ANO1Z3d WITH3N

~

"LSNA “1I9 "OVS ISTLISHTAIN] TAGNV.LSI

IZ41L vdoL3M0d

LTOC-"TNANV LST

+—  Admz soyadinizi giriniz

Tez kabul edildikten sonra yapilan sabit ciltte sirt
yazis1 bu sablona gore yazilacak. Yazilar tek satir olacak
Cilt sirt1 yazilarin yonii yukaridan asagiya

(sol yandaki gibi) olacak . l

Tez, Yiiksek Lisans’sa, YUKSEK LISANS TEZI;
Doktora iss DOKTORA TEZI ifadesi kalacak

<+— Tez Sinavinin yapilacagi yili yaziniz



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

(DOKTORA TEZi)

TOPIKAL PSORIAZIiS TEDAVISI iCIN NANO BOYUTLU
ILAC TASIYICI SISTEMLERIN GELISTIRILMESI VE
iN VITRO MODELLER iLE DEGERLENDIRILMESI

MERIEM REZIGUE

DANISMAN
PROF. DR. SEVGI GUNGOR

FARMASOTIK TEKNOLOJi ANABILiM DALI
FARMASOTIK TEKNOLOJi PROGRAMI

ISTANBUL-2017




DOKTORA TEZI ONAYI

Istanbul Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Eczacilik Fakiiltesi, Farmasétik

Teknoloji Anabilim Dali, Farmasotik Teknoloji Doktora Programinda Doktora &grencisi

MERIEM REZIGUE tarafindan Prof. Dr. Sevgi GUNGOR’iin danismanliginda hazirlanan

“Topikal Psoriazis Tedavisi Igin Nano Boyutlu ilag Tagiyic1 Sistemlerin Gelistirilmesi ve in

Vitro Modeller ile Degerlendirilmesi” bashkl tez asagidaki jiiri tiyeleri tarafindan 17/04/2017

tarihinde yapilan Tez Savunma Sinavinda basarili bulunmus ve Doktora Tezi olarak kabul

edilmistir.

Jiiri Bagkam
Prof, Dr. Yildiz OZSOY ERGINER

Jiiri-Danigman
Prof. Dr. Sevgi GUNGOR
[stanbul Universite
Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

Y

Jiiri
Dog. Dr. M. Sedef ERDAL
istanbul Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

@/\A%C/\/\ N

Jiiri
Dog. Dr. Oya KERIMOGLU
Marmara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali

Yrd. Dog. Dr. Fatemeh BAHADORI
Bezmialem Vakif Universitesi
akiiltesi




iii

BEYAN

Bu tez calismasimin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin safhalarda etik dig1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettifimi, bu tez galismayla elde edilmeyen biitiin
bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimy, yine bu tezin galigilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici

bir davranigimin olmadig1 beyan ederim.

MERIEM REZIGUE (Imza)

7



ITHAF

Aileme ithaf ediyorum



TESEKKUR

Tez calismamin Tiirkiye’de gercgeklestirilmesinde maddi ve manevi destek
saglayan Cezayir Yiiksek Ogretim ve Bilimsel Arastirma Baskanhg ve Yurtdisi

Turkler ve Akraba Topluluklar (YTB) Baskanhgi’na tesekkiirii borg bilirim.

Doktora 6grenimimin her asamasinda yiiksek ilgisi ve destegini esirgemeyen,
tezimin yiirlitilmesi ve yonlendirilmesi i¢in her tiirlii yardimi gosteren ¢ok degerli

hocam Sayin Prof. Dr. Sevgi GUngor’e en igten dileklerimle tesekkiirlerimi sunarim.

Yardim ve desteklerinden dolayr Eczacilik Teknolojisi Boliimii ve Farmasotik

Teknoloji Anabilim Dali Bagkan1 Sayin Prof. Dr. Ahmet Araman’a;

Doktora dgrenimim boyunca gosterdigi samimiyet ve yardimlarindan dolayi

Sayin Prof. Dr. Yildiz Ozsoy-Erginer’e;

Doktoram siresince ilgi ve desteklerinden dolayr Sayin Dog. Dr. M. Sedef
Erdal’a;

Sitotoksiste c¢alismalarinin gerceklestirilmesi i¢in katkilarindan dolayr Sayin

Prof. Dr. Giil Ozhan ve Aras. Gor. Dr. Ezgi Oztas’a

TEM analizleri igin olanak saglayan Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dali’ndan Prof. Dr. Seyhun Solakeglu’na ve arastirmaci
Ebru Akyon’e; ve konfokal analizi i¢in kriyotom cihazinin kullanilmasi igin olanak
saglayan Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Botanik Anabilim Dali
Baskani Prof. Dr. Emine Akalin’a

Tiirkiye’de doktoram siiresince manevi desteklerini esirgemeyen biitiin

uluslararas1 6grencilere ve Tiirk arkadaglarima tesekkiir ederim.

Bana her zaman destek olup, buglnlere gelmemde ¢ok biyiuk emek gosteren
BABAMA, ANNEME, ESIME ve degerli KARDESLERIME sonsuz saygi ve

tesekkiirlerimi sunarim.

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 21318



Vi

ICINDEKILER
TEZ ONAY L et ettt ettt et e be et nen e II
BEY AN e b b b et e et nee e e I
ITHARF ..ttt et n et e e e e nne e neenneas v
TESEKKUR ..ottt ettt sttt s s V
ICINDEKILER ......ocuiviiiiiiecieieiiteeee ettt Vi
TABLOLAR LISTESIL....cooiiiiiiiiiiiiniiesirecseiesisiss s Xii
SEKILLER LISTEST ...ocvviiiicicteeece et es sttt n e XViii
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ....cco.oooiiiiiiiiiiiinisceeceene, XXIil
OASE. ... W ... g 48 48 . 4% . . ... XXV
ABSTRACT ...ttt ettt bbb XXVI
1. GIRIS VE AMACGC ...otiiiiieceeeee et eeesste st s sss sttt senssastssas sttt annnsesns 1
2. GENEL BILGILER ........coiiiiiiiiiiiiieiins st 4
2.1. Deri Hakkinda Genel Bilgiler ... 4
2.1.1. Derinin Yapist ve Genel OzelliKIEri...........cccvvviiiereeeiiiiieeieieiieeee e 4
2.1.2. Derinin TabaKalart ...........ccooiiiiiiiiiiii e 4
A O R = o0 (=T 11 £SO PPP 5
2.0.2.2. DEIMUIS ..ottt 6
2.1.2.3. Hipodermis (Deri Alt1 Yag DOKUSU) ........cccoriririiiiiiienesc e 6
2.1.2.4. Deri UZantIarT.......coiiiiiiieieiiiie et 7
2.1.3. Deriden GEGIS YOIIATT ..uiviuuiiiiiiiiiiie ittt 7
2.1.3.1. Hiicreler Arast GEGIS YOIU ...oouveiiuieiiiiiiiiieiiie e 7
2.1.3.2. Hiicre 1¢i GECIS YOIU..voviveveveeeeeeeieieeeee e 7
2.1.3.3. YaN GEGIE YOIU ..ot 7
2.1.4. Topikal Uygulamanin Avantajlart .........c.cccoovviiieiiniiiiei e 8
2.1.5. Molekiillerin Deriden Gegisini Etkileyen Faktorler............cccoooeniiiiiiiiinnnn, 8
2.1.5.1. Molekiile Ait Fizikokimyasal OzelliKIEr.............c.cccoevviieiriiiiiceeeeeeeas 8
2.1.5.2. Deriye At FaKIOTIEr .....c..oiviiiiiiiceeee e 9
2.1.5.3. Tlag Tastyic1 Sistemine Ait OZHIKIEr ...........c.coovrveveieieicieeeeeeee e 9
2.2. Psoriazis Hastaligi Hakkinda Genel Bilgiler ..........ccccooviiiiiiiiiiiiiiccn 10

2.2.1. Tanimi1 ve KINIK OZEIKIETE ...veveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeseeeesseesesseeseeereereeseesns 10



vii

2.2.2. Psoriazisin Etiyolojisi Ve PatOgeNeZi ..........ccccvevveieeieiiie e 11
2.2.3. Psoriazis Hastaliginda Tedavi Yaklagimlart ........ccccocoeviiiniiniiiininiie e, 13
2.2.3. 1. TOPIKAI TEAAVI ...eviiieiieieicct e 14
2.2.3.2. FOLOTEIAPT ..ttt bbb 17
2.2.3.3. Sistemik Tedavide Kullanilan Etkin Maddeler..............cccooeovnviiiiiiinnne, 18
2.2.3.4. Biyolojik MOIEKUIIET ......c.oeiieeieeece et 19
2.3. Tazaroten Hakkinda Genel Bil@Iler ..........ccccviiiiiiiiiiiiii e 20
2.3.1. Tazarotenin Yapisi ve Fizikokimyasal OzeliKIeri...........ccccouerrrrrerrierereennnnne, 20
2.3.2. Tazarotenin Farmakodinamik OZeliKIEri...........ccocevrieirieiesiecssessene 21
2.3.2.1. Tazarotenin Etki MeKaniZmasi ..........ccceverierueieieninienieniesiesiesiesiesessesseeens 21
2.3.2.2. Tazarotenin Endikasyonlari ve Tedavi DOZu..........ccccooeiiiiiiiiiiiiiiceeen, 22
2.3.2.3. Tazarotenin Yan EtKIeri ........ccoooiiiiiiii e 23
2.3.3. Tazarotenin FarmakoKinetik OZelliKIEri ..............coveuriveieirieieisecesesens 23
2.3.4. Tazaroten ile Ilgili Literatiirlerdeki Kayitli Calismalar .............cccoecevevrvenennnnns 23
2.4. Takrolimus Hakkinda Genel Bilgiler..........ccccccooiiiniiiiiiiiiinic 24
2.4.1. Takrolimusun Yapisi ve Fizikokimyasal OzeliKIeri ...........cccovuirirereriiiieninnans 24
2.4.2. Takrolimusun Farmakodinamik OZelliKIEri..............coccvueiieieiieieeieseienn, 26
2.4.2.1. Takrolimusun Etki MeKanizmasi ...........ccccceeiieniiinieiiiciee e 26
2.4.2.2. Takrolimusun Endikasyonlari ve Tedavi DOZU..........ccocevvvinineincnieniee, 27
2.4.2.3. Takrolimusun Yan EtKIEri.........cccoiiiiiice e 28
2.4.3. Takrolimus Farmakokinetik OZelliKIEri..........cc.cccoveiieieirieiesieeeseseene 29
2.4.4. Takrolimus ile ilgili Literatiirlerdeki Kayitli Calismalar............cccoccvevevnnne. 29
2.5. Psoriazis Topikal Tedavisine Y6nelik Nanotastyicilarm Onemi.............cccevveee. 31
2.6. Vezikiiller 11ag Tas1y11 SIStEMIET.......ccvvrvreeeireeeeeececececerececeeeeeeeseeseeesesees s e eees 32
2.6.1. Vezikiiler Sistemlerin Hazirlama Yontemleri.......cccocoevvieniiininiiniiiie e, 33
2.6.1.1. Klasik Lipozomlarin Hazirlanmasi ..........ccccoceiieiiiiciiniiicncc e 33
2.6.1.2. Deforme Olabilen Lipozomlarin Hazirlanmasi............ccocvviiiiiiiiicnen, 33
2.6.2. LIPOZOMIAT ..ottt 35
2.6.3. Elastik (Ultradeforme olabilen) VeziKUller...........ccocooiiiiniiiiiiceen 36
2.6.3.1. Transferzomlar ... 37
2.6.3.2. EXOZOMIA ......coiiiiiiiiiii 39
2.6.3.3. TransetoZoOMIAr..........ccoviiiiiiciiii 40

2.6.4. Vezikiiler Sistemlerin Ilaclarin Deriden Gegisini Arttirma Yaklasimlart......... 43



viii

3. GEREC VE YONTEM .....oiiiitiiiicecte ettt 47
3.1 GERECGLER ...t 47
3.1.1. Kullanilan Kiymyasal Maddeler .............ccovviiiiiiiiiiiiiiiceeee e 47
3.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler...........cccociiiiiiiiiiiienie e 48
3.1.2.1. Kullanilan ALCtIET.........cooviiiiiiieiieeee e 48
3.1.2.2. Kullanilan Malzemeler............ccoiiiiiiiiiieiciieeee e 49
3.1.2.3. Kullanilan Bilgisayar Programlart ...........ccccccevviiiiiiiniiiniiiie e 50
3.2 YONTEM ..ottt n st en st 50
3.2.1. Tazarotenin Infrared (IR) SPEKIIUMU ........cccooiiiiiiiiiieec e 50
3.2.2. Takrolimusun Infrared (IR) SPeKIrUMU ........cccocoeiieii i 50
3.2.3. Tazarotenin Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) Miktar Tayini
Analiz Yonteminin GeliStirilmest ........uivveiivie i 50
3.2.4. Tazarotenin Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu..............ccccceevvivevinennenne. 51
3.2.4.1. DOZIUSALLIK ..ot 51
3.2.4.2. KESINIK ... e 52
3.2.4.3. DOZIUIUK ...ooviiiiiiiiii s 52
KO S - Tod (o] | 1] SRS OS 52
3.2.4.5. Teshis Limiti ve Miktar Tayini Limit ..........cccocooiiiiiiiniiceees 53
3.2.4.6. OrnekIerin StabiliteSi ..........covevrevrieiieieiieieisse s 53
3.2.5. Takrolimusun HPLC Miktar Tayini Yonteminin Geligtirilmesi...................... 53
3.2.6. Takrolimusun HPLC Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu ........................ 54
3.2.6.1. DOZIUSAIlIK .....ooiiiiiicc e 54
3.2.6.2. KESINIIK ..o 54
3.2.6.3. DOZIUIUK ..o 55
3.2.6.4. SEGICTIK ... 55
3.2.6.5. Teshis Limiti ve Miktar Tayini Limit ..........cocooooiiiiiiiiiiieee 55
3.2.6.6. OrnekIerin StabiliteSi .......cccveviveiriceiieeee s 55
3.2.7. Takrolimusun LC-MS Analiz Yonteminin Gelistirilmesi ..........cceevvveiieevinennn. 55
3.2.8. Transetozom Tipi Vezikiiler ilag Tasiyict Sistemlerin Formiilasyon
Optimizasyon CaliSMalar..........ccooiuiiiiiiiiiiie e 57
3.2.8.1. Tazaroten Yiklii Transetozom Formiilasyonlarinin Optimizasyonu........... 59

3.2.8.2. Takrolimus Yiiklii Transetozom Formiilasyonlarinin Optimizasyonu ........ 61



3.2.9. Tazaroten ve Takrolimus Yuklii Transferzom ve Etozom Tipi Vezikiiler Ilag
Tastyict Sistemlerin Hazirlanmast .........c.ooveiiiiiiiiiiiiiic e 65
3.2.10. Tazarotenin Propilen Glikoldeki Doymus Cozeltisi ile Tazaroten ve

Takrolimusun Hidroetanolik Doymus Cozeltilerinin Hazirlanmast ............coccoceeenee. 66

3.2.11. Optimize Edilen Tazaroten ve Takrolimus YUKIG Transetozom

Formiilasyonlarinin Vezikiil Boyutu ve Dagilimi ile Fiziksel Stabilite Calismalari ..66

3.2.11.1. Vezikil Boyutu ve Polidispersite Indeksinin Degerlendirilmesi............... 66
3.2.11.2. Fiziksel Stabilitelerinin Degerlendirilmesi .........ccccvvvivveiiiieiiiee i, 67

3.2.12. Kontrol Olarak Hazirlanan Tazaroten ve Takrolimus Yiukli Transferzom ve

Etozom Formiilasyonlarmin Vezikiil Boyutu, Polidispersite Indeksi ve Fiziksel

Stabilitleri Degerlendirilmesi..........cooviiieiiiiiiiciii e 67
3.2.13. Segilen Transetozom Formiilasyonlar1 ile Transferzcom ve Etozom
Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan Karakterizasyon Calismalart .............cccocceevunenee. 67
3.2.13.1. Zeta Potansiyelin OIGUIMESI .........cccoceeveveveicieee e, 68
3.2.13.2. Enkapsiilasyon Veriminin Hesaplanmasi..........cccocveieiiieniiniieniniiiennens 68
3.2.13.3. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi............ccccoovvviienennn. 69
3.2.14. Tazaroten ve Takrolimusun In vitro Kosullarda Deriye Penetrasyonlarinin
Bantla Soyma Yontemi ile INCElenmEsi.............cceevviiirerieisiiecrcreee e 69
3.2.14.1. Deri Orneklerinin Hazirlanmas! .............ccovevevevevrereessresecesesseseseeeesennes 70
3.2.14.2. In vitro Penetrasyon CaliSMaSl.............ccceeuevevrreerrerereresessesseesesesesesesenanes 70
3.2.14.3. Bantla SOYymMa ISIEMi ......ccvvveviviveiiicieceece e 70
3.2.14.4. Ekstraksiyon Islemi ve Derinin Tabakalarindaki Etkin Maddelerin Miktar
TAYINT ot 71
3.2.14.5. Kontrol Formiilasyonlar1 ile Yapilan Calismalar............ccccoovvieiiienninnnne 71
3.2.15. ATR-FTIR (Attenuated Total Reflectance Infrared) Spektroskopisi Analizi.72
3.2.16. Konfokal Lazer Mikroskop Analizi...........ccccceviniiiiiiiiiececccce, 73
3.2.17. In vitro Sitotoksisite CalISMAlar..........ccocveerereeieieieceeeeceeseeeseee s 74
3.2.18. IStatiStIKSEl ANALIZ....c.cvevevieereeeeceeeeeeeeeeececeeeceseeees s eesess s essees 75
A, BULGULAR . ...ttt ettt st nbe et e et et e nreeanbeenree s 76
4.1. Tazarotenin Infrared (IR) SPeKtrumU ..........cooviiiiiii i 76
4.2. Takrolimusun Infrared (IR) SPEKIrUMU ........ccvveiiiiiiciie e 76
4.3. Tazarotenin HPLC Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu.............c.ccocvevvivnnne. 77
4.3.1. DOZIUSAIITK ..ttt 77

O T (Y1 1] 11T 78



4.3.3. DOZIUIUK ...vviiiiiiiiiiie ettt 79
O S 1= od o1 1 11 SOOI 79
4.3.5. Teshis Limiti ve Miktar Tayin Limiti ..........cccoovviiiiiiiniiiicic e 79
4.3.6. OrneKIerin StabiliteSi ..........covrvreererieiceesse s 79
4.4. Takrolimusun HPLC Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu ..............ccccceeevennen. 80
4.4.1. DOZIUSAIITK ..ottt e e 80
4.4.2. KESINTK ...t 81
4.4.3. DOGUIUIUK ...ttt 82
AA4, SEGICTITK ..o 82
4.4.5. Teshis Limiti ve Miktar Tayin Limiti ......c.ccccoooveiiiiiiie e 83
4.4.6. OrneKIerin StaDIlItESI .........ocrvrivieei sttt 83
4.5. Takrolimusun LC-MS Analiz Yontemin GeliStirilmesi ....oooveevevverieiieenieernsinnnnnn 83
4.6. Transetozom Tipi Vezikiiler ilag Tasiyict Sistemlerin Formiilasyon Optimizasyon
Calismalarma Ait BulGUIAT .......cccoooviiiiiiiiiiei e 85
4.6.1. Tazaroten YUkli Transetozom Formiilasyonlarinina Ait Bulgular .................. 86
4.6.2. Takrolimus Yiiklii Transetozom Formiilasyonlarina Ait Bulgular-................... 88

4.7. Tazaroten ve Takrolimus YUkli Transferzom ve Etozom Tipi Vezikiler

Sistemlere At BUIQUIAT.............ooiiiiiicce e 92
4.8. Tazarotenin Propilen Glikoldeki Doymus Cozeltisi ile Tazaroten ve Takrolimusun
Hidroetanolik Doymus Cozeltilerine Ait Bulgular ..........ccocovveviveieieiiiinisceeen, 92
4.9. Optimize Edilen Tazaroten ve Takrolimus Yiiklii Transetozom Formiilasyonlar
Uzerinde Yapilan Karakterizasyon Caligmalarina Ait Bulgular..............coccoovviiiinnn 93

4.9.1. Vezikiil Boyutu ve Polidispersite Indeksi...........cccoveerrriveiiierercesiceseenn, 93

4.9.2. Fiziksel Stabilitelerinin Degerlendirilmesi ...........ccoovveviiiiiiiii e 98

4.10. Kontrol Amagli Hazirlanan Tazaroten ve Takrolimus Yiikli Transferzom ve

Etozom Formiilasyonlarmin Vezikiil Boyutu, Polidispersite Indeksi ve Fiziksel

Stabiliteleri Degerlendirilmesine Ait Bulgular...........cccoovvviiiiiiiiiiiciccs 113
4.11. Secilen Transetozom Formiilasyonlar1 ile Transferzom ve Etozom
Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan Karakterizasyon Caligsmalarina Ait Bulgular .....114
4.11.1. Zeta Potansiyel Bul@ulart..........ccocviiiiiiiiiceee e 114
4.11.2. Enkapsiilasyon Verimi Bulgulari...........cccoooviiiiiiiiiieeees 116
4.11.3. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi..........cccccccovviiniieennnnn, 118

4.12. Tazaroten ve Takrolimusun In vitro Kosullarda Deriye Penetrasyonlariin Bantla

Soyma Yontemi ile incelenmesine ait BUlGUIar .............c.ccoevvivevercueiiirererieesseee s 120



Xi

4.13. ATR-FTIR SPEKLrOSKOPISI....cueeivieiiiiieiieiesieecie e 130

4.14. Konfokal Lazer Mikroskop Analizi (CLMS) Goruntlleri...........ccoccvvvevvenenne. 146

4.15. In vitro Sitotoksisite Calismalart Bulgulart .........ccccceevviniieniiieniecse e 150
5. TARTISMA ..ottt 154
KAYNAKLAR ..ottt sttt ne s b e ene it 183
HAM VERILER .....coouititititiictctetetete ettt ettt ettt sttt st s sesens 200
FORMLAR ..ottt st ettt et et nesbe e eneans 201
ETIK KURUL KARARI .....cooviiiiiiieiiieie ettt 202
PATENT HAKKI IZNI ..o 203
TELIF HAKKI IZNT....ooiiiiiiiieicisiesse s 204

(046 ) 1)1 1 13O 205



xii

TABLOLAR LISTESI
Tablo 2-1: Psoriazisin Tedavi SECeNeKIeri .........ccooviieiieiicecece e 14
Tablo 2-2: Psoriazis tedavisine yonelik topikal uygulanan preparatlara érnekler-......... 17

Tablo 2-3: Klasik etozomlarin ve transetozomlarin ilk siispansiyon formlarindaki

KArSUaStITTIMAST ..ottt et e b 41
Tablo 2-4: Son yillarda yapilan transetozom galismalari ve kullanilan bilesenler ......... 42
Tablo 3-1: Tazaroten yiiklii transetozomlarin bilesenleri ..........ccuvererereninieniesieienenns 57
Tablo 3-2: Takrolimus yiiklii transetozomlarin bilesenleri...........ccoceveveiiiiiiiiiiinnnenn, 57

Tablo 3-3: Kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan tazaroten yiikli
transetozom fOrmuilasyonlart .......cccocviiiiiiiiiiiie i 59
Tablo 3-4: Kenar aktivatorii olarak sodyum kolat kullanilarak hazirlanan tazaroten
yiiklii transetozom formUlasyonlart ............coeocieiiiiiiiiiieie e 60
Tablo 3-5: Kenar aktivatorii olarak Span 80 ve Span 85, penetrasyon artirici olarak oleik
asit kullanilarak hazirlanan diger tazaroten ytiklii transetozom formiilasyonlari............ 60
Tablo 3-6: %6 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlart .............cccccoviiiiiiininiinc e, 61
Tablo 3-7: %5 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus ytklii transetozom formiilasyonlart ............cccocoeiiiiiiiiiiiies 61
Tablo 3-8: %4 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus ytiklii transetozom formiilasyonlart .........c.cccoveiiiiiiiiiiiiic 62
Tablo 3-9: %3 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus ytklii transetozom formiilasyonlart ............cccocoeiiiiiiiiiiies 62
Tablo 3-10: %2 fosfolipit ve kenar aktivatort olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus ytiklii transetozom formiilasyonlart ...........ccocoveiiiiiiiiiiiiiic 63
Tablo 3-11: %6 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlart ............cccoooveviiiiciiiiennn, 63
Tablo 3-12: %5 fosfolipit ve kenar aktivatdrii olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlart ..........c.ccccevieiiiiiiiniicnnnn 63
Tablo 3-13: %4 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Sodyum kolat kullanilarak

hazirlanan takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlart ..........ccccoecevviviiiiiieiineennnnn. 64



Xiii

Tablo 3-14: %3 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlart ..........ccccoocevviiiiiiiieiineennnn, 64
Tablo 3-15: %4 fosfolipit ve ve diger kenar aktivatorii tipi veya penetrasyon arttirict
kullanilarak hazirlanan takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlart ..............c.ce..... 64

Tablo 3-16: Tazaroten ve takrolimus yiiklii kontrol amag¢li hazirlanan transferzom ve

€toZom fOrmMUlASYONIATT ... ..oviiiiiiiii i 65
Tablo 4-1: Tazarotenin HPLC y6ntemine ait dogrusallik sonuglar1 (n=6)..................... 77
Tablo 4-2: Tazaroten HPLC analiz yonteminin giin ici kesinlik verileri (n=3).............. 78

Tablo 4-3: Tazaroten HPLC analiz yonteminin giinler aras1 kesinlik verileri (n=3)...... 78

Tablo 4-4: Tazarotenin HPLC yontemi igin dogruluk verileri (n=3) ........ccocovvrvvrrvnnnne 79
Tablo 4-5: Tazarotenin HPLC analizlerinde orneklerin stabilite sonuglari.................... 80
Tablo 4-6: Takrolimusun HPLC ydntemine ait dogrusallik sonuglari (n=3).................. 81

Tablo 4-7: Takrolimus HPLC analiz yonteminin gun ici igin kesinlik verileri (n=3) .... 82

Tablo 4-8: Takrolimus HPLC analiz yonteminin giinler arasi i¢in kesinlik verileri (n=3)

........................................................................................................................................ 82
Tablo 4-9: Takrolimusun HPLC yontemi i¢in doguruluk verileri (n=3)............ccccoeunee. 82
Tablo 4-10: Takrolimusun HPLC analizlerindeki 6rneklerin stabilite sonuglari ........... 83
Tablo 4-11: Takrolimusun LC-MS metoduna ait kalibrasyon dogrusu............cc.cccveunee. 84

Tablo 4-12: Kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan tazaroten yiiklii
formulasyonlara ait DUIQUIAT...........cooeiiiiiii e 87
Tablo 4-13: Kenar aktivatorii olarak Sodyum kolat kullanilarak hazirlanan tazaroten
yuklu formalasyonlara ait bulgular..............cccoooeiiiiiic i 87
Tablo 4-14: Diger siirfaktan tipi veya penetrasyon arttirict kullanilarak hazirlanan
tazaroten yikli formulasyonlara ait bulgular ..., 88
Tablo 4-15: %6 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yUkIi formulasyonlara ait bulgular.............cccoooeiiiiiiiii 88
Tablo 4-16: %5 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yUklu formulasyonlara ait bulgular.............cccociiii e, 89
Tablo 4-17: %4 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yUkIi formulasyonlara ait bulgular.............c.oooeiiiiiiii e 89
Tablo 4-18: %3 fosfolipit ve kenar aktivator olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan

takrolimus yUklt formilasyonlara ait bulgular............ccccoeeviieiiciice e 90



Xiv

Tablo 4-19: %2 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yUkli formilasyonlara ait bulgular............ccccoeeviieiiei i 90
Tablo 4-20: %6 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii formiilasyonlara ait bulgular.............cccccoiveiiiiiiciicien, 90
Tablo 4-21: %5 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii formiilasyonlara ait bulgular...........ccccoociiiiiiiiiiiien, 91
Tablo 4-22: %4 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii formiilasyonlara ait bulgular.............ccccooiieiiiiiiiiicien 91
Tablo 4-23: %3 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii formiilasyonlara ait bulgular.............cccocoveiiiiiiiiiiiennn, 91
Tablo 4-24: %4 fosfolipit ve diger kenar aktivatorii tipi veya penetrasyon arttirici
kullanilarak hazirlanan takrolimus yiiklii formiilasyonlara ait bulgular......................... 92

Tablo 4-25: Tazaroten ve takrolimus yiiklii transferzom ve etozom formiilasyonlarina

AL DUIGUIAT ...ttt et e s reente e nne s 92
Tablo 4-26: Tazarotenin ¢ozundrluk tayinine ait sonuclar (N=3) ........ccccccevveveeieiiennn, 92
Tablo 4-27: Takrolimusun ¢ozunirliik tayinine ait sonuglar (N=3) ........cc.covvvviviinnnn 93

Tablo 4-28: Kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan tazaroten yiikli
formiilasyonlarinin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3) .........ccccvvviiiiiiiiiiiis 93
Tablo 4-29: Kenar aktivatorii olarak Sodyum kolat kullanilarak hazirlanan tazaroten
yiiklii formiilasyonlariin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3)..........cccooviviiiiiiiiennns 94
Tablo 4-30: %6 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus ytiklii formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3).........cccccevvrnrne 95
Tablo 4-31: %5 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus ytiklii formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3)..........ccccceeevennnnn, 95
Tablo 4-32: %4 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus ytiklii formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3).........cccccevvrnrne. 96
Tablo 4-33: %3 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3) .........ccccocvvvviriiiieennn, 96
Tablo 4-34: %2 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus ytiklii formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3).........cccccevvrnrnne. 96
Tablo 4-35: %6 fosfolipit ve kenar aktivatdrii olarak Sodyom kolat kullanilarak

hazirlanan takrolimus yiiklii formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3)......... 97



XV

Tablo 4-36: %5 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Sodyom kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3)......... 97
Tablo 4-37: %4 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Sodyom kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3)......... 97
Tablo 4-38: %3 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Sodyom kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3)......... 98
Tablo 4-39: Kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan tazaroten yiiklii
transetozomlarin 5 &+ 3°C’deki fiziksel kararlilig1 ..........coovviiiiiiiiiie s 99
Tablo 4-40: Kenar aktivatorii olarak sodyum kolat kullanilarak hazirlanan tazaroten
yiiklii transetozomlarin 5 + 3°C’deki fiziksel kararliligt ..., 100
Tablo 4-41: Kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan tazaroten yiiklii

transetozomlarin 5+3°C’de 3 hafta bekletilmeleri sonras1 vezikiil boyutu ve dagilimlar

Tablo 4-42: Kenar aktivatorii olarak sodyum kolat kullanilarak tazaroten yiikli

transetozomlarin 5£3°C’de 3 hafta bekletilmeleri sonras1 vezikiil boyutu ve dagilimlari

Tablo 4-44: %6 fosfolipit ve kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yiiklii transetozomlarin 5+3 °C’de 4 ay bekletilmeleri sonras1 vezikiil boyutu
Ve dagilimlart (NT3) ..oooeiie e 103
Tablo 4-45: %5 fosfolipit ve Kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus ytiklii transetozomlarin 5°C + 3°C’de 4 ay bekletilmeleri sonras1 vezikiil
boyutu ve dagilimlart (N=3) ......cocvevviiiiiiii i 104
Tablo 4-46: %4 fosfolipit ve Kenar aktivatori olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yiiklii transetozomlarin 5+3 °C’de 4 ay bekletilmeleri sonras1 vezikiil boyutu
VE dagilmIart (N73) .o 105
Tablo 4-47: %3 fosfolipit ve Kenar aktivatori olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yiiklii transetozomlarin 5+3 °C’de 4 ay bekletilmeleri sonrasi vezikiil boyutu
Ve dagilimIart (NT3) ..ooeiie e 106
Tablo 4-48: %2 fosfolipit ve Kenar aktivatori olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yiikli transetozomlarin 5+3 °C’de 4 ay bekletilmeleri sonras1 vezikul boyutu

Ve dagilimIars (N73) oo 107



XVi

Tablo 4-49: %6 fosfolipit ve Kenar aktivatorii olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii transetozomlarin 4 ay 5°C £ 3°C’de bekletilmeleri sonrasi
vezikil boyutu ve dagilimlart (N=3) ...oooviviiiiiiiic s 108
Tablo 4-50: %5 fosfolipit ve Kenar aktivatorii olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus transetozomlarin 4 ay 5°C + 3°C’de bekletilmeleri sonrasi vezikiil
boyutu ve dagilimlart (N=3) ....ccveiiiiiiiiiciie 109
Tablo 4-51: %4 fosfolipit ve Kenar aktivatorii olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii transetozomlarin 4 ay 5°C + 3°C’de bekletilmeleri sonrasi
vezikil boyutu ve dagilimlart (N=3) ....ocviveiiiiiiiceee e 110
Tablo 4-52: %3 fosfolipit ve Kenar aktivatorii olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii transetozomlarin 4 ay 5°C + 3°C’de bekletilmeleri sonrasi
vezikill boyutu ve dagilimlart (N=3) ....ocvviiiiiiiiiiiecie e 111
Tablo 4-53: Segilen tacrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlari.............c.ccceeuennee. 113
Tablo 4-54: Tazaroten ve takrolimus yiiklii transferzom ve etozom formiilasyonlarin
vezikiil boyutu ve dagilimi (N=3)......cuiiiiiieiiieie it e 113
Tablo 4-55: Tazaroten ve takrolimus yiikli transferzomlarin 5°C + 3°C’de belirtilen
bekletilmeleri sonrasi vezikiil boyutu ve dagilimlart (n=3)..........cccooviiiiiiiiiniinne 114
Tablo 4-56: Secilen tazaroten yukli transetozom, transferzom ve etozomun
formiilasyonlarina ait zeta potansiyel (mV) degerleri (n=3) .........ccccovvvivriiiiiiiiiiennnn, 115
Tablo 4-57: Secilen takrolimus yikli transetozom, transferzom ve etozomun
formiilasyonlarina ait zeta potansiyel (mV) degerleri (N=3) ........cccevvvriiiniinicinnnne. 116
Tablo 4-58: Tazaroten yiiklii transetozom formiilasyonlari ile kontrol amagli hazirlanan
transferzom ve etozom formiilasyonlarinin enkapsiilasyon verimi bulgulari (n=3)..... 117
Tablo 4-59: Takrolimus yiikli transetozom formiilasyonlart ile kontrol amagh

hazirlanan transferzom ve etozom formiilasyonlarinin enkapsiilasyon verimi bulgulari

Tablo 4-60: Tazaroten yiikli transetozom fomiilasyonlarindan tazarotenin deriye in
vitro penetrasyonuna ait bulgular (N=3)........cccooiiiiiiiiiiie e 120
Tablo 4-61: Tazaroten yiiklii kontrol formiilasyonlarindan/¢ozeltilerinden tazarotenin
deriye in vitro penetrasyonuna ait bulgular (N=3) ..o, 121
Tablo 4-62: Takrolimus yiiklii transetozom fomiilasyonlarindan takrolimusun deriye in

vitro penetrasyonuna ait bulgular (N=3)......ccceiveeiieiice e 126



XVii

Tablo 4-63: Protopic ve takrolimus yukliu kontrol formilasyonlarindan/¢ozeltilerinden
takrolimusun deriye in vitro penetrasyonuna ait bulgular (N=3) ..........ccccoevviieiiennenn, 127

Tablo 4-64: Tazarotenin transetozom ve kontrol formiilasyonlari ve ¢ozeltilerine ait

ATR-FTIR analiz sonuglart (N=3) .....ccooiiiiiiiiiiiciieiee e 130
Tablo 4-65: Takrolimusun transetozom ve kontrol formiilasyonlar1 ve ¢ozeltilerine ait
ATR-FTIR analiz sonuglart (N=3) ...ccocviiiiiiiiiiieiiie i 131
Tablo 4-66: Segilen formulasyonlara ait ICso degerleri.........ccovvvrireiiniicieiiicen, 150

Tablo 4-67: Farkli konsantrasyonlardaki sodyum dodesil siilfata (SDS) ait ICso degeri



Xviii

SEKILLER LISTESI
Sekil 2-1: DETiNIN YaPIST ...eeiviieiiiiiiiiiiiiiie ittt 4
Sekil 2-2: Stratum Corneum bilesimi i¢indeki seramit yiizdesi (kuru agirlik ytizdesi)....5
Sekil 2-3: Normal ve psoriatik derinin histolojik 6zellikleri...........c.ccccoooeivieiiiiiiiennnn, 11
Sekil 2-4: Th17 hiicrelerine dayal1 psoriazisin patogenez modeli..........c.ccccceevevveiveennnn, 13
Sekil 2-5: Tazarotenin yapisal formiilii ve fizikokimyasal 6zellikleri...............c.c......... 20

Sekil 2-6: Tazarotenin deri Uzerindeki gen ekspresyonunun regiilasyonunun sematik

GOSTEIIME L.ttt bbbt bbbttt et nb bbbt 22
Sekil 2-7: Takrolimusun yapisal formiilii ve 6zellikleri ..........ccooeriiiiiiiiicniie 25
Sekil 2-8: Takrolimusun etki mekanizmasi ...........coooiuveiiiiiiiiie e 27
Sekil 2-9: Topikal ilag tasiyici olarak kullanilan nanotasiyicilar ............occeveeniieinnnne. 32

Sekil 2-10: Lipozom tipleri, MLV; multilamellar vezikil, LUV; buyik unilamellar
vezikil, SUV; kigik unilamellar VEZIKUI .............oooiiieiieiieciiec e 35
Sekil 2-11: Ultradeforme edilebilen vezikiillerin sematik gosterimi, (A) Transferzom
(B) €t0ZOM (C) raNSEIOZOM .......ciieriiiiitisiisie ittt bbb sr et 37
Sekil 2-12: Lipozomlarin deri tizerindeki etki mekanizmalart ............ccocevieiennnneennnn, 43
Sekil 2-13: Ultradeforme edilebilen vezikullerin deriye penetrasyon ve permeasyonuna
A1t $EMALTK GOSTEIIIM ..o 44

Sekil 2-14: Transferatomlarin (ultra deforme olabilen vezikiil) deriden gegis

MEKANIZIMALATT. ...ttt e s bb et e e neeas 45
Sekil 2-15: Etozomal sistemlerinin deriden gegisinde dnerilen model........................... 46
Sekil 3-1: Transetozomlarin hazilanmasina ait sematik gosterim ............ccceeevervvernenne. 58
Sekil 4-1: Tazarotenin IR SPEKIIUMU ... 76
Sekil 4-2: Takrolimusun IR SPEKLIUMU ........cocviiiiiiiieie s 76
Sekil 4-3: Tazarotene ait HPLC Kromatogrami ...........ccccooiriiieieiicnienenieneseseseeeenes 77
Sekil 4-4: Tazarotenin HPLC yontemine ait kalibrasyon dogrusu...........c.ccccvvevinennene 78
Sekil 4-5: Takrolimuse ait HPLC Kromatogrami............cccccvivirinienene e 80
Sekil 4-6: Takrolimusun HPLC yontemine ait kalibrasyon dogrusu...........c.cccoevvernenne. 81
Sekil 4-7: Takrolimus LC-MS analiz yontemine ait bir kromatogram (1000 ng/ml)..... 84
Sekil 4-8: Takrolimusun LC-MS metoduna ait kalibrasyon egrisi............c.ccoovrvrvenenes 84

