin incelenmesi
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amaciyla gngc ile igaretli serbest streptomisin siilfat ve
vaklagik 30 pm bllyiklikteki mikrokiireler farelerin kuyruk
venasindan enjekte edilmis;‘lo;so dakika ile 4 ve 24 saat 2
sonra fareler dldiiriilerek akci§erler; kar;ci@er, dalak, bSb-
rekler ve kal?teki radycaktivite kargllastlrllmlgtlr. T{im
hayvan deneylerinde, serbest streétomisin stilfat'in kara-
cigerde mikrokilirelerin ise akcigerlerde difer organlara gére

daha yiliksek diizeyde toplandifi gbzlenmigtir.
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SUMMARY

The aim in this study is to formulate microspheres
of a tuberculostatic agent, streétomycin sulphate, for
intravenous administration, and to accumulate them in the
lungs, to reduce toxicity and increase eﬁficiacy by using

lower dose of the active substance.

The chemical and physicochemical proﬁerties of strep-
tomycin sulphate, an aminoglycoside type of antibiotic, is
investigated. The stability of streptomycin sulﬁhate during
in vitro release studies is controlled by paper chromatography.
No degradation product in pH 7.4 isotonic phosphate buffer

at 37°C is observed.

Streptomycin sulphate microspheres are prepared by
emulsion polymerization method using albumin and gelatin as
matrix materials. The micros?heres are stabilized by 2,3-

butanedione and formaldehyde.

When in vitro release of strebtomycin sulphate from
microspheres are investigated, due to bwrst effect in the
first 5 minutes and slow release due to diffusion from matrix

material are observed. . .

To determine the distribution within the body, gngc
labeled free streptomycin sulﬁhate and aﬁﬁroximately 30 #m
gized microsbheres are injected into the tail veins of mice.

The mice are sacrificed after 10 min, 60 min, 4 h and 24 h.
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The radioactivity of the lungs liver, spleen, kidneys and
heart is com@ared. In all the animal experiments the accumulation
of free streétomycin sulphate in the liver and the accumulation

of microsﬁheres in the lungs exceeded the bercentage in other

organs.,
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