Sekil 4-9: Transetozomlarin hazirlanmasi asamasinda olusan ince film tabakasi.......... 85



XiX

Sekil 4-10: Sonikasyon iglemi oncesi (sol tiip) ve sonrasi (sag tiip) transetozomlarin
FIZIKSEl gOTUNUMIETT .....veeieee e 85
Sekil 4-11: Tazaroten yuklu transetozom (TZ 4-TW 1) (sagdaki sise) ve takrolimus
yuklu transetozomun (TC 4-SK 1) (soldaki sise) fiziksel gorinimii .........ccevvervennnne. 86
Sekil 4-12: TZ 4-TW 1 kodlu tazaroten yuklu transetozomun vezikul boyutu ve
PONIAISPErSITE INAEKSH ..vevviieieieeie e 94
Sekil 4-13: TC 4-SK 1 kodlu takrolimus yikli transetozomun vezikil boyutu ve
POLTISPEISITE INUEKSI ..ot 98
Sekil 4-14: TZ 4-TW 1 kodlu transetozoma ait TEM goriintiileri (Farkli biiyiitmeler ile
alinan @OTUNTULIET)......ccueiiiieie e 118
Sekil 4-15: TC 4-SK 1 kodlu transetozoma ait TEM goriintiileri (Farkli biiytlitmeler ile
AlNAN GOTTUNTULET) ..e.veiviiieicie et ne e 119
Sekil 4-16: Tazaroten yiiklii transetozomlari ile PG ¢ozeltisinden tazarotenin alt ve Ust

stratum corneum ile canli epidermis/dermisteki birikiminin karsilastirilmasina ait grafik

Sekil 4-17: Tazaroten yiikli transetozomlari ile PG ¢ozeltisinden tazarotenin SC’daki
(alt+ist stratum corneum toplam) ile canli epidermis/dermisteki birikiminin
karsilastirtlmasina ait grafik.........cocoooiiiiiiiiiiii 122
Sekil 4-18: Tazaroten yuklu transetozomlar ile PG ¢ozeltisinden tazarotenin SC’daki
(alt+0st stratum corneum toplam) birikiminin karsilagtirtlmast.........c..cceeeerevereieennnn. 123
Sekil 4-19: Tazaroten yiiklii transetozomlar1 ile PG ¢dzeltisinden tazarotenin canli
epidermis/ dermisteki birikiminin karsilastirilmasi ...........ccoceeieieeiecic e, 123
Sekil 4-20: Canli epidermis ve dermiste en yiiksek birikim saglayan tazaroten yiiklii TZ
4-TW 1 kodlu transetozom formiilasyonunun kontrol olarak diger vezikiiler tasiyicilar
ile cozeltilerden  tazarotenin in vitro domuz derisinden penetrasyonuna ait
karsilagtirmall Grafik ..o 124
Sekil 4-21: Canli epidermis ve dermiste en yiiksek birikim saglayan tazaroten yiiklii TZ
4-TW 1 kodlu transetozom formiilasyonunun kontrol olarak diger vezikiiler tasiyicilar
ile cozeltilerden tazarotenin SC’daki (alt+iist stratum corneum toplam) ile canli
epidermis/dermisdeki birikiminina ait karsilastirmali grafik...........ccocooeiiiiiiiniennnn, 124
Sekil 4-22: Canli epidermis ve dermiste en yiiksek birikim saglayan tazaroten yiiklii TZ
4-TW 1 kodlu transetozom formiilasyonunun kontrol olarak diger tiim transetozom

formiilasyonlari, transferzom ve etozom ile c¢ozeltilerden tazarotenin SC’daki (alt+iist



XX

stratum corneum toplam) ile canli epidermis/dermisteki birikiminina ait Ozetleyen
karstlastirmalt @rafik.........ccooiiiiiiiiiiii 125
Sekil 4-23: Takrolimus yiiklii transetozomlar1 ile Protopic®’ten takrolimusun SC’daki
ile canli epidermis/dermisteki birikiminin karsilastirilmasina ait grafik ...................... 127
Sekil 4-24: Takrolimus yiiklii transetozomlari ile Protopic®’ten takrolimusun SC’daki
birikiminin karsilagtirilmasina ait grafik..........ccccocveiiiiiiiiin i 128
Sekil 4-25: Takrolimus yiiklii transetozomlar1 ile Protopic®’ten takrolimusun canli
epidermis/ dermisteki birikiminin karsilagtirilmasina ait grafik............cc.ccoovvoviiennnn, 128
Sekil 4-26: Canli epidermis ve dermiste en yiiksek birikim saglayan takrolimus yiiklii
TC 4-SK 1 kodlu transetozom formiilasyonunun kontrol olarak Protopic® ve diger
vezikiiler tasiyicilar ile hidroetanolik ¢o6zeltisinden takrolimusun in vitro domuz
derisinden penetrasyonuna ait karstlastirmalt grafik ..........c.cccoooeiiiiiniiiciie 129
Sekil 4-27: Canli epidermis ve dermiste en yiiksek birikim saglayan takrolimus yukIi
TC 4-SK 1 kodlu transetozom formiilasyonunun kontrol olarak Protopic® ve diger tim
transetozom formiilasyonlari, transferzom ve etozom ile hidroetanolik c¢ozeltisinden

takrolimusun in vitro domuz derisinden penetrasyonuna ait karsilastirmali 6zetleyen

Sekil 4-28: Kontrol deriye ait (formiilasyon uygulamasi yapilmamis olan) ATR-FTIR
] 1= S (1] T USSR 132
Sekil 4-29: Tazaroten yikli TZ 4-TW 1 kodlu transetozom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yilizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 132
Sekil 4-30: Tazaroten yukli TZ 3-TW 1 kodlu transetozom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri ylizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 133
Sekil 4-31: Tazaroten yikli TZ 4-TW 1-20 kodlu transetozom formulasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri ylizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 133
Sekil 4-32: Tazaroten yikli TZ 5-TW 1 kodlu transetozom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 134
Sekil 4-33: Tazaroten yUkli TZ 4-SK 1 kodlu transetozom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yilizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 134
Sekil 4-34: Tazaroten yukli TZ 4-TW 0,5 kodlu transetozom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 135
Sekil 4-35: Tazaroten yukli TZ 4-TW 1,33 kodlu transetozom formilasyonunun

uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 135



XXi

Sekil 4-36: Tazaroten yikli TZ 6-SK 1 kodlu transetozom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 136
Sekil 4-37: Tazaroten yikli TZ TR kodlu transeferzom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yilizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 136
Sekil 4-38: Tazaroten yiiklii TZ ET kodlu etozom formiilasyonunun uygulanmasinin 24
saat sonrasinda deri ylizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu...........cccccvevvviervenene. 137
Sekil 4-39: Tazarotenin PG doymus ¢ozeltinin uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri
yiizeyinden alinan ATR-FTIR SPEKIIUMU .......cccooiiiiiiiiiiiecec e 137
Sekil 4-40: Tazarotenin hidroetanolik doymus ¢ozeltinin uygulanmasinin 24 saat
sonrasinda deri ylizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .........cccocoovviiiiiiiiinicienen, 138
Sekil 4-41: Takrolimus yukli TC 4-TW 1 kodlu transetozom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yilizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 138
Sekil 4-42: Takrolimus yukli TC 4-SK 1 kodlu transetozom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri ylizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 139
Sekil 4-43: Takrolimus yikli TC 3-SK 0,529 kodlu transetozom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yilizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 139
Sekil 4-44: Takrolimus yukli TC 4-SK 1,33 kodlu transetozom formiilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri ylizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 140
Sekil 4-45: Takrolimus yikli TC 3-SK 1 kodlu transetozom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 140
Sekil 4-46: Takrolimus yukli TC 4-SK 0,705 kodlu transetzom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri ylizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 141
Sekil 4-47: Takrolimus yukli TC 5-SK 1,25 kodlu transeferzom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri ylizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 141
Sekil 4-48: Takrolimusun konvansiyonel (Protopic®) formiilasyonun uygulanmasinin
24 saat sonrasinda deri ylizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu............cccoovoviieiennn, 142
Sekil 4-49: Takrolimus yikli TC TR kodlu transferzom formulasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri ylizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu .... 142
Sekil 4-50: Takrolimus yiiklii TC ET kodlu etozom formiilasyonunun uygulanmasinin
24 saat sonrasinda deri ylizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu............ccooovviieiennn, 143
Sekil 4-51: Takrolimusun igeren hidroetanolik doymus ¢ozeltisinin uygulanmasinin 24

saat sonrasinda deri ylizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu...........ccccovevvvvivervenenne. 143



XXIii

Sekil 4-52: Tazaroten yukli formilasyonlar ve kontrollere ait asimetrik gerilme
bantlarin karsilastirilmalt grafiSi ......ococveiiiiiiiiiiiiie 144
Sekil 4-53: Tazaroten yiiklii formiilasyonlar ve kontrollere ait simetrik gerilme bantlarin
karsilagtirtimall rafifi........ccoocviiiiiiiiiii s 144
Sekil 4-54: Takrolimus yukli formilasyonlar ve kontrollere ait asimetrik gerilme
bantlarin karsilastirilmalt grafiSi ......ccocveviiiiiiiiiiii 145
Sekil 4-55: Takrolimus yukli formulasyonlar ve kontrollere ait simetrik gerilme
bantlarin karsilagtirilmalt @rafii .......ccooovviiiiiiii 145
Sekil 4-56: Kontrol olarak Nil Kirmizisinin PBS (pH 7,4) c¢ozeltisinin deriye
uygulanmasini takiben 20 um’lik dikey kesiti ile elde edilen CLMS goriintiileri........ 146
Sekil 4-57: TZ 4-TW 1 kodlu transetozom formiilasyonun deriye uygulanmasini takiben
20 um’lik dikey kesiti ile elde edilen CLMS gOTiUntileri..........covvverververienenineneennnn, 147
Sekil 4-58: TC 4-SK 1 kodlu formilasyonun deriye uygulanmasini takiben 20 um’lik
dikey kesiti ile elde edilen CLMS gorintlleri............cocoveieeiiesieieeie e 148
Sekil 4-59: Formiilasyonlar ve kontrol arasinda dikey kesite ait kiyaslama (kontrol
cozeltisi (a), TZ 4-TW 1 (b) ve TC 4-SK 1 (c) kodlu transetozom deriye uygulanmasini
takiben 20 um’lik dikey kesiti ile elde edilen CLMS goriintileri ..........ococveniveeninennne. 148
Sekil 4-60: Kontrol olarak Nil Kirmizis1 PBS 7,4 ¢ozeltisinin deriye uygulanmasini
takiben 20 um’lik yatay kesiti ile elde edilen CLMS goriintileri .........cooevviviinennne 149
Sekil 4-61: TZ 4-TW 1 formiilasyonun deriye uygulanmasini takiben 20 um’lik yatay
kesiti ile elde edilen CLMS gOrintlleri...........ccoooieiiiiniiicieee e, 149
Sekil 4-62: TC 4-SK 1 formiilasyonun deriye uygulanmasini takiben 20 pm’lik yatay
kesiti ile elde edilen CLMS gOrUNUIETT........cveiviiiieiie e 149
Sekil 4-63: Tazaroten yukli TZ 4-TW 1 kodlu formilasyona ait %inhibisyon-
KONSANIIASYON ©FTIST +vvviurieieeireesiee e sttt r e enne e 151
Sekil 4-64: TZ 4-TW 1 kodlu tazaroten icermeyen formilasyona ait %inhibisyon-
KONSANTIASYON ©TTIST .vvvveuriiiiiiiieiiieiic sttt 152
Sekil 4-65: Takrolimus yikli TC 4-SK 1 kodlu formulasyona ait %inhibisyon-
KONSANIIASYON ©FTIST +vvviurieieeireesiee e sttt r e enne e 152
Sekil 4-66: TC 4-SK 1 kodlu takrolimus icermeyen formulasyona ait %inhibisyon-
KONSANTIASYON ©TTIST .vevvviuriiiiiiiiiiiieitc sttt 153

Sekil 4-67: Secilen formiilasyonlarin SDS’e gore karsilastirmali ICsp degeri ............. 153



Xxiii

SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI
ATR-FTIR: Hafifletilmis Toplam Yansitma-Fourier Doniisiimli Infrared (Attenued
Total Reflectance-Fourier Transformer Infrared)
(a:a) : Agirlik: Agirlik orani
a/h: Agirlik/Hacim

AUC: Egri altinda kalan alan
CLSM: Konfokal Lazer Mikroskobun Analizi
DMSO: Dimetil stilfoksit

DLS: Dinamik Isik Sa¢ilimi (Dynamic Light Scattering)
HLB: Hidrofilik Lipofilik Denge

HPLC: Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi

h/h: Hacim/Hacim

IFN: interferon
IL: Interleukin

IR: Infrared Spektrumu

LC-MS: Siv1 kromatografisi-kitle spektrometresi
Log P: Partisyon katsayisi

MTL: Miktar Tayin Limiti (LOD)

mDC: Miyeloid Dendritik Hicre

NF-AT: Aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii (nuclear factor of activated T
cells)

NLC: Lipit Nano-Tastyicilar
NMEF: Dogal Nemlendirme Faktori

PASI: Psoriazis Alan Siddet indeksi (Psoriasis Area Severity Index)
PBS: Fosfat Tamponu

PDC: Plazmasitoid Dendritik Hicreleri

PDI: Poli Dispersite Indeksi



XXIV

PUVA: Psoralen + Ultraviyole UVA

r’: Determinasyon Katsayis1

RARs: Retinoik Asit Reseptorleri

rpm: Dakikadaki Doniis Sayist

RSD: Bagil Standart Sapma

SC: Stratum corneum

SD: Standart Sapma

SDS: Sodyum Dodesil Sulfat

SLN: Kat1 Lipit Nanopartikiil (Solid Lipid Nanoparticle)
TEM: Transmisyon (Gegcirimli) Elektron Mikroskobu

Th: T yardimet
TIG: Tazaroten ile Endiiklenen Gen (Tazarotene-Induced Gene)
TNF: Tamor Nekroz faktori

TL: Teshis Limiti (LOQ)
TLR: Toll-benzeri reseptor
UV: Ultraviyole

QbD: Tasarimla kalite



XXV

OZET

REZIGUE, M. (2017). Topikal Psoriazis Tedavisi i¢in Nano Boyutlu Ila¢g Tasiyici
Sistemlerin  Gelistirilmesi ve In Vitro Modeller ile Degerlendirilmesi. Istanbul
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitisii, Farmasétik Teknoloji ABD. Doktora Tezi.
Istanbul.

Psoriazis; genetik, c¢evresel, immiinolojik faktorlere bagli gelisen ve deride
keratinositlerin ¢ogalmasina yol acan, enflamasyonlu kronik bir hastaliktir. Topikal
tedavi, ilk secenek olarak genellikle hastaligin lokalize formunun tedavisinde tercih
edilmekle birlikte, konvansiyonel dozaj formlarmin yetersiz kalabilmesi yeni ilag
tastyici sistemlerin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir.

Son yillarda, topikal tedavide etkin maddelerin, ozellikle asir1 lipofilik
molekiillerin, derinin daha derin tabakalarina taginmasini saglamak tizere bilesimlerinde
yuksek oranda etanol ve kenar aktivatori iceren transetozom olarak isimlendirilen nano
boyutlu vezikiiller gelistirilmistir.

Tez caligmasinda; antipsoriatik etkin maddelerden tazaroten ve takrolimusun
transetozomlarin gelistirilmesine yonelik; farkli tip kenar aktivatorleri ve farkli
oranlarda fosfolipit kullanilarak formiilasyon optimizasyon calismalar1 ylriitiildii. Elde
edilen verilere dayanarak secilen transetozom formiilasyonlari; vezikiil boyutu,
polidispersite indeksi ve fiziksel Kkararliligi, zeta potansiyel degeri, enkapsiilasyon
etkinligi ile morfolojik ozellikleri agisindan karakterize edildi. Secilen transetozom
formiilasyonlarindan tazaroten ve takrolimusun deriye penetrasyonu bantla soyma
teknigi kullanilarak kontrol formiilasyonlar1 ile karsilastirmali olarak kantitatif
degerlendirildi. Transetozomlarin bilesenlerinin deri tiizerindeki etkileri, stratum
corneum tabakasindaki yapisal degisiklikler olarak ATR-FTIR spektroskopisi ile
incelendi. Lipofilik 0zellikteki model bir fluoresan madde ile yuklenen transetozom
formiilasyonlarindan fluoresan boyanin derinin hedef tabakalarindaki lokalizasyonu
konfokal mikroskop analizleri ile goriintillendi. Ayrica, optimum transetozom
formiilasyonlarinin sitotoksitesi hiicre kiiltiirii calismalar ile degerlendirildi.

Sonug olarak; transetozom formiilasyonlarinin tazaroten ve takrolimusun in vitro
kosullarda derinin canli epidermis ve dermis tabakalarina ulasmasini sagladig: ve hedef
tabakalarindaki lokalizasyonunu arttirdigi bantla soyma teknigi ile kantitatif olarak
saptanmis ve konfokal mikroskop analizleri ile goriintiilenmistir. Boylece, topikal
psoriazis tedavisine yonelik tazaroten ve takrolimusun nano boyutlu transetozom tipi
vezikiiler ila¢ tasiyict sisteminin konvansiyonel formiilasyonlara alternatif teskil etme
potansiyelinin bulundugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: tazaroten, takrolimus, transetozom, psoriazis, deriye penetrasyon.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 21318
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ABSTRACT

REZIGUE, M. (2017). Development and Evaluation of Nanosized Drug Delivery
Systems for Topical Psoriasis Treatment with In Vitro Models. Istanbul University,
Institute of Health Science, Pharmaceutical Technology. Doktora Thesis. Istanbul.

Psoriasis is an inflammatory, chronic skin disease characterized by
hiperproliferation of keratinocytes induced by genetic, environmental and
immunological factors. Although topical therapy is the first option in treatment of its
localized form, the development of new drug delivery systems is required due to
insufficiency of conventional dosage forms.

In the recent years, transethosomes nanosized vesicles consisting of edge
activator and high percentage of ethanol have been developed to deliver highly
lipophilic drugs into deeper skin layers.

In this thesis, optimization studies of tazarotene and tacrolimus loaded
transethosomes prepared using different surfactant type and lipid ratios were carried
out. Then, transethosomes were characterized in terms of their particle size,
polydispersity index, physical stability, zeta potential, encapsulation efficiency and
morphological features. The skin penetration of selected tazarotene and tacrolimus
loaded transethosomes was performed quantitatively by tape stripping method in
comparison with controls. The effects of transethosomes on skin presented by the
structural changes in stratum corneum were investigated by ATR-FTIR spectroscopy.
Transethosomes were loaded with a lipophilic fluorescent compound to visualize its
localisation in target sites of skin using confocal microscopy. Furthermore, cytotoxicity
of the optimal transethosomes was assessed by cell culture studies.

Consequently, it was determined that transethosomes delivered tazarotene and
tacrolimus into viable epidermis and dermis and improved their localisation in target
sites of skin by stripping technique and confocal microscopy analysis. Thus, it was
shown that tazarotene and tacrolimus loaded transethosomes as nanosized delivery
system could be an alternative to their conventional formulations for topical treatment
of psoriasis.

Key Words: tazarotene, tacrolimus, transethosome, psoriasis, skin penetration

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 21318



1. GIRIS VE AMAC

Psoriazis ilk defa 1841’de Ferdinand von Hebra tarafindan tanimlanan kronik
enflamansyonlu bir deri hastaligidir (Schon ve Boehncke 2005). Psoriazisin kesin
sebebi bilinmemekle birlikte, genetik, cevresel ve immiunolojik faktorlerin birlikte eslik
etmesi ile derideki keratinositlerin ¢gogalmasina bagli oldugu diisiiniilmektedir (Jean ve
Pouliot 2010; Basko-plluska ve Petronic-rosic 2012). Topikal tedavi, ilk secenek olarak
genellikle hastaligin lokalize formunun tedavisinde tercih edilmektedir (Mendonca ve
Burden 2003; Mitra ve Wu 2010; Samarsekera ve ark 2012; Berth-jones 2013).

Tazaroten, psoriazis tedavisinde kullanilan sentetik 0zel bir retinoik asit
reseptoéru bir etkin maddedir (Chandraratna 1997; Dando ve Wellington 2005; Van de
Kerkhof 2006). Tazarotenin etki mekanizmasi, keratinositlerin anormal farklilasmasini
dizelterek ¢ogalmasini azaltmasi ve enflamatuvar belirteclerin ekspresyonunu azaltmasi
olarak diisiiniilmektedir (Duvic ve ark. 1997; Yu ve ark. 2015). Tazarotenin dinya
pazarinda %0,05 ve %0,1’lik topikal krem, jel ve kopuk tipi preparatlari mevcuttur
(Chandraratna 1997; Tang-Liu ve ark. 1999; Martindale 2005, Van de Kekhof 2006).
Ancak, tazarotenin psoriazis tedavisi i¢in onaylanmis topikal bir preparati Tirkiye’de
heniiz bulunmamaktadir (Onsun 2008; Alper ve ark. 2012). Tazaroten, asir1 lipofilik
karakterde bir etkin maddde (log P=5,96) oldugu i¢in topikal formiilasyonlarinin
gelistirilmesi agisindan problemli bir molekiil olarak nitelendirilmektedir. Bu nedenle
tazarotenin yeni formalasyonlarinin optimizasyonu 0Ozellikle ilacin derideki hedef
bolgelere ulasmasinin saglanmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Tazarotenin yeni topikal
tastyicilarmin gelistirilmesi kapsaminda literatiirde sadece mikroemilsiyonlar ile ilgili
calisma oldugu gortilmiistir (Nasr ve Abdel-hamid 2016; Patel ve ark. 2016). Tazaroten

yiiklii vezikiiller sisteminin optimizasyonu ile ilgili bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Takrolimus FK506 olarak da bilinen énemli bir immin sistem baskilayici bir
molekdldir. Takrolimusun topikal tedavide derideki ana hedef bolgesi dermisteki
lenfositlerdir. Takrolimus, kalsinérin fosfataz enzimini inhibe ederek IL-2 geni
transkripsiyonu inhibe eder ve bdylece T-lenfosit yaniti engellenir (Thomson ve ark.
1995; Patel ve ark. 2012). Atopik dermatit tedavisi icin takrolimusun topikal merhemi
onaylanmustir, heniiz psoriazis tedavisi icin sadece yuz ve intertrijindz icin endikasyon
dis1 kullanimi s6z konusudur (Beck 2005; Goebel ve ark. 2011). Topikal olarak



takrolimus %0,03 ve %0,1°lik merhem preparatlari ile tedavide kullanilmaktadir (Undre
ve ark. 2009). Takrolimusun cok lipofilik (log P=3,96) ve yiksek molekill agirliginda
(822 g/mol) bir bilesik olmasi, ideal bir topikal dozaj formuna doniistiiriilmesini
zorlastirmaktadir (Venkataramanan ve ark. 1995; Goebel ve ark. 2011). Bu kapsamda;
takrolimusun modifiye edilmis lipit nano-tasiyicilar1 (NLC) (Pople ve Singh 2011),
etozom tipi vezikuler sistemi (Li ve ark. 2012), transferzom iceren jeli (Lei ve ark.
2013), mikroemulsyonu (Goebel ve ark. 2011) ile polimerik miseller tasiyicisinin
(Lapteva, Mondon ve ark. 2014) gelistirilmesine yonelik calismalar mevcuttur.
Takrolimusun transetozom formiilasyonlar1 ile ilgili bir ¢aligma ise literatlirde

bunlunmamaktadir.

Deri hastaliklarinda topikal tedavisinin basarisi, etkin maddelerin derinin hedef
etki bolgesine ulasmasina ve lokalizasyonuna baghdir. Topikal tedavinin etkinligini
arttirmak ve konvansiyonel dozaj sekillerinde goriilen kisitlamalarin asilabilmesi igin
son yillarda topikal uygulama i¢in yeni nanotasiyici sistemlerin gelistirilmesi
konusunada yogun bir ilgi oldugu goriilmektedir (Cosco ve ark. 2008; Gupta ve ark.
2012; Pradhan ve ark. 2013; Zhang ve ark. 2013; Rahman ve ark. 2015; Gungor ve
Rezigue 2017).

Lipozomlar, farkli yapidaki lipitlerin kullanilmasi ile hazirlanan, bir veya i¢ ige
gecmis birden fazla lipit ¢ifte tabaka igeren, i¢ kompartmaninda sulu faz bulunan
kiresel vezikullerdir (EL Maghraby ve ark. 2006; EI Maghraby ve ark. 2008; Pathak ve
Thassu 2009). Konvansiyonel lipozomlar deriye uygulandiklarinda daha ¢ok stratum
corneum’un ylizeyinde ve iist kisimlarinda biriktiginden topikal/transdermal ilag tasiyici
sistemler olarak ¢ok fazla tercih edilmemektedir. Lipozomlarin bilesimleri modifiye
edilerek etkin maddeleri derinin daha derin dokularina tasiyabilen vezikuler sistemler
olarak etozomlar ve transferzomlar tasarlanmistir (Gupta ve ark. 2012; Song ve ark.
2012; Pradhan ve ark. 2013; Ascenso ve ark. 2015).

Etozom ve transferzomlar, konvansiyonel lipozomlar ila karsilastirildiginda en
onemli Gstunlikleri derideki ilaglarin lokalizasyonunu iyilestirmeleridir (Celia ve ark.
2012; Song ve ark. 2012). Ancak, ozellikle gok lipofilik karakterdeki etkin maddelerin
stratum corneum tabakasini gegerek, canli epidermise ulasabilmeleri ve boylelikle daha
etkin bir topikal tedavi saglanabilmesi i¢in bilesimlerinde yiiksek oranda etanol i¢eren

transetozomlar gelistirilmistir (Song ve ark. 2012).



Transetozomlar, transferzomlar ve etozomlarin 6zelliklerini bir arada igeren lipit
yapili vezikiillerdir. Bu yeni ultra-deforme olabilen vezikdller, ilk defa Song ve ark
tarafindan 2012'de tanimlanmustir. Transetozomlar bir kenar aktivatorii ile birlikte
yuksek oranda etanol ile karakterize edilir (Song ve ark. 2012). Transetozomlar hem
transferomlarinin hem de etozomlarin avantajlarini saglamaktadir (Song ve ark. 2012;

Ascenso ve ark. 2015; Ma ve ark. 2015; Abdulbagi ve ark. 2016).

Bu doktora tezinin amaci; topikal psoriazis tedavisine yonelik tazaroten ve
takrolimusun transetozom tipi nano boyutlu vezikiiler ilag tasiyici sisteminin
gelistirilmesi ve karakterizasyonlarinin ardindan, optimize edilen transetozomlarin in
vitro deriye penetrasyon c¢alismalarini takiben etkin maddelerin derinin hedef
tabakalarindaki lokalizasyonun bant ile soyma (tape stripping) yontemi kullanilarak
kantitatif olarak incelenmesi ve formiilasyonlarin deri tizerindeki etkilerinin ATR-FTIR
spektroskopisi ile degerlendirilmesidir. Ayrica transetozomlara yiiklenen tazaroten ve
takrolimus gibi ¢ok lipofilik karakterdeki Nil Kirmisi’nin derideki lokalizasyonun
konfokal mikroskop analizleri ile gérintilenmesidir. Boylece; psoriasin topikal tedavisi
icin tazaroten ve takrolimusun derinin hedef tabakalarindaki birikimini ve
lokalizasyonunu arttiran, konvansiyonel formiilasyonlara alternatif teskil etme
potansiyeli olabilecek nano boyutlu vesikiiler ilag tasiyict sisteminin gelistirilmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Deri Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Derinin Yapis1 ve Genel Ozellikleri

Deri, eriskin bir insanda 1,8 m? yiizey alan1 ve yaklasik olarak viicut agirligmin
%10’unu olusturmaktadir. Dogal bir bariyer olarak insanin viicudunu kimyasal ve
biyolojik etkenlerden korur. Ayni zamanda, transepidermal su kaybinin 6nlenmesi, D
vitamin metabolizmasi, termoregiilasyonun saglamasi ve duyusal algi rolii de vardir.
Deri yizeyinin pH’si asittir ve pH degeri 4 ve 6 arasinda bulunur (Yosipovich ve
Maibach 1996; Walters ve Roberts 2002; Pathak ve Thassu 2009). Deri, keratinize
olmus bir ¢ok katli yassi epitelden ibarattir (Jean ve Pouliot 2010).

2.1.2. Derinin Tabakalari

Insan derisi, epidermis (cansiz epidermis (stratum corneum) ve canli epidermis),
dermis ve hipodermis (deri alti dokusu, stibkiitan doku) olmak {izere 3 ana tabakadan
olusur. Bu tabakalarin kalinlig1 viicudun farkli bolgelerinde degisebilmektedir. Ayrica,
derinin ekleri olarak da tamimlanan basta kil folikiilleri, ter bezleri ve tirnak gibi
bilesenleri de bulunmaktadir (Walters ve Roberts 2002; Pathak ve Thassu 2009; Zhang
ve ark. 2013). Derinin gegirgenligi agisindan, stratum corneum ana bariyeri olusturur.
Diger katmanlar ve ekler de dnemli islevlere katkida bulunur ve ilag dagitiminda 6nemli
hedef sitelerdir (Benson 2012). Sekil 2.1 derinin yapisini gostermektedir (GUngor ve
Rezigue 2017).
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Sekil 2-1: Derinin Yapisi



2.1.2.1. Epidermis

Bazal katmanda farklilagmaya ugrayan ve ylizeye go¢ eden keratinositlerden
olusan dis ortam ile temas eden katmandir. Epidermis igten disa dogru bes tabakadan
olusmaktadir: Stratum basale, Stratum spinosum, Stratum granulosum, Stratum lucidum

ve Stratum corneum (Walters ve Roberts 2002).

Histolojik agidan epidermiste dort 6nemli hiicre tipi bulunmaktadir: Bunlar sira
ile keratinositler, melanositler, Langerhans hicreleri ve Merkel hicreleridir. Deri,
topikal olarak uygulanan bilesikleri metabolize edebilen bir¢ok enzime de sahiptir.
Bunlarin keratinositlerin olgunlagmasi ve deskuamasyon isleminde, dogal nemlendirme

faktoranin (NMF) olusumunda ve genel homeostazda rolii vardir (Benson 2012).

Epidermisin hiicrelerinin  %95'i  keratinositlerdir. Ozellikle, 10-20 pm
kalinliginda olan stratum corneum uzaklastirildiktan sonra diizenli olarak yenilenen 10
ila 15 kat korneositlerden olusmaktadir. Stratum corneum korneositlerin (boynuzsu
hicreler) st ftstte yigilmasindan olustugu i¢in boynuzsu tabaka olarak da
adlandiriimaktadir (Cosco ve ark. 2008; Jean ve Pouliot 2010). Sekil 2.2 stratum
corneum’un bilesimini gostermektedir (Dayan 2005).

Stratum corneum’un bilesenleri Hiicreler arasi lipitlerin bilesenleri

75-80% Proteinler

15% Diger 10% Yag asitleri

25% Kolesterol
5-10% Diger

5-15% Hucreler arasi lipitler 50% Seramitler

Sekil 2-2: Stratum Corneum bilesimi icindeki seramit yiizdesi (kuru agirhk yizdesi)



Stratum corneum, molekiillerin deriden gecisine ve organizmadan suyun
kaybina karsi1 etkili bir bariyer olusturmaktadir. Derinin bariyer fonksiyonu esas olarak
stratum corneum’un spesifik yapisi ile ilgilidir. Stratum corneum tabakasi; aralarinda
harg (lipit ¢ift katmanlar) bulunan tuglalar (korneositler) ile 6rull bir duvar olarak ve
tugla-har¢ (brick and mortar) modeli olarak tanimlanir. Stratum corneum’daki
korneositler birbirine desmozomlar ile baghdir. Stratum corneum, seramitler,
fosfolipitler, kolesterol ve kolesterol esterleri ile zengin oldugu i¢in lipofilik 6zellikte
bir membrandir ve etken maddelerin perkitan penetrasyonunu etkilemektedir (Walters
ve Roberts 2002; Benson 2012).

Canli epidermis ise, korneositlerin farklilagtigi farkli yapidaki keratinosit
tabakalarindan olusur (Cosco ve ark. 2008; Jean ve Pouliot 2010). Canli epidermiste
lokalize olan Langerhans hiicreleri, derinin ana antijen saglayan hiicreleri temsil eden
dendritik hiicrelerdir. Bu hiicreler, yiizeylerine baglanan bir antijen tarafindan aktive
edildiklerinde, epidermisten dermise, daha sonra lenf nodlarina go¢ ederler ve orada

immiin yanit1 baglatmak i¢in T hlcrelerini aktive ederler (Benson 2012).

2.1.2.2. Dermis

Dermis tabakasi, kolajen fibrillerinden olusur ve deriye esneklik ve mekanik
destek saglar. Kalinlig1 yaklasik olarak 3-5 mm olan dermis tabakasi corium olarak da
adlandirtlir. Dermis, bag dokusu bilesenlerini (kolajen, laminin, fibronektin, vitronektin)
ureten fibroblastlardan, enflamatuvar ve bagisiklik yanit olusumunda biiyiik rolii olan
mast hiicrelerinden ve melanin pigmentini lireten melanositlerden olusur. Ayrica, kan
damarlar, epidermal eklentiler (uzantilar), sinirler ve sinir uglar1 da dermiste

bulunmaktadir (Benson 2012; Gupta ve ark. 2012).

2.1.2.3. Hipodermis (Deri Alt1 Yag Dokusu)

Deinin en alt tabakas1 olan hipodermis (deri alt1 doku), yag dokusunu olusturan
adipositlerden olusan tabakasidir. Ayrica, hipodermis yoluyla sinirler ve kan damarlari
deriye baglanir. Hipodermis yaglari; deriyi ¢arpmalara karsi mekanik bir yastik seklinde
koruyarak, ayn1 zamanda 1s1 bariyeri de olusturmaktadir (Walters ve Roberts 2002; Jean
ve Pouliot 2010).



2.1.2.4. Deri Uzantilar:

Epidermisin dermise sarilmasiyla olusturulan kil follikiilleri de dahil olmak
tizere deriyle ilgili bir¢ok uzantis1 vardir. Bu yapilar, kil liretmesinin yani sira yara
lyilesmesinde ve derinin yeniden epitelizasyonda O6nemli rol oynayan kok hiicreleri
(stem cells) de igerir. Sebasoz bezler, kil kokii ile iliskili olup deriyi nemlendirmek igin
sebum iiretir. Deri uzantilar olarak, apokrin bezler ile viicut 1si1sin1 diizenleyen ekrin ter

bezleri de igerir (Benson 2012; Zhang ve ark. 2013).

2.1.3. Deriden Gegis Yollari
Kimyasal molekdllerin deriden gegisi {i¢ temel yolu izlemektedir:

a) hiicreler arasindaki lipit tabakadan ( hiicreler arasi yol),
b) molekullin hicre ici keratin tabakadan (hucre igi yol),

c) deri yiizeyindeki bulunan uzantilardan (kil folikiilleri, ter ve yag bezleri gibi)

Ilaglarin gecisi yaklasik olarak %99'u transepidermal yolu (interseliiler ve
transseliiler yol kombinasyonu) izler. Bununla birlikte, ilaglarin %1'i transfolikuler veya

yan gecit yolu (shunt yol) ile derinin igerisine girer (Dayan 2005).

2.1.3.1. Hiicreler Arasi Gegis Yolu

[lag molekiillerinin deriden pasif gecisi icin en onemli yol olarak tanimlanir.
Polar olmayan ilaglar hiicre i¢i gecis yolu ile kasilastirildiginda, bu yola daha 1yi
gecerler. Bu yol egri-biigrii gecis yolu olarak tanimlanir. Ozellikle, Kiicik ve yiiksiiz
molekdller icin idealdir (Kalia ve Guy 2001; Patzelt ve ark. 2008).

2.1.3.2. Hiicre I¢i Gecis Yolu
Kicuk polar molekiller bu yol ile deriden gegebilirler. Korneositler,
molekiillerin bu yolla gecisini zorlagtiran yogun c¢apraz bagli proteinlerden

(korneositlerdeki hiicre ici keratin) olusmaktadir (Patzelt ve ark. 2008; Benson 2012).

2.1.3.3. Yan Gegit Yolu

Kil folikiilleri, ter ve yag bezleri buylk ve polar molekullerin derinin daha alt
tabakalarina gegmesi icin alternatif bir yolak olarak kabul edilir. Kil folikiilleri deri
alanin %0,1’1ni kaplar, Bu gecis yolu son yillarda 6zellikle nanopartikiiler sistemler i¢in
Oonemli olarak gosterilemktedir (Barry 2001; Lademann ve ark. 2006; Otberg ve ark.
2008).



2.1.4. Topikal Uygulamanin Avantajlari
llaglarin topikal olarak uygulanmasi gesitli avantjlara sahiptir (Brown ve ark.

2006; Okyar ve ark. 2012; Zhang ve ark. 2013; Schoellhammer ve ark. 2014):

¢ Derinin genis yiizey alanina sahip oldugu i¢in ilaglarin permeyasyonu artar.

Gastrointestinal yan etkiler ortadan kalkar.

Sistemik absorpsiyon azaltilarak yan etkiler ortadan kaldirilabilir.

Hedeflenen dokudaki etkin madde miktar: artirilarak tedavi dozu diisiiriilebilir.

Acil durumlarda tedavi kesilebilir.

2.1.5. Molekullerin Deriden Gegisini Etkileyen Faktorler
2.1.5.1. Molekiile Ait Fizikokimyasal Ozellikler

Lipofilik yapi: Tlacin yag/su partisyon katsayisinin logaritmik déniistiiriilmiis
degeri (log P) ilag molekiillerinin deriden gegisi agisindan 6nemli bir parametredir.
Genellikle deriye uygulanan ilaglarin log P degerinin 1 ile 3 arasinda olmasi bu
membrandan gecisi i¢in ideal olarak tanimlanir. Daha yiiksek log P ye sahip ilaglar (log
P >3) genellikle derinin stratum corneum tabakasinda birikir ve daha hidrofil canli
tabakalarina epidermise partisyonunu diisiik olur. Diisiik log P degerine sahip olan
molekdllerin ise stratum corneum tabakasina partisyonu zayiftir (Hadgraft ve ark. 2000;
Naik ve ark. 2000; Benson 2012).

Molekiil agirligi: Diisik molekiil agirlikli, tercihen 500 Da'dan diistik ilaglar
deriden daha iyi gecerler (Barry 2001).

Erime sicakligy, suda ¢oziniirliik ve difiizyon katsayist: Tlacin diflizyon
katsayist ve deriden gegisi arasindaki iliski dogru orantilidir. Etkin maddelerin diisiik
erime noktasina sahip olmasi (< 200 °C) ve sudaki ¢ozliniirligiiniin iyi olmast ( > 1
mg/ml) istenir (Naik ve ark. 2000).

Etkin maddenin iyonizasyonu: Iyonize olmayan halde iken ilaglarin deriden
pasif difiizyonlar1 daha yiiksektir (Barry 2001).

Etkin maddenin konsantrasyonu: Formiilasyondaki ilacin konsantrasyonu
deriden gegisini etkiler. Genellikle ilaglar doymus konsantrasyonda, termodinamik
aktivitesi artarak deriden ge¢is hiz1 da artar (Naik ve ark. 2000).



2.1.5.2. Deriye Ait Faktorler
Derinin durumu: Derinin gecirgenligi, saglikli ve deriyi etkileyen hastalik
durumlarinda aynmi degildir. Derinin permeabilitesi ve bariyer 6zelliginin; psoriazis,

enflamasyon, vyara, enfeksiyon ve dermatit gibi deri hastaliklarinda degistigi

saptanmustir (Benedetto ve ark. 2012; Benson 2012).

Hidratasyon: Stratum corneum tabakasmin hidrasyonunun arttirilmasi derinin
gecirgenligini arttirir. Ayrica, suyun topikal formiilasyonlarda dogal bir penetrasyon
arttirict gorevi yaptigi saptanmistir. Endojen suyun deri yiizeyinden kaybi Ortiict 6zellik
saglayan (oklUzif) maddeler kullanilarak 6nlenebilmektedir (Barry 2001; Benson 2012).

Yas: Cocuklarda deri yaslilara gore daha ince ve gecirgenligi daha fazladir.
Yaslilardaki derinin hem kalin hem de lipit igerigi farkli oldugu i¢in gegirgenligi daha
yavastir (Rougier ve ark. 1988; Benson 2012).

Anatomik bolge: Derinin gegirgenligi Stratum corneum un farkli anatomik
bolgelerindeki kalinligt ile dogru orantili olarak degisir ve bu durumda insan derisinin
farkli boélgelerine bagli olarak ilacin dermal absorpsiyonunu etkileyebilir. Ayrica,
ilaglarin deriden emilimlerini etkileyen diger fizyolojik faktorler arasinda; sicaklik,
kanlanma hiz1, derideki metabolik reaksiyonlar, farkli tiirler, cinsiyet ve ik gibi

etmenler de yer almaktadir (Rougier ve ark. 1988; Dayan 2005; Benson 2012).

2.1.5.3. ila¢ Tasiyic1 Sistemine Ait Ozellikler

[ag tasiyict sistemleri etkin maddelerin formiilasyondan salim hizini ve derideki
birikimini etkilemektedir. Bu nedenle, etkin maddenin deriden gegcisi formulasyon
bilesenlerine bagli olabilmektedir. Bu yaklasimla, formiilasyonlarda ¢esitli penetrasyon
maddeler kullanilmaktadir. Penetrasyon arttiricilar 6zellikle stratum corneum dzerinde
geri donlisimlii yapisal degisikliklere neden olarak etki gosterirler. Penetrasyon
artiricilar, 0zellikle hiicreler arasi lipitlerin yapisini bozarak veya membran tzerinde bir
¢ozicl islevi ile deride ilacin dagilimini artirilabilmektedirler (Hadgraft 1999; Dayan
2005). Kullanilan yardimeir maddeler etkin maddelerin sivag veya deri tabakalarindaki
partisyonunu etkileyebilmektedir. Etkin maddenin deriye partisyonu igin oOncellikle
uygulandigr formiilasyondan salimi gergeklesmelidir. Bu durum etkin maddenin
termodinamik aktivitesinin yiksek olmasi ile saglanir. Ancak, etkin maddenin sivaga
ilgisinin fazla olmasi deriden ge¢is hizin1 yavaslatabilmektedir. (Williams 2003; Degim
2009 p. 345).
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2.2. Psoriazis Hastahig1 Hakkinda Genel Bilgiler

2.2.1. Tamm ve Klinik Ozellikleri

Psoriazis 1841°de Ferdinand von Hebra tarafindan tanimlanan kronik bir deri
hastaligidir (Schén ve Boehnche 2005). Yunancada “psora” kasintili ve kepekli deri
hastaliklarini tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Skuamlarin renginden dolay1 halk
arasinda “Sedef Hastalig1” olarak bilinmektedir (Girer ve ark. 2008). Diinya ¢apinda
psoriazis esit cinsiyet dagilimi ile genel popUlasyonun %2-3’0n0 etkilemektedir (Huang
ve ark. 2015). Hastalik genellikle 40 yasindan once goriiniir ve 6zellikle 20 ve 30 yas
arasindaki bir pik izlenmektedir (Basko-plluska ve Petronic-rosic 2012). Bu hastalik,
hastanin yasam kalitesini etkiler ve sosyal izolasyonuna neden olabilmektedir (Mchenna
ve ark. 2003; Bhosle ve ark. 2006). Psoriazis hastalarinda da kanser, miyokardiyal
enfarksiyon, hipertansiyon, diyabet ve depresyon gibi diger 6nemli kronik hastaliklarda
gorilen fiziksel ve ruhsal iglevlerinde azalma gortlmektedir (Rapp ve ark. 1999).

Klinik olarak psoriazis; Guttat, Eritrodermik, Pustller, Ters ve Psoriazis
vulgaris olmak ftizere bes alt tipe siniflandirilir. Yaklasik olarak vakalarin % 90'inda
gorilen psoriazis vulgaris hastaligin en sik gorulen cesitidir (Jean ve pouliot 2010;
Boehncke ve Schon 2015). Hastaligin siddeti, hafif, orta ve agir olarak kosullara
smiflandirilabilir (Jean ve pouliot 2010; Vincent ve ark. 2014). Siddeti tek bir plak
olusumundan deri ylizeyinin % 90'indan fazlasini etkilemesi seklinde degisir. Tedavi

tiirli ve rejimi kisisel ihtiyaca gore ayarlanmalidir (Mason ve ark. 2013).

Hastalarda metabolik sendrom, diyabet, depresyon ve kalp-damar hastaliklar1 da
gelisebilmektedir. Tirnak tutulumu sik gorullr ve psoriatik artrit psoriazis hastalarinin
yaklagik %30'unda tespit edilmektedir (Samarasekera ve ark. 2012; Grozdev ve ark.
2014; Alwan ve Nestle 2015).

Kizariklik/eritem, enflamasyon, keratinosit tabakanin hiperproliferasyonu ve
degismis epidermal farklilagsmasi, psoriazis hastaligini tanimlayan dort temel deri
anomalisidir (Mitra ve Wu 2010). Sekil 2.3’de normal ve psoriatik derinin histolojik

Ozelliklerini gosterilmektedir (Pradhan ve ark. 2013).
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Epidermisin kalinlgi

Anjiyojenez

Sekil 2-3: Normal ve psoriatik derinin histolojik 6zellikleri

A) Normal derinin epidermisin kalinligi, B) hiperproliferatif (psoriatik) derideki epidermisin kalinlig1 ve
anjiyojenez (kan damarlarinin olusumu). Oklar epidermisin kalinligin belirtir.

Simetrik diizgiin kenarl eritematoz plaklar ile yapisik giimiis skalplar hastaligin
en O6nemli Klinik belirtilerdir. Epidermisin hiperproliferasyonu ile erken keratinosit
olgunlagsmas1 ve tam olmayan kornifikasyonla beraber stratum corneum cekirdeginin
tutulumu skalplarin olusumuna yol agmaktadir. Epidermis ve dermiste enfamatuvar
hiicre infiltrasyonu ve dermis damarlarinda genisleme de olusmaktadir. Vicuttaki en
cok etkilenen bolgeler (killi deri) kafa derisi, dirsek, diz yanisira sirtin presakral
alanidir. Ayrica, viicudun diger deri bolgeleri de etkilenebilmektedir (Mitra ve Wu
2010 ; Alwan ve Nestle 2015).

2.2.2. Psoriazisin Etiyolojisi ve Patogenezi

Baglangigta 1841 yilina kadar psoriazis ciizzamin bir cesiti olarak kabul
edilmistir. Ancak daha sonra Von Hebra tarafindan psoriazisi ayr1 bir hastalik olarak
tamimlanmistir (Perera ve ark. 2012). Psoriazisin kesin sebebi bilinmemektedir ve
simdiye kadar bu hastaligin olusumu ¢ok iyi anlagilamamistir. Diger taraftan, genetik,
cevresel ve immunolojik faktorlerin birlikte eslik etmesiyle, derideki keratinositlerin
¢ogalmasina yol actigini disiiniilmektedir (Jean ve Pouliot 2010; Basko-plluska ve

Petronic-rosic 2012).
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Slper antijenler tarafindan T hicrelerine dayali otoimmiin reaksiyonun
tetiklenmesi ile psoriazisin indiiklenmesine neden oldugu diistiniilmektedir (Boehncke
ve ark. 1996). Psoriatik epidermisteki bazal keratinositlerin mitotik oran1 normal deriye
gore daha fazladir. Keratinositler bazal tabakadan epidermis yilizeyine dogru daha hizli
goc ederler ve boylece daha kisa bir hlcre dongusiine sahip olurlar (Duvic ve ark.
1997).

Thl yolunun sitokinleri (/nterferon IFN-gama, interlokin IL-2 ve 1L-12)
psoriatik plaklarda baskin oldugu i¢in psoriazis, T yardimci (Thl) hastaligi olarak
smiflandirilmistir (Chong ve ark. 2013). Son yillarda yapilan ¢alismalarda, 1L-23 / Th17
immiin ekseninin psoriazis gelisiminde Onemli bir role sahip oldugu gosterilmistir
(Gaffen ve ark. 2015). Travma, stres, enfeksiyonlar ve bazi ilaglar gibi ¢evresel
tetikleyiciler, polijenik yatkin kisilerinin derilerinde abartilmig bir enflamatuvar yaniti

baglatabilmektedir (Monteleone ve ark. 2011).

Baslangi¢ asamasinda, travma veya enfeksiyondan sonra keratinositlerden
antimikrobiyal peptit LL37 serbestlesir. Daha sonra, bu peptit DNA'ya ve stresli veya
Olu deri hiicreleri tarafindan tiretilen kiiclik parcalara baglanip bir kompleks olustur. Bu
kompleks plazmasitoit dendritik hticreleri (PDC) aktive ederek IFN-o gibi tip I IFN
ortaya serbestlesir. Ardindan, IFN (tip I) ve Toll-benzeri reseptér 8 (TLR 8) yoluyla
olusan immiin kompleksler miyeloit DC'leri (mDCs) aktif hale getirirler (Jiang ve ark.
2015). Aktive edilen mDC’ler 1L-23 ve IL-12 serbestlestirerek Th17, Thl ve Th22
hicreleri aktif hale getirir ve IL-17, 1L-22, IFN-y gama ve timdor nekroz faktori (TNF)

gibi sitokinler bu hiicreler tarafindan salgilanir.

Bu sitokinler keratinositler lzerinde etki gostererek psoriatik enflamasyonu
yogunlastirir. Bu anahtar sitokinlerin ( IL-23, TNF ve IL-17) psoriazis sirecindeki
Onemi antisitokin antikorlarin {izerindeki yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Lowes ve

ark. 2014; Jiang ve ark. 2015).

Sekil 2.4’de genel olarak psoriazis i¢cin Thl7 hiicrelerine dayali patogenez

modeli gosterilmektedir (Rahman ve ark. 2015).
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Sekil 2-4: Th17 hiicrelerine dayah psoriazisin patogenez modeli

Hastalikta rol oynanan enflamatuvar sitokinlerin psoriazis lezyonlarinda olduk¢a
yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayrica, hastaligin ciddiyeti bu sitokinlerin serumdaki
seviyesi ile de iliskilidir. Psorizisteki deri Keratinositlerinin hiperproliferasyonu,
enflamasyonu ve neovaskilarizasyonu gibi klinik belirtilerin ¢ogunlugu psoriazis
lezyonlarinda bulunan sitokinlerin etkisi ile agiklanmaktadir. Ayrica, hastalik siirecinde
kritik rol oynayan sitokinler dikkate alinarak potansiyel tedavi secgenekleri de
Onerilebilmektedir. Psoriaziste 6nemli rol oynayan pek ¢ok anahtar sitokinler basariyla
hedeflendirilmistir. Bu durum hastaligin tedavisinde bir devrim olarak nitelendirilmistir

(Baliwag ve ark. 2015).

2.2.3. Psoriazis Hastali@inda Tedavi Yaklasimlari

Psoriazis i¢in uygun bir tedavi yaklagimi uygulamak i¢in, lezyonlarin lokalize
olmasi (lezyonlar viicut yilizey alaninin yaklasik < %10’unu kapsar) ve yayginlagmasi
durumu dikkate alinir. Topikal tedavi, birinci basamak tedavi olarak tanimlanir ve
genellikle hastaligin lokalize oldugu formunun tedavisinde yeterli ve etkilidir. Bununla
birlikte, hastalifin yayginlasmasi durumunda topikal tedavi yetersiz olmakta, bu
durumda ikinci basamak tedavi olarak fototerapi ve sistemik tedavi kullanilmaktadir. Bu

tedavi secenekleri yetersiz ya da etkisiz oldugunda ise; biyolojik molekiillerin
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uygulanmasi {iglincli basamak tedavi olarak uygulanmaktadir (Mendonga ve Burden
2003; Mitra ve Wu 2010; Samarasekera ve ark. 2012; Berth-jones 2013). Psoriazis
tedavisinde uygulanan yaklagimlar ve ilag molekulleri Tablo 2.1°de verilmistir (GUngor
ve Rezigue 2017).

Tablo 2-1: Psoriazisin Tedavi Secenekleri

Kortikosteroidler: klobetazol propionat, diflorason

diasetat, halobetazol propionat, betametazon

dipropionat, amsinonid, = mometazon  furoat,

fluosinolon  asetonid, triamsinolon  asetonid,
Topikal ilaclar betametazon valerat, vb

D3vitamin analoglar1: kalsipotriol

Kalsinorin inhibitorleri: takrolimus, pimekrolimus

Retinoidler: tazaroten

Digerler: komiir katrani, ditranol, yumusaticilar

Dar bant UVB
Fototerapi Genis bant UVB
Psoralen ve UV

) o Immiinomodiilatorler: Siklosporin
Sistemik ilaclar Retinoidler: asitretin
Digerler: metotreksat, fumarik asit esterleri

Etanersept, adalimumab, infliksimab, Golimumab,
Biyolojik ilaclar ustekinumab, sekiikinumab

2.2.3.1. Topikal Tedavi

Topikal tedavi Ozellikle hafif ve orta psoriazis icin etkilidir. Daha siddetli
vakalarda da ilk segenek olarak kullanilmaktadir. Psoriazis hastalarmin yaklasik %70-
80’1 sadece topikal uygulama ile tedavi edilebilen hastaligin hafif formuna sahiptirler.
Topikal tedavide, kortikosteroitler, D vitamini turevleri ya da bu ilag molekillerinin
kombinasyonlar1 kullanilir. Potent ve Ozellikle ¢ok potent kortikosteroitler zor tedavi
edilen skalp (kafa derisi) tedavisinde kulanilir. D3 vitaminin analoglarindan daha
etkilidir. Tazaroten gibi retinoitler, komiir katran1 ve ditranol de etkili birer topikal
tedavi secenegi olarak kullanilmaktadir. Ustelik topikal kalsindrin inhibitdriileri
(takrolimus ve pimekrolimus) yiiz ve kivrim boélgeleri gibi zor tedavi edilen bolgeler
i¢in kullanilir (Ashcroft ve ark. 2000; Berth-jones 2013; Boehncke ve Schon 2015).
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Emolyentler de hiperproliferasyon, farklilasma ve apoptozu normallestirdigi i¢in topikal

tedavide ek olarak kullanilabilmektedir (Fluhr ve ark. 2008).

Topikal tedavinin etkinligi genellikle “Psoriazis Alan Siddet Indeksi” (Psoriasis
Area Severity Index: PASI) ile degerlendirilir. Bu indeks PASI 50, PASI 75 veya PASI
90 gibi, hastalarin topikal tedavi uygulandiktan sonra kendi tabanlari ile karsilagtirarak
hastaligin siddetinde % 50, % 75 veya % 90 azalma seklinde yiizde deger olarak ifade
edilir (Chong ve ark. 2013).

Kortikosteroitler: Topikal kortikosteroitler, antienflamatuvar, immunostpressif
ve antiproliferatif etkilerine dayali olarak hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullanilan
ilaglardir. Psoriazisin lokalize formuna sahip hastalarda tedaviye genellikle topikal
kortikosteroit uygulamasi baglanir. Fakat kortikosteroitler uzun bir siire kullanildiginda,
atrofi, telanjiektazi, steroid rozasea ve agiz cevresinde dermatit gibi yan etkiler
gosterdiginden bu ilaglarin kullanimi sinirlanmistir.  Kortikosteroitler tek basina
kullanildigr gibi diger molekiiller ile kombine halde de uygulanir. Topikal
Kortikosteroitlerin azalan etki giiciine bagl olarak Ingiltere'de dért ve Amerika Birlesik
Devletleri‘nde yedi sinifa ayrilir. Topikal kortikosteroitler dikkatli kullanildiginda ise
etkili ve giivenli bir tedavi segenegi olarak kabul edilir (Horn ve ark. 2010; Mitra ve Wu
2010).

D3 Vitamini analoglari: D3 vitamini aktif formunun kemik mineralizasyonu ve
kalsiyumun barsak emilimininde 6nemli rolii vardir. Ayrica, hiicre farklilagsmasinin
stimulasyonu, proliferasyon inhibisyonu ve imminomodilasyon gibi biyolojik
etkilerine dayali olarak, D3 vitamini psoriazis tedavisinde 6nemli bir aday olarak kabul
edilir (Mitra ve Wu 2010). Kalsipotriol, D3 vitamin analogu, genellikle merhem
seklinde topikal olarak psoriazis tedavisinde kullanilir. Kalsipotriolun farmakolojik
acidan derideki hedef bolgesi alt epidermisteki keratinositlerin Gizerindeki D vitaminin
reseptoriidiir.  Kalsipotriol — keratinositlerin ~ farklilasmasint = normallestirir  ve
proliferasyonunu baskilar (Varma ve ark. 2014). Ancak, kalsipotriol kullanildiktan
sonra hastalarin yaklasik %?20’sinde deri tahrisi gozlenmistir. Kalsipotriol, topikal
kortikosteroitler, fototerapi, asitretin, siklosporin, tazaroten, ve metotreksat ile
kombinasyon halinde kullanilabilir. Kalsipotrioliin bu ilaglar ile kombine edildiginde

uygulama dozu azaldigi i¢in yan etkileri de en aza indirilmistir (Lin ve ark. 2010).
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Kalsinorin inhibitorleri: Topikal kalsinorin inhibitorleri, aktive edilmis T
hicrelerinin  cekirdek faktori (nuclear factor of activated T cells, NF-AT)
transkripsiyon faktoriine bagli olan enflamatuvar sitokinlerin transkripsiyonunu
baskilamaktadir. Ylzde ve kivrimlarda goriilen psoriazisin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan diger topikal ilaclarin ¢ok onemli yan etkileri vardir. Ornegin, topikal
steroitler atrofi riskinden dolay1 uzun siire yiize ve kivrimlara kullanilmaz. Bunun yani
sira, D vitamini tiirevleri ve topikal retinoitlerin tahris olusturma potansiyelleri de
topikal tedavide kullanimmi smirlandirmaktadir. Dolayisiyla, takrolimus ve
pimekrulimus gibi kalsindrin inhibitorlerinin topikal uygulanmasi, 6zellikle kivrimlarda
ve ylzde gorilen psoriazis tedavisi icin iyi birer aday molekiller olarak
gosterilmektedirler (Luger ve Paul 2007). Glnumuzde hafif ve orta siddetteki atopik
dermatit tedavisinde onayli olarak kullanilan kalsinorin inhibitorlerinin psoriazisteki

kullanim1 ise hentiz onaylanmamuistir (Mitra ve Wu 2010).

Retinoitler:  Topikal retinoitler psoriazis tedavisinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tazaroten 6zel bir retinoik asit reseptoriidiir ve klinik ¢alismalara gore

psoriazisin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir (Duvic ve ark. 1997).
Diger maddeler:

Kémiir katrani: Psoriazis tedavisinde yaklagik 80 yildir kullanilmaktadir.
Genellikle, UV tedavisi ile kombinasyon halinde verilir. Ozellikle skalp, palmoplantar
psoriazis ve lokalize kronik plak lezyonlarin kontroliinde kullanilir. Kozmetik agidan
kokusu ve giysileri boyamasi nedeniyle tedavide ¢ok terch edilmez (Dvorakova ve
Markham 2013).

Ditranol: Psoriazis tedavisi igin ¢ok etkili bir topikal uygulanan molekdldir.
Sistemik yan etkileri olmadig1 ve 6zellikle kortikosteroitler gibi deri atrofisine neden
olmadig1 igin ditranol birinci basamak tedavide kullanilan bir etkin maddedir.
Ditranolun etki mekanizmasi hala iyi agiklanamamuistir. Dithranolin DNA replikasyonu
ve onariminda bir role sahip olmasi; hiicresel solunumu inhibisyonu ile hicrenin
proliferasyonu ve enflamasyonunda rol oynanan enzimleri etkilemesi; keratinositlerde,
epidermal buyume faktérin reseptorinin fosforilasyonunu indiklmesi ve derideki
reaktif oksijen tiirlerini artirmasi gibi teoriler onerimistir. Deri ve giysinin boyanmasi,
istenmeyen pro-enflamatuar etkiler ditranol kullanimi simirlamistir. Ayrica, molekil

giines 151k ve havaya duyarlidir (Lau ve ark. 2013).
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Tablo 2.2°de psoriazis tedavisine yonelik topikal ilaglar ile formiilasyonlar1 ve

diinya pazarinda bulunan tiriinleri verilmistir (Mitra ve Wu 2010).

Tablo 2-2: Psoriazis tedavisine yodnelik topikal uygulanan preparatlara érnekler

Mla¢ Formulasyon

Hastalik tipi Ticari trin

Kortikisteroitler

Merhem, sprey,
koplk, losyon,
sampuan

Klobetazol propiyonat

Halobetazol propiyonat Merhem

Krem, jel, losyon,

Betametazon Kopiik

VitaminD3 analoglar
Merhem, krem,

Kalsipotriol ,
solusyon
Takalsitol Merhem
Retinoitler
Tazaroten Jel, krem
Merhem, jel,
Komiir katrani soliisyon, sampuan,
sabun

Ditranol (Antralin)
Kalsinorin inhibitorleri

Merhem, krem

Takrolimus Merhem
Pimekrolimus Krem
Kombinasyon trini
Betametazon dipropionat \, .

+ salisilik asit

Temovate®merhemi,
Plak ve skalp psoriazis olux®k5pﬁgﬁ,

Clovex®spreyi

®

Plak psoriazis merhemi

®

Ultravate

Diporsone ~merhemi,

Plak ve skalp psoriazis ®
Luxiq™ kopugi

Plak, skalp ve tirnak
psoriazis

®merhemi

®

Dovonex

Plak psoriazis

Curatoderm— merhemi

Plak psoriazis Tazorac®je|i ve kremi

Exorex®losyonu,
Plak ve skalp psoriazis Alphosyl®kremi ve
losyonu

Plak psoriazis Micanol® kremi

Yiiz, genital bolge ve

. ® .
intertrijinoz psoriazis "rotopic merhemi

Intertrijindz psoriazis Elidel® kremi

Plak, skalp ve tirnak ®

psoriazis Taclonex merhemi
Plak, skalp ve tirnak _. . ® .
psoriazis Diprosalic™ merhemi

2.2.3.2. Fototerapi

Klasik fototerapilerde yaygin olarak kullanilan dar bant UVB ve daha az

uygulanan PUVA (Psoralen + ultraviyole UVA) gibi fotokemoterapi tedavisini

icermektedir.
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Dar bant UVB (311- 313 nm) daha az eritem olusturma etkisi, hizli arinma ve
uzun stireli hastaligin hafiflemesini sagladig1 igin genis bant UVB tedavisinin yerini
almistir. Dar bant UVB ile ¢ocuklar ve hamileler tedavi edilebilmektedir (Dvorakova ve
Markham 2013; Boehncke ve Schon 2015).

Psoralea Corylifolia tohumlar1 psoriazis tedevisinde yaygin olarak kullanilan
PUVA’daki (Psoralen + ultraviyole UVA) psoralen ile zengindir. PUVA’nin psoriazis
ve diger deri hastaliklarinda etkin oldugu 1974’de gosterilmistir. Bununla birlikte,
PUVA’nin deride immin yaniti baskilayici ve mutajenik etkileri de vardir. Ayrica
hayvanlarda tiimorlerin gelisimine neden oldugu igin insanlarda potansiyel kanserojen
oldugu kabul edilmistir (Puglia ve Bonina 2012; Stern 2012). PUVA’nin karsinojenik
potansiyeli bu tedavisinin uzun sireli kullanimini kisitlamaktadir. Fototerapi ve
fotokemoterapi tedavileri, yiksek etkinlik gdstermelerine ragmen zaman alicidir ve

sadece kisa siireli olarak uygulanir (Boehncke ve Schon 2015).

2.2.3.3. Sistemik Tedavide Kullanilan Etkin Maddeler

Psoriazis hastaligmin sistemik tedavisinde metotreksat, siklosporin A,
retinoitler, asitretin, ve bazi tilkelerde fumarik asit esterleri kullanilmaktadir. Ancak,
fumarik asit esterleri disinda diger molekiiler sistemik kullanildiginda potansiyel yan
etkileri oldukca ciddidir (Gottlieb 2005; Boehncke ve Schon 2015 ).

Metotreksat: Metotreksat psoriazisin plak, guttat, pustuler ve eritrodermik
fenotiplerinin tedavisi igin sistemik olarak 40 yildan fazla kullanilmaktadir. Folik asidin
bir antagonistidir ve antineoplastik etkisi ile oral veya parenteral olarak verildiginde,
psoriazis ve romatizmal artritin tedavisinde basart saglamaktadir. Metotreksat
dihidrofolat reduktaz enzimi inhibe ederek DNA sentezini Onler, bdylece mitotik
aktivite engellenir. Hepatotoksisite, bulanti, kusma, anemi ve trombositopeni gibi yan
etkileri ise metotreksatin uzun siireli sistemik kullanimina bagli olarak goriilen yan

etkileri arasindadir (Saurat ve ark. 2008; Vemulapalli ve ark. 2008; Kalb ve ark. 2009).

Siklosporin A: Halkali undekapeptit makrolit grubu bir molekiildiir. Ilk
immiinosiipresan olarak Sandimmune® isimli orijinal miistahzar1 1983 yilinda
onaylanmistir ve daha sonra Neoral® isimli preparat: ile pazara ¢ikmustir. Oral yol ile
verildiginde, dermis ve epidermisteki bulunan T hucrelerini hedefleyerek siddetli ve
tedaviye cevap vermeyen psoriazisin tedavisinde etkin oldugu gosterilmistir.

Siklosporin A kalsinérin fosfatazi inhibe ederek IL-2 ve baska sitokinlerin
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ekspresyonunu diizenleyen aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer faktoriiniin (NF-AT)
translokasyonu duzenler (Rosmarin ve ark. 2010; Lapteva, Santer ve ark. 2014). Ancak,
siklosporinin  bobrek ve karaciger toksisitesi sozkonusudur. Sistemik yol ile
uygulandiginda, immun sisteminin zayiflamasina bagli ciddi yan etkilere yol agabilme
potansiyeli de mevcuttur (Chen ve ark. 2015).

Retinoitler: Tazaroten ve asitretin gibi retinoitler psoriazis tedavisinde
kullanilmaktadir. Retinoitler, nikleer retinoit reseptorlerini aktive ederek enflamasyonu
baskilarlar ve bunun sonucunda epidermal proliferasyonu kontrol edebilmektedirler.
Sistemik retinoitlerin kullanimindeki en biiyiikk dezavantaj ise terapOtik aktiviteleri
yaninda teratojenik etkilerinin de bulunmasidir (Van De Kerkhof 2006).

Asitretin:  Sentetik bir retinoittir ve etki mekanizmasi tam olarak heniz
anlasilamamustir. Proliferasyon ve farklilasmay1 iyilestirdigi, antienflamatuvar ve

immunomodilator 6zelliklere sahip oldugu diistintilmektedir (Ortiz ve ark. 2013).

Fumarik asit esterleri: Uygun ve uzun siireli klinik etkinlikleri nedeniyle su
anda bazi ilkelerde psoriazis tedavisinde kullanilmaktadir. Diisiik dozla tedaviye
baglanarak ve dozun kademeli olarak artirilmasi ile, kizarma, gastrointestinal
semptomlar ve lenfopeni gibi yan etkilerin azaltilabilecegi ve hatta Onlenebilecegi
belirtilmektedir (Dvorakova ve Markham 2013).

2.2.3.4. Biyolojik Molekuller

Son yillarda, baz1 biyolojik molekiillerin psoriazis tedavisinde kullanilmasi
onaylanmigtir. Bu onaylanan biyolojik molekiiller arasinda fiizyon proteini olan
etanersept disinda monoklonal antikorlardir. Adalimumab, etanercept ve infliksimab
gibi TNFa inhibitorlerin, psoriazis ve psoriatik artrit tedavisinde etkinligi gosterilmistir.
Psoriatik artrit icin gucli bir molekil olan Golimumab da onaylanmistir. Ustekinumab
cok onemli olan efektdr hiicreler Th17 lenfositlerin gelismesini kisitlamaktadir.
Secukinumab, Th17 tarafindan salinan anahtar efektorii IL-17A’y1 bloke edebilen ilk
molekildir. Biyolojik molekiillerin  siddetli psoriazis tedavisinde konvansiyonel
sistemik ilag molekillerinden daha Ustiin etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Gottlieb
2005; Saurat ve ark. 2008; Boehncke ve Schon 2015).
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2.3. Tazaroten Hakkinda Genel Bilgiler

Tazaroten, retinoitlerin asetilenik sinifinin bir iiyesidir. Psoriazis, akne ve giines
hasarli derinin tedavisi icin onaylanmistir. Tazaroten, liglincli jenerasyon topikal
uygulanan bir retinoit olup, pazarda krem, jel veya kopilik tipi preparatlari olarak
bulunmaktadir. Preparatlar1 %0,05 ve % 0,1 tazaroten icerir (Martindale 2005; Yu ve
ark. 2015). Psoriazisin topikal tedavisi i¢in onaylanmis ilk reseptor segici bir retinoittir.
Plak psoriazisin hafif ile orta siddetli formlarinda etkin bulunmustur. Tazaroten aktif
metaboliti olan tazarotenik asit metabolize olup, retinoik asit reseptorlerine
baglanmaktadir. Tazaroten antienflamatuvar etki gostermesi yaninda, keratinosit
farklilasmasini ve proliferasyonunu diizenleyen etkilere de sahiptir. Kortikosteroitler ile
karsilastirildiginda; tedavinin kesilmesinden sonra hastaligin niiks etme orani daha azdir

(Kutulbay ve Karakus 2012; Yu ve ark. 2015).

2.3.1. Tazarotenin Yapisi ve Fizikokimyasal Ozelikleri
Tazarotenin kimyasal formilu ve fizikokimyasal oOzelikleri Sekil 2.5°te
Ozetlenmistir (Martindale 2005; Herbig ve ark. 2015; Yu ve ark. 2015).

COzEt

7\

Etil 6- [2- (4,4-dimetil-3,4-dihidro-2H-I-benzotiopiran-6-il) etinil] piridin-3-karboksilat
Kapali Formiilii: C1H21NO>S
Molekiil Agirhgr: 351,462 g/mol
Erime Noktasi: 95-98°C
Log P: 5,6
pKa: 1,23
Suda ¢oziiniirliigii: 0,00075 mg/ml

Sekil 2-5: Tazarotenin yapisal formiilii ve fizikokimyasal 6zellikleri
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2.3.2. Tazarotenin Farmakodinamik Ozellikleri

2.3.2.1. Tazarotenin Etki Mekanizmasi

Tazaroten sentetik asetilenik retinoit ve 6zel bir retinoik asit reseptoridir. Klinik
calisma bulgular1 ile psoriazis tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir. Psoriazis
tedavisinde topikal tazarotenin molekiiler etki mekanizmasi ise tam olarak
aydinlatilamamigtir. Tazaroten bir 6n ilagtir, topikal uygulamanin ardindan tazaroten
aktif metaboliti tazarotenik asiti olusturmak igin esteraz hidrolizine maruz kalir.
Tazarotenin aktif formu olan tazarotenik asit retinoik asit reseptorlerine RAR i¢in secici
bir ilgiye sahiptir ve RAR-y ve RAR-B yoluyla transaktivasyon gosterir. RAR-a
Uzerinde daha az etkisi varken RXR (izerinde herhangi bir etkisi yoktur (Chandraratna
1997; Dando ve Wellington 2005; VVan De Kerkhof 2006).

Tazaroten, Keratinositlerin anormal farklilasmasini dUzelterek, ¢ogalmasin
azaltabilmektedir. Ayrica, enflamatuvar belirteclerin ekspresyonunu da azaltmakatdir.
Boylece, keratinositlerin farklilasmas: ve c¢ogalmast ile enflamasyonun belirtecleri
azalir (Duvic ve ark. 1997; Yu ve ark. 2015). Tazaroten, epidermal buyume faktori
reseptdriiniin ekspresyonunu azaltir. Tazarotenin enflamasyon Uzerindeki etkisi, diisiik
interseltler adezyon molekilu-1 ve insan I6kosit antijeni (HLA)-DR ekspresyonu ile
gosterilmistir (Van De Kerkhof 2006). Ayrica, tazarotenin derideki gen ekspresyonun
tizerindeki etkisi Duvic ve arkadaslari tarafindan Onerilmistir. Antiproliferatif etki
saglayan ve tazaroten ile indiikklenen (tazarotene-induced gene-1 TIG-1) ti¢ genin (TIG
I, TIG 2 ve TIG 3) upregiilasyonunu sagladigi disiiniilmektedir. Tazarotenin bu
genlerin ekspresyonu iizerinde dogrudan etkili oldugu diisiiniilmektedir (Duvic ve ark.
1997). Tazarotenin deri Uzerindeki gen ekspresyonunun regulasyonunun sematik

gosterimi Sekil 2.6’de verilmistir (Duvic ve ark. 1997).

Tazarotenin Activator Protein 1 (AP1) de dahil olmak iizere diger sinyal
transdiiksyon yollarin {izerine azaltarak diizenleme (down-regilasyon) etkisi
Onerilmistir. AP1 kendisi, stromelisin-1, K6, K16, Spr-2, TGase-K ve ornitin
dekarboksilaz gibi genlerin ekspresyonu (zerinde etkili olur. Bdylece deride
proliferasyon ve enflamasyon azalir. Ayrica tazaroten interferon y etkisini antagonize
ettigi icin MRP-8, TGase-K, ve kornifin’nin ekspresyonu da azalir. Bu etkilerin sonucu

olarak, epidermal keratinositlerin farklilasmas1 normallesir (Duvic ve ark. 1997).
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(O Tazaroten

® O] ©
TIG1? e

Diger sinyal transdiiksyon

TG 2 yollannin antagonizmasi
TIG 3 T L |
AP1 antagonizmi IFM ¢ antagonizmi
@ - Stromalisin, Kollajenaz, - MRP-8
K6, Spr-2, TGase K, ODC? ~TGase K

Anti-Proliferasyon

G wﬁniﬁn

Anti-Proliferasyon
Anti-Enflamasyon

Farklilagmanin Normalizasyonu

Sekil 2-6: Tazarotenin deri Gzerindeki gen ekspresyonunun regiilasyonunun sematik
gosterimi

IFN: Interferon, K6: keratin 6, MRP-8: Migrasyonu inhibe edici faktér- ilgili protein (migration inhibitory
factor-related protein), ODC: Ornitin dekarboksilaz, RAR, retinoik asit reseptdrii; Spr-2: kiiglik protein zengin
protein-2 (small protein rich protein-2), TGase-K, Keratinosit transglutaminaz; TIG, tazaroten ile endiiklenen gen.

2.3.2.2. Tazarotenin Endikasyonlar:1 ve Tedavi Dozu

Tazarotenin topikal uygulamasi birgok tlkede kronik plak psoriazis tedavisi igin
onaylanmistir. Tazaroten %0,05 ve %0,1’lik topikal preparatlar1 mevcuttur. Tedaviye
9%0,05’lik preparat1 ile baslanmasi1 ve gerekirse konsantrasyonun arttirilmasi onerilir.
Tazaroten tedavide aksamlar1 giinde bir kez uygulanir (Candraratna 1997; Tang-Liu ve
ark. 1999; Van De Kerkhof 2006). Gebelik kategorisi X olan teratojenik bir etkin madde
olan tazorotenin gebelik ve emzirme doneminde kullanilmamasi Onerilir. Tazaroten
gebe kadinlarda ve teratojenik potansiyeli bakimindan yeterli dogum kontroli
uygulamayan kadinlarda kontrendikedir. Ayrica, giines 1s18ina maruz kalmis, yeterli
giines korumasi kullanmayan ve fotosensitizer kullanan veya fotodermatit hastalarda

tazaroten kullanimindan kaginilmasi gerekmektedir (Van De Kerkhof 2006).

Tazaroten, diger tedaviler ile 6zellikle topikal kortikosteroitler ve fototerapi ile
kombinasyon halinde de etkilidir. Bu kombinasyonlar ile gerek etkinligi gerekse etkin
maddenin hastalar tarafindan tolerans: artmaktadir. Bununla birlikte, cildin yanmasini
Onlemek igin ultraviyole B (UVB) 1sigmin terapotik dozu  disiiriilmesi
gerekebilmektedir (Lebwohl 2005).
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2.3.2.3. Tazarotenin Yan Etkileri

Tazaroten monoterapisi ile ilgili en yaygin yan etkiler olarak deri {izerinde hafif
ve orta dereceli, kasinti, yanma ve eritem gortlmektedir. Tazaroten jelini kullanan
hastalarin  %9-20'si istenmeyen bu tlr etkilerden dolay1 tedaviyi birakmaktadir.
Tazaroten topikal bir kortikosteroit veya fototerapi ile kombinasyon halinde
uygulandiginda da aymi yan etkiler goriilmekle birlikte, tedaviye Kkortikosteroit
ilavesinin- tek basma kullanimi ile karsilastirildiginda- genelde tazarotenin yan etki

insidansini azalttig bildirilmistir (Dando ve Wellington 2005).

2.3.3. Tazarotenin Farmakokinetik Ozellikleri

In vitro deriden gegis c¢alismalarini takiben tazarotenin derideki esterazlarla
kismen tazarotenik asite metabolize oldugu gosterilmistir. Ancak, deride meydana gelen
bu metabolizma, plazmadaki kadar genis ve hizli degildir. Taze insan derisi ve insan
kadavra derisini kullanarak yapilan derdien ge¢is ¢calismari sonucu, Stratum corneum ve
epidermis-dermis'te sirasiyla tazaroten ve tazarotenik asit konsantrasyonlarmin oranlari

sirastyla 5: 1 ve 2: 1 bulunmustur (Tang-Liu ve ark. 1999).

Yapilan c¢aligmalar oral yol ile uygulanan tazarotenin teratojenik oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, topikal deriye uygulanan tazarotenin deriden
penetrasyonu ve sistemik absorpsiyonun smirli oldugu bilinmektedir (Dando ve

Wellington 2005).

2.3.4. Tazaroten ile ilgili Literatiirlerdeki Kayith Calismalar

Tazaroten, asir1 lipofilik karakterde bir etkin maddde (log P=5,96) oldugu i¢in
topikal formiilasyonlarinin gelistirilmesi acisindan problemli bir molekiil olarak
nitelendirilmektedir. Bu nedenle tazarotenin yeni formiilasyonlarinin gelistirilmesi
Ozelikle ilacin derideki hedef bolgelere ulagsmasini saglamasi acisindan Onem
tagimaktadir. Ancak tazarotenin yeni topikal tastyicilarimin gelistirilmesi kapsaminda
bildigimiz kadariyla literatlirde sadece mikroemiilsiyonlarinin gelistirilmesine yonelik
caligmalar goriilmiistiir. Nasr ve arkadaslari, tasarimla kalite (QbD) kurallarini
uygulayarak tazarotenin mikroemiilsiyon formiilasyonlarin1 optimize etmislerdir.
Mikroemiilsiyonlarda yag/siirfaktan/kosiirfaktan orani ve su ytizdesi, kritik formiilasyon
parametreleri olarak tanimlanmustir. Partikiil boyutu, mikroemilsiyon viskozitesi,
tazarotenin derideki birikimi, permeasyon ve lokal birikim verimliliginin indeksi kritik

kalite 6zellikleri olarak belirlenmistir. Yapilan ¢alismalar ile deride biriken ilag miktar1
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ve etkin maddenin topikal kullaniminda giivenirligi dikkate alinarak optimum
formiilasyon belirlenmis, QbD yaklasiminin formiilasyon gelistirilmesindeki 6nemi
gosterilmistir (Nasr ve Abdel-hamid 2016).

Baska bir caligmada da Patel ve arkadaslari, topikal uygulamaya yoOnelik
tazaroten iceren mikroemilsiyon bazli yeni jel formilasyonlari hazirlamiglardir.
Optimize edilmis formiilasyonun bilesimi optimize edilerek, tazarotenin in vitro
kosullarda sican derisinden permeasyon kinetiginin Higuchi modeline uydugu
gosterilmistir. Optimize edilmis mikroemiilsiyonun jelestirilmesi ile hazirlanan
preparatin, pazardaki {rlinline gore tazarotenin derideki toleransinin artirilidigt

bildirilmistir (Patel ve ark. 2016).

2.4. Takrolimus Hakkinda Genel Bilgiler

Takrolimus FK506 olarak da bilinen 6nemli bir imminosupresan molekldr.
Takrolimus siklosporin A ile karsilastirildiginda nispeten daha kiigiik bir molekiildiir ve
bagisiklik bastirict etkisi yaklasik 50-100 kat in vitro ve 10-20 kat in vivo daha
yuksektir (Goebel ve ark. 2011). Takrolimus Streptomyces tsukubaensis'ten kesfedilen
lipofilik yapida bir makrolit laktondur (Patel ve ark. 2012). Atopik dermatit tedavisi i¢in
1999, 2000 ve 2001 yillarinda sirasiyla Japonya, Amerika Birlesik Devletleri ve
Avrupa'da iki yasinn tizerindeki hastalarda kullanimi i¢in takrolimusun topikal merhemi
onaylanmistir (Beck 2005). Takrolimus henuz topikal psoriazis tedavisi igin
onaylanmamasina ragmen yiiz psoriazis igin etkili bir antienflamatuvar olarak kabul
edilmektedir (Goebel ve ark. 2011).

2.4.1. Takrolimusun Yapis1 ve Fizikokimyasal Ozelikleri

Takrolimus, asir1 lipofilik (log P=3,96) bir bilesiktir ve kat1 halde iken bir
monohidrat seklinde bulunmaktadir. Metanol, kloroform, aseton ve etil asetatta oldukca
Iyl ¢cozlndr. Etil eter, propilen glikol ve polietilen glikolde ¢6zinur, ancak suda ve n-
heksanda ¢6ziinmez. Takrolimus, kat1 halde iken, metanolde ve hafif asidik ortamda
kararlidir, ancak alkali kosullar altinda bozunmaya egilimlidir. Bu fizikokimasal
ozellikleri, takrolimusun ideal bir dozaj formuna doniistiiriilmesini zorlastirmaktadir

(Venkataramanan ve ark. 1995; Goebel ve ark. 2011).
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Takrolimusun kimyasal formull ve fizikokimyasal ozellikleri Sekil 2.7°de
verilmistir (Goebel ve ark. 2011; The United States Pharmacopeial 2013).

[3S[3R*[E(1S*,35*,45*)],4S* 5R*,85* 9E,12R*,14R* 155* 16R*,18S*,19S* 26aR*]]
,6,8,11,12,13,14,15,16,17,18,19,24,25,26,26a-hexadecahydro-5,19-dihydroxy3-[2-(4-
hidroksi-3-Metoksi-sikloheksil)-1-metiletenil]-14,16-dimetoksi-4,10, 12,18-tetrametil -8-
(2-propenil)-15,19-epoksi-3H-pirido[2,1-c][1,4] oksaazasiklotrisiksin-1,7,20,21(4H,23H)-
tetron, monohidrat

Kapali Formiilii: C44HesNO312. H2O
Molekiil Agirhgr: 822,03 g/mol
Erime Noktasi: 126 °C

Log P: 3,96 + 0,83
Suda Coziiniirligii: 0,00402 mg/ml

Sekil 2-7: Takrolimusun yapisal formiilii ve 0zellikleri
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2.4.2. Takrolimusun Farmakodinamik Ozellikleri

2.4.2.1. Takrolimusun Etki Mekanizmasi

Takrolimus topikal psoriazis tedavisinde hale onaylanmamasina ragmen yiiz
psoriazis i¢in etkili bir anti-enflamatuvar oldugu gosterilmistir (Goebel ve ark. 2011).
Takrolimus yapisal olarak siklosporin A’dan ¢ok farkli olmasina ragmen, etki
meaknizmasi siklosporin’nin mekanizmasina ¢ok benzerdir (Thomson ve ark. 1995).
Takrolimusun topikal tedavide derideki ana hedef bolgesi dermisteki lenfositlerdir.
Kalsinorin fosfataz enzimini inhibe ederek IL-2 geni transkripsiyonu inhibe eder ve

bodylece T-lenfosit yaniti engellenir (Goebel ve ark. 2011).

Takrolimus; esas olarak interlokin 2 (IL-2) transkripsiyonunun engellenmesine
bagl olarak, T lenfositlerin aktivasyonunu durdurarak immiinosiipresan etki gosterir.
Boylece yabanci antijenlere karst T lenfosit yanmitini azaltir. Takrolimus bir
immunofilin’e (FK506 baglayici protein FKBP) baglanarak bir kompleks olusturur. Bu
kompleks daha sonra kalsinorin, kalsiyum ve kalmodulin ile baglanir. Bu kompleksler
kalsinOrin fosfataz aktivitesinin inhibisyonuyla sonuglanir. Buna bagli olarak, NF-AT’a
(nuclear factor of activated T cells) bagl olan sitokin gen transkripsiyonu engellenir ve

immiin yanit baskilanir.

Aslinda, takrolimusun interlokin-2 gen transkripsiyonun, nitrik oksit sentaz
aktivasyonu, hiicre degranulasyonu ve apoptoz gibi kalsiyum bagimli mekanizmalari
engelledigi bildirilmistir (Thomson ve ark. 1995; Ruzicka ve ark. 1999). Ayrica,
granulosit-makrofaj kolon uyarict GM-CSF faktordi, tiimor nekroz faktorii TNFa,
interferon INFy ve bagisiklik yanitinin gelismesi i¢in gerekli olan diger interlokinler
gibi ¢esitli enflamatuvar mediatorleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu kontrol eder
(Ruzicka ve ark. 1999; Sehgal ve ark. 2008). Dolayisiyla, ekzojen olarak verilen sitokin
yanit bozulmadan T hicresi aktivasyonunun erken fazinda engellenir. Ayrica,
takrolimus histaminin de mast hiicrelerinden salgilanmasini ve prostaglandin sentezini
engeller. Ayn1 zamanda, bazofil hiicrelerin tarafindan histamin salgilanmasini bastirir.
Bu etkilerden dolay: takrolimus kasintiyr azaltabilir (Paulis ve ark. 1992; Griffith ve
ark. 1995; Sehgal ve ark. 2008). Sekil 2.8 takrolinusun etki mekanizmasini sematik

olarak gostermektedir (Ruzicha ve ark. 1999).
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Sekil 2-8: Takrolimusun etki mekanizmasi

Takrolimus-immiinofilin (FKBP) kompleksi, T hiicre reseptdr aracili transdiiksyon yolunu bloke eder. Takrolimus-
Immiinofilin Kompleksi aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer faktoriiniin (NF-AT) sitoplazmik altbiriminin niikleer
translokasyonunu inhibe eder. Béylece NF-AT olusumu engellenir, bunun sonucu olarak birkag¢ sitokin geninin

transkripsiyonu bastirilir (NF-ATn, NF-AT'nin nikleer altbirimini belirtir; P, fosfat).

2.4.2.2. Takrolimusun Endikasyonlar1 ve Tedavi Dozu

Takrolimus (FK506) guclt imminosipresan 6zelliklere sahip bir molekdldar.
Karaciger transplantasyonundan sonra organ reddinin 6nlenmesi tedavisinde immdin
yanitt baskilayici olarak Nisan 1994 yilinda Amerika Birlesik Devletlerin'de
onaylanmustir. Ayrica, kalp, ince barsak ve bobrek nakli sonrasinda da organ reddinin

onlenmesinde kullanilmaktadir (Venkataramanan ve ark. 1995).

Dermatoloji alaninda bu topikal kalsindrin inhibitorii baslangigta atopik dermatit
tedavisi icin kullanilmaya baslanmistir. Takrolimusun topikal merhemi atopik dermatit
tedavisi i¢cin 1999, 2000 ve 2001 yillarinda sirasiyla Japonya, Amerika Birlesik
Devletleri ve Avrupa'da iki yastan biiyiik hastalarda kullanimi1 onaylanmistir. Psoriazis
tedavisinde ise yuz ve intertrijindz igin endikasyon disi kullanimi s6zkonusudur (Luger
ve Paul 2007).

Takrolimusun konvansiyonel topikal kortikosteroitlerin tedavisi Uzerinde; etki
mekanizmasinin daha segici olmasi, deri atrofisine neden olmamasi ve Onemli bir

sistemik absorpsiyon olmamasi gibi Ustlliikleri bulunmaktadir. Yiiz, boyun, kivrimlar
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ve genital bolgedeki lezyonlarin tedavisi i¢in 6zellikle bu alanlarda daha ¢ok yan etki

gosteren kortikosteroitlere nazaran tercih edilir.

Fleksural psoriazis, seboreik, temas ve el egzamasi tedavisinde takrolimusun
etkinligi gosterilmistir. Liken planus, fasiyal lupus eritematozus, otoimmin bull6z
dermatoz ve vitiligo tedavisinde topikal takrolimusun etkili oldugu bildirilmistir. Ancak
bu endikasyonlarda, topikal kalsinorin inhibitorlerinin etkinligini ve glivenligini daha
iyi anlamak i¢in kontrollii ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir (Luger ve Paul 2007).
Takrolimus merhemi, ince deri yerleri, yani yiiz, genital bdlge ve intertrijintz
bolgelerdeki psoriazis tedavisinde etkili oldugu belirtilmektedir. Yiiz {izerinde psoriazis
lezyonlar1 gosteren 21 hastanin 4 hafta stre ile gunde iki kez takrolimus (% 0,1)
merhem okliizyonsuz uygulandigi bir ¢alismada hastalarin ¢ogunun tedaviye tam veya

iyi yanit verdigi bildirilmistir (Mitra ve Wu 2010).

Topikal olarak takrolimus %0,03 ve %0,1’lik merhem preparatlar ile tedavide
kullanilmaktadir. 2 yas ve distii pediatrik hastalarda giinde 2 kez % 0,03’liik,
yetiskinlerde ve geriatrik hastalarda ise %0,1’lik preparati kullanilmaktadir. Gebelik
kategorisi C olan bir ila¢ oldugu icin gebelik ve laktasyonda kullanimi Onerilmez.
Topikal takrolimusun UV 15181 ile birlikte tedavide kullanimi vitiligoda etkili
bulunmasina ragmen, kanserojen yan etki potansiyeli nedeniyle bu kombinasyon
tedavisinin uzun siire takip edilmesi gerekmektedir. Ayrica, hastalara dogal veya yapay
glines 1s181ina maruz kalmamalari onerilmektedir (Kawashima ve ark. 1996; Ruzicka ve
ark. 1997; Sehgal ve ark. 2008).

2.4.2.3. Takrolimusun Yan Etkileri

Takrolimus topikal olarak ilk uygulamalarinda deride yanma veya kasint1 hissi
gorulmektedir. Grip benzeri belirtiler, bas agrisi, oksiiriik ve gozlerde yanma hissi nadir
gorilen yan etkilerdir. UV 1smlan ile birlikteliginde karsinojenite riskinde artisi
gosterilmese de, bu durum fototerapi alan psoriazis hastalarinda dikkate alinmalidir
(Pradhan ve ark. 2013). Takrolimusun antipsoriatik aktivite gosterebilmesi icin gerekli
kan seviyesi graft reddinin onlenmesi icgin gerekli olana benzer oldugu igin;
hipertansiyon, bobrek yetmezligi, ndrotoksisite ve bagisiklik sistemin baskilanmasi gibi

yan etkilerin gorilme riski yiksektir (Erdogan ve ark. 2002).

Ayrica, takrolimus merhemin kullanimi folikiilit, akne, ekzema herpesigi ve

herpes simpleks gibi enfeksiyonlara neden olabilmektedir. Sicaklik ve soguga karsi
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derinin hassasiyeti ile alkol intoleransinda artis da izlenmistir. Topikal
immiinosiipresyona bagli olarak kiitandz viral enfeksiyonlar izlenebilir. Takrolimus ile
topikal immiinmodiilatér tedavinin kanser riskini artirabilecegi konusunda teorik bir
endise olsa da, bugiine kadar kiitanoz veya viseral kanserin riski artirabilecegi

kanitlanmamistir (Sehgal ve ark. 2008).

2.4.3. Takrolimus Farmakokinetik Ozellikleri

Topikal takrolimus derinin enflamasyon durumunda yeterince emilir. %0,03-
%0,1'lik merhemi uygulandiktan 3 ila 6 saat sonra en ylksek seviyeye (0,05-0,25 ng/ml)
arasinda ulasir. Topikal takrolimusun saglikli veya hasta deriye yavas niifuz etmesine
ragmen absorpsiyonu siklosporine gore daha yiksektir. Bu durum daha kii¢tik molekiil

agirligi ile agiklanmaktadir (Sehgal ve ark. 2008).

Takrolimus oral yol ile verilidiginde absorpsiyon hizi degiskenlik gosterir.
Doruk plazma konsantrasyonuna 0,5 ila 6 saat arasinda ulasir. Oral biyoyaralanimi
yaklasik %25'tir. Eliminasyondan 6nce tamamen metabolize olur. Takrolimus kirmizi
kan hiicrelerine yogun bir sekilde baglanir. Ortalama eliminasyon yarilanma omrii 12
saattir ve kan konsantrasyonuna dayali olarak toplam wviicut klirens1 yaklasik 0,06
L/saat/kg'dir. Takrolimusun eliminasyonu, karaciger yetmezligi ve ¢oklu ilag
tedavisinde azaltilir. Takrolimus farmakokinetiginde bireysel i¢i ve bireysel aras1 biiyiik

degisiklik gosterir (Venkataramanan ve ark. 1995).

2.4.4. Takrolimus ile Tlgili Literatiirlerdeki Kayith Cahsmalar

Takrolimusun lipofilik karakterde bir molekiil olmasi ve deride daha derin
dokulara ulagmas1 gerektigi icin yeni ilag tasiyici sistemlerinin gelistirilmesine yonelik
calismalar yapilmaktadir. Bu kapsamda; lipit matristeki ilacin ¢oziiniirliigiinii artirmak
icin lipofilik ¢oziiciiler kullanilarak deriye uygulanmak (zere takrolimus yukli modifiye
edilmis lipit nano-tasiyicilar (NLC) hazirlanmistir. Bu ¢aligsmada; lipidin modifikasyonu
ile ilacin enkapsiilasyon etkinligi artirilmistir. Ayrica tastyicidaki toplam lipit
konsantrasyonunun azaltilmasi stabilite artirilmistir. Modifye edilmis NLC'lerden
hazirlanan jel formiilasyonlar1 kontrol formulasyonu ile karsilagtirildiginda,
takrolimusun deriden gecisi onemli 6l¢iide daha yiiksek bulunmustur. Ayrica modifye
edilmis NLC formulasyonunun deri tizerindeki tahris edici etkisinin daha diisiik oldugu

gosterilmistir. Gama sintigrafisi kullanilarak bu tasiyicinin siganlarda in vivo etkisi
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derideki hedef bdlgesinde radyoaktivite lokalize kalmasi ile dogrulanmistir (Pople ve
Singh 2011).

Baska bir ¢alismada Li ve arkadaslar tarafindan takrolimus yiklii etozomlar
hazirlanmistir.  Takrolimusun kolesterol ile hazirlanan klasik lipozomlara kiyasla
etozomlarda etkin maddenin daha yiiksek enkapsiilasyon etkinliginin oldugu ve derinin
tabakalarinda daha fazla ilacin lokalize oldugunu gosterdi. BALB/c fare modelinde, 2,4-
dinitrofluorobenzen'in tekrarlanan topikal uygulanmasi sonrasinda farelerde kulak
sismesi indiiklenmis ve topikal uygulamayi takiben takrolimus i¢eren etozomlarin klasik
lipozomlara ve ticari merheme kiyasla bu modelde indiiklenen kulak sismesini daha

etkili bir sekilde diistirdiigii gosterilmistir (Li ve ark. 2012).

Diger bir c¢alismada, takrolimus yiiklii transferzomlarin jel formiialsyonlari
hazirlanmig ve bu formiilasyonun etkinligi takrolimusun ticari merhemi (Protopic®) ve
konvansiyonel lipozomunu igeren jeli ile karsilagtirilmistir. Tween 80 ile hazirlanan
transferzomlarin, en yiiksek enkapsiilasyon etkinligi gosterdigi saptanmistir.
Takrolimusun lipozom iceren jeli ve ticari merhemi ile karsilagtirildiginda, optimize
edilen transferzom iceren jelinin epidermis ve dermis'te en fazla etkin madde birikimi

verdigi saptanmistir (Lei ve ark. 2013).

Goebel ve arkadaslar1 da, takrolimusun derideki lokalizasyonu arttirmak igin
takrolimus iceren koloidal tasiyici sistemlerden mikroemdilsiyon formiilasyonlarini
gelistirmislerdir. [n vitro penetrasyon calismasi verileri ile optimize edilen takrolimusun
mikroemiilsiyon formiilasyonlarinin ticari merhemine gore derinin derin tabakalarinda

en fazla ilag miktarinin biriktigini gostermiglerdir (Goebel ve ark. 2011).

Bagka bir ¢alismada, biyolojik olarak pargalanabilen ve biyouyumlu metoksi-
poli (etilen glikol) -diheksil ikameli polilaktit (MPEG-diheks-PLA) diblok kopolimeri
ile takrolimusun polimerik miselleri hazirlanmigtir. Takrolimusun ticari merhem
preparati ile karsilastirildiginda, gelistirilen miseller tasiyicidan takrolimusun stratum
corneum, canli epidermis ve iist dermis tabakalarindaki birikiminin yiiksek oldugu
saptanmigtir. Ayrica misellerin derideki dagilimi ve molekiiler penetrasyon yollari
CLSM ile arastirilmis ve misellerin derideki kil folikiillerinde biriktigi goserilmistir
(Lapteva, Mondon ve ark. 2014).
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2.5. Psoriazis Topikal Tedavisine Yonelik Nanotasiyicilarin Onemi

Hafif ve orta sidetli psoriazis tedavisinde ilk yaklagim olarak topikal tedavi ilk
secenektir. Ote yandan deriye topikal uygulandiklarinda ilag molekiilerinin derinin
hedef tabakalarinda etkin konsantrasyonda birikimi agisindan stratum corneum tabakasi
onemli bir bariyerdir. Psoriatik derinin topikal tedavisini saglamak i¢in de derinin hedef
bolgesinde yiksek ila¢ seviyelerinin saglanmasi ve yan etkilerinin azaltilmasinin
saglanmasi1 gerekmektedir (Agrawal ve ark. 2015). Ancak, merhemler, losyonlar ve
kremler gibi konvansiyonel topikal formiilasyonlarin topikal tedavideki g¢esitli
kisitlamalar1 bulunmaktadir. Ozellikle deri hastaliklarinda topikal tedavisinin basarisi,
etkin maddelerin derinin hedef etki bolgesine lokal ve dogrudan uygulanmasina baglidir

(Gupta ve ark. 2012; Pradhan ve ark. 2013).

Nanoteknoloji alanindaki ilerlemeler farmasotik alan da nano ilag tasiyici
sistemlerin gelistirilmesine yol agmustir (Moghassemi ve Hadjizadeh 2014). Etkin
maddelerin korunmasi ve hedef bolgelere daha yiiksek dozun ulagsmasinin saglanmasi
nanotastyicilarin en Onemli avantajlart arasinda yer almaktadir (Marianecci ve ark.
2014). Nanotasiyicilar, uygulanan ilag molekilleri igin deride bir rezervuar olusturarak,
lokalizasyonlariin arttirilmasi saglayabilmektedir (Gupta ve ark. 2012). Konvansiyonel
formiilasyonlarin  kisitlamalarimin  asilmasi ve topikal uygulamanin etkinligini
arttirilmasi icin, yeni nano boyutlu ilag tagiyicilarinin gelistrilmesi son yillarda kapsamh
bir sekilde arastirilmaktadir (Cosco ve ark. 2008; Gupta ve ark. 2012; Pradhan ve ark.
2013; Zhang ve ark. 2013; Rahman ve ark. 2015; Gungdr ve Rezigue 2017; Roberts ve
ark. 2017). Sekil 2.9’de topikal uygulamaya yonelik gelistirilmis nanotasiyicilar
gosterilmektedir (Glingodr ve Rezigue 2017).

Bu yaklasimla, psoriazis tedavisinde kullanilan ilag molekiillerinin yeni ilag
tastyict sistemlerinin gelistirilmesine yonelik de ¢aligmalar yiiriitilmektedir. Lipozom,
niozom, etozom, transferzom gibi vezikdler sistemler ile mikroemdilsiyon, nanopartikiil,
mikrokiire ve misel tasiyict sistemleri gelistirilerek, topikal uygulan ilaglarin
etkinliginin arttirilmasi, derinin hedef tabakalarindaki ilag birikiminin saglanmasi,
uygulama sikligmin azaltilmasi ile ilaglarin topikal biyoyararlanimin artirilmasi
Ongorulmektedir (Cosco ve ark. 2008; Gupta ve ark. 2012; Pradhan ve ark. 2013; Zhang
ve ark. 2013; Rahman ve ark. 2015; Gling6r ve Rezigue 2017).
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Sekil 2-9: Topikal ilag tasiyici olarak kullamlan nanotasiyicilar

NLC: Lipit Nano-Tas1tyicilar, SLN: Kati Lipit Nanopartikiiller

Asagida tez kapsaminda gelistirilen nanotasiyici sistemlerden vesikiiler ilag
tastyicilar ve Ozellikle ilaglarin deriden gecisinin iyilestirlmesinde son yillarda

arastirilan vesikiiler ilag tasiyici sistemlerin genel ézellikleleri irdelenmistir.

2.6. Vezikiiller ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Vezikiiller tasiyict  sistemler;  fosfolipitler, kolesterol ve/veya diger
sirfaktanlardan hazirlanabilen c¢ift katmanli kiresel yapilardir (Pradhan ve ark. 2013).
Vezikiler sistemler; biyouyumlu ve biyoparcalanabilir olmasi, etkin maddelerin
metabolik bozunma siirecinden korunmasini ve tasiyict sistemden salimlarinin kontrol
edilmesi ile toksisitelerinin azaltilmasini saglayabilme o6zelliklerine sahip olmalari
nedeni ile topikal ve transdermal uygulamada en dikkat ¢eken tasiyici sistemlerdir. Bu
sistemlerin etkinligi; formiilasyon bilesenleri, vezikiillerin biyiikliikleri, yiikleri, ¢ifte
tabaka sayilar1 gibi ozellikleri ile uygulama kosullarina baglidir (Maibach 2005; El
Maghraby ve ark. 2006; Kumar ve ark. 2012; Ahmed 2015).

Konvansiyonel lipozomlar deriden permeasyonlarinin zayif olmalar1 buna bagh
olarak da stratum corneum’un yiizeyinde ve iist kisimlarinda birikimleri nedeniyle
topikal/transdermal ila¢ tasiyici sistemler olarak ¢ok fazla tercih edilmemektedirler.

Vezikiillerin bilesimlerinde yapilan baz1 degisiklikler ile etkin maddeleri derinin daha
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derin tabakalarina tasiyabilen sistemler olarak etozomlar ve transferzomlar
(ultradeforme olabilen lipit bazli elastik vezikiiller) tasarlanmistir (Gupta ve ark. 2012;
Song ve ark. 2012; Pradhan ve ark. 2013; Ascenso ve ark. 2015). Son yillarda da
transetozomlar da deriye uygulamaya yonelik ilag tasiyici sistlemler olarak
arastirtlmaktadir (Song ve ark. 2012).

2.6.1. Vezikiler Sistemlerin Hazirlama Yontemleri

2.6.1.1. Klasik Lipozomlarin Hazirlanmasi
Lipozomlarin hazirlanmasinda en yaygin kullanilan yontem ince film hidrasyon
yontemidir, ters fazli buharlastirma ve eter enjeksiyon yontemi gibi baska yontemler de

kullanilabilir. Asagida bu yontemler kisaca aciklanmuistir.

Ince Film Hidrasyon Yéntemi: Fosfolipit veya fosfolipit karisimi, metanol veya
kloroform gibi uygun bir organik ¢ozlcl icerisinde c¢ozindurulir. Organik ¢6zicd,
diisiik basing altinda ugurulur ve ¢oziiciiniin tamamen uzaklastilimasini saglamak i¢in
vakum altinda bekletilir. Olusan ince lipit film sulu bir ortamda yeniden dagitilir ve
homojen bir dagilim olusturmasi i¢in sonike edilir. Vezikiillerin biiyiikliigii uygulanan
sonikasyon veya ekstriizyon islemleri ile azaltilabilir (EI Maghraby ve ark. 2001; Pathak
ve Thassu 2009; Moghassemi ve Hadizadeh 2014).

Ters Fazhi Buharlagirma Yéntemi:  Fosfolipitlerin - organik fazda
cozindurulmesi ve sulu faz eklenmesi ile yag i¢inde su emiilsiyonu hazirlanir. Organik
faz daha sonra diisiik basing altinda yavas yavas uzaklastirilir. Sikismis (entrapped) sulu
cekirdekli biiyiik unilamellar vezikiiller olusur (Pathak ve Thassu 2009; Moghassemi ve
Hadizadeh 2014).

Eter Enjeksyon Yéntemi: Lipit eter icinde ¢O6zundurilir ve sulu ortama ¢ok

yavas bir hizda enjekte edilir. Olusan biiyiik vezikiiller jel filtrasyonu ile uzaklastirilir
(Pathak ve Thassu 2009; Moghassemi ve Hadizadeh 2014).

2.6.1.2. Deforme Olabilen Lipozomlarin Hazirlanmasi

Deforme olabilen lipozomlar klasik lipozomlarin hazirlamasinda kullanilan
yontemler (zerinde bazi degisiklikler yapilarak hazirlanabilmektedirler. Genellikle
transferzomlar ve etozomlarin hazirlanmalar1 i¢in literatiirde mevcut olan yontemler

asagida 6zetlenmistir.
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Transferzomlarin hazirlanmasinda genelde iki yontem kullanilir. Bu iki
yontemin Uzerinde bazi1 degisiklikler yapilarak kullanilmistir (Kumar ve ark. 2012). Bu

yontemler asagida kisaca anlatilmigtir:

Ince Film Hidrasyon Yéontemi: Bu yontem daha énce anlatildigi gibi yanhzca
kenar aktivatorii ve fosfolipit metanol veya kloroform gibi uygun bir organik ¢oziicu
icerisinde ¢ozundurdlir (Cevce ve ark. 1997; EI Zaafarany ve ark. 2010; Kumar ve ark.
2012).

Vorteksleme-sonikasyon YoOntemi: Bu yontemde fosfatidilkolin, kenar
aktivatori, suda veya fosfat tamponunda karistirilir ve stit gérinumlu sispansiyon elde
etmek icin vortekslenir. Bu sispansiyon sonike edilir, ardindan polikarbonat
membrandan gecirilerek ekstriizyonu yapilir (El Zaafarany ve ark. 2010; Kumar ve ark.
2012).

Etozomlarin hazirlanmasinda asagidaki yontemler de kullanilabilmektedir

Ince Film Hidrasyon Yontemi: Klasik lipozom hazirlama yontemine benzer
yanlizca bu yontemde lipit film hidroetanolik bir ¢ozelti ile hidrate edilir (Verma ve
Pathak 2010; Abdulbagi ve ark. 2016).

Klasik Soguk Yontem: Etozomal sistemlerin hazirlanmasi i¢in en basit ve en
yaygin kullanilan yontemdir ve gerekirse azot altinda yapilabilmektedir. Yontem ilk
defa, Touitou tarafindan 1996'da tanitilmistir. Organik fazin ve sulu fazin ayr ayri
hazirlanmasimi ~ gerektirir.  Organik  faz,  fosfolipitlerin  etanol igerisinde
¢Oziindiiriilmesiyle hazirlanir. Sulu faz organik faza ¢ok yavas bir akis halinde damla
damla ilave edilir veya 175 ile 200 pL/ dk. sabit oranda bir siringa pompasi kullanilarak
eklenir. Karisim manyetik bir karistirict kullanilarak 700-2000 rpm hizda karistirilir.
Karistirma, 5-30 dakika boyunca gergeklesir (Touitou, dayan ve ark. 2000; Verma ve
Pathak 2010; Tanriverdi ve Ozer 2013; Abdulbagi ve ark. 2016).

Etanol Enjeksiyon Sonikasyon YoOntemi: Bu yontemde, etanol iginde
¢ozilindirilmiis fosfolipitten olusan organik faz, bir siringa sistemi kullanilarak, 200 pL/
dk.lik bir akis hiz1 ile sulu faza enjekte edilir ve daha sonra, bir ultrasonik prob ile 5
dakika boyunca homojen hale getirilir (Zhaowu ve ark. 2009; Verma ve Pathak 2010;
Liu ve ark. 2011; Abdulbaqi ve ark. 2016).
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Sicak Yontem: Bu yontemde ilk olarak bir kapta fosfolipit su i¢inde dagitilir,
daha sonra koloidal bir slspansiyon elde etmek icin 40°C'de bir su banyosuna
yerlestirilir. Bagka bir kapta (vessel), etanol 40 °C'ye sitilir ve ardindan mekanik veya
manyetik bir karistirict kullanilarak kesintisiz karistirma altinda damla damla fosfolipit
dispersiyonuna ilave edilir. Ilag molekiili, hidrofilik/hidrofobik 6zelliklerine dayanarak

organik veya sulu fazda ¢6zindiralir (Verma ve Pathak 2010; Abdulbagi ve ark. 2016).

2.6.2. Lipozomlar

Lipozomlar, farkli yapidaki lipitlerin kullanilmasi ile hazirlanan, bir veya i¢ ice
gecmis birden fazla lipit cifte tabaka iceren, i¢ kompartmaninda sulu faz bulunan
kiiresel vezikiillerdir. Lipozomlar ilk olarak Bangham tarafindan 1960'larda
kesfedilmistir. Lipozomlarin ana bileseni genellikle fosfolipitlerdir, ayrica kolesterol de
formulasyonlarina katilabilmektedir (EI Maghrabay ve ark. 2006; EI Maghraby ve ark.
2008). Lipozomdaki lipitler,  fosfatidilkolin  (lesitin),  fosfatidiletanolamin,
fosfatidilgliserol, fosfatidilserin ve fosfotidiliyonozit igeren dogal veya sentetik
fosfolipitlerdir. Sulu bir ortam ile karistirlldiginda, fosfolipitlerin fosfat gruplari
kendiliginden hidrofilik ¢evreye tek katmanli veya ¢ok katmanl ¢ift tabakali vezikiiller
olustururlar (Sekil 2.10 ) (Pathak ve Thassu 2009).

MLV LUV Suv
(501000 nm) (>100 nm) (25-50 nm)

Sekil 2-10: Lipozom tipleri, MLV; multilamellar vezikul, LUV; blyutk unilamellar vezikl,
SUV; kigik unilamellar vezikdl

Lipozomlarin ilag tastyici sistemler olarak kullanilmasinin en énemli nedenleri
arasinda; farkli lipofiliteye sahip etkin maddeleri tasiyabilmeleri ve yapi olarak

biyolojik membranlara benzerlik gostermeleri basta gelmektedir. Biyolojik olarak
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gecimli ve biyoparcalanabilir ¢zellikte olan lipozomlar immunojenik ve toksik etki

gostermezler (Pradhan ve ark. 2013).

Lipozomlar, kozmetik maddelerin epidermise salimi amaciyla tasarlanmig
birgok ticari iirliniin bilesiminde yer almaktadir. Lipozomlarinin kozmetik tirlinlerde
kullanim1 giin gectikce artmaktadir. Amag, aktif bilesenlerin derinin en dis
tabakalarinda birikimini arttirmaktir. Ornegin, sulu bazli giines koruyucularin iiriinlerine
UV filtreleri igeren lipozom eklenmesi, deri yiizeyinde iyi bir dayaniklilik saglamakta
ve boylece iirliniin kolayca yikanmasini 6nlemektedir. Lipozomlarin kendileri, kozmetik
olarak kullanildiginda, endojen stratum corneumun lipitlerinin yenilenmesi arttirir,

ayrica nemlendirme etki sagladigi i¢in derinin kurulugunu azaltir (Wu ve Guy 2009).

Ancak, lipozomlar deriye uygulandiklarinda daha ¢ok stratum corneum’'da
biriktikleri icin derinin alt hedef tabakalara ge¢meleri zayif oldugundan dolay1 topikal
ilag tasiyici sistemler olarak ¢ok fazla kullanilamamaktadir. Son yillarda, lipozomlar da
transdermal ila¢ tasiyici sistem olarak denenmektedir. Eroglu ve ark. hazirladiklar
kortikosteroit ilaglarin iceren lipozomal jelin atopik dermatit tedavisinde etkili ve

guvenli bir tasiyict oldugunu gostermislerdir (Eroglu ve ark. 2016).

2.6.3. Elastik (Ultradeforme olabilen) Vezikiller

Transferzomlar, etozom, ve transetozomlar elastik yapidaki (ultradeforme
olabilen) vezikuler sistemlerdir. Bu elastik vezikiillerin hazirlanmasi i¢in fosfolipitler,
etanol, safra tuzlar1 ve bir ¢ok ylzey aktif madde kullanilmaktadir (Jain ve ark. 2007;
Gupta ve ark. 2012; Song ve ark. 2012; Pradhan ve ark. 2013; Ascenso ve ark. 2015)..
Bu sistemler topikal/transdermal ila¢ tasiyict sistemler olarak oldukge ©Onem
kazanmistir. Konvansiyonel lipozomlar ile karsilastirildiginda en énemli dstunlikleri;
stratum corneum’u biitiinliiklerini koruyarak gecebilmeleri ve bu sekilde gerek
hidrofilik gerekse hidrofobik etkin maddelerin lokal ve sistemik tagimalarini
saglamalart ve topikal tedavide hedef doku olan derideki ila¢ lokalizasyonunu
iyilestirmeleri olarak siralanmaktadir (Celia ve ark. 2012; Song ve ark. 2012; Ascenso
ve ark. 2015).

Etozomlar, fosfolipitler, su ve etanolden olusurken, transferzomlar genel
anlamda fosfolipit matriks icinde kenar (edge) aktivatorleri tasiyan elastik yapilardir.
Deri yiizeyine uygulandiklarinda bu elastik vezikiiller stratum corneum’un hiicrelerarasi

lipit tabakalar1 arasindan transepidermal su-aktivite degisimi sayesinde bozulmadan
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gecebilmektedir (Cevc ve Blume 2001; Verma ve Pathak 2010; Zhang ve ark. 2012).
Transferzomlar deriden gegiste oldukca basarili olmalarina ragmen, 6zellikle lipofilik
etkin maddelerin stratum corneum tabakasini gegerek canli epidermise ulasabilmeleri ve
boylelikle daha etkili bir tedavi saglanabilmesi i¢in i¢erdikleri etanol miktar1 arttirilarak,
yuksek oranda etanol igeren transetozomlar hazirlanmistir (Song ve ark. 2012;
Abdulbagi ve ark. 2016). Sekil 2.11’de elastik vezikiillerin yapis1 gosterilmektedir
(Ascenso ve ark. 2015).

A Lipit cift tabaka ve
Kenar aktivatorii

ve Etanol

Lipit cift tabaka,
Kenar aktivatori
C ve Etanol

Su, Kenar aktivatorii
ve Etanol

Sekil 2-11: Ultradeforme edilebilen vezikiillerin sematik gosterimi, (A) Transferzom (B)
etozom (C) transetozom

2.6.3.1. Transferzomlar

1992'de Cevc ve Blume tarafindan ilk defa tamimlanan transferzomlar
(transferzom, a trademark of IDEA AG, Munich, Almanya), fosfolipitler ve tek zincirli
sirfaktanlardan olusan vezikiiller ilag tasiyici sistemlerdir. Transferzomlar,

ultradeforme olabilen vezikulllerin ilk kusagini temsil etmektedir. Deforme olabilen
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lipozomlar olarak da isimlendirilen transferzomlar bir “kenar aktivatorii (edge
activator)” kullanilarak hazirlanmaktadir. Tek zincirli bir lipit ya da bir yiizey etken
madde de olabilen kenar aktivatorlerinin, transferzomlarin stratum corneum’un lipit
cifte tabakalar1 arasindan biitiinliiklerini koruyarak gecgebilecek diizeyde esnek olmasini

sagladig1 da one siiriilmektedir (Jain ve ark. 2003; Cevc 2004; Elsayed ve ark. 2007).

Kenar aktivatori olarak siklikla; Tween 20, Tween 60, Tween 80, Span 60, Span
65, Span 80, dipotasyum glisirhizinat, sodyum kolat veya sodyum deoksikolat gibi
yuzey etken maddeler nanoboyutlu (yaklasik olarak 100 nm c¢apinda) vezikillerin
olusturulmasi i¢in kullanilmaktadir (Jain ve ark. 2003; Cevc 2004; Elsayed ve ark.
2007; Ascenso ve ark. 2015; Morilla ve Romero 2015).

Transferozomlar bilesimlerinde farmasotik olarak kabul edilebilir yardimei
maddeler icermektedir. Biyolojik olarak uyumlu, parcalanabilir bir tasiyici iginde
enkapsule edilen etkin maddeyi metabolik bozunmadan koruyabilmektedirler. Aym
zamanda terapotik molekullerin derinin derin tabakalarina taginmasini saglarlar. Bu
vezikiillerin en Onemli o6zelligi; yiizey etken maddenin varligindan kaynaklanan
fosfolipit ¢ift katmanini zayiflatmas: ve esnekliklerine bagli olarak da vezikiiliin
ultradeforme olmasidir. Ozellikle deriye uygulandiginda, bu vezikiillerin esnekligi,
vezikiilin kopma ihtimalini en aza indirmektedir. Transferzomlarin, peptitlerin ve
terapotik ilaclar, analjezikler, anestezikler, kortikosteroitler ve hormonlarin deriden
gegisi i¢in avantaj sagladiklart bulunmustur (Wu ve Guy 2009; Ahmed 2015; Ashtikar
ve ark. 2016).

Transferzomlarin uygulamasi herhangi bir islem gerektirmemektedir ve Ortiicl
olmayan bir yontemle uygulanabilmektedirler. Derinin hidrasyonu veya ozmotik
kuvvetinden dolay1 stratum corneum'daki ¢ok katmanli lipit matristen gegebildikleri 6ne
strtlmektedir (Elsayed ve ark. 2007; Wu ve Guy 2009; Kumar ve ark. 2012; Ashtikar
ve ark. 2016).

Transfersomlar, henuz biylk Olgekte iiretimi yapilmis ticari bir preparati
pazarda bulunmamaktadir. Ayrica oksidatif bozunmaya yatkinliklar: nedeniyle kimyasal
olarak da karasizdir. Ayrica, dogal fosfolipitlerin safliginin olmamasi, transferzomlarin
ilag tasiyici sistemleri olarak pazarda yer almasini kisitlayan bir diger kriterdir (Kumar

ve ark. 2012).
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2.6.3.2. Etozomlar

Etozomlar, Touitou ve arkadaslar1 tarafindan 1997'de gelistirilen deforme
olabilen vezikiiller olarak tanimlanir. Yapilarinda fosfolipitler, su ve yiksek miktarda
etanol iceren yaklastk 150-200 nm boyutunda vezikuler sistemlerdir. Yuksek
deformasyonlar1 nedeniyle aymi zamanda elastik nanoveziklller olarak da

adlandirilirlar.

Fosfolipit olarak soya fasulyesi ve yumurta gibi dogal yar1 sentetik ve sentetik
kaynaklardan elde edilen lipitler %0,5-10 konsantrasyon araliginda kullanilir.
Etozomlarin da fosfatidiletanolamin, fosfatidilinositol, fosfatidilkolin ve hidrojenlenmis
fosfatidilkolin siklikla kullanilir (Touitou, Godin ve ark. 2000; Cevc ve Vierl 2010;
Ascenso ve ark. 2015). Etozomlarin yapisinda %?20-45 oraninda yer alan etanol bu
sistemlerin klasik lipozomlara oranla daha elastik bir yapida olmasini saglar. Ayrica
etozomlar, stratum corneum lipit molekiillerinin polar bas gruplar ile etkileserek
lipitlerin erime derecesini diisiirlir ve lipit tabakanin akiskanligini arttirirlar. Etanol
negatif yiizey yiikii sagladigindan vezikiillerin stabilitesine de yardimci olmakta ve

agregasyonu énlemektedir (Verma ve Pathak 2010).

Etanoliin, kararli durumda yaklasik olarak 1 mg/cm?/saat akis ile insanin
derisine niifuz ettigi ve bir¢ok ¢alismada da farkli etkin maddelerin deriden gegis hizini
arttirdig1 gosterilmistir (Cosco ve ark. 2008; Gupta ve ark. 2012; Li ve ark. 2012).
Etozomlar, genis ve ¢esitli ila¢ gruplariin (peptitler, protein molekiilleri) verilmesine
yonelik bir platform olusturmustur. Farmasoétik, veterinerlik ve kozmetik alanlarinda
cesitli uygulamalar1 bulunmaktadir (Esayed ve ark. 2007; Wu ve Guy 2009; Verma ve
Pathak 2010; Ashtikar ve ark. 2016).

Etozomlar etki transdermal ve dermal tasiyici sistem olarak kabul edilmektedir.
Bilesimlerinde bulunnan madddeler nedeniyle hasta uyuncu yiiksek ve diisiik risk
profiline sahip tasiyici sistemler olarak kabul edilirler. Etozomlar jel veya krem gibi bir
yar1 katt bir dozaj formu olarak formiile edilebilirler. Bilesimlerinde bulunan etanol
etkili bir penetrasyon arttiricidir. Etanol, vezikiillerin boyutu, zeta potansiyeli,
kararlilig1, enkapsiilasyon etkililigi ve deri gecirgenligi bakimindan 6nemli 6zellikler
saglayarak etozomlar igin bazi Ustiinliikler saglamaktadir. Etanoliin optimum
konsantrasyonda kullanilmasi etozomlarin boyutunun enkapsiilasyon etkinligi a¢isindan

onem tasimaktadir (Rao ve ark. 2008; Abdulbagi ve ark. 2016). Ayrica, etanol vesikiiler
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sistemin net yiikiinii degistirebilmekte ve dolayisi ile sterik bir stabilizasyon saglayarak
vesikiilin boyutunu diistirebilmektedir. Vezikiiliin yiikii; stabilitesi ve vezikiil-deri
etkilesimini  etkileyebilen = Onemli  bir parametredir. Etozomlarda yiiksek
konsantrasyonda etanol bulunmasi vezikiilerin yiikiinii degistirebilmektedir (Touitou,
Dayan ve ark. 2000; Rao ve ark. 2008; Abdulbaqgi ve ark. 2016). Dayan ve Touitou,
etanol konsantrasyonunun artmasiyla bos etozomlarin negatif yiikiiniin arttirdigini
gostermislerdir (Dayan ve Touitou 2000). Etanol, etozomlarin yiizeyi i¢in negatif yiik
saglayabilir; elektrostatik itme nedeniyle de wvesikiilerin bir araya toplanmasini
onleyerek vezikiillerin fiziksel stabilitesini artirmakatdir (Dubey ve ark. 2007; Verma ve
Pathak 2012). Etanol ayrica etozomlarin enkapsiilasyon etkinligini de artirabilmektedir
(Abdulbagi ve ark. 2016).

2.6.3.3. Transetozomlar

Transetozomlar, transferzomlar ve etozomlarin oOzelliklerini birarada igeren
vezikiiler ilag tastyict sistemelerdir. Daha yeni ultradeforme olabilen vezikiiler sistemler
olarak transetozomlar ilk defa Song ve ark tarafindan 2012'de tanimlanmustir.
Transetozomlar bir kenar aktivatoru ile birlikte yiiksek oranda etanol (% 30'a varan) ile
tanimlanan lipit yapili ilag tasiyici sistemlerdir (Song ve ark. 2012). Transetozomlar,
etozomal sistemlerin yeni bir jenerasyonu olarak da sayilmatadir (Albulbagi ve ark.
2016). Klasik etozomlarin formiilasyonundaki temel bilesenlere ilaveten bir penetrasyon
arttirict veya bir kenar aktivatorii (yilizey etken madde) icerir. Transetozomlarda, etanol
ve kenar aktivatoriin kombinasyonuna bagli olarak vezikiillerin lipit ¢ift katmaninda bir

yeniden diizenlenme (rearrangment) olabilir.

Transetozomlar, hem transferomlarinin hem de etozomlarin avantajlarini
saglayabilmektedir. Transetozomlar diizensiz kiiresel bir sekil gosterdi ve hem vesikiil
esnekliginde hem de deri permeasyon/penetrasyon calismalarinda yiiksek degerler
vermistir (Song ve ark. 2012; Ascenso ve ark. 2015; Ma ve ark. 2015; Abdulbagi ve ark.
2016). Birgok arastirmaci klasik etozomlara gore transetozomlarin istiin olduklarini
gostermistir (Gupta ve ark. 2012; Song ve ark. 2012; Garg ve ark. 2017). Daha iyi
Ozelliklere sahip etozomal sistemler tretmek igin farkli kenar aktivator ve penetrasyon

arttirici tipleri aragtirilmistir.
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Tablo 2.3’te klasik etozomlar ve transetozomlarin 6zelliklerinin ilk stispansiyon

halindaki karsilastirmasini gostermektedir (Abdulbagi ve ark. 2016).

Tablo 2-3: Klasik etozomlarin ve transetozomlarin ilk siispansiyon formlarindaki

karsilastirilmasi

Parametre

Klasik Etozomlar

Transetozomlar

Bilesim

Morfoloji

Boyut

Zeta potansiyel

Enkapsiilasyon etkinligi

Deri permeasyonu

Stabilite

Fosfolipitler, Etanol

Su, ilag

Kdresel

Klasik lipozomlardan

daha kiguk

Negativ yukli

Klasik lipozomlardan daha yiiksek

Tipik olarak klasik lipozomlardan

daha yuksek

klasik lipozomlardan daha stabil

Fosfolipitler, Etanol, Kenar
aktivatori veya penetrasyon

arttirici, Su, ilag

Diizenli veya dizensiz kiresel

sekiller

Boyut kullanilan penetrasyon
arttiric1 veya kenar aktivatoriin
tirine ve konsantrasyonuna

gore degisir
Pozitiv veya negativ yuklu

Tipik klasik

etozomlardan daha yiiksek

olarak

Tipik olarak klasik

etozomlardan daha yiiksek

Belirgin bir egilim saptanmadi

Tablo 2.4°te son yillardaki transetozomlarin iizerindeki yapilan ¢alismalar ve

formiilasyondaki bilesenleri gosterilmektedir.
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Tablo 2-4: Son yillarda yapilan transetozom ¢alismalar: ve kullanilan bilesenler

flac Fosfoslipit Kenar Aktivatori veya Etanol Kaynak
Penetrasyon Arttirici
Vorikonazol %3 Lipoid S100 Tween80, %30 (Song ve
Sodyum taurokolat, ark. 2012)
Oleik asit
%0,53
Selekoksib %4,4 1-0- Tween 20 %35 (Bragagni
fosfatidilkolin 0 ve ark.
%0,66 2012)
Testosteron %3 Soya fasulyesi Cremophor EL-35 %40 (Meng ve
propionat fosfatidilkolin 960.5-1 5 ark. 2013)
E Vitamini, %10 a/h Soya fasulyesi  %2,3 Sodyum kolat , %30 (Ascenso ve
Kafein fosfatidilkolin S 100® %1,8 Span 20 ark. 2015)
Ketokonazol ~ %3,6 Soya fasulyesi Sodyum dodesil stilfat %20 (Guo ve
fosfatidilkolin ark. 2015)
%0,8
Imikimod %3,6 Soy phospholipid Sodyum dodesil stlfat %20 (Ma ve ark.
Sodyum deoksikolat 2015)
Oleik asit
%0,8
1-  (1-Naftil) %210 Soya fasulyesi Sodyum kolat %30 (Catarina ve
piperazin fosfatidilkolin 913 ark. 2016)
Paeonol %3 Soya fasulyesi Tween 80 %1,5 %30 (Chen  ve
fosfatidilkolin ark. 2017)
Piroksikam % 2-5 Soya fasulyesi Span 80 %0-40 (Garg ve
fosfatidilkolin 70 ark. 2017)

(SPL)

SPL/S80= 85:15 w/w
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2.6.4. Vezikiiler Sistemlerin Ilaclarin Deriden Gegisini Arttirma Yaklasimlari
Konvansiyonel vezikiller olarak lipozomlar deriye uygulandiktan sonra deri
yuzeyine adsorbe olabilmektedirler. Ancak, lipozomlarin deriden permeasyonlarinin
oldukga zayif olmasi, daha ¢ok stratum corneum’un ylzeyinde ve derinin (st
kisimlarinda birikmeleri, agregasyon ve vezikullerin flizyonu gibi nedenlerden dolayi

topikal/transdermal ilag tasiyici sistemler olarak ¢ok fazla tercih edilmemektedir.

Lipozomlarin stratum corneum’un iist kisimlarinda ve folikiillerde birikme
egilimi ve daha derin dokulara en az dizeyde penetre olmalar1 gerek biiyiikliiklerine
gerekse esneklikten yoksun olmalarina baglanmistir (Gupta ve ark. 2012; Song ve ark.
2012; Ascenso ve ark. 2015; Abdulbagi ve ark. 2016; Garg ve ark. 2017).

Lipozomlarin ila¢ molekiillerinin deriden gegisini artirmasima yonelik farkli
yaklasimlar o6ne siiriilmektedir. Lipozomlarin deriden gegisi ic¢in Ongorilen

mekanizmalar Sekil 2.12°de 6zetlenmistir (EI Maghraby ve ark. 2006).

Sekil 2-12: Lipozomlarin deri iizerindeki etki mekanizmalari

A serbest ila¢g mekanizmasi, B Lipozomlarin bilesenlerinin penetrasyon arttirici etkisi C Vezikiillerin
adsorpsiyonu ve / veya stratum corneum (SC) ile flizyonu, D lipozomlarin bozulmadan deriden gegisi.

Birinci yaklagim; serbest ilacin gecisine dayanan gec¢is mekanizmasidir. Bu
yaklagimda; ilag molekullerinin oncelikle lipozomlardan salimmin ve bunu takiben

deriden serbest ila¢ molekillerinin permeasyonun gergeklestigi one siiriilmektedir
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(Mekanizma A). Ikinci olarak, lipozomlarin stratum corneum'da olusturduklar1 yapisal
degisikliklerden dolay1r bir penetrasyon arttirici etkisi olabilecegi belirtilmektedir
(Mekanizma B). Bir diger Ongorii ise; deri yiizeyine yapigmasina bagli olarak,
lipozomlarin muhtemelen stratum corneum'daki lipit matrikste fuzyon prensibi ile
gegislerinin gerceklesmesidir (Mekanizma C). Ayrica, c¢esitli tartismalara ragmen
lipozomlarin 6zellikle daha esnek yapidaki transferzomlarin bozunmadan deriye nifuz
ettigi yoniinde bir goriis de mevcuttur (D Mekanizmasi) (EI Maghraby ve ark. 2006; EI
Maghraby ve ark. 2008).

Ultradeforme olabilen lipit bazli elastik vezikiillerin ise klasik lipozomlardan
daha iyi deforme olabilmeleri nedeniyle deriden gegebildigi yoniinde yaklasimlar
mevcuttur.  Sekil 2.13’te elastik vezikiillerin deriden ge¢is mekanizmasi

gosterilmektedir (Ascenso ve ark. 2015) .

Lipitlerile
., fuzyon

interseliler gecis W%

Sekil 2-13: Ultradeforme edilebilen vezikullerin deriye penetrasyon ve permeasyonuna ait
sematik gosterim

Transferzomlarin deriden hidrotaksis ile deriden gectigi yaklasimi mevcuttur.
Stratum corneum un %15 su igerigine sahip tist kisminda dehidratasyonla deformasyona
ugrar ve yapisindaki su kaybederek boyutunun kictlmesi ile stratum corneum’daki

hlcreler aras1 bolgeden gegebildigi 6ne siirlmektedir. Stratum corneum’un %75 su
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igerigine sahip dah alt bolgesine geldiginde ise vezikillerin rehidratasyonla tekrar eski
boyutuna kavustugu varsayilmakatdir. Transferzomlarin deriden hiicrelerarasi gegisi ise
transferzomun yapisindaki yuzey etken maddenin hiicre membrani yapisini bozmasiyla
aciklanmaktadir. Sekil 2.14 bu mekanizmalar1 sematik olarak gostermektedir (Kumar ve
ark. 2012).

Transferzomlarmm penetrasyon mekanizmalary

Elastomekanigi Transepidermal su-aktivite gradyam

i i Transferzom
Transferzom Interseliiler bosluk

(Deforme olabilen vezikiil )

Dehidrasyondan sonuclanan

15% Su icerigi deformasyon

Epidermis

Stratum corneum 75% Su icerigi

Rehidrasyondan

Interseliiler
bosluk

Deformasyon
reformasyon

3 = Dermis
#f Reformasyon
%)

Kan damarlan

Sekil 2-14: Transferatomlarin (ultra deforme olabilen vezikiil) deriden gegis
mekanizmalar

Etozomlarin deriden ge¢isi arttirmasina yonelik de gesitli mekanzimalar 6ne
stiriilmektedir. Birinci yaklagimda, bilesiminde bulunan etanoliin stratum corneum’daki
lipit ¢ift tabakanin diizenini bozarak lipit akiskanli§ini arttirdi§i 6ne siiriilmektedir.
Daha sonra esnek etozom vezikiillerinin yapisi bozulmus stratum corneum’a niifuz
ederek deriden bir gecis yolu olusturabildigi de Ongoriilmektedir. Derinin alt
tabakalarinda ilacin salimi ve transdermal absorpsiyonu, etozomlarin deri lipitleri ile
flizyonu ve penetrasyon yolu boyunca farkli noktalarda ila¢ saliminin sonucu olarak
aciklanmaktadir. Ek olarak, etozomlarin folikiillerde birikim olasiligi da
incelenmektedir (Touitou, Dayan ve ark. 2000). Sekil 2.15’ te ise etozomal sistemlerinin
deriden gecisindeki Onerilen mekanizmalar gosterilmektedir (Touitou, Dayan ve ark.
2000).
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Sekil 2-15: Etozomal sistemlerinin deriden gecisinde 6nerilen model
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Transetozomlarin deriden gecis mekanizmalar1 ise hem transferzomlarin hem de

etozomlarin gecis mekanzimalarimi tasidigi 6ne siiriilmektedir (Song ve ark. 2012;

Ascenso ve ark. 2015).



47

3. GEREC VE YONTEM

3.1. GERECLER

3.1.1. Kullamlan Kiymyasal Maddeler

Tazaroten ( Olon, Milano, Italya )

Takrolimus (Bilim fla¢ Sanayi ve Ticaret A.S’den temin edilmistir)
Fosfolipid 90 G (Soya fasulyesi fosfatidil Kolin) (Lipoid)

Triton X100 (Sigma Aldrich)

Tween 80 (Polietelin Glycol sorbitan monooleat) (Sigma-Aldrich)
Span 80 (Sigma-Aldrich)

Span 85 (Sigma-Aldrich)

Oleik asit (Sigma-Aldrich)

Sodyum Kolat (Sigma-Aldrich)

O-fosforik Asit (Merck)

Asetonitril (HPLC safliginda)(Merck)

Metanol (HPLC safliginda)(Merck)

Kloroform (Merck)

1,2-Propandiol (Propilen glikol) (Merck)

Etanol (Merck)

Asetik Asit (Merck)

Sodyum Klorir (Riedel de Haen)

Potasyum Klorur (Lachema)

Disodyum Hidrojen fosfat Na2HPO4 (Merck)

Potasyum Dihidrojen fosfat KH2PO4 (Merck)

Nil Kirmizis1 (Sigma-Aldrich)
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Fosfotungstik Asit (Sigma-Aldrich)
Fare fibroblast (BALB/3T3, clone A31)-(ATCC CCL-163TM, USA)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium/Ham's F-12 (DMEM-F12)(Wisent
multicell)

Fetal Bovin Serumu (FBS) Gibco)

%1 antibiyotik (100 IU/mL penisilin ve 100 mg/mL streptomisin)
(Wisent multicell)

Sodyum Dodesil Silfat (SDS) (Sigma)
Dimetil Sulfoksit DMSO (Merck)

MTT  (3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium  bromiir)
(Sigma)

3.1.2. Kullanilan Aletler ve Malzemeler

3.1.2.1. Kullanilan Aletler

Damlacik Biiyiikliigii Ol¢iim Aleti (Malvern Zetasizer-Nano ZS)

Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (Shimadzu, Model LC 10A)
(Shimadzu, Model LC 20AT)

HPLC Kolonu (Lichrospher 100 RP-18 4,6 x 150 mm, 5um)

HPLC Kolonu (Intersil, ODS-3 C18 4,6 x 250 mm, 5um)

Sivi Kromatografisi - Kitle Spektrometresi Cihazi (LC-MS, HPLC
unitesi: Agilent, TQF-MS unitesi: Agilent 6530)

LC-MS Kolonu: Cig Poroshell 3x50mm x 2,7um EC ve guard kolon

InertSustain C18 3um 2,1x10mmx2

Rota Evaporator (Rota evaporator Biichi R-210)
Ultrasonik prob (Sonics VibraCell, 20 kHz, 3 mm ¢ap)

Franz Diflizyon Sistemi (Perme Gear 25 mm c¢ap, 12 mL hacim, V6A
Stirrer)

Ultrasonik Banyo (Bersonik)
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e Terazi ( Sartorius Analytical Balance ENTRIS v224-1S)
e Terazi (Sartariuos CPA2P Microbalance)

e Santriflij (Hettich, D-7200, Type 2041)

e Santriflij (Beckman Coulter Allegra X-22R)

e Orbital Calkalayici (Thermo Electron Corporation, Model 420)
e Manyetik Karistiric1 (IKA®-Werke, R15)

e pH-metre (EuTech Instruments, PC 2700)

e Distile Su Aleti (Elga, Pure Lab Flex)

¢ Nutche Erleni Stizme sistemi (Sartorius D-3400)

e Vorteks (IKA® Vortex Genius 3)

e Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM JEM-1011)

e ATR-FTIR (Perkin Elmer ZnSe Spectrum One)

e Konfokal Lazer Mikroskobu (Leica TCS SPE).

e Kriyotom Cihazi (Thermo)

e Mikroplaka okuyuculu spektrofotometre (Epoch)

3.1.2.2. Kullanilan Malzemeler

e Zetasizer Kiveti (disposible)
e Malvern Zeta Potansiyel Olgiim Hiicresi
e HPLC Vialleri ve Kapaklari

e Cam Malzeme (Rotavap balonu, Beher, Cam lam, Cam sise, Erlen,

Mezir, Pipet, Balon joje, Petri kutusu vs.)
e Eppendorf (1,5 ve 2 mL)
e Domuz Derisi
e Cerrahi Makas

e 0,45um Membran Filtre (HVHP) (Millipore)
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e Yapiskan Bant (Scotch Book Tape)(3M )

e 0,45 mm Millex®-LCR (PTFE) Filtre ucu (Millipore)
e 0,20 mm Filtre ucu (PTFE) (Sartarious)

e Vivaspin 6 MW cut-off 3000 (Sartarious)

e Mikropipetler ve Mikropipet Uglari

3.1.2.3. Kullanilan Bilgisayar Programlari
e Microsoft Office Word 2013

e Microsoft Office Excel 2013

e Graphpad Prism 7

3.2. YONTEM

3.2.1. Tazarotenin Infrared (IR) Spektrumu

Tazarotenin IR spekturumu ATR-FTIR spektrometresi (Perkin Elmer Zn
Spectrum One) kullanilarak alindi. Toz halde tazaroten, cihazin ATR-kristali Gzerine
yerlestirildi ve 100 Newton kuvvet uygulanarak 4000 ve 600 cm™ dalga boyu
araliginda, 4 cm™ ¢ozuniirlik ile spektrum kaydedildi.

3.2.2. Takrolimusun Infrared (IR) Spektrumu

Takrolimusun IR spekturumu ATR-FTIR spektrometresi (Perkin Elmer Zn
Spectrum One) kullanilarak alindi. Toz halde takrolimus cihazin ATR-kristali Gizerine
yerlestirildi ve 100 Newton kuvvet uygulanarak 4000-600 cm™ dalga boyu araliginda, 4

cmt ¢ozindrlik ile spektrum kaydedildi.

3.2.3. Tazarotenin Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) Miktar Tayini
Analiz Yonteminin Gelistirilmesi

Tazarotenin miktar tayininde kullanilmak iizere, literatiirde kayitli bir yontemin
(Madhu ve ark. 1997) iizerinde baz1 degisiklikler yapilarak HPLC miktar tayini yontemi
gelistirildi ve yontemin gegerliligi i¢in ICH kilavuzuna gore validasyonu yapildi (ICH
Harmonised Tripartite Guideline 2005).

Hareketli fazin hazirlanmasi: HPLC yonteminde hareketli faz olarak
asetonitril/su/asetik asit (65,0/34,5/0,5, h/h/h) karisim1 hazirlandi ve kullanilmadan 6nce
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0,45um membran filtreden (HVHP, Millipore) vakum uygulanarak stizildu. Hareketli
faz sisteme uygulanmadan 6nce ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilerek degaze
edildi.

Kromatografik kosullar: Analizlerde, UV dedektorli bir HPLC sistemi
kullanild1. Dalga boyu 345 nm’ye ayarlandi. Kromatografik ayirim i¢in C18 HPLC
kolonu (Lichrospher 100 RP-18 5 pum 4.6mm x 150mm) kullanildi. Hareketli fazin akis
hizi 1,2 ml/dk. olarak ayarlandi. Ornekler, sisteme 100 pl enjeksiyon hacminde
uygulandi. Analiz siiresince kolon oda sicakliginda tutuldu. Bu kosullarda tazarotenin

alikonma siiresi 15,5 dakika olarak belirlendi.

Orneklerin hazirlanmasi: Tazaroten standart drnekelrinin hazirlanmasi icin,
tazaroten belirlenen konsantrasyonlarda olacak sekilde asetonitrilde ¢ozindirilda ve bir

dakika sonikatorde bekletildi. Seyreltmelerde ¢oziicii olarak da asetonitril kullanildi.

3.2.4. Tazarotenin Miktar Tayini Yo6nteminin Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, bir analitik yontemin o yontemin kullanilma
hedefine uygun oldugunu kanitlanmasi i¢in yapilan islemlerin tlimiinii kapsamaktadir.
analitik yontemlerin validasyonu i¢in dogrusallik, kesinlik, dogruluk, segicilik, stabilite,
teshis ve Miktar tayini limiti parametreleri degerlendirilmektedir (ICH Harmonised
Tripartite Guideline 2005).

3.2.4.1. Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusalligi; belirlenmis bir konsantrasyon araliginda elde
edilen verilerin, analiz edilen Orneklerdeki etkin maddenin miktari ile dogru orantili
olarak degisimidir. Dogrusalligin gosterilebilmesi i¢in, en az 5 konsantrasyon
gereklidir. Genellikle, 0,9999 luk bir korelasyon katsayisi elde edilmesi, regresyon
dogrusundaki verilerin kabul edilebilirliginin gostergesi olarak kabul edilir (Shabir
2003; ICH Harmonised Tripartite Guideline 2005).

Tazarotene ait analitik yonteminin dogrusalligini belirlemek i¢in, 100 pg/ml’lik
bir stok ¢ozelti hazirlandi. Bunun i¢in 10 mg hassas olarak tartilan tazaroten 100 ml’lik
balon jojeye alindi ve iizerine ¢Oziicii olarak asetonitril ilave edilerek ultrasonik
banyoda cozindurulmis. 10; 5; 2,5; 1; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05; 0,025; 0,01 pg/mL
konsnatrasyonlardaki standartlarin hazirlanmasi i¢in stok c¢oOzeltiden asetonitril ile

uygun seyretmeler yapildi. Hazirlanan standartlar, 0,45 um membran filtreden siizuilerek
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HPLC viallerine dolduruldu. Yoéntem 3.2.3’te analtilan kosullarda analizler
gerceklestirilerek her konsantrasyona karsilik gelen egri altinda kalan alan (AUC)
degerleri saptandi. Her 6rnek icin en az ii¢ enjeksiyon yapildi, standart sapma (SD) ve
yiizde bagil standart sapma (%RSD) degerleri hesaplandi. Bu veriler kullanilarak,

analizlerde kullanilan standart dogru denklemi ve korelasyon katsayist de hesaplandi.

3.2.4.2. Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi, onceden belirlenmis kosullarda bir testte elde edilen
her sonucun tekrarlanabilmesinin veya bir testin sonuglarinin birbirine yakin olabilme
derecesini gostergesidir. Giin i¢i ve giinler arast kesinlik olarak degerlendirilir. Ayni
testin giin i¢inde tekrarlanmasi ile giin i¢i kesinlik sonucglarinin ortalamasi ile SD ve
%RSD degerleri hesaplanir. Ayni testin farkli giinlerde tekrarlanmasi ile elde edilen
degerlerin ortalamasi alinarak da gunler arasina SD ve % RSD degerleri hesaplanir

(ICH Harmonised Tripartite Guideline 2005).

Tazarotenin HPLC yonteminin kesinligini gostermek i¢in 100 pg/ml
konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak 5pg/ml, 1 pg/ml ve
0,1 pg/ml olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda érnekler hazirlandi. Ornekler belirtilen
HPLC yontemi ile analiz edilerek, tazarotenin miktar1 saptandi. Ayni islem U¢ gln

tekrarlanarak, her 6rnek icin ortalama, SD ve % RSD degerleri hesaplandi.

3.2.4.3. Dogruluk

Analitik yontemin dogrulugu, bu yontem ile elde edilen degerlerin gercek degere
veya sahit degere yakinhigmin gostergesidir (ICH Harmonized Tripartite Guidline,
2005). Tazaroten igin gelistirilen HPLC yonteminin dogrulugunu saptamak i¢in 100
pg/ml konsantarsyondaki stok c¢ozeltisinden gerekli seyreltmer yapilarak Spg/ml, 1
pg/ml ve 0,1 pg/ml olmak {lizere ii¢ farkli konsantrasyonda ornekler hazirlandi.
Orneklere tazaroten formiilasyonlarindaki kullanilan yardimci maddelerden en yiksek
degerde olacak sekidle ilave edildi. Elde edilen piklerin alanlarindan dogru denklemi
kullanilarak ~Orneklerdeki tazaroten miktarlari belirlendi. Gelistirilen yGntemin

dogrulugu tazarotenin ise % geri kazanma degerleri hesaplanarak saptandi.

3.2.4.4. Segicilik
Bir analitik yontemin segiciligi analiz edilen etkin madde ile girisim yapabilme

potansiyeli olan biitiin bilesenlerden ayrilarak arkli olarak Olgiim yetenegi olarak
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tamimlanir (Shabir 2003; ICH Harmonized Tripartite Guidline, 2005). Segiciligin
saptanabilmesi icin; domuz derisi, soyma isleminde kullanilan bant, tazaroten
icermeyen bos formiilasyonlar ve formiilasyonlarin bilesiminde yer alan biitiin yardimc1
maddeleri iceren Ornekler HPLC yontemi ile analiz edilerek, yardimci maddelerin

tazaroten ile ayn1 alikonma zamaninda bir pik verip vermedigi belirlendi.

3.2.4.5. Teshis Limiti ve Miktar Tayini Limit

Analitik yontemin diigiik konsantrasyonlar1 saptayabilmesi ve dogru, kesin
olarak miktariin belirlenebilmesinin gostergesi sirasi ile Teshis Limiti (TL, Limit of
Detection LOD) ve Miktar Tayin Limiti (MTL, Limit of Quantification LOQ) olarak
degerlendirilir. Orneklerdeki etkin maddenin tayin edilebilecek en az TL degerini, en
diisiik tayin edebilen konsantrasyonu ise MTL degerini verir (ICH Harmonized

Tripartite Guidline, 2005).

Yontemin TL ve MTL degerlerini hesaplamak i¢in en az 3 tane kalibrasyon
dogrusunun egimleri ve kesisim noktalarmin SD degerleri ve asagida verilen
Denklemler (3.1 ve 3.2) kullanilarak hesaplandi (ICH Harmonized Tripartite Guidline,
2005).

TL=33SD/Ort  (3-1)
MTL=10SD/Ort  (3-2)

SD: Standart dogrularin egimlerinin standart sapmalart

Ort: Standart egrilerin egimlerinin ortalamalari

3.2.4.6. Orneklerin Stabilitesi

Orneklerdeki tazarotenin analiz suresince stabil kaldigimi belirlemek igin
stabilite calismasi yapildi. Bunun i¢in, yontem 3.2.3’te belirtildigi gibi caliglarak 1
png/ml konsantrasyonda tazaroten iceren o6rnekler hazirlandi ve 1., 2., 4., 6., 12., 24. ve
48. saatin sonunda HPLC cihazina enjekte edildi. Belirtilen siire bekleme siireleri
sonunda sonunda ornekler ile elde edilen pik alanlar ile, hemen cihaza enjekte edilen

ornekler ile elde edilen pik alanlarinda fark olup olmadig: tespit edildi.

3.2.5. Takrolimusun HPLC Miktar Tayini Yonteminin Gelistirilmesi

Takrolimus yiiklii formiilasyonlarin enkapsiilasyon verimini degerlendirmek icin
HPLC yontemi kullanildi. Takrolimusun HPLC miktar tayininde kullanmak {izere
literatiirde kayith yontemlerin (Shi ve ark. 2012; Seo ve ark. 2015) iizerinde bazi
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degisiklikler yapilarak bir HPLC analiz yontemi gelistirildi ve yontemin gegerliligi igin
ICH kilavuzuna gore validasyonu yapildi (ICH Harmonised Tripartite Guidline 2005).

Hareketli fazin hazirlanmasi: HPLC yonteminde hareketli faz olarak
asetonitril/su/fosforik asit (75/25/0,2: h/h/h) karisimi hazirlandi ve kullanilmadan 6nce
0,45um membran filtreden (HVHP, Millipore) vakum uygulanarak stizildu. Hareketli

faz sisteme uygulanmadan dnce ultrasonik banyoda 15 dk. bekletilerek degaze edildi.

Kromatografik kosullar: Analizlerde, UV dedektorli bir HPLC sistemi
kullanildi. Dalga boyu 210 nm’ye ayarlandi. Kromatografik ayirim ig¢in Cig HPLC
kolonu (ODS-3 C18 5 um 4.6mm x 250mm) kullanildi. Hareketli fazin akis hiz1 1
ml/dk. olarak ayarlandi. Ornekler, siteme 50 pl enjeksiyon hacminde uygulandi. Analiz
stiresince kolon sicakligit 60 C°’ye ayarlandi. Bu kosullarda takrolimusun alikonma

suresi 10,5 dakika olarak belirlendi.

Orneklerin hazirlanmasi: Takrolimus standart 6rneklerinin hazirlanmasi igin,
takrolimus belirlenen konsantrasyonlarda olacak sekilde asetonitrilde ¢ézundaruldi ve

bir dakika sonikatorde bekletildi. Seyreltmelerde ¢6ziicii olarak da asetonitril kullanildi.

3.2.6. Takrolimusun HPLC Miktar Tayini Ydnteminin Validasyonu

3.2.6.1. Dogrusallik

Takrolimusa ait analitik yOnteminin dogrusalligimi belirlemek i¢in, 100
png/ml’lik bir stok ¢ozelti hazirlandi. Bunun i¢in 10 mg hassas olarak tartilan takrolimus
100 ml’lik balon jojeye alind1 ve iizerine ¢Oziicii olarak asetonitril ilave edilerek
ultrasonik banyoda c¢ozinduruldu. 75; 50; 25; 10; 5; 1; 0,1 pg/mL pg/mL
konsantrasyonlardaki standartlarin hazirlanmasi igin stok c¢o6zeltiden asetonitril ile
uygun seyretmeler yapildi. Hazirlanan standartlar, 0,45 um membran filtreden siiziilerek
HPLC viallerine dolduruldu. Yontem 3.2.5’te analtilan kosullarda analizler
gerceklestirilerek her konsantrasyona karsilik gelen egri altinda kalan alan (AUC)
degerleri saptandi. Her 6rnek igin en az {i¢ enjeksiyon yapildi, standart sapma (SD) ve
yiizde bagil standart sapma (%RSD) degerleri hesaplandi. Bu veriler kullanilarak,

analizlerde kullanilan standart dogru denklemi ve korelasyon katsayis1 de hesaplandi.

3.2.6.2. Kesinlik
Takrolimusun HPLC yoOnteminin kesinligini gostermek i¢in 100 pg/ml

konsantrasyondaki stok ¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak 50 pg/ml, 10 pg/ml
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ve 1.0 pg/ml olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda Ornekler hazirlandi. Ornekler
belirtilen HPLC yontemi ile analiz edilerek, takrolimusun miktar: saptandi. Ayn1 islem

Uc gun tekrarlanarak, her 6rnek icin ortalama, SD ve % RSD degerleri hesaplandi.

3.2.6.3. Dogruluk

Takrolimus i¢in gelistirilen HPLC ydnteminin dogrulugunu saptamak i¢in 100
pg/ml konsantarsyondaki stok ¢ozeltisinden gerekli seyreltmer yapilarak 50 pg/ml, 10
pg/ml ve 1.0 pg/ml olmak {iizere ii¢ farkli konsantrasyonda oOrnekler hazirlandi.
Orneklere takrolimus formiilasyonlarindaki kullanilan yardimec1 maddelerden en yiksek
degerde olacak sekidle ilave edildi. Elde edilen piklerin alanlarindan dogru denklemi
kullanilarak Orneklerdeki takrolimus miktarlar1 belirlendi. Gelistirilen yOntemin

dogrulugu takrolimusun ise % geri kazanma degerleri hesaplanarak saptandi.

3.2.6.4. Secicilik

Seciciligin saptanabilmesi i¢in, takrolimus i¢cermeyen bos formiilasyonlar ve
formiilasyonlarin bilesiminde yer alan biitiin yardimc1 maddeleri igeren 6rnekler HPLC
yontemi ile analiz edilerek, yardimci maddelerin takrolimus ile ayni alikonma

zamaninda bir pik verip vermedigi belirlendi.

3.2.6.5. Teshis Limiti ve Miktar Tayini Limit
Takrolimusun gelistirilen HPLC yonteminin TL ve MTL degerleri yontem
3.2.4.5°da anlatildig1 gibi ¢alisilarak saptandi.

3.2.6.6. Orneklerin Stabilitesi

Orneklerdeki takrolimusun analiz stiresince stabilitesini belirlemek icin stabilite
caligmasi yapildi. Bunun i¢in, yontem 3.2.6°da belirtildigi gibi ¢alisilarak 10 pg/ml
konsantrasyonda takrolimus igeren Ornekler hazirlandi ve 1., 2., 4., 6., 12., 24. ve 48.
saatin sonunda HPLC cihazina enjekte edildi. Belirtilen siire bekleme sireleri sonunda
ornekler ile elde edilen pik alanlar ile, hemen cihaza enjekte edilen drnekler ile elde

edilen pik alanlarinda fark olup olmadig: tespit edildi.

3.2.7. Takrolimusun LC-MS Analiz Yonteminin Gelistirilmesi
In vitro deriden penetrasyon calismasindaki Orneklerdeki takrolimus
miktaralarinin, gelistirilen HPLC ydnteminin MTL degereinin altinda olmasi nedeniyle,

deride lokalize olan takrolimus miktarinin saptanmasi i¢in daha hassas bir analitik
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yontem olarak sivi kromatografisi-kiitle spektrometresi (LC-MS) ile calisildi. in vitro
deriden penetrasyon ¢alismasindaki numuneler gaz fazinda iyonlastirilarak molekilin
kiitle/yiik oram (m/z) 6lgiilerel yliksek hassasiyette analizler gergeklestirildi. [n vitro
deriden penetrasyon calismalarinda deride lokalize olan takrolimus miktariin Sivi
Kromatografisi-Kltle Spektrometresi (LC-MS) yontemi literatlirdeki yonteme
degisiklikler yapilarak kullanildi (Goebel ve ark. 2011).

Hareketli fazin hazirlanmasi: LC-MS yonteminde hareketli faz olarak
asetonitril/su/fosforik asit (65/35/0,005: h/h/h) karisimi hazirlandi ve kullanilmadan
once 0,45um membran filtreden (HVHP, Millipore) vakum uygulanarak suzuldi.
Hareketli faz sisteme uygulanmadan 6nce ultrasonik banyoda 15 dakika bekletilerek

degaze edildi.

Kromatografik kesullar: Analizlerde, Agilent 6530 LC-MS sistemi kullanildu.
Dual elektrospray ESI kaynagi dedektor olarak kullanildi. Kromatografik ayirim igin
C1s HPLC kolonu (Poroshell 3x50mm x 2,7um EC) ve guard kolon (InertSustain C18
3um 2,1x10mmx2) kullanildi. Hareketli fazin akis hizi 0,2 ml/dk. olarak ayarlandi.
Ornekler, siteme 10 pl enjeksiyon hacminde uygulandi. Analiz siiresince kolon sicaklig
60 C°’ye ayarlandi. Bu kosullarda takrolimusun alikonma siiresi 7 dakika olarak

belirlendi.

Orneklerin hazirlanmase: Takrolimus standart orneklerinin hazirlanmasi igin,
takrolimus belirlenen konsantrasyonlarda olacak sekilde asetonitrilde ¢ozunduruldi ve
bir dakika sonikatorde bekletildi. Seyreltmelerde ¢6ziict olarak da asetonitril kullanildi.
5000 ng/ml bir stok ¢dzeltisi hazirlamak i¢in 1,25 mg takrolimus hassas tartildi ve 250
ml’lik balon jojede asetonitril ile ultrasonik banyoda bekletirlerek ¢ozunduruldi, Stok
cozeltiden gerekli seyreltmeler yapilarak 2500; 1000; 500; 250; 100; 50; 25; 10; 5
ng/mL konsantrasyon araliginda 6rnekler hazirlandi. Hazirlanan standartlar, membran
filtreden (0,45 pum PTFE, Millipore) siizillerek HPLC viallerine dolduruldu. Yontem
3.2.7.°de anlatildig1 gibi c¢alisilarak LC-MS yoOntemi ile analiz edildi. Her Ornek icin
verilen yanit (toplam iyon kromatograminda her saniyede yapilan sayim) kaydedildi.
Her konsantrasyona karsilik gelen toplam iyion kromatogrami ile yonteme ait standart

dogrunun denklemi ve korelasyon katsayis1 hesaplandi.
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3.2.8. Transetozom Tipi Vezikiler Tlagc Tasiyien Sistemlerin  Formiilasyon

Optimizasyon Calismalari

Tazaroten ve takrolimus etkin maddelerinin transetozom tipi vezikiiler tasiyici

sistemlerinin bilesenlerinin belirlenmesi i¢in formulasyon optimizasyon ¢alismalar

yurutildd. Formiilasyon gelistirme c¢alismalarinda tazaroten ve takrolimus yiklii

vezikiillerin bilesiminde kullanilan, fosfolipit, kenar aktivatorleri (siirfaktanlar), diger

yardimc1 maddeler ile etanol oranlari sirasiyla Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3-1: Tazaroten yUkli transetozomlarmn bilesenleri

Formilasyonda Kullanilan Maddeler

Kullanma Oram

Tazaroten

% 0,05 - 0,1 (a/h)

Fosfolipit
Phosphlipon 90 G (Soya fasulyesi Fosfatidil-kolini)

%3-6 (alh)

Kenar Aktivatoru veya yardimcr madde

Tween 80
Sodyum Kolat

% 0,5 - 1,33 (a/h)

Span 80
Span 85
Penetrasyon arttirici
o4 % 1 (a/h)
Oleik asit
Etanol % 10 - 40 (h/h)

Tablo 3-2: Takrolimus yikli transetozomlarin bilesenleri

Formilasyonda Kullanilan Maddeler

Kullanma Oram

Takrolimus % 0,1 (a/h)
Fosfolipit
Phosphlipon 90 G (Soya fasulyesi Fosfatidil-kolini) % 2 -6 (a/h)

Kenar Aktivatorii veya yardimc1 madde

Tween 80
Sodyum Kolat

75:25, 80:20, 85:15, 90:10 (Fosfolipit:Kenar

Span 80 Aktivatori) (a:a)*
Span 85
Penetrasyon artiric1 madde
I % 1 (a/h)
Oleik asit
Etanol % 10-40 (h/h)

*Takrolimus yiiklii transetozomlarin formiilasyonlarida kulanilan kenar aktivatorii maddeler bilesiminde

kullanilan fosfolipit oranina (a:a) gore hazirlanmistir.



58

Transetozomlar “konvansiyonel ince film hidrasyon” yontemi ile (Verma ve ark.
2003; Montanari ve ark. 2007; Song ve ark. 2012) ile hazirlandi. Tazaroten yukli
transetozomlarin formiilasyon optimizasyonu ¢alismalart kapsaminda, transetozom

formiilasyonlarina tazaroten %0,05 ve 0,1 oranlarinda olacak sekilde ytiklendi.

Transetozomlarin hazirlanmasi igin; fosfolipit (Phospholipon 90G, P90G) ve
kenar aktivatorii olarak bir ylzey etken madde veya penetrasyon arttitirict
Kloroform:metanol (1:1, h/h) karisiminda ¢oziindiiriildi. Etkin maddeler (tazaroten veya
takrolimus) de fosfolipit ve kenar aktivatori ile birlikte organik ¢6ziicli karisiminda
cozinduruldu. Sistemdeki organik ¢6ziict karigimi lipit gegis sicakliginin iizerindeki bir
sicaklikta (40°C’de) bir rotaevaporator (Bichi R-210, Buchi Labortechnik, Switzerland)
kullanilarak ve 180 rpm’de doniis hiz1 ile ince bir lipit film tabakasi birakacak sekilde
uzaklastirildi. Organik ¢6ziicii artiklarinin tamamen uzaklastirilmasi igin, balon icindeki
olusturulan ince film bir gece vakum altinda bekletildi, daha sonra bu kuru lipit film,
farkli konsantrasyonlardaki etanol:su karisimi ile hidrate edildi. Elde edilen
transetozomal siispansiyon oda sicakliginda 1 saat bekletilerek olusan vezikiillerin
sismeleri saglandi. Bir sonraki adimda ise, bir ultrasonik prob (Sonics VibraCell, 20
kHz, 3 mm cap) ile 4 °C de 5 dakika sonikasyon islemi uygulanarak transetozom

slispansiyonunun homojen olmasi saglandi ve nano boyutta vezikiller elde edildi.

Transetozomlarin hazirlama yontemi sematik olarak Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Metanol:Kloroform

<
m kangiminda cozundurmek \%
4

Rotaevaporde
|| buharlagtirma

Dispersyon %o
Etanol cozeltisi o%o
L

Lipit-llac filmi

Transetozom

¢ llag ﬁ Fosfolipit O Etanol O Siirfaktan

Sekil 3-1: Transetozomlarin hazilanmasina ait sematik gosterim
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3.2.8.1. Tazaroten YUklu Transetozom Formiilasyonlarinin Optimizasyonu
Tazaroten yiiklii transetozomlarin optimizasyon c¢alismalart kapsaminda
hazirlanan formiilasyonlar, transetozomlarin bilesiminde kullanilan kenar aktivatoru
(ylizey etken madde) veya penetrasyon arttirici maddeye gore sinflandirildi. Tazaroten
transetozom formiilasyonlarina %0,05 oraninda yiiklendi. Tazaroten yUkli transetozom
formiilasyonlarmin kodlar1 ile bilesenleri Tablo 3.3, Tablo 3.4 ve Tablo 3.5’de

verilmigtir.

Tablo 3-3: Kenar aktivatori olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan tazaroten yikli
transetozom formdulasyonlan

Formilasyon Kodu Fospolipit (%0) Kenar Aktivatori (%) Hidrasyon Ortam
TZ 4-TW 1-10 4 Tween 80: 1 %10 Etanol / Su
TZ 4-TW 1-20 4 Tween 80: 1 %20 Etanol / Su
TZ4-TW1 4 Tween 80: 1 %30 Etanol / Su
TZ 4-TW 0,66-20 4 Tween 80: 0,66 %20 Etanol / Su
TZ 4-TW 1-40 4 Tween 80: 1 %40 Etanol / Su
TZ4-TWO0,5 4 Tween 80: 0,5 %30 Etanol / Su
TZ4-TW 1,33 4 Tween 80: 1,33 %30 Etanol / Su
TZ3-TW1 3 Tween 80: 1 %30 Etanol / Su
TZ3-TW 0,53 3 Tween 80: 0,53 %30 Etanol / Su
TZ5-TW1 5 Tween 80: 1 %30 Etanol / Su

TZ6-TW 1 6 Tween 80: 1 %30 Etanol / Su
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Tablo 3-4: Kenar aktivatorii olarak sodyum kolat kullamilarak hazirlanan tazaroten yuklu
transetozom formdalasyonlar

Formilasyon Kodu Fospolipit (%) Kenar Aktivatori  (%o) Hidrasyon Ortamm
TZ 4-SK 1-20 4 Sodyum kolat: 1 %20 Etanol / Su
TZ4-SK 1 4 Sodyum kolat; 1 %30 Etanol / Su
TZ 4-SK 0,66 4 Sodyum kolat: 0,66 %30 Etanol / Su
TZ 3-SK 0,53 3 Sodyum kolat: 0,53 %30 Etanol / Su
TZ5-SK 1 5 Sodyum kolat: 1 %30 Etanol / Su
TZ 5-SK 0,55 5 Sodyum kolat: 0,55 %30 Etanol / Su
TZ6-SK 1 6 Sodyum kolat: 1 %30 Etanol / Su
TZ 6-SK 0,66 6 Sodyum kolat: 0,66 %30 Etanol / Su

Tablo 3-5: Kenar aktivatori olarak Span 80 ve Span 85, penetrasyon artirici olarak oleik
asit kullanilarak hazirlanan diger tazaroten yiiklii transetozom formulasyonlari

Formilasyon Kodu FOS(EZI)'p't Kenar Aktivatérid (%o) Hidrasyon Ortam
TZ4-SP 1 4 Span 80: 1 %30 Etanol / Su
TZ 4-SP85 1 4 Span 85: 1 %30 Etanol / Su
TZ4-0L1 4 Oleik asit: 1 %30 Etanol / Su

Tazaroten yikIi transetozom formiilasyonlarinin optimizasyon c¢alismalari
kapsaminda hazirlanan formiilasyonlarin nano-vezikiiler bir sistem olusturup
olusturmadigi, gorsel olarak ve vezikil boyutu dagilimi incelenerek degerlendirildi.

Uygun olan transetozomlar karakterizasyon ¢alismalari yapilmak tizere segildi.



61

3.2.8.2. Takrolimus Yiiklii Transetozom Formiilasyonlarmin Optimizasyonu

Takrolimus yiikli transetozomlarin optimizasyon ¢alismalart kapsaminda

hazirlanan formiilasyonlar, bilesiminde kullanilan fosfolipit konsantrasyonuna ve kenar

aktivatoriine (yuzey etken madde) veya penetrasyon arttiriciya gore siniflandirildi.

Takrolimus transetozom formiilasyonlarina takrolimus % 0,1 oranlarinda olacak sekilde

yuklendi. Takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlarinin kodlar1 ile bilesenleri
Tablo 3.6 ile Tablo 3.15’te verilmistir.

Tablo 3-6: %6 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlar

Formilasyon Fosfolipit:Kenar Fospolipit  Kenar Aktivatori Hidrasyon
Kodu Aktivatori Oram (%) (%) Ortam
TC6-TW?2 (75:25) 6 Tween 80: 2 %30 Etanol / Su
TC6-TW15 (80:20) 6 Tween 80: 1,5 %30 Etanol / Su
TC 6-TW 1,058 (85:15) 6 Tween 80: 1,058 %30 Etanol / Su
TC6-TW 0,66 (90:10) 6 Tween 80: 0,66 %30 Etanol / Su

Tablo 3-7: %5 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlari

Formdilasyon Fosfolipit:Kenar Fospolipit Kenar Aktivatoru Hidrasyon
Kodu Aktivatord Orani (%) (%) Ortam
TC5-TW 1,66 (75:25) 5 Tween 80: 1,66 %30 Etanol / Su
TC5-TW 1,25 (80:20) 5 Tween 80: 1,25 %30 Etanol / Su
TC5-TW 0,88 (85:15) 5 Tween 80: 0,88 %30 Etanol / Su
TC5-TW 0,555 (90:10) 5 Tween 80: 0,555 %30 Etanol / Su
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Tablo 3-8: %4 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan

takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlar

Fosfolipit:Kenar

Formulasyon Aktivatori Fospolipit Kenar Aktivatori  Hidrasyon
Kodu Oram (%) (%) Ortam
TC4-TW 1,33 (75:25) 4 Tween 80: 1,33 %30 Etanol / Su
TC4-TW1 (80:20) 4 Tween 80: 1 %30 Etanol / Su
TC 4-TW 0,705 (85:15) 4 Tween 80: 0,705 %30 Etanol / Su
TC 4-TW 0,444 (90:10) 4 Tween 80: 0,444 %30 Etanol / Su
TC 4-TW 1-10 (80:20) 4 Tween 80: 1 %10 Etanol / Su
TC 4-TW 1-20 (80:20) 4 Tween 80: 1 %20 Etanol / Su
TC 4-TW 1-40 (80:20) 4 Tween 80: 1 %40 Etanol / Su

Tablo 3-9: %3 fosfolipit ve kenar aktivatéri olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan

takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlar

Fosfolipit:Kenar

Egcrjrl?[llasyon Ak(t)i\r/::l?ru Fos(p;zl)ipit Kena(n;/o A)\ktivat('jru H(i)dr:zglcm

TC3-TW1 (75:25) 3 Tween 80: 1 %30 Etanol / Su
TC 3-TW 0,75 (80:20) 3 Tween 80: 0,75 %30 Etanol / Su
TC 3-TW 0,529 (85:15) 3 Tween 80: 0,529 %30 Etanol / Su

TC 3-TW 0,333 (90:10) 3 Tween 80: 0,333

%30 Etanol / Su
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Tablo 3-10: %?2 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullamlarak hazirlanan
takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlar

Formilasyon Fosfolipit:Kenar Fospolipit Kenar Aktivatoru Hidrasyon
kodu Aktivatérd Orani (%) (%) Ortam
TC 2-TW 0,66 (75:25) 2 Tween 80: 0,66 %30 Etanol / Su
TC2-TWO0,5 (80:20) 2 Tween 80: 0,5 %30 Etanol / Su
TC 2-TW 0,353 (85:15) 2 Tween 80: 0,353 %30 Etanol / Su
TC 2-TW 0,222 (90:10) 2 Tween 80: 0,222 %30 Etanol / Su

Tablo 3-11: %6 fosfolipit ve kenar aktivatoru olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlari

Formilasyon Fosfolipit:Kenar Fospolipit Kenar Sktivatori Hidrasyon
kodu Aktivatori Orani (%) (%) Ortami
TC6-SK 2 (75:25) 6 Sodyum Kolat : 2 %30 Etanol / Su
TC6-SK 1,5 (80:20) 6 Sodyum Kolat: 1,5 %30 Etanol / Su
TC 6-SK 1,058 (85:15) 6 Sodyum Kolat:1,058 %30 Etanol / Su
TC 6-SK 0,666 (90:10) 6 Sodyum Kolat: 0,666 %30 Etanol / Su

Tablo 3-12: %5 fosfolipit ve kenar aktivatoru olarak Sodyum kolat kullamlarak
hazirlanan takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlari

Formilasyon Fosfolipit:Kenar Fospolipit Kenar Aktivatoru Hidrasyon
kodu Aktivatori  Oram (%) (%) Ortam
TC5-SK 1,66 (75:25) 5 Sodyum Kolat:1,66 %30 Etanol / Su
TC5-SK 1,25 (80:20) 5 Sodyum Kolat:1,25 %30 Etanol / Su
TC 5-SK 0,88 (85:15) 5 Sodyum Kolat:0,88 %30 Etanol / Su

TC 5-SK 0,555 (90:10) 5 Sodyum Kolat: 0,555 %30 Etanol / Su
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Tablo 3-13: %4 fosfolipit ve kenar aktivatoru olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlari

Formdulasyon Fosfolipit:Kenar  Fospolipit  Kenar Aktivatoru Hidrasyon

kodu Aktivatoriic Oram (%) (%) Ortami
TC 4-SK 1,33 (75:25) 4 Sodyum Kolat: 1,33 %30 Etanol / Su
TC4-SK 1 (80:20) 4 Sodyum Kolat: 1 %30 Etanol / Su
TC 4-SK 0,705 (85:15) 4 Sodyum Kolat: 0,705 %30 Etanol / Su
TC 4-SK 0,444 (90:10) 4 Sodyum Kolat: 0,444 %30 Etanol / Su
TC 4-SK 1-40 (80:20) 4 Sodyum Kolat: 1 %40 Etanol / Su

Tablo 3-14: %3 fosfolipit ve kenar aktivatoru olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlari

Formilasyon Fosfolipit:Kenar ~ Fospolipit  Kenar Aktivatori Hidrasyon
kodu Aktivatori Oram (%) (%) Ortam
TC3-SK 1 (75:25) 3 Sodyum Kolat: 1 %30 Etanol / Su
TC 3-SK 0,75 (80:20) 3 Sodyum Kolat: 0,75 %30 Etanol / Su
TC 3-SK 0,529 (85:15) 3 Sodyum Kolat: 0,529 %30 Etanol / Su
TC 3-SK 0,333 (90:10) 3 Sodyum Kolat: 0,333 %30 Etanol / Su

Tablo 3-15: %4 fosfolipit ve ve diger kenar aktivatori tipi veya penetrasyon arttirici
kullanilarak hazirlanan takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlari

Formiulasyon Fosfolipit:Kenar Fospolipit ~ Kenar aktivatori Hidrasyon
kodu Aktivatori Oram (%) (%) Ortami
TC 4-SP85 1 (80:20) 4 Span 85: 1 %30 Etanol / Su
TC 4-SP 1 (80:20) 4 Span 80: 1 %30 Etanol / Su

TC 4-0L1 (80:20) 4 Oleik Asit: 1 %30 Etanol / Su
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Takrolimus yUKIG transetozom formulasyonlarin formilasyon optimizasyon
calismalar1 kapsaminda hazirlanan formiilasyonlarin nano-vezikiiler bir sistem olusturup
olusturmadigr gorsel ve vezikul boyutu dagilimi incelenerek degerlendirildi. Uygun

olan transetozom formiilasyonlar karakterizasyon ¢aligmalari yapilmak tizere segildi.

3.2.9. Tazaroten ve Takrolimus Yiklu Transferzom ve Etozom Tipi Vezikiiler ilac
Tasiyicr Sistemlerin Hazirlanmasi

Tazaroten ve takrolimus yiikli transetozom formiilasyonlarinin deriye
penetrasyon c¢alismalarinda etkinligini karsilastirmak amaci ile kontrol formilasyonu
olarak tazaroten ve takrolimus yikli transferzom ve etozom tipi vezikiiler tasiyici
sistemleri Yontem 3.2.8’de anlatildigi gibi ¢alisilarak “ince film hidrasyon yontemi”

kullanilarak hazirlandi.

Tazaroten yuklu transferzom formilasyonu etanol ilave edilmeden, kenar
aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlandi. Takrolimus yukll transferzom
formulasyonu ise etanol ilave edilmeden, kenar aktivatori olarak sodyum kolat

kullanilarak hazirlanda.

Tazaroten ve takrolimus yukli etozom formiilasyonlar: kenar aktivatori ilave

edilmeden, %30 etanol i¢erecek sekilde hazirland:.

Kontrol amagli kullanilmak tizere hazirlanan tazaroten ve takrolimus yuklu

transferzom ve etozom formiilasyonlarinin bilesenleri Tablo 3.16’de verilmistir.

Tablo 3-16: Tazaroten ve takrolimus yukli kontrol amag¢h hazirlanan transferzom ve
etozom formiilasyonlar

Etkin Kenar

Formulasyon Kod madde Fos(ﬁjc’)')'p't Aktivatori g::;?jlyon
(%) (%)

Tazaroten yiikli TZ-TR 0,05 4 Tween80: 1 % 100 Su

transferzom

Tazaroten yiikld TZ-ET 0,05 4 ; %30 Etanol/Su

etozom

Takrolimus

yuklu TC-TR 0,1 4 Sodyum Kolat: 1 % 100 Su

transferzom

Takrolimus TC-ET 0.1 4 : %30 Etanol/Su

yukli etozom
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3.2.10. Tazarotenin Propilen Glikoldeki Doymus Cozeltisi ile Tazaroten ve
Takrolimusun Hidroetanolik Doymus Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Tazaroten yiiklii transetozomlarin deriden penetrasyonunun karsilastirilmasinda
kontrol olarak kullanilmak iizere tazarotenin propilen glikoldeki doymus c¢ozeltisi

hazirlandi.

Tazaroten ve takrolimus yukli transetozom formiilasyonlarinin deriye
penetrasyon caligsmalarinda kontrol olarak kullanilmak tizere her iki etkin maddenin

%30’luk hidroetanolik ¢oziiciideki doymus ¢6zeltisi de hazirlandi.

Hazirlanan bu ¢ozeltilerde etkin maddelerin ¢6zUndrllkleri hesaplandi. Bu
amagcla, tazaroten ve takolimusun asir1 miktar: ayri ayri %30 etanol/su (h/h) karisimina
eklenerek 25°C’de orbital calkalayicida 24 saat siire ile karistirildi. Stire sonunda
ornekler 15000 rpm’de 15 dakika santrifilj edilerek ¢ozinmeyen etkin maddelerin
¢okmesi saglandi1 ve lstte kalan kistm membran filtreden (PTFE, Millipore 0,45um)
siiziildii. Ornekler gerektiginde seyreltilerek HPLC miktar tayini yontemi ile analiz

edildi ve her iki etkin maddenin %30 etanol-su karisimindaki ¢oziiniirliigii hesaplandi.

Tazarotenin propilen glikoldeki doymus ¢ozeltisi de aymi sekilde caligilarak
hazirlandi ve tazarotenin propilen glikoldeki ¢oziintirligii hesaplandi. Bitiin 6rneklerin

analizi i¢in ¢alisma 3 kez tekrarlandi.

3.2.11. Optimize Edilen Tazaroten ve Takrolimus YUKIG Transetozom
Formiilasyonlarimin Vezikil Boyutu ve Dagihimi ile Fiziksel Stabilite Calismalar:

3.2.11.1. Vezikiil Boyutu ve Polidispersite Indeksinin Degerlendirilmesi

Tazaroten ve takrolimus yUklu transetozom formiilasyonlarin vezikil boyutu ve
dagilimini degerlendirmek i¢in 6lgimlerde Dinamik Isik Sagilimi (DLS) esasina dayali
Zetasizer (Malvern Zetasizer-Nano ZS, Worcestershire, UK) cihazi kullanildi.

Olgiimler oda sicakliginda gerceklestirildi. Hava kabarciklarin olmamasina
dikkat edildi ve tek kullanimlik polistiren kiivetler kullanildi. Vezikiiller ila¢ taryici
sistemleri seyreltilmeden, her formiilasyon icin en az {i¢ Ol¢iim yapildi. Sonuglar

ortalama vezikil boyutu ve standart sapma (£SD) degerleri olarak verildi.
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3.2.11.2. Fiziksel Stabilitelerinin Degerlendirilmesi
Tazaroten  yukli  transetozom  formiilasyonlarmin  fiziksel  stabilitesi
buzdolabinda (5°C + 3°C) saklanarak 3 hafta siire ile izlendi. Formiilasyonlarin 1., 2., 3.

hafta sonunda vezikil boyutu ve dagilimi 6lculerek fiziksel kararliliklar1 degerlendirildi.

Takrolimus yikli transetozom formiilasyonlarimin fiziksel stabilitesi de
buzdolabinda (5°C + 3°C) saklanarak 4 ay sire ile izlendi. Formiilasyonlarinin 1., 2., 3.,

4. ay sonunda vezikll boyutu ve dagilimi 6lgllerek fiziksel kararliliklart degerlendirildi.

Her iki etken madde ile yiikli hazirlanan transetozom formiilasyonlari oda
sicakliginda (25°C+2°C, %60+5 RH) saklanarak, fiziksel stabiliteleri de degerlendirildi.

Hazirlanan formiilasyonlarin vezikil boyutu ve dagilimi ile fiziksel stabilite
bulgulart degerlendirilerek daha sonraki yapilacak karakterizasyon c¢aligsmalari igin

tazaroten yliklii transetozom formiilasyonlari se¢ildi.

Takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlar1 ise; vezikil boyutu ve
dagilimlar ile fiziksel stabilite bulgular1 yaninda, formiilasyon bilesenleri (toplam lipit
konsantrasyonu, fosfolipit: kenar aktivatorii orani, kenar aktivatoriin tipi, etanol:su
karisim oranlar1 gibi) acisisindan degerlendirilerek daha sonraki karakterizasyon

calismalari i¢in takrolimus yuklu transetozom formulasyonlar: secildi.

3.2.12. Kontrol Olarak Hazirlanan Tazaroten ve Takrolimus YUkli Transferzom
ve Etozom Formiilasyonlarmin Vezikil Boyutu, Polidispersite Indeksi ve Fiziksel
Stabilitleri Degerlendirilmesi

Kontrol amaglh kullanilmak iizere hazirlanan tazaroten ve takrolimus yuklii
transferzom ve etozom formiilasyonlarinin Yontem 3.2.11.1 ve Yontem 3.2.11.2
anlatildigr sekilde c¢alisilarak vezikil boyutu, polidispersite indeksi ve fiziksel

stabiliteleri de degerlendirildi.

3.2.13. Segilen  Transetozom Formiilasyonlar1 ile Transferzom ve Etozom
Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan Karakterizasyon Calismalar:

Secilen tazaroten ve takrolimus yiikli transetozom formiilasyonlari {izerinde
diger karakterizasyon ¢aligmalar1 (zeta potensiyel, enkapsiilasyon etkinligi, morfolojik

Ozellik) yapildu.
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Ayrica, kontrol amacgh kullanilmak tizere hazirlanan tazaroten ve takrolimus
yuklu transferzom ve etozom formiilasyonlarinin zeta potensiyel, etkin maddelerin

enkapsilasyon verimi dlcumleri de yapildi.

3.2.13.1. Zeta Potansiyelin Olguilmesi

Tazaroten ve takrolimus yikli transetozomlar ile transferzom ve etozomlarin
zeta potansiyel degerlerinin dlgiimiinde elektrofonetik 1sik dagilimi yontemi (Malvern
Zetasizer, Malvern) kullanildi. Vezikiller ilag tasiyici sistemleri seyreltilmeden, her
formulasyon igin en az ii¢ dl¢lim yapildi. Sonuglar ortalama zeta potansiyel ve standart

sapma (xSD) degerleri olarak verildi.

3.2.13.2. Enkapsulasyon Veriminin Hesaplanmasi
Tazaroten ve takrolimus yukli transetozomlar ile transferzom ve etozom
formilasyonlarindaki tazaroten ve takrolimusun enkapstlasyon verimi geri kazanma ve

ultrafiltrasyon yontemleri ile hesaplandi.

Geri kazanma yontemi: Transetozom, transferzom ve etozom formiilasyonlarina
yiklenen etkin madde miktarinin saptanmasi igin ilk olarak, silispansiyondaki
¢ozlinmemis etkin madde 0,2 pm membran filtreden siiziilerek uzaklastirildi. Ardindan
tazaroten yikli formilasyonlar %20 Triton-X sulu c¢ozeltisi ile, takrolimus yikli
formilasyonlar ise metanol ile parcalandi (Song ve ark. 2012; Grag ve ark. 2017) ve
elde edilen karigimlar membran filtreden (PTFE, Millipore 0,45 pm) suzaldi.
Suzlntude bulunan tazaroten ve takrolimus miktarlar1 yontem 3.2.3 ve 3.2.5’de
belirtilen her iki etkin maddenin HPLC miktar tayini yontemleri ile analiz edilerek

hesaplandi.

Vezikiler formulasyonlara yiiklenen tazaroten ve takrolimusun enkapstilasyon

veriminin hesaplanmasi i¢in Denklem 3.3 kullanildi (Song ve ark. 2012):

Denklem 3.3: % Enkapsulasyon Verimi = (Ft/Fb)x100 (3-3)

Ft= Transetozom, transferzom ve etozoma yiiklenen etkin madde miktari.

Fb= Baslangicta kullanilan etkin madde miktari.

Ultrafiltrasyon yontemi: Transetozom formiilasyonlarina yiiklenmeyen etkin

maddelerin (tazaroten ve takrolimusun) vezikiillerden ayrilmasi igin filtre igeren tiipler
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(Sartorius Vivaspin, MW cut-off 3000, Sartorius) kullanilarak ultrafiltrasyon islemi
uyguland1 (Bal ve ark. 2011; Li ve ark. 2012; Zhang ve ark. 2012). Formulasyonlara
yiikklenmeyen etkin maddelerin ayrilmasi i¢in 6rnekler 4°C’de ve 8000 rpm hiz ile 30
dakika santrifiij yapildi. Her formulasyon icin c¢alisma {i¢ kere tekrarlandi.
Transetozomlara, transferzomlara ve etozomlara yiiklenmeyen etkin maddelerin miktari
da yontem 3.2.3 ve 3.2.5’de belirtilen valide edilmis HPLC miktar tayini yontemleri ile
analiz edilerek hesaplandi.

Vezikiler formulasyonlara yuklenen tazaroten ve takrolimusun enkapstilasyon

veriminin hesaplanmasi i¢in Denklem 3.4 kullanildi (Zhang ve ark. 2012):

% Enkapstilasyon Verimi = (Fb-Fu/Fb)x100 (3-4)

Ft= Transetozom, transferzom ve etozoma yliklenmeyen etkin maddenin miktar

Fb=Baslangigtaki etkin madde miktar1

3.2.13.3. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

Transetozomlarin  sekil ve yilzey morfolojilerinin  gérintilenmesi igin
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) analizi yapildi. Goriintiileme transetozomlarin
negatif boyanmasinin ardindan yapildi. Formvar kapli bakir gridlerin (200 mesh)
lizerine seyreltilmis transetzomdan 10 pl aktarildi ve 10 dakika bekletikten sonra filtre
kagidi ile sivinin asirt miktar1 uzaklastirildi. Ardindan, %2’lik fosfotungustik asit
cozeltisinden 10 pl ilave edilerek, 1 dakika bekletildi ve gridler kurulduktan sonra TEM
mikroskobu ile 80 kV voltajda érnekler incelendi (Ascenso ve ark. 2015; Ma ve ark.
2015; Garg ve ark. 2017).

TEM analizleri segilen tazarotenin TZ 4-TW 1 kodlu transetozom formilasyonu
(ilag yuklemeden) ve takrolimusun TC 4-SK 1 kodlu transetozom fomdulasyonu (ilag

yuklemden) Gzerinde yapilda.

3.2.14. Tazaroten ve Takrolimusun In vitro Kosullarda Deriye Penetrasyonlariin
Bantla Soyma Yéntemi ile Incelenmesi

Karakterizasyon ¢alismalar1 yapilan tazaroten ve takrolimus yukli transetozom
formiilasyonlarindan her iki etkin maddenin in vitro kosullarda deriye penetrasyonu
bantla soyma teknigi ile deri tabakalarindaki lokalizasyonlar1 kantitatif olarak
degerlendirildi.
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3.2.14.1. Deri Orneklerinin Hazirlanmasi

Penetrasyon ¢alismalarinda yerel bir kesim evinden temin edilen tam kalinlikta
domuz derisi kullanildi (deri bir kesim evinden temin edildigi i¢in etik kurul bagvurusu
yapilmasi gerekmemistir). Domuz derisi oncelikle soguk su ile yikandi, ardindan sirt
(dorsal) bolgesine ait deri parcalar1 ayrildi. Derinin Subkiitan yag tabakasi
temizlendikten sonra bir cerrahi makas yardimi ile derideki killar stratum corneum
tabakasina zarar vermeyecek sekidle kesildi. Bu deri pargalart kullanilana kadar -20 °C

de en fazla iki ay stire ile saklandi.

3.2.14.2. In vitro Penetrasyon Calismasi

Penetrasyon calismalarinda 14 mL reseptor hacmine ve 4,91 cm? difiizyon
alanina sahip Franz difuzyon hucreleri (PermeGear, Hellertown, ABD) kullanildi.
Difiizyon hiicrelerinin boyutuna uygun olarak dairesel kesilmis ve Yontem 3.2.14.1°de
belirtildigi sekilde 6nceden hazirlanmis deri pargalari ilk olarak pH 7,4 izotonik hale
getirilmis fosfat tamponu (PBS) cozeltisi ile 30 dakika hidrate edildi. Daha sonra deri
pargalar1 sirkulasyonlu bir su banyosu ile 37°C’ye getirilmis Franz difiizyon

hucrelerinin reseptor fazina yerlestirildi.

Reseptor faz olarak, tazaroten yiikli formiilasyonlarin penetrasyon
caligmalarinda, etanol: pH 7,4 PBS (30:70) karisimi (Patel ve ark. 2015); takrolimus
yukli formulasyonlarinkinde ise %1 sigir serum albumini (BSA) iceren pH 7.4 PBS
(Lapteva, Mondon ve ark. 2014) kullanildi. Sistemde hava kabarcigi olusmasini
engellemek icin reseptor faz ¢ozeltisi 15 dakika ultrasonik banyoda bekletildikten sonra
hlcrelere yerlestirildi ve her hiicreye karistirilmasi igin bir magnet kondu. Reseptor faza
500 rpm karistirma hizi uygulandi. Deri parcalari hiicrelere yerlestirirken iki yiizey
arasinda hava boslugu olmamasina dikkat edildi. Hiicrelerin etrafindaki fazla deri
parcalar1 cerrahi makkas ile kesildi. Hiicrelerin dondr fazina etkin madde yukli 2 ml
formiilasyon yerlestirildi, penetrasyon calismasina 24 saat devam edildi. Her

formalasyon icin en az 3 difiizyon hcresi ile ¢aligildi.

3.2.14.3. Bantla Soyma islemi

24 saat sonunda reseptor fazdan ornek alindiktan sonra deri pargalari Franz

diflizyon hicrelerinden ¢ikartilarak deri yizeyinde kalan formilasyonun fazlaligi nemli
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bir kagit havlu ile silinerek uzaklastirildi. Etkin maddelerin deriye penetrasyonunun
incelenmesi amaci ile bant ile soyma yontemi (Escobar-Chavez ve ark. 2008; Lademann
ve ark. 2009) kullanildi. Bu amagla, yiizeyi formulasyondan temizlenen deri pargalari,
stratum corneum SC tabakasi iistte kalacak sekilde bir kopulk levha Gizerinde ignelerle
sabitlendi. Soyma islemi, formulasyonla temas eden deri yizeyi uzerine 3,8x4 cm
olarak kesilerek hazirlanan yapiskan bantin (Scotch Book Tape, 3M) temas ettirilmesi
ve belirli bir basing uygulanmasi ardindan ¢ekilerek, 20 kez ardisik olarak stratum

corneum tabakasinin ayrilmasi seklinde yapildi.

3.2.14.4. Ekstraksiyon islemi ve Derinin Tabakalarindaki Etkin Maddelerin
Miktar Tayini

Soyma iglemi tamamlandiktan sonra soyma islemi yapilan her bes bant bir tiipe
olmak (zere dort tiipe konuldu ve tzerlerine 10 ml asetonitril (Lapteva, Mondon ve ark.
2014; Yu ve ark. 2015) ilave edildi. Kalan deri (canli epidermis+dermis) ¢ok kiigiik
pargalara kesilip ayr1 bir tiipe alind1 ve tlizerine 5 ml asetonitril ilave edildi. Bantlarin ve
kalan derinin bulundugu tiipler 1 dakika vortekslendikten sonra bir gece boyunca oda
sicakliginda bir yatay calkalayicida (IKA Shaker) 275 rpm de calkalanarak, etkin

maddenin ekstraksiyonu yapildi.

Ekstraksiyon islemi sonunda: tazaroten yikli formilasyonlar igin bant iceren
her iki tlpun ekstraksiyon sivisi bir araya getirildi (her 10 bant) ve 2’ser dakika
vortekslendi. Hazirlanan bitun 6rnekler 0.45 um filtreden stzllerek Yontem 3.2.3°de

belirtilen HPLC miktar tayini yontemi ile analiz edildi.

Takrolimus yikli formulasyonlar igin ise biitiin bantlarin bulundugu 4 ayr tiip
ile ekstrakte edilen ¢ozeltiler bir araya getirilerek (20 bant) 2’ser dakika vortekslendi.
Hazirlanan bitun ornekler 0.45 pum filtreden suzilerek Yontem 3.2.7°de belirtilen LC-

MS miktar tayini yontemi ile analiz edildi.

3.2.14.5. Kontrol Formiilasyonlari ile Yapilan Calismalar

Tazaroten yuklu transetozomlardan etkin maddenin deriye penetrasyonunun
karsilagtirilmasi igin, YOntem 3.2.10’de anlatildigi gibi hazirlanan tazarotenin propilen

glikoldeki doymus ¢6zeltisi kullanildi. Bu ¢Ozeltiden dondr faza 2 ml yerlestirildi.
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Takrolimus yiiklii transetozomlarin deriye penetrasyonunun Karsilastirilmasi i¢in
takrolimusun Tiirkiye pazarindaki topikal merhem preparati (Protopic® % 0,1

Takrolimus) kullanildi. Merhem preparatindan 2 g donér faza yerlestirildi.

Optimize edilen transetozom formiilasyonlarindan etkin madddelerin deriye
penetrasyon etkinligini degerlendirmek i¢in, her iki etkin maddenin Yontem 3.2.10°de
anlatildigr gibi hazirlanan %30’luk hidroetanolik doymus ¢ozeltisi de kullanildi. Bu

cozeltiden dondr faza 2 ml yerlestirildi.

Tazaroten ve takrolimusun deride en yiiksek birikimini saglayan transetozom
formilasyonlarinin  bilesenlerinden hareketle Yontem 3.2.9°de anlatildigi  gibi
hazirlanan tazaroten ve takrolimus yiiklii transferzom ve etozom formiilasyonlari da
deriden gecis ¢alismalarinda kontrol olarak kullanildi. Bu formulasyonlardan da donér

faza 2 ml yerlestirildi.

Kontrol amagli hazirlanan butlin ¢ozelti, ticari Urlin ve diger vezikiiler tagiyiCi
sistemlerden tazaroten ve takrolimusun in vitro deriden gegisi Yontem 3.2.14°de
belirtilen kosullarda gergeklestirildi ve ayni sekilde bantla soyma islemleri sonrasi, her
iki etkin maddenin derideki lokalizasyonlari kantitatif olarak degerlendirildi.

3.2.15. ATR-FTIR (Attenuated Total Reflectance Infrared) Spektroskopisi Analizi

ATR-FTIR  spektroskopisi analizleri deriye uygulan formilasyonlarin
bilesimindeki maddelerin derinin startum corneum tabakasinda meydana getirdigi
yapisal farkliliklar1 saptamak amaci ile yapilmaktadir (Tanojo ve ark 1997, Mendelsohn
ve ark. 2006).

Calismamizda ATR-FTIR analizleri in vitro deriden penetrasyon calismasi
sonrast Franz diflizyon hiicrelerinden ¢ikartilan deri ornekleri Gizerinde yapildi. Deri
yuzeyindeki formiilasyon fazlasi yiizeyden uzaklastirildiktan sonra vakum altinda 12
saat kurutularak, formiilasyon ve reseptdr fazdan kalabilecek artiklarin tamamen
uzaklastirilmast saglandi. Deri Ornekleri, elmas-ZnSe ATR kristaline sahip Perkin
Elmer Spectrum 100 FT-IR spektrometre tablasina, stratum corneum yuzeyi kristal ile
temas edecek sekilde yerlestirildi. 4000-650 cm* araliginda kaydedilen her bir spektrum

40 taramanin birlesmesinden olusturuldu ve spektral rezoliisyon 4 cm™ olarak secildi.
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Calismamizda biitiin transetozom formiilasyonlari, kontrol formiilasyonlar1 ve
cozeltiler ile yapilan in vitro deriden gegis ¢alismasi sonrasi, her formiialsyon ile temas
eden deri Orneklerinin FT-IR spektrumu alindi. Ayrica, herhangi bir formiilasyon
uygulamasi yapilmayan bir deri drnegi yiizeyinden de spektrum kaydi alindi ve sonucu

kontrol olarak kullanildi.

Analizlerde derinin stratum corneum tabakasindaki hiicrelerarasi lipitlerin alkil
zincirlerinin hareketliligi ve durumu degerlendirildi. Bu kapsamda; 2920 ve 2850 cm™
de asimetrik ve simetrik C-H gerilme bantlarindan kaynaklanan absorbanslarin
konumlari ile pik alan ve yiikseklikleri belirlendi (Ma ve ark. 2015; Zhang ve ark.
2016). Analizlerde Perkin Elmer Spectrum Version 6.0.2 bilgisayar programi kullanildi.

3.2.16. Konfokal Lazer Mikroskop Analizi

Konfokal lazer mikroskop analizleri, ilag tasiyici sistemine yiklenen etkin
maddelerin ve veya tasiyici sistemin in vitro kosullarda gerceklestirilen penetrayon
caligmasini takiben derinin hangi tabakalarna ulastiginin goriintiilenmesinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu amagla, etkin maddenin kendisinin fluoresans vermemesi
durumunda, etkin maddeye benzer lipofilik karakterde model bir madde olarak
fluoresans veren bir madde tasiyici sisteme yuklenmektdir. Boylece, tastyict sistemlerin
veya etkin maddelerin derinin farkli tabakalarindaki birikimi veya lokalizasyonu

gorintulenebilmektedir (Ma ve ark. 2015).

Calismamizda; floresans madde olarak tazaroten ve takrolimus gibi lipofilik bir
molekdl olan Nil Kirmizisi (log P: 3,8) (Mérian ve ark. 2012) kullanildi. Bu amagcla,
deriden penetrasyon ¢aligsmalarinda her iki etkin maddenin canli epidermis ve dermiste
en yuksek lokalizasyonu saglayan transetozom formiilasyolarma (TZ 4-TW 1 ve TC 4-
SK 1) etkin maddelerin yerine Nil Kirmizis1 (1pg/ml) yiklendi.

Bu transetozomlardan Nil Kirmizis1 deriye penetrasyonu igin Yontem
3.2.14.2°de belirletildigi gibi 24 saat siire ile ¢aligildi. Nil Kirmizist yiikli TZ 4-TW 1
ve TC 4-SK 1 kodlu transetozomlarin uygulandigi deri pargalari 24 saat sonunda Franz
difiizyon hiicrelerinden ¢ikartildiktan sonra formiilasyonun fazlasi kagit havlu ile
silinerek uzaklastirildi. Kriyotom Cihaz1 (Thermo) ile deriden dikey olarak alinan 20
pm’lik kesitlerin ve 20 pum, 150 pum ve 400 pum’lik yatay kesitlerin konfokal mikroskop

(Leica TCS SPE) ile incelenmesi ile model boyanin derinin farkli tabakalarindaki
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dagilimi goruntulendi. Calismalarda kontrol olarak Nil Kirmizi’sinin pH 7,4 PBS’deki
coOzeltisi (1pg/ml) igeren kullanildi.

3.2.17. In vitro Sitotoksisite Calismalar

3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromdr (MTT) yontemi,
canli hiicrelerdeki mitokondri aktiviteSi sonucu ortaya ¢ikan kolorimetrik degisikliklerin
Ol¢iilmesi esasina dayanan bir sitotoksite testidir (Fotakis ve Timbrell 2006). Ydntemin
esas;; MTT bilesiginin tetrazolyum halkasinin mitokondriyel stiksinat dehidrojenaz
enzimi ile suda ¢oziinmeyen koyu mavi-mor renkli formazan kristaline doniismesine
dayanir. Canli ve mitokondriyel fonksiyonlart bozulmamis hiicreler koyu mavi-mor
renkli formazan kristallerini olusturdugu igin, O6l0 ve mitokondriyel fonksiyonu

bozulmus hiicrelerin varliginda bu kristaller olusamamaktadir.

Uygulama sonras1 meydana gelen mavi-mor renkli formazan kristalleri dimetil
stilfoksit (DMSO) ile ¢ozundurulir ve olusan rengin siddeti spektrofotometrik olarak
oOlgllerek uygulamadaki Urtnun sitotoksik agidan degerlendirilmesi yapilir. Hicre
canliliginda meydana gelen degisiklikler, formazan kristallerinin miktarini etkiledigi
igin, bu durum olusan rengin siddetine de (optik yogunluk) yansimaktadir. C6zlcl
kontrolin %100 canli oldugu kabul edilerek, Olgulen optik yogunluk degerleri
karsilastirilir ve sitotoksisitesi belirlenir (Fotakis ve Timbrell 2006; Van Meerloo ve
ark. 2011).

Transetozom formiilasyonlarmin (TZ 4-TW 1 kodlu bos ve tazaroten yukli
transetozom formiilasyonlari ile TC 4-SK 1 kodlu bos ve takrolimus yUkli transetozom)
sitotoksik potansiyelleri; Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu’ndan (American Type
Cell Culture, ATCC) temin edilen fare fibroblast (BALB/3T3, clone A31)-(ATCC CCL-
163TM, USA) hiicre dizisinde MTT yontemi ile degerlendirildi.

Hiicrelerin devamlilig: igin %210 fetal bovin serumu (FBS) ve %1 antibiyotik
(100 1U/mL penisilin ve 100 mg/mL streptomisin) igeren besiyeri (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium/Ham's F-12 (DMEM-F12) igerisinde 37°C’de %5 CO2’li inkiibatérde
kalturi yapildi. %80-85 kofluentlik saglandiginda hiicrelere tripsinize edildi ve hiicre
canliligt LUNA Automated Cell Counter (Logos Biosystem) cihazinda tripan mavisi ile
boyanarak tespit edildi. Hucreler 10* hiicre/100 pL/kuyucuk olacak sekilde 96

kuyucuklu mikroplakalara ekildikten sonra hiicrelerin tutunmasi igin 24 saat inkibe
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edildi. Daha sonra hucreler transetozom formiilasyonlarinin farkli konsantrasyonlari ile
24 saat inkiibe edildi. On calismalarda 30:70 etanol:su icerisinde hazirlanan
formiilasyonlarin 20uL’si 80uL besiyeriyle birlikte uygulandiginda hiicre oliimiine
neden olmadigr gozlendi ve calisilacak en yliksek konsantrasyon bu orana gore
saptandi. DMEM-F12, 20:80 etanol-su:DMEM-F12 ve 1% sodyum dodesil stlfat (SDS)
sirastyla biiylime, ¢0zUcU ve pozitif kontrol olarak kullanildi. 24 saat maruziyetin
ardindan kuyucuklara 20uL. MTT (5 mg/mL, fosfat tamponu (PBS) i¢inde) eklendi ve 3
saat 37°C’de inkiibe edildi. Besiyeri ortamdan uzaklastirildi ve formazan kristallerinin
homojen mavi-mor renk olusturmasi i¢in 100uL DMSO eklenerck 5 dakika orbital
calkalayicida karistirildi. Optik dansiteler 590 nm’de (670 nm referans) mikroplaka
okuyuculu spektrofotometrede (Epoch) 6lglldi ve meydana gelen inhibisyon asagidaki

Denklem 3.5’e gore hesaplandi.

% inhibisyon =100 - (ortdODformUIasyon / ortdODsolvent kontroI)XlOO (3-5)

dOD: blank kuyucuklarin degerden ¢ikarilmastyla elde edilen diizeltilmis optik yogunluk

Her formilasyon 3 kez tekrar edilerek ve aymi kosullarda farkli giinlerde
calisilmak iizere toplam 6 tekrarli olarak calisildi. % Inhibisyon — konsantrasyon

egrilerinin yardimiyla %50 inhibisyona neden olan konsantrasyon (ICsp) hesaplandi.

SDS i¢in, 100mg/mL SDS stok ¢6zeltisi (DMSO i¢inde) hazirlandi. Kuyucuktaki
en yulksek konsantrasyon 100 pg/mL olacak sekilde seyreltilerek hiicre maruziyeti
gerceklestirildi. DMEM-F12, 1% DMSO ve 1% sodyum dodesil siilfat (SDS) sirasiyla
blyiime, solvent ve pozitif kontrol olarak kullanildi. Onun ICsg degeri de

hesaplanmustir.

3.2.18. istatistiksel Analiz
In vitro deriye penetrasyon calismalarinin  sonuglari istatiksel olarak
degerlendirilmek amaciyla GraphPad Prism 7, tek-yollu Anova, Dunnet’s multiple

Comparison Test kullanildi. Anlamli fark sinir1 p <0,05 olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

4.1. Tazarotenin Infrared (IR) Spektrumu
Yontem 3.2.1°de bahsedildigi gibi gergeklestirilen ¢alismalar ile elde edilen

tazarotenin FT-IR spektrumu Sekil 4.1°de verilmektedir.
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Sekil 4-1: Tazarotenin IR spektrumu

4.2. Takrolimusun Infrared (IR) Spektrumu
Yontem 3.2.2°de bahsedildigi gibi gergeklestirilen calismalar ile elde edilen
takrolimusun FT-IR spektrumu Sekil 4.2° de verilmektedir.
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Sekil 4-2: Takrolimusun IR spektrumu
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4.3. Tazarotenin HPLC Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu

my Max Intensity : 14,754
Detector A:345nm Time: Inten.

Sekil 4-3: Tazarotene ait HPLC Kromatogrami

4.3.1. Dogrusalhik

Tazaroten HPLC yonteminin dogrusallik ¢alismasi kapsaminda; etkin madde
konsantrasyonuna karsi elde edilen egri altinda kalan alan degerlerinin ortalamalar1 ile
standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (% RSD) degerleri Tablo 4.1’de
sunulmustur. Hesaplanan dogru denklemi ve determinasyon katsayis1 (r?) Sekil: 4.4°de

verilmistir.

Tablo 4-1: Tazarotenin HPLC yontemine ait dogrusallik sonuclari (n=6)

Konsantrasyon

(ug/ml) Pik Alanlarin Ortalamas1 SD (%) RSD (%0)
0,01 4150 47,88 1.15
0,025 9531,8 204,50 2,14
0,05 21352 193,40 0,90
0,1 42491 630,65 1,48
0,25 104220,7 1037,43 0,99
0,5 225712 3927,97 1,74
1 456885,7 4379,52 0,96
2,5 1138938 8651,06 0,76
5 2364806 33764,08 1,43

10 4755591 26109,88 0,55
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y=Pik alani; x= Konsantrasyon (ug/ml); r>= Determinayon katsayisi

Sekil 4-4: Tazarotenin HPLC ydntemine ait kalibrasyon dogrusu

4.3.2. Kesinlik

Yontemin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik sonuglar sirasi ile Tablo 4.2 ve Tablo

4.3’de verilmistir.

Tablo 4-2: Tazaroten HPLC analiz yonteminin guin igi kesinlik verileri (n=3)

Konsantrasyon Pik alanin ortalamasi SD % RSD
5  pg/ml 2352827 17007,23 0,723
1 pg/ml 452258,3 3184,65 0,704
0,1 pg/mi 41917,67 192,547 0,460

Tablo 4-3: Tazaroten HPLC analiz yonteminin giinler arasi kesinlik verileri (n=3)

Konsantrasyon Gin1l Gin 2 Gin 3 Ortalama SD % RSD

5  pg/ml 2361001 2387833 2399359 2382731 19681,38 0,826
1 pg/ml 450994 453127 457319 453813.3  3217,87 0,709

0,1 pg/mi 41950 42589 41650 42063 479,59 1,140
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4.3.3. Dogruluk
Tazaroten HPLC yontemi dogru denkleminin ii¢ farkli konsantrasyon igin geri
kazanma (%), standart sapma (SD) ve relatif standart sapma (%RSD) degerleri Tablo

4.4’te verilmistir.

Tablo 4-4: Tazarotenin HPLC yontemi igin dogruluk verileri (n=3)

Konsantrasyon Geri kazanma Geri kazanma SD RSD
(Hg/ml) (ng/ml) (%) (%)

5 4,979 99,586 0,8442 0,8477
1 0,973 97,328 0,4167 0,4281
0,1 0,096 96,318 0,3473 0,3606
4.3.4. Secicilik

Formiilasyonlarda kullanilan biitiin yardimc1 maddeler ile deriden penetrasyon
caligmalarinda kKkullanilan domuz derisi ve soyma isleminde kullanilan bantin,

analizlerde tazarotenin alikonma zamaninda girisim yapmadig tespit edilmistir.

4.3.5. Teshis Limiti ve Miktar Tayin Limiti

Denklem (3-1) ve (3-2)’ye gore yapilan hespalamlar ile optimize edilen HPLC
analiz yontemi igin tazarotenin teshis sinirt (TL) 0,00673 pg/ml ve miktar tayin siniri
(MTL) 0,020 pg/ml olarak hesaplanmustir.

4.3.6. Orneklerin Stabilitesi
Yontem 3.2.4.6’de anlatildig1 gibi calisilarak, 48 saat stre ile etkin maddenin
hazirlanan HPLC 6rneklerindeki stabilite bulgulari Tablo 4.5°te verilmistir.
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Tablo 4-5: Tazarotenin HPLC analizlerinde drneklerin stabilite sonuglar:

Ol¢iim Zamam Teorik Konsantrasyon Hesaplanan Konsantrasyon
(saat) (ng/ml) (ng/mil)

1 1 1,009

2 1 1,007

4 1 1,009

6 1 1,007

12 1 1,008

24 1 1,007

48 1 1,006
Ortalama 1,008

SD (1) 0,001

RSD () 0,089

4.4. Takrolimusun HPLC Miktar Tayini Yonteminin Validasyonu

may Max Intensity : 1,137,553
51 0nm,#nf (1.00

Sekil 4-5: Takrolimuse ait HPLC Kromatogrami

4.4.1. Dogrusalhk

Takrolimus HPLC yonteminin dogrusallik ¢aligsmasi kapsaminda; etkin madde
konsantrasyonuna karsi elde edilen egri altinda kalan alan degerlerinin ortalamalari ile
standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (% RSD) degerleri Tablo 4.6’de
sunulmustur. Hesaplanan dogru denklemi ve determinasyon katsayis1 (r?) Sekil 4.6°de

verilmistir.
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Tablo 4-6: Takrolimusun HPLC yontemine ait dogrusallik sonuclari (n=3)

Konsantrasyon (ug/ml) Pik Alanlarin Ortalamas1  SD (%) RSD (%)
0,5 16359 983,3062 6,010796
1 3242933 1369,475 4,222951
5 211134 2880,628 1,36436

10 421800,7 4961,1 1,176172
25 1054400 26812,54 254292

50 2157921 11834,07 0,548401
75 3313379 37201,49 1,122766
100 W 4 69450,17 1550431

5000000
y = 44677x-27434
4500000 RZ — 0.9997

4000000
— 3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000

0
0 20 40 60 80 100 120

AUC (Pik Alan

Konsantrasyon (ug/ml)

y=Pik alani; x= Konsantrasyon (ug/ml); r’= Determinayon katsayisi

Sekil 4-6: Takrolimusun HPLC yontemine ait kalibrasyon dogrusu

4.4.2. Kesinlik
Yontemin giin ici ve giinler arasi kesinlik sonuglari siras1 ile Tablo 4.7 ve Tablo

4.8’de verilmistir.
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Tablo 4-7: Takrolimus HPLC analiz yonteminin gun ici i¢in kesinlik verileri (n=3)

Konsantrasyon Pik alanin ortalamasi SD % RSD
50 pg/ml 2161521 14445,86 0,668
10 pg/ml 410856,7 5846,117 1,423
1 pg/ml 31905 481,8807 1,510

Tablo 4-8: Takrolimus HPLC analiz yonteminin giinler arasi i¢in Kesinlik verileri (n=3)

Konsantrasyon  Gin 1l Gin 2 Gun 3 Ortalama SD % RSD
50 pg/ml 2173175 2171476 2121269 2155307 29489,72 1,368
10 pg/mi 415396 427410 420003 420936,3 6061,137 1,439
1 pg/mi 32350 32217 33348 32638,33 618,177 1,894

4.4.3. Doguruluk
Takrolimus HPLC yontemi dogru denkleminin ii¢ farkli konsantrasyon i¢in geri
kazanma (%), standart sapma (SD) ve relatif standart sapma (%RSD) degerleri Tablo

4.9°de verilmistir.

Tablo 4-9: Takrolimusun HPLC ydntemi i¢in doguruluk verileri (n=3)

Konsantrasyon  Geri kazanma Geri kazanma(%o) SD % RSD
50 pg/ml 50,2685 100,5371 1,3130 1,3059
10 pg/ml 9,6042 96,04201 0,4723 0,4918
1 pug/ml 1,0064 100,6434 2,8502 2,8320

4.4.4. Secicilik

Formiilasyonlarda kullanilan biitiin yardimc1 maddeler, analizlerde takrolimusun

alikonma zamaninda girisim yapmadigi tespit edilmistir.
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4.4.5. Teshis Limiti ve Miktar Tayin Limiti

Denklem (3.1) ve (3.2)’ye gore yapilan hespalamlar ile optimize edilen HPLC
analiz yontemi icin takrolimusun teshis sinir1 (TL) 0,048 pg/ml ve miktar tayini sinir
(MTL) 0,146 pg/ml olarak hesaplanmistir

4.4.6. Orneklerin stabilitesi
Yontem 3.2.4.6’de anlatildigr gibi calisilarak, 48 saat sire ile etkin maddenin
hazirlanan HPLC 6rneklerindeki stabilite bulgular1 Tablo 4.10°de verilmistir.

Tablo 4-10: Takrolimusun HPLC analizlerindeki érneklerin stabilite sonuclar:

Olgiim Zamam Teorik Konsantrasyon Hesaplanan Konsantrasyon
(saat) (pg/ml) (1g/ml)

1 10 10,08

2 10 10,10

4 10 10,13

6 10 10,12

12 10 10,09

24 10 10,11

48 10 10,13
Ortalama 10,11

SD (%) 0,020

RSD () 0,201

4.5. Takrolimusun LC-MS Analiz Yéntemin Gelistirilmesi
Takrolimus LC-MS anaiz yontemine ait 6rnek bir kromatogram Sekil 4.7°de ve
dogru denklemi ile determinasyon katsayis1 r> Tablo 4.11°de ve Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4-7: Takrolimus LC-MS analiz yontemine ait bir kromatogram (1000 ng/ml)

8000000

y =2843.6x+63716
R? =0.9991
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Konsantrasyon (ng/ml)
y= Toplam iyon kromatograminda her saniyede yapilan sayim;

x= Konsantrasyon (ng/ml); r>= Determinasyon Katsayis1

Sekil 4-8: Takrolimusun LC-MS metoduna ait kalibrasyon egrisi

Tablo 4-11: Takrolimusun LC-MS metoduna ait kalibrasyon dogrusu

Konsantrasyon (ng/ml) Verilen yamt (m/z)

5 23939
10 42066

25 101734

50 178440

100 343505

250 838884

500 1508691

1000 3059650

2500 7102032
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4.6. Transetozom Tipi Vezikiiler Ila¢ Tasiyicr  Sistemlerin  Formiilasyon
Optimizasyon Calhismalarina Ait Bulgular

Etkin madde yiiklii transetozomlarin hazirlanmasi sirasinda olusan ince film

tabakas1 Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Sekil 4-9: Transetozomlarin hazirlanmasi asamasinda olusan ince film tabakasi

Hazirlanan transetozom filmlerinin hidratasyon sonrasi uygulanan sonikasyon

islemi Oncesi ve sonrasi goriintiileri Sekil 4.10°de verilmistir.

Sekil 4-10: Sonikasyon islemi dncesi (sol tiip) ve sonrasi (sag tlp) transetozomlarin fiziksel
géranamleri
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Tazaroten ve takrolimus yiKIl( transetozomlarin hazirlanmasi sonrasi genel

fiziksel goriinimii Sekil 4.11°de gosterilmistir.

Sekil 4-11: Tazaroten yUkllu transetozom (TZ 4-TW 1) (sagdaki sise) ve takrolimus yukIa
transetozomun (TC 4-SK 1) (soldaki sise) fiziksel gorinimu

4.6.1. Tazaroten YUKIU Transetozom Formiilasyonlarinina Ait Bulgular
Formiilasyon optimizasyonu calismalari kapsaminda, Oncelikle transetozom
formiilasyonlarina %0,1 oraninda tazaroten yiklenmeye calisildi, ancak vezikuller
hazirlandiktan kisa bir siire sonra etkin maddenin ¢oktiigii gozlendi. Bu nedenle, daha
sonra ydlritulen batin c¢alismalarda tazarotenin %0,05 oraninda transetozomlara

yuklenmesine karar verildi.

Formilasyon optimizasyon caligmalar1 verilerine gore, nanovezikiil olusmasi
acisindan uygun ve uygun olmayan (nanovezikiil olusmayan veya faz ayrimi gosteren)
tazaroten yUkli transetozom formilasyonlar1 bilesimlerindeki kenar aktivatori veya

penetrasyon arttiriciya gore Tablo 4.12, Tablo 4.13 ve Tablo 4.14°de verilmistir.
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Tablo 4-12: Kenar aktivatori olarak Tween 80 kullamlarak hazirlanan tazaroten yuklu
formulasyonlara ait bulgular

Formilasyon kodu Fospolipit (%) Kenar Aktivatort (%) Hidrasyon Ortaim  Sonug

TZ 4-TW 1-10 4 Tween 80: 1 %10 Etanol / Su Uygun

TZ 4-TW 1-20 4 Tween 80: 1 %20 Etanol / Su Uygun
TZ4-TW1 4 Tween 80: 1 %30 Etanol / Su Uygun

TZ 4-TW 0,66-20 4 Tween 80: 0,66 %20 Etanol / Su Uygun

TZ 4-TW 1-40 4 Tween 80: 1 %40 Etanol / Su Uygun degil
TZ4-TWO0,5 4 Tween 80: 0,5 %30 Etanol / Su Uygun
TZ4-TW 1,33 4 Tween 80: 1,33 %30 Etanol / Su Uygun
TZ3-TW1 3 Tween 80: 1 %30 Etanol / Su Uygun

TZ 3-TW 0,53 3 Tween 80: 0,53 %30 Etanol / Su Uygun
TZ5-TW1 5 Tween 80: 1 %30 Etanol / Su Uygun
TZ6-TW 1 6 Tween 80: 1 %30 Etanol / Su Uygun degil

Tablo 4-13: Kenar aktivatort olarak Sodyum kolat kullamlarak hazirlanan tazaroten
yukli formulasyonlara ait bulgular

Formilasyon kodu Fospolipit (%)  Kenar Aktivatori (%) Hidrasyon Ortam Sonug
TZ 4-SK 1-20 4 Sodyum kolat: 1 %20 Etanol / Su Uygun
TZ4-SK'1 4 Sodyum kolat: 1 %30 Etanol / Su Uygun
TZ 4-SK 0,66 4 Sodyum kolat: 0,66 %30 Etanol / Su Uygun
TZ 3-SK 0,53 3 Sodyum kolat: 0,53 %30 Etanol / Su Uygun
TZ5-SK 1 5 Sodyum kolat: 1 %30 Etanol / Su Uygun
TZ 5-SK 0,55 5 Sodyum kolat: 0,55 %30 Etanol / Su Uygun
TZ6-SK 1 6 Sodyum kolat: 1 %30 Etanol / Su Uygun
TZ 6-SK 0,66 6 Sodyum kolat: 0,66 %30 Etanol / Su Uygun
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Tablo 4-14: Diger siirfaktan tipi veya penetrasyon arttirici kullanilarak hazirlanan
tazaroten yukli formilasyonlara ait bulgular

Kenar Aktivatori

Formulasyon kodu Fospolipit (%0) Hidrasyon Ortamn  Sonug

(%)
TZ4-SP 1 4 Span 80: 1 %30 Etanol / Su Uygun degil
TZ 4-SP85 1 4 Span 85: 1 %30 Etanol / Su Uygun degil
TZ4-0L1 4 Oleik asit: 1 %30 Etanol / Su Uygun degil

Bu formilasyonlardan uygun olarak nitelendirilen transetozomlar segilerek,
vezikil boyutu ve polidispersite indeksi degerleri 6l¢iildii. Ardindan transetozomlarin

fiziksel stabiliteleri degerlendirildi.

4.6.2. Takrolimus YUKkIU Transetozom Formiilasyonlarma Ait Bulgular
Formilasyon optimizasyon g¢aligmalar1 verilerine gore, nanovezikiil olusmasi

acisindan uygun ve uygun olmayan (nanovezikiil olusmayan veya faz ayrimi gosteren)

takrolimus yukli transetozom formiilasyonlari bilesimlerindeki fosfolipit miktar1 ve

kenar aktivatoriine gore Tablo 4.15 ile Tablo 4.24°de verilmistir.

Tablo 4-15: %6 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullamlarak hazirlanan
takrolimus yukli formulasyonlara ait bulgular

Fosfolipit:Kenar

Aktivatori Fospolipit  Kenar Aktivatori Hidrasyon Sonug

Formilasyon

kodu Oram (%) (%) Ortam
TC6-TW?2 (75:25) 6 Tween 80: 2 %30 Etanol / Su  Uygun
TC6-TW 15 (80:20) 6 Tween 80: 1,5 %30 Etanol / Su  Uygun
TC6-TW 1,058 (85:15) 6 Tween 80: 1,058 %30 Etanol / Su  Uygun

TC 6-TW 0,66 (90:10) 6 Tween 80: 0,66 %30 Etanol / Su  Uygun
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Tablo 4-16: %5 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullamlarak hazirlanan
takrolimus yukli formuilasyonlara ait bulgular

Fosfolipit:Kenar

Forr;él(lﬁsyon Akg\r/::l?ru Fos(g/cgl)ipit Kenar ,(Aazgivattjru H(i;i rrtisr):l(l)n Sonug
TC5-TW 1,66 (75:25) 5 Tween 80: 1,66 %30 Etanol / Su  Uygun
TC5-TW 1,25 (80:20) 5 Tween 80: 1,25 %30 Etanol / Su  Uygun
TC 5-TW 0,88 (85:15) 5 Tween 80: 0,88 %30 Etanol / Su ~ Uygun
TC 5-TW 0,555 (90:10) 5 Tween 80: 0,555 %30 Etanol / Su  Uygun

Tablo 4-17: %4 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullamlarak hazirlanan
takrolimus yukli formulasyonlara ait bulgular

Fosfolipit:Kenar

Formilasyon Fospolipit Kenar Aktivatoru Hidrasyon Sonug

Kodu Akg‘r’:fl?r” (%) (%) Ortami
TC4-TW 1,33 (75:25) 4 Tween 80: 1,33 %30 Etanol / Su ~ Uygun
TC4-TW 1 (80:20) 4 Tween 80: 1 %30 Etanol / Su  Uygun
TC 4-TW 0,705 (85:15) 4 Tween 80: 0,705 %30 Etanol / Su  Uygun
TC4-TW 0,444 (90:10) 4 Tween 80: 0,444 %30 Etanol / Su ~ Uygun
TC 4-TW 1-10 (80:20) 4 Tween 80: 1 %210 Etanol / Su geé%’“
TC 4-TW 1-20 (80:20) 4 Tween 80: 1 %20 Etanol / Su  Uygun
TC 4-TW 1-40 (80:20) 4 Tween 80: 1 940 Etanol /Sy DY9UN

degil
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Tablo 4-18: %3 fosfolipit ve kenar aktivator olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan

takrolimus yukli formuilasyonlara ait bulgular

Formulasyon Fosfolipit:Kenar  Fospolipit Kenar Aktivatori Hidrasyon Sonug
kodu Aktivatori Oram (%) (%) Ortam
TC3-TW1 (75:25) 3 Tween 80: 1 %30 Etanol / Su  Uygun
TC 3-TW 0,75 (80:20) 3 Tween 80: 0,75 %30 Etanol / Su  Uygun
TC 3-TW 0,529 (85:15) 3 Tween 80: 0,529 %30 Etanol / Su ~ Uygun
TC 3-TW 0,333 (90:10) 3 Tween 80: 0,333 %30 Etanol / Su  Uygun

Tablo 4-19: %?2 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullamlarak hazirlanan

takrolimus yukli formulasyonlara ait bulgular

Formilasyon Fosfolipit:Kenar ~ Fospolipit Kenar Aktivatori Hidrasyon Sonug
kodu Aktivatori Orani (%) (%) Ortami

TC 2-TW 0,66 (75:25) 2 Tween 80: 0,66 %30 Etanol / Su  Uygun

TC2-TW 0,5 (80:20) 2 Tween 80: 0,5 %30 Etanol /Su  Uygun

TC 2-TW 0,353 (85:15) 2 Tween 80: 0,353 %30 Etanol / Su  Uygun

TC 2-TW 0,222 (90:10) 2 Tween 80: 0,222 %30 Etanol / Su  Uygun

Tablo 4-20: %6 fosfolipit ve kenar aktivatoru olarak sodyum kolat kullanilarak

hazirlanan takrolimus yukli formulasyonlara ait bulgular
Formdalasyon Fosfolipit:Kenar  Fospolipit ~ Kenar Aktivatori Hidrasyon Sonug

kodu Aktivatord Orani (%) (%) Ortam

TC6-SK 2 (75:25) 6 Sodyum Kolat : 2 %30 Etanol / Su (Lijeyggij n

TC6-SK 1,5 (80:20) 6 Sodyum Kolat: 1,5 %30 Etanol / Su  Uygun

TC 6-SK 1,058 (85:15) 6 Sodyum Kolat:1,058 %30 Etanol / Su  Uygun

TC 6-SK 0,666 (90:10) 6 Sodyum Kolat: 0,666 %30 Etanol / Su  Uygun




Tablo 4-21: %5 fosfolipit ve kenar aktivatoru olarak sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yukli formulasyonlara ait bulgular
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Formulasyon Fosfolipit:Kenar Fospolipit ~ Kenar Aktivatoru Hidrasyon Sonug
kodu Aktivatord Orani (%) (%) Ortam
TC 5-SK 1,66 (75:25) 5 Sodyum Kolat:1,66 %30 Etanol /Su  Uygun
TC5-SK 1,25 (80:20) 5 Sodyum Kolat:1,25 %30 Etanol / Su Uygun
TC 5-SK 0,88 (85:15) 5 Sodyum Kolat:0,88 %30 Etanol / Su Uygun
TC 5-SK 0,555 (90:10) 5 Sodyum Kolat:0,555 %30 Etanol /Su  Uygun
Tablo 4-22: %4 fosfolipit ve kenar aktivatoru olarak sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yukli formulasyonlara ait bulgular
Formulasyon  Fosfolipit:Kenar Fospolipit ~ Kenar Aktivatori Hidrasyon Sonug
kodu Aktivatori Orani (%) (%) Ortami
TC 4-SK 1,33 (75:25) 4 Sodyum Kolat: 1,33 %30 Etanol / Su  Uygun
TC4-SK 1 (80:20) 4 Sodyum Kolat: 1 %30 Etanol / Su  Uygun
TC 4-SK 0,705 (85:15) 4 Sodyum Kolat: 0,705 %30 Etanol / Su ~ Uygun
TC 4-SK 0,444 (90:10) 4 Sodyum Kolat: 0,444 %30 Etanol / Su ~ Uygun
TC 4-SK 1-40 (80:20) 4 Sodyum Kolat: 1 %40 Etanol / Su geg;‘“
Tablo 4-23: %3 fosfolipit ve kenar aktivatoru olarak sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yuklia formulasyonlara ait bulgular
Formilasyon Fosfolipit:Kenar  Fospolipit  Kenar Aktivatori Hidrasyon Sonug
kodu Aktivatdri Orani (%) (%) Ortami
TC3-5K1 (75:25) 3 Sodyum Kolat: 1 %30 Etanol / Su  Uygun
TC3-SK 0,75 (80:20) 3 Sodyum Kolat: 0,75 %30 Etanol / Su  Uygun
TC 3-5K 0,529 (85:15) 3 Sodyum Kolat: 0,529 %30 Etanol / Su  Uygun
TC3-5K 0,333 (90:10) 3 Sodyum Kolat: 0,333 %30 Etanol / Su  Uygun
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Tablo 4-24: %4 fosfolipit ve diger kenar aktivatOru tipi veya penetrasyon arttiric
kullamilarak hazirlanan takrolimus yukli formuilasyonlara ait bulgular

Formilasyon Fosfolipit:Kenar  Fospolipit Kenar Aktivatori Hidrasyon Sonug
kodu Aktivatori Oram (%) (%) Ortami

TC 4-5P85 1 (80:20) 4 Span 85: 1 %30 Etanol / su geg;‘“

TC 4-SP 1 (80:20) 4 Span80:1 %30 Etanol / su ;’eg;‘“

TC 4-OL 1 (80:20) 4 Oleik Asit: 1 %30 Etanol / su geg;‘“

4.7. Tazaroten ve Takrolimus YUKIU Transferzom ve Etozom Tipi Veziktler
Sistemlere Ait Bulgular

Kontrol amagl kullanilmak {izere hazirlanan tazaroten ve takrolimus yiikli

transferzom ve etozom formdilasyonlarina ait bulgular Tablo 4.25’te verilmistir.

Tablo 4-25: Tazaroten ve takrolimus yiiklii transferzom ve etozom formiilasyonlarina ait

bulgular
Formulasyon Etkin Fospolipit  Kenar Aktivatori Hidrasyon Sonug
kodu Madde (%) (%) (%) Ortam
TZTR 0,05 4 Tween 80: 1 % 100 Su Uygun
TZET 0,05 4 - %30 Etanol / Su Uygun
TCTR 0,1 4 Sodyum Kolat: 1 % 100 Su Uygun
TCET 0,1 4 - %30 Etanol / Su Uygun

4.8. Tazarotenin Propilen Glikoldeki Doymus Cdozeltisi ile Tazaroten ve
Takrolimusun Hidroetanolik Doymus Cozeltilerine Ait Bulgular

Coziiniirlik ¢alismasi sonucu tazaroten ve takrolimus sirasiyle Tablo 4.26 ve

Tablo 4.27°de verilmistir.

Tablo 4-26: Tazarotenin ¢ézundrlik tayinine ait sonuglar (n=3)

Ortam C0Ozunen Tazaroten (ug/ml) +SD

Etanol:H.O (30:70) 2,771 0,376
Propilen glikol 593,93 15,29
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Tablo 4-27: Takrolimusun ¢ézunurlik tayinine ait sonuglar (n=3)

Ortam Co6zlnen Takrolimus (ug/ml) +SD

Etanol:H20 (30:70) 315,02 17,26

49. Optimize Edilen Tazaroten ve Takrolimus Yukli  Transetozom
Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan Karakterizasyon Calismalarina Ait
Bulgular

4.9.1. Vezikiil Boyutu ve Polidispersite indeksi

Optimizasyon c¢alismalar1 sonuglarina goére uygun bulunan tazaroten yukli
transetozom formiilasyonlarinin vezikil boyutu ve polidispersite indeksi degerleri Tablo
4.28 ile Tablo 4.29’da verilmistir. Tazaroten yukli TZ 4-TW 1 kodlu transetozom

formiilasyonlarinin vezikil boyutu 6l¢ciimlerine ait érnek grafik Sekil 4.12°de gosterildi.

Tablo 4-28: Kenar aktivatori olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan tazaroten yikli
formiilasyonlarimmin vezikil boyutu ve dagilim (n=3)

Formilasyon kodu Vezikil Boyutu (nm) PDI
TZ 4-TW 1-10 77,32 5273 0,371 + 0,004
TZ 4-TW 1-20 67,09 + 1,047 0,103 + 0,008
TZ4-TW 1 101,07 + 3,797 0,090+ 0,011
TZ 4-TW 0,66-20 66,09 + 4,855 0,177 +0,011
TZ 4-TW 0,5 73,56 + 6,229 0,067 0,011
TZ 4TW 1,33 131,01 + 1,069 0,128 +0,019
T7 3 TW 1 119,32 + 1,405 0,123 + 0,018
12 3-TW 053 87,07 + 12,516 0,208 + 0,046
85,28 + 2,786 0,0985 + 0,003

TZ5-TW1




Tablo 4-29: Kenar aktivatort olarak Sodyum kolat kullamlarak hazirlanan tazaroten
yuklu formiilasyonlarimin vezikil boyutu ve dagilim (n=3)

94

Formulasyon kodu Vezikil Boyutu (nm) PDI
TZ 4-SK 1-20 49,88 + 5,331 0,287 + 0,065
TZ 4-SK 1 62,85 + 5,414 0,097 £ 0,017
TZ 4-SK 0,66 56,32 + 3,422 0,113 +0,010
TZ 3-SK 0,53 54,17 +£ 9,807 0,095 + 0,016
TZ5-SK 1 45,29 + 1,243 0,106 + 0,007
TZ 5-SK 0,55 49,31 + 0,250 0,176 + 0,008
TZ 6-SK 1 52,28+ 1,616 0,137 £ 0,013
TZ 6-SK 0,66 45,25 + 0,065 0,220 +£ 0,011
Sire (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm}:

Z-Average (d.nm): 1028 Peak 1: 94.64 100.0 32.64

Pdl: 0.070 Peak 2. 0.000 0.0 0.000

Intercept: 0.926 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distribution by Volume

b1 b I P S PP P R R R R :

.
£n

Yolume (Percernt)

1000 10000

Size (d.nm}

TZ4TW1

Sekil 4-12: TZ 4-TW 1 kodlu tazaroten yuklu transetozomun vezikul boyutu ve
polidispersite indeksi
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Optimizasyon c¢alismalar1 sonuglarina goére uygun bulunan takrolimus yikli
transetozom formiilasyonlarinin vezikiil boyutu ve polidispersite indeksi degerleri Tablo
4.30 ile Tablo 4.38’de verilmistir. Takrolimus yukli TC 4-SK 1 kodlu transetozom

formiilasyonlarinin vezikiil boyutu 6l¢iimlerine ait 6rnek grafik Sekil 4.13’te gosterildi.

Tablo 4-30: %6 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullamlarak hazirlanan
takrolimus yukli formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3)

Formiulasyon kodu Vezikil Boyutu (nm) PDI

TC6-TW 2 145,51 + 5,888 0,208 + 0,012
TC6-TW 15 138,02 + 2,189 0,222 +£0,018
TC 6-TW 1,058 134,22 + 5,651 0,326 £ 0,021
TC 6-TW 0,66 80,96 + 4,245 0,124 + 0,007

Tablo 4-31: %5 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullamlarak hazirlanan
takrolimus yukli formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3)

Formilasyon kodu Vezikil Boyutu (nm) PDI

TC5-TW 1,66 22722 + 151 0,280 + 0,004
TC5-TW 1,25 208,73 + 6,296 0,393+ 0,017
TC5-TW 0,88 107,71 + 9,722 0,208 £ 0,008

TC 5-TW 0,555 85,89 + 1,078 0,108 +0,018




Tablo 4-32: %4 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullamlarak hazirlanan
takrolimus yukli formiilasyonlarim vezikiil boyutu ve dagilim (n=3)
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Formilasyon kodu Vezikil Boyutu (nm) PDI

TC 4-TW 1,33 148,33 + 8,887 0,169+ 0,017
TC4-TW1 126,24 + 6,354 0,147 + 0,008
TC 4-TW 0,705 110,71 + 3,403 0,118 0,009
TC 4-TW 0,444 92,37 + 4,197 0,093 0,008
TC 4-TW 1-20 69,26 + 2,035 0,108 + 0,008

Tablo 4-33: %3 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullamlarak hazirlanan
takrolimus formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3)

Formiulasyon kodu Vezikil Boyutu (nm) PDI

TC3-TW1 153,42 + 12,804 0,163+ 0,011
TC 3-TW 0,75 129,20 + 3,512 0,109 + 0,04
TC 3-TW 0,529 102,55 + 3,812 0,089 + 0,014
TC 3-TW 0,333 87.12 + 2.594 0,051+ 0,023

Tablo 4-34: %2 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullamlarak hazirlanan
takrolimus yukli formiilasyonlarim vezikil boyutu ve dagilim (n=3)

Formilasyon kodu Vezikil Boyutu (nm) PDI

TC 2-TW 0,66 162,14 + 2,316 0,092 £0,012
TC2-TW 0,5 150,61 + 1,418 0,119 +£0,028
TC 2-TW 0,353 106,42 + 3.606 0,059 £0.037

TC 2-TW 0,222 82,00 + 2,500 0,047 +0,038




Tablo 4-35: %6 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Sodyom kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yUkli formiilasyonlarin vezikil boyutu ve dagilimi (n=3)
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Formilasyon kodu Vezikil Boyutu (nm) PDI

TC6-SK 1,5 82,55 + 5,362 0,124 + 0,008
TC 6-SK 1,058 61,04 + 6,994 0,163 + 0,006
TC 6-SK 0,666 44,96 + 2,96 0,154 £0,015

Tablo 4-36: %5 fosfolipit ve kenar aktivatoru olarak Sodyom kolat kullamlarak
hazirlanan takrolimus yuklU formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3)

Formilasyon kodu Vezikil Boyutu (nm) PDI

TC 5-SK 1,66 189,43 + 5,516 0,229 0,030
TC 5-SK 1,25 71,49 + 6,88 0,085 + 0,021
TC 5-SK 0,88 61,88 + 2,120 0,120 + 0,009
TC 5-SK 0,555 51,45 + 2,251 0,127 £ 0,005

Tablo 4-37: %4 fosfolipit ve kenar aktivatoru olarak Sodyom kolat kullamlarak
hazirlanan takrolimus yuklU formiilasyonlarin vezikiil boyutu ve dagilimi (n=3)

Formilasyon kodu Vezikil Boyutu (nm) PDI

TC 4-SK 1,33 95,58 + 9,953 0,076 + 0,018
TC4-SK 1 70,41 + 3,227 0,082 + 0,008
TC 4-SK 0,705 62,12 + 4.363 0,101 + 0,009
TC 4-SK 0,444 56,19 + 5,554 0,129+ 0,007
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Tablo 4-38: %3 fosfolipit ve kenar aktivatoru olarak Sodyom kolat kullamlarak
hazirlanan takrolimus yUkli formiilasyonlarin vezikil boyutu ve dagilimi (n=3)

Formulasyon kodu Vezikil Boyutu (nm) PDI
TC3-SK 1 75,76 + 4,547 0,053 + 0,009
TC 3-SK 0,75 64,42 + 3,27 0,065 + 0,015
TC 3-SK 0,529 53,41 + 1,23 0,124 + 0,032
TC 3-SK 0,333 52,99 * 4,903 0,128 £ 0,014
Size (d.nm}: % Volume: St Dev (d.nm):

7-Average (d.nm}): 70.35 Peak 1: 54.08 100.0 17.67

Pdl: 0.063 Peak 2: 0.000 0.0 0.000

Intercept: 0.940 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Size Distributicn by Volume
L R TR IE T T LTI
DO R T L
QB4 e N, P I T e e

T e SRR U & SR S ;

Yolume (Percent)

01 1 10

1000 10000
Size (d.nm)

— TC4-5K 1

Sekil 4-13: TC 4-SK 1 kodlu takrolimus yikli transetozomun vezikil boyutu ve
polidispersite indeksi

4.9.2. Fiziksel Stabilitelerinin Degerlendirilmesi
Tazaroten ve takrolimus yiiklii transetozomlarin oda sicakliginda (25°C+2°C,
%60+5 RH) saklandiginda, kisa bir stirede boyutta asir1 artis gézlendigi i¢in bu saklama

kosulu uygun olmadigina sonuglandi.
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Tazaroten YUKIU Transetozomlarin  Stabilitelerinin  Degerlendirilmesi
Buzdolabinda (5+3 °C) bekletilerek fiziksel kararliliklar1 incelelen tazaroten yikli
transetozomlari gorinimleri ve vezikul boyutu 6l¢ciimlerine ait PDI dikkate alinarak; 1
haftadan daha kisa siirede ¢okme gosteren ve yuksek PDI degerine sahip formiilasyonlar

daha sonraki karakterizasyon galigsmalarina alinmayarak elendi.

Fiziksel kararliligt ve PDI degerlerine go6re secilen tazaroten yukli

transetozomlar Tablo 4.39 ve Tablo 4.40’te verilmistir.

Tablo 4-39: Kenar aktivatdri olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan tazaroten yuklu
transetozomlarin 5 + 3°C’deki fiziksel kararlihig

Formilasyon Kodu 5°C £ 3°C’de Fiziksel Kararhhk Sonug

TZ 4-TW 1-10 Bir hafta tamamlamadan ¢okme Secilmedi, PDI de yuksek
TZ 4-TW 1-20 3 hafta stabil Segildi

TZ4-TW 1 3 hafta stabil Secildi

TZ 4-TW 0,66-20 1 hafta ¢okme Secilmedi

TZ4-TWO0,5 3 hafta stabil Secildi

TZ4-TW 1,33 3 hafta stabil Secildi

TZ3-TW 1 3 hafta stabil Secildi

TZ 3-TW 0,53 1 hafta ¢okme Secilmedi, PDI de yiksek

TZ5-TW1

3 hafta stabil

Secildi




Tablo 4-40: Kenar aktivatori olarak sodyum kolat kullamlarak hazirlanan tazaroten
yuklu transetozomlarin 5 + 3°C’deKki fiziksel kararlhihg
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Formulasyon Kodu

5°C * 3°C’de Fiziksel Kararhhik

Sonug

TZ 4-SK 1-20

TZ4-SK 1

TZ 4-SK 0,66

TZ 3-SK 0,53

TZ5-SK'1

TZ 5-SK 0,55

TZ6-SK 1

TZ 6-SK 0,66

1 hafta ¢cokme
3 hafta stabil

1 hafta ¢cokme
2 giinde ¢okme
1 hafta ¢cokme
1 hafta ¢gokme
3 hafta stabil

2 hafta stabil

Secilmedi, PDI yiiksek
Secildi

Secilmedi

Secilmedi

Secilmedi

Secilmedi

Secildi

Secilmedi, PDI de yuksek

Tablo 4.39 ve Tablo 4.40’teki

tazaroten yukli

transetozom

formulasyonlarinin 53 °C’de (¢ hafta bekletilmeleri sonrasi vezikil boyutu ve dagilmi

bulgular1 Tablo 4.41 ve Tablo 4.42°de verilmistir.
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Tablo 4-41: Kenar aktivatori olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan tazaroten yukli
transetozomlarin 5+3°C’de 3 hafta bekletilmeleri sonrasi vezikil boyutu ve
dagilimlar: (n=3)

5 £ 3°C’de Fiziksel Stabilite Bulgular:

Formulasyon Kodu

Zaman (Gun) Boyut (nm) PDI
0 67,09 + 1,047 0,103 + 0,008
7 72,07 + 3,792 0,111 £ 0,018
TZ 4-TW 1-20
14 72,71+ 1,772 0,136 £ 0,010
21 82,42 + 3,006 0,140 £0,01/
0 101,07 + 3,797 0,090+ 0,011
7 116,01 £ 4,42 0,141 + 0,003
TZ4-TW 1
14 128,91 + 3,272 0,155+ 0,023
21 136,30 + 7,35 0,156 + 0,052
0 73,56 + 6,229 0,067 + 0,011
7 83,43 + 2,882 0,145 + 0,096
TZ4-TWO0,5 14 89,10 + 1,813 0,111 + 0,049
21 134,82 + 37,05 0,251 + 0,019
0 131,01 + 1,069 0,128 + 0,019
7 146,72 + 6,531 0,154 + 0,008
TZ 4-TW 1,33
14 153,02 + 8,505 0,194 + 0,044
21 165,06 + 10,54 0,241 + 0,019
0 119,32 + 1,405 0,123 + 0,018
7 138,04 + 3,124 0,132 + 0,030
TZ3-TW 1
14 139,95 + 4,695 0,166 + 0,026
21 157,08 + 6,431 0,242 + 0,037
0 85,28 + 2,786 0,0985 + 0,003
7 115,94 + 5,204 0,105 + 0,047
TZ5TW 1
14 115,12 + 5,974 0,106 + 0,043
21 123,24 + 6,643 0,107 + 0,024




Tablo 4-42: Kenar aktivatori olarak sodyum kolat kullamlarak tazaroten yukli
transetozomlarin 5+3°C’de 3 hafta bekletilmeleri sonrasi vezikil boyutu ve
dagilimlari (n=3)

Formilasyon Kodu

TZ4-SK 1

TZ6-SK 1

5°C + 3°C’de Stabilite

Zaman (Gun) Boyut (nm) PDI

0 62,85 + 5,414 0,097 £ 0,017
7 88,73 + 3,984 0,129 + 0,033
14 03,12 + 4,488 0,138 £ 0,020
21 94,03 + 2,651 0,197 0,018
0 52,28 + 1,616 0,137 £ 0,013
7 73,62 + 4,893 0,158 + 0,010
14 76,25+ 1,731 0,176 + 0,011
21 85,62 + 2,129 0,208 + 0,027

Sonraki karakterizasyon c¢alismalarina segilen tazaroten yikIi transetozom

formiilasyonlarin bilesenleri Tablo 4.43’te verilmistir.

Tablo 4-43: Secilen tazaroten yukli transetozom formiilasyonlarin bilesenleri

Formiilasyon
kodu

Fospolipit (%)

Kenar Aktivatori (%o)

Hidrasyon Ortam

TZ4-TW1

TZ3-TW1

TZ4-TW 1- 20

TZ5-TW1

TZ4-SK 1

TZ4-TWO0,5

TZ4-TW 1,33

TZ26-SK1

4

Tween 80: 1
Tween 80: 1
Tween 80: 1
Tween 80: 1
Sodyum Kolat: 1
Tween 80: 0,5
Tween 80: 1,33

Sodyum Kolat: 1

%30 Etanol / Su

%30 Etanol / Su

%20 Etanol / Su

%30 Etanol / Su

%30 Etanol / Su

%30 Etanol / Su

%30 Etanol / Su

%30 Etanol / Su
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Takrolimus Yiiklii Transetozomlarin Stabilitesinin Degerlendirilmesi

Optimizasyon ¢alismalar1 verilerine gére uygun bulunarak secilen ve Tablo 4.15
- Tablo 4.23’te verilen takrolimus yukli transetozom formiilasyonlarinn 5+3 °C’de dort
ay sure ile bekletilmeleri sonras1 vezikul boyutu ve dagilmi bulgular: Tablo 4.44 - Tablo
4.52°de verilmistir.

Tablo 4-44: %6 fosfolipit ve kenar aktivatori olarak Tween 80 kullamlarak hazirlanan
takrolimus yuklu transetozomlarin 5+3 °C’de 4 ay bekletilmeleri sonrasi vezikul
boyutu ve dagilimlar: (n=3)

Formiilasyon Kodu 5°C + 3°C’de Stabilite
Zaman (Ay) Boyut (nm) PDI
0 145,51 + 5,888 0,208 £ 0,012
1 164,82 + 2,608 0,237 £0,005
e 2 184,43 + 3,232 0,253 + 0,033
3 191,94 + 6,144 0,272 +0,017
4 195,41 + 2,572 0,288 £ 0,012
0 138,02 + 2,189 0,223,018
1 159,90 + 4,389 0,223 +0,009
2 199,52 + 7,862 0,243 0,058
TCOTWLS 3 254.31 + 4,366 0.407 £ 0,025
4 282,54 + 15,59 0,411+0,030
0 134,22 + 5,651 0,326 +0,021
1 140,41 + 4,68 0,334 % 0,029
TC 6-TW 1,058 2 156,73 + 2,435 0,343+ 0,023
3 160,10 + 3,815 0,353 £ 0,008
4 174,22 +1,386 0,387 + 0,024
0 80.96 + 4245 0,124 % 0,007
1 94.86 + 2,464 0,141 % 0,007
TC 6-TW 0,66 2 109.4 + 2,358 0,206 = 0,013
3 108.9 + 1,234 0,222 % 0,013
4 0,253 % 0,005

125,0 + 8,412
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Tablo 4-45: %?5 fosfolipit ve Kenar aktivatoril olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan

takrolimus yuklu transetozomlarin 5°C + 3°C’de 4 ay bekletilmeleri sonrasi
vezikul boyutu ve dagilimlari (n=3)

Fomilasyon Kodu

TC5-TW 1,66

TC5-TW 1,25

TC5-TW 0,88

TC 5-TW 0,555

5°C £ 3°C’de Stabilite

Zaman (Ay) Boyut (nm) PDI
0 227,22+ 1,51 0,280 + 0,004
1 269,7 + 11,29 0,268 £ 0,015

287,5 + 3.659 0,268 + 0,015
3 304,0 + 6,108 0,433 + 0,005
4 3157 + 5532 0,401 + 0,052
0 208,73 + 6,296 0,393+ 0,017
1 2253 + 2,285 0,398 + 0,008
& 228.9 + 2,765 0,398 + 0,006
3 251,9 + 7,235 0,412 + 0,034
4 268.4 + 7,824 0,414 + 0,006
0 107,71 + 9,722 0,208 + 0,008
1 1325 + 8,416 0,233 + 0,010
2 143,6 + 8,124 0,237 + 0,012
3 150.7 + 6,395 0,237 0,019
4 1582 + 9,68 0,247 + 0,008
0 85,89 + 1,078 0,108 + 0,018
1 99.31 + 2,236 0,114 + 0,016
2 110,0 + 4,910 0,152 + 0,010
3 1134 + 4,128 0,181 + 0,019
4 0,223 + 0,008

122,0+£ 1,474
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Tablo 4-46: %4 fosfolipit ve Kenar aktivatoril olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yuklu transetozomlarin 5+3 °C’de 4 ay bekletilmeleri sonrasi vezikul

boyutu ve dagilimlar: (n=3)

Fomulasyon Kodu

TC4-TW 1,33

TC4-TW1

TC 4-TW 0,705

TC 4-TW 0,444

TC4-TW 1-20

5°C + 3°C"de Stabilite
Zaman (Ay) Boyut (nm) PDI
0 148,33 + 8,887 0,169+ 0,017
1 180.1 + 5,887 0,199 £ 0,003
2 210,76 + 9,987 0,204 £0,016
3 254.3 + 4,366 0,211 + 0,025
4 254,5 + 3,121 0,238 £0,021
0 126,24 + 6,354 0,147 + 0,008
1 149.8 + 9074 0,165 + 0,025
2 161,0 + 2,166 0,169 + 0,032
3 181.9 + 6.282 0,217 + 0,042
4 188,4 + 2,600 0.218 £0,010
0 110,71 + 3,403 0,118 £ 0,009
1 1223+ 1457 0,139 + 0,027
2 1381 + 1353 0,171+0,015
3 157.3 5,256 0,202 + 0,025
4 175,5 + 2,829 0,249 +0,017
0 92.37 + 4107 0,093 £ 0,008
1 105,5 + 3500 0,098 + 0,011
2 1134 + 4332 0,108 + 0,013
3 116,1 + 1.819 0,158 + 0,014
4 124,5 + 3,251 0,168 + 0,023
0 69,26 + 2,035 0,108 + 0,008
1 72,23+ 1,050 0,110+ 0,016
2 77,43+ 1,608 0,112 + 0,023
3 78,35 +1,969 0,115 + 0,020
4 89,59 + 3,871 0,135+ 0,016
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Tablo 4-47: %3 fosfolipit ve Kenar aktivatoril olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yuklu transetozomlarin 5+3 °C’de 4 ay bekletilmeleri sonrasi vezikul

boyutu ve dagilimlar: (n=3)

Formilasyon Kodu

TC3-TW1

TC3-TWO0,75

TC 3-TW 0,529

TC 3-TW 0,333

5°C + 3°C’de Stabilite
Zaman (Ay) Boyut (nm) PDI
0 153,42 +12,804 0,163+ 0,011
1 2346 + 9.907 0,168 £ 0,015
2 289.3 + 7,531 0,188 + 0,009
3 335,6 + 11,235 0,230+ 0,019
4 369.3 + 6,165 0,236 % 0,027
0 129,20 + 3,512 0,109£0,04
1 1508 + 2,307 0,128 + 0,011
2 1554 + 3,754 0,140 + 0,019
3 166.6 + 4,350 0,143+ 0,017
4 176,91 + 1,704 0,175+0,017
0 102,55 + 3,812 0,089 +0,014
1 118,55 + 10,496 0,093+0,016
2 126,65 + 8,839 0,103 + 0,010
3 140,4 + 4.549 0,104 +0,016
4 146.9 + 2,960 0,133+ 0,011
0 8712 + 2.504 0,051 + 0,023
1 99,06 + 2,750 0,090,013
2 100.7 + 3,315 0,098 + 0,027
3 110.1 + 1,320 0,115+ 0,037
4 0,133+ 0,011

120,6 + 1,848
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Tablo 4-48: %?2 fosfolipit ve Kenar aktivatori olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan
takrolimus yuklu transetozomlarin 5+3 °C’de 4 ay bekletilmeleri sonrasi vezikul

boyutu ve dagilimlar: (n=3)

Formilasyon Kodu

TC 2-TW 0,66

TC2-TWO0,5

TC 2-TW 0,353

TC 2-TW 0,222

5°C + 3°C’de Stabilite

Zaman (Ay) Boyut (nm) PDI

0 162,14 2,316 0,092+ 0,012
1 204,8+4,581 0,104 + 0,042
2 235,5+6,568 0,131 + 0,032
3 241,6+4,356 0,149 + 0,020
4 271,945,518 0,147 + 0,015
0 150,61 + 1,418 0,119 + 0,028
1 185,6 + 1,401 0,156 + 0,008
2 211,8 + 4,158 0,132 £ 0,021
3 233,9 + 3,842 0,160 + 0,013
4 254,3 + 4,366 0,211+ 0,025
0 106,42 + 3,606 0,059 + 0,037
1 119,3 +£1,850 0,094 + 0,002
2 138,7 + 2,685 0,098 + 0,012
3 143,4 + 3,692 0,094 + 0,010
4 157,8 + 2,654 0,119 + 0,034
0 82,00 + 2,500 0,047 + 0,038
1 91,38 + 3,480 0,065 + 0,016
2 104,4 + 2,539 0,083 £ 0,017
3 106,8 + 3,274 0,105 + 0,006
4 120,9 + 5,402 0,125 + 0,049




Tablo 4-49: %6 fosfolipit ve Kenar aktivatori olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yuklu transetozomlarin 4 ay 5°C + 3°C’de bekletilmeleri
sonrasi vezikul boyutu ve dagilimlar: (n=3)
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Formulasyon Kodu

TC6-SK 1,5

TC 6-SK 1,058

TC 6-SK 0,666

5°C + 3°C’de Stabilite

Zaman (Ay) Boyut (nm) PDI

0 82,55 + 5,362 0,124 + 0,008
1 116,9 + 4,103 0,206 + 0,009
2 126,8 + 2,692 0,233 + 0,004
3 133,8 + 3,4509 0,270 £ 0,016
4 149,9 + 3,822 0,295 + 0,014
0 61,04 + 6,994 0,163 + 0,006
1 85,72 + 2.69 0,221 + 0,016
2 86,19 + 1,248 0,246 + 0,003
3 94,66 + 2,221 0,269 + 0,020
4 99,33 + 2,366 0,275+ 0,012
0 44,96 + 2,96 0,154 £ 0,015
1 5585 + 3,183 0,185 + 0,009
2 61,63 +6,11 0,294 + 0,030
3 107,7 + 7,060 0,528 + 0,093
4 118,4 +5,188 0,575 +0,032




Tablo 4-50: %5 fosfolipit ve Kenar aktivatori olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus transetozomlarin 4 ay 5°C + 3°C’de bekletilmeleri sonrasi

vezikll boyutu ve dagilimlar: (n=3)
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Formilasyon Kodu

TC 5-SK 1,66

TC5-SK 1,25

TC 5-SK 0,88

TC 5-SK 0,555

5°C + 3°C’de Stabilite
Zaman (Ay) Boyut (nm) PDI
0 189,43 + 5,516 0,229 £ 0,030
1 267,8 + 9,458 0,378 £ 0,062
2 323,6 + 3,345 0,579 + 0,008
3 405,5 + 39,23 0,791 +£0,182
4 530,7 + 26,11 0,718 0,091
0 71,49 + 6,88 0,085 + 0,021
1 107,7 + 2,511 0,123+ 0,013
2 119,9 + 4,020 0,163 + 0,009
3 139,0 + 5,541 0,230+ 0,011
4 142,9 + 1,607 0,290 + 0,039
0 61,88 + 2,120 0,120 + 0,009
1 84,81 + 1,564 0,179 £ 0,023
2 91,34 +1,216 0,193+0,019
3 95,47 + 2,781 0,233 £ 0,033
4 99,23 + 3,496 0,387 + 0,021
0 51,45 + 2,251 0,127 + 0,005
1 64,66 + 1,968 0,182+ 0,017
2 64,45 + 3,401 0,190 0,011
3 71,20 + 2,888 0,198 + 0,009
4 85,33 + 2,817 0,385 + 0,005




Tablo 4-51: %4 fosfolipit ve Kenar aktivatori olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yuklu transetozomlarin 4 ay 5°C + 3°C’de bekletilmeleri
sonrasi vezikul boyutu ve dagilimlar: (n=3)
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Formilasyon Kodu

TC 4-SK 1,33

TC4-SK1

TC 4-SK 0,705

TC 4-SK 0,444

5°C + 3°C’de Stabilite

Zaman (Ay) Boyut (nm) PDI

0 95,58 + 9,953 0,076 + 0,018
1 137,69 + 8,732 0,161 + 0,009
2 163,5 + 5,617 0,174 + 0,07
3 177,9 + 2,097 0,208 + 0,014
4 187.9 + 3,066 0,219 + 0,041
0 70,41 + 3,227 0,082 + 0,008
1 97,86 + 4,129 0,120 + 0,016
2 112,4 + 2,304 0,123 + 0,010
3 1215 + 2,419 0,169 + 0,010
4 130,61 + 1,358 0,179 + 0,017
0 62,12 + 4,363 0,101 + 0,009
1 92,23+ 1,574 0,135+ 0,015
2 98,22 + 1,057 0,162 + 0,011
3 99,77 + 2,015 0,176 £ 0,029
4 105,5 + 1,447 0,180 £ 0,025
0 56,19 + 5,554 0,129 + 0,007
1 71,24 + 3,763 0,137 + 0,018
2 73,44 £ 4,582 0,194 £ 0,001
3 81,10 + 2,200 0,197 £ 0,019
4 81,13 + 2,034 0,202 + 0,006




Tablo 4-52: %3 fosfolipit ve Kenar aktivatori olarak Sodyum kolat kullanilarak
hazirlanan takrolimus yuklu transetozomlarin 4 ay 5°C + 3°C’de bekletilmeleri
sonrasi vezikil boyutu ve dagilimlari (n=3)

111

Formilasyon Kodu

TC3-SK1

TC 3-SK 0,75

TC 3-SK 0,529

TC 3-SK 0,333

5°C + 3°C’de Stabilite

Zaman (Ay) Boyut (nm) PDI

0 75,76 + 4,547 0,053 + 0,009
1 108,4 + 1,106 0,096 + 0,023
2 119,6 + 2,122 0,100 + 0,022
3 127,7 + 6,755 0,125 + 0,034
4 147,1 + 4,903 0,174 +0,100
0 64,42 + 3,27 0,065 + 0,015
1 85,43+ 5,21 0,104 + 0,016
2 99,76 + 4,749 0,129 + 0,028
3 101,6 + 1,918 0,167+ 0,013
4 100,9 + 1,774 0,192 + 0,013
0 53,41 + 1,23 0,124 + 0,032
1 67,56 + 2,811 0,152 + 0,020
2 69,23 + 1,394 0,157 £0,016
3 74,03 + 1,480 0,219+ 0,012
4 93,94 + 2,699 0,253 0,017
0 52,99 + 4,903 0,128 + 0,014
1 73,24 +5 415 0,124 + 0,019
2 74,13 + 2,786 0,133+0,010
3 79,52 + 5,641 0,154 + 0,008
4 82,42 + 4,960 0,160 £ 0,003
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Buzdolabinda 4 ay bekletilmeleri sonucu fiziksel stabiliteleri uygun bulunan

takrolimus yukli transetozomlarin vezikil boyutu ve bilesenleri dikkate alinarak deriye

penetrasyon caligmalart i¢in sec¢ildi. Formiilasyonlarin se¢iminde dikkate alinan

parametreler agsagida verilmistir.:

Takrolimusun lipofilik ve hidrofilik 6zelligi dikkate alinarak %20 etanol iceren
“TC 4-TW 1-20” kodlu transetozom formilasyonu in vitro deriye penetrasyon

calismalari i¢in se¢ilmedi.

vezikil boyutu ve dagilimlarimin yiiksek olmasi nedeniyle % 5 ve 6 fosfolipit ile
strfaktan olarak Tween 80 iceren transetozomlarin fomdilasyonlar, (90:10)
fosfolipit: kenar aktivatérin oranindan disinda, in vitro deriye penetrasyon

calismalari i¢in sec¢ilmedi.

Fosfolipit: sirfaktan orani (90:10) olan transetozomlarin bilesiminde kenar
aktivatorii olarak daha diisiik yiizey etken madde bulundugu icin “TC 6-TW
0,666; TC 5-TW 0,555; TC 4-TW 0,444; TC 3-TW 0,333; TC 2-TW 0,222; TC
6-SK 0,666; TC 5-SK 0,555; TC 4-SK 0,444; TC 3-SK 0,333” kodlu

fomilasyonlar in vitro deriye penetrasyon ¢alismalari i¢in se¢ilmedi.

Kenar aktivatori olarak sodyum kolat iceren ve kicuk vezikul boyutu ve
dagilimina sahip “TC 5-SK 1,25; TC 4-SK 1,33; TC 4-SK 1; TC 3-SK 1; TC 4-
SK 0,705; 3-SK 0,529” kodlu takrolimus yikl{ transetozomlarin vezikil boyutu
ve dagilimlart olduk¢a diisiik oldugu igin in vitro deriye penetrasyon

calismalarinda tercih edildi.

Yukardaki sebeplerden dolay1 transetozom formiilasyonlarindan takrolimusun

deriye penetrasyonu degerlendirmek i¢in, vezikil boyutu ve dagilimi kiigiik olan ve 4
aylik fiziksel stabilite verileri dikkate alinarak; “TC 4- TW 1; TC 4- SK 1; TC 3-SK 1;
TC 4- SK 1,33; TC 4-SK 0,705; TC 3-SK 0,529; TC 5-SK 1,25” kodlu formulasyonlar

secilmistir. Segilen takrolimus transetozom formiilasyonlarin bilesenleri Tablo 53’te

gosterilmistir.
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Tablo 4-53: Segilen tacrolimus yukli transetozom formiilasyonlar:

Fosfolipit:Kenar

Formiilasyon Fospolipit  Kenar Aktivatori Hidrasyon

kodu Aktvatord (%) (%) Ortam
TC4-TW1 (80:20) 4 Tween 80: 1 %30 Etanol / Su
TC4-SK1 (80:20) 4 Sodyum Kolat: 1 %30 Etanol / Su
TC 3-SK 0,529 (85:15) 3 Sodyum Kolat: 0,529 %30 Etanol / Su
TC 4-SK 1,33 (75:25) 4 Sodyum Kolat: 1,33 %30 Etanol / Su
TC3-SK1 (75:25) 3 Sodyum Kolat: 1 %30 Etanol / Su
TC 4-SK 0,705 (85:15) 4 Sodyum Kolat: 0,705 %30 Etanol / Su
TC5-SK 1,25 (80:20) 5 Sodyum Kolat: 1,25 %30 Etanol / Su

4.10. Kontrol Ama¢h Hazirlanan Tazaroten ve Takrolimus YUkIU Transferzom ve
Etozom Formiilasyonlarimin Vezikil Boyutu, Polidispersite Indeksi ve
Fiziksel Stabiliteleri Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Kontrol amagli hazirlanan tazaroten ve takrolimus yiiklii transferzom ve etozom
formiilasyonlarinin vezikll boyutu ve polidispersite indeksi degerleri Tablo 4.54’te

verilmistir.

Tablo 4-54: Tazaroten ve takrolimus yuklu transferzom ve etozom formiilasyonlarin
vezikul boyutu ve dagilim (n=3)

Formilasyon Kodu Vezikul Boyutu (nm) PDI

TZTR 63,97 + 2,070 0,348 + 0,039
TZET 108,23 + 2,081 0,448 + 0,069
TCTR 83,37 + 1,407 0,298 + 0,006

TCET 101,41 £ 1,719 0,397 + 0,061
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Kontrol amagli olarak hazirlanan tazaroten ve takrolimus yukliu etozomlarda her
iki ila¢ icin U¢ giinde faz ayrimi izlendi, bu sonug, hazirlanan etzomolarin stabil
olmadigin1 gosterir. Tazaroten ve takrolimus yiikli transferzomlarin fiziksel
stabilitelerinin vezikul boyutu ve dagilmi agisindan degerlendirilmesine ait sonuglar

Tablo 4.55’te verilmistir.

Tablo 4-55: Tazaroten ve takrolimus yiiklii transferzomlarin 5°C + 3°C’de belirtilen
bekletilmeleri sonrasi vezikil boyutu ve dagilimlari (n=3)

5°C + 3°C’de Stabilite
Kod
Zaman Boyut (nm) PDI
0 63,97 + 2,070 0,348 + 0,039
TZTR 7gln 67,68 + 4,596 0,379 + 0,018
14 gin 67,43 £ 5,432 0,383 + 0,013
21 gln 69,42 + 4,367 0,390 + 0,017
0 83,37 + 1,407 0,298 + 0,006
lay 95,99 + 1,495 0,405 + 0,013
TCTR
2ay 107,3 + 1,553 0,453 + 0,036
3ay 123,12 + 1,242 0,498 + 0,033
4 ay 97,63 + 5,230 0,542 + 0,048

4.11. Secilen Transetozom Formiilasyonlar1 ile Transferzcom ve Etozom
Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan Karakterizasyon Calismalarina Ait
Bulgular

4.11.1. Zeta Potansiyel Bulgular:

Secilen tazaroten yiUklu transetozm formiilasyonlar: ile kontrol amagh
hazirlanan tazaroten yikli transferzom ve etozom formiilasyonuna ait zeta potansiyel

degerleri Tablo 4.56’da verilmistir.



Tablo 4-56: Secilen tazaroten yUkll transetozom, transferzom ve etozomun
formiilasyonlarina ait zeta potansiyel (mV) degerleri (n=3)

Formulasyon Kodu

Zeta Potansiyel (mV)

TZ4-TW1 -2,95 + 0,269
TZ3-TW1 -291+£0,121
TZ4-TW 1-20 -3,13+0,224
TZ5-TW1 -1,09 + 1,549
TZ4-SK 1 -11,55 + 1,768
TZ4-TWO0,5 -2,76 £0,175
TZ4-TW 1,33 -2,54 + 0,400
TZ6-SK1 -7,27 £ 0,531
TZTR -1,93 + 0,204
TZET -2,51+0,137

Secilen takrolimus yukli transetozm formiilasyonlart ve kontrol amagh
hazirlanan takrolimus yukli transferzom ve etozom formilasyonuna ait zeta potansiyel

degerleri Tablo 4.57°de verilmistir.
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Tablo 4-57: Secilen takrolimus yukli transetozom, transferzom ve etozomun
formiilasyonlarina ait zeta potansiyel (mV) degerleri (n=3)

Formiilasyon Kodu Zeta Potansiyeli (mV)
TC4-TW 1 -2,93+£0,431
TC4-SK 1 -7,10 + 0,442
TC 3-SK 0,529 -8,08 + 0,640
TC 4-SK 1,33 -6,64 + 0,467
TC3-SK 1 -11,15 + 0,636
TC 4-SK 0,705 -13,9+ 1,120
TC5-SK 1,25 -12,4 + 0,058
TCTR -51,25+£ 1,190
TCET -2,23 + 0,396

4.11.2. Enkapsiilasyon Verimi Bulgular

Yontem 3.2.13.2°de anlatildigr sekilde ¢alisilarak, tazaroten ve takrolimus yiKkIu
transetozom formiilasyolar ile ve kontrol amagli hazirlanan transferzom ve etozom
formiilasyonlarina ait enkapstlasyon verimi bulgulart Tablo 4.58 ve Tablo 4.59°de
verilmistir. Tazaroten yikli formdilasyonlar icin ultrafiltrasyon y6nteminde
yiikklenmeyen tazarotenin miktar1 kullanilan yontemin MTL degerinin altinda kaldigi

icin, enkapsulasyon verimi i¢in SD degerleri verilmemistir.
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Tablo 4-58: Tazaroten yukll transetozom formiilasyonlari ile kontrol amach hazirlanan
transferzom ve etozom formiilasyonlarimin enkapstlasyon verimi bulgular: (n=3)

Formdulasyon Geri kazanim (%) Ultrafiltrasyon Metodu (%)
TZ 4-TW 1 98,94 + 2,47 99,96
TZ3-TW1 97,75+ 2,09 99,96
TZ 4-TW 1- 20 94,52 + 1,17 99,96
TZ5-TW1 98,24 + 2,58 99,96
TZ4-SK 1 98,94 + 2,47 99,96
TZ4-TWO0,5 95,39 +4,35 99,96
TZ4-TW 1,33 92,07 + 4,68 99,96
TZ6-SK1 101,85+ 1,03 99,96
TZTR 94,46 + 5,32 99,96
TZ ET 95,87 + 4,57 99,96

Tablo 4-59: Takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlari ile kontrol amagh hazirlanan
transferzom ve etozom formulasyonlarinin enkapsiilasyon verimi bulgular: (n=3)

Formulasyon Geri kazanim (%) Ultrafiltrasyon Metodu (%)
TC4-TW1 100,54 + 3,99 97,25+ 2,19
TC4-SK 1 97,97 + 2,17 98,58 + 0,19
TC 3-SK 0,529 95,49 + 3,56 99,87 £0,05
TC 4-SK 1,33 96,98 + 4,13 99,55 + 0,17
TC3-SK 1 95,55+ 6,25 98,83 £ 0,25
TC 4-SK 0,705 96,60 + 3,62 98,98 £ 0,47
TC 5-SK 1,25 95,99 + 5,69 99,33+0,23
TCTR 99,39 + 5,99 99,59 + 0,52
TCET 97,26 + 4,05 98,06 + 0,90
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4.11.3. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi
Yontem 3.2.13.3 anlatildig: sekilde yapilan TEM analizleri ile elde edilen TZ 4-
TW 1 ve TC 4-SK 1 kodlu transetozomlarin goriintiileri Sekil 4.14 ve Sekil 4.15°te

gosterilmistir.

S -

.
188.23 nrof

Sekil 4-14: TZ 4-TW 1 kodlu transetozoma ait TEM goruntileri (Farkh biiyiitmeler ile
alinan goriintiiler)
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Sekil 4-15: TC 4-SK 1 kodlu transetozoma ait TEM goruntuleri (Farkh biiyiitmeler ile
alinan goriintiiler)
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4.12. Tazaroten ve Takrolimusun In vitro Kosullarda Deriye Penetrasyonlarin
Bantla Soyma Yontemi ile incelenmesine ait Bulgular

Karakterizyon caligmalar1 tamamlanmis tazaroten yiiklii transetozomlarin (Tablo

4.43) in vitro deriye penetrasyon sonuglar1 Tablo 4.60’te verilmistir.

Tablo 4-60: Tazaroten yuklu transetozom fomilasyonlarindan tazarotenin deriye in vitro
penetrasyonuna ait bulgular (n=3)

Formilasyon Kodu Deri Tabakalarindaki Tazaroten Miktar1 (ng) +SD
Ust SC 1,281 0,225
TZ4-TW1 Alt SC 0,228 0,074
Canli Epidermis+Dermis 3,615 0,804
Ust SC 1,523 0,509
TZ3-TW1 Alt SC 0,720 0,279
Canli Epidermis+Dermis 1,937 0,149
Ust SC 2,199 0,718
TZ4-TW 1-20 Alt SC 0,508 0,130
Canli Epidermis+Dermis 1,930 0,093
Ust SC 1,053 0,245
TZ5-TW1 Alt SC 0,242 0,082
Canli Epidermis+Dermis 1,736 0,303
Ust SC 1,285 0,073
TZ4-SK 1 Alt SC 0,398 0,124
Canli Epidermis+Dermis 1,708 0,092
Ust SC 1,027 0,259
TZ4-TWO0,5 Alt SC 0,218 0,014
Canli Epidermis+Dermis 1,344 0,391
Ust SC 1,903 0,195
TZ4-TW 1,33 Alt SC 0,333 0,074
Canli Epidermis+Dermis 1,187 0,158
Ust SC 1,916 0,668
TZ6-SK 1 Alt SC 0,286 0,089

Canli Epidermis+Dermis 1,106 0,122
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Tazaroten yiiklii vezikiiler tasiyicilar ve ¢ozetilerin in vitro deriye penetrasyon
calismasinda; 24 saat sonunda reseptdr faza gecen tazarotenin miktari, MTL altinda
kaldig1 icin, etkin maddenin deri tabakalarinda lokalize olarak sistemik dolasima

gecisinin ithmal edilebilir diizeyde oldugu saptanmistir.

In vitro penetrasyon ¢alismalarinda kontrol olarak; tazaroten yikli transferzom
(TZ TR), tazaroten yiikli etozom (TZ ET), tazarotenin propilen glikol (PG)’deki
doymus c¢ozeltisi ve % 30’luk hidroetanolik doymus ¢ozeltisinden tazarotenin deriye

penetrasyonuna ait sonuclar Tablo 4.61°de verilmistir.

Tablo 4-61: Tazaroten yuklu kontrol formiilasyonlarindan/¢ozeltilerinden tazarotenin
deriye in vitro penetrasyonuna ait bulgular (n=3)

Deri Tabakalarindaki Tazaroten Miktar:

Formilasyon Kodu +SD
(H9)
Ust SC 2,137 0,265
TZTR Alt SC 0,254 0,046
Canli
Epidermis+Dermis 0,950 0,293
Ust SC 0,723 0,152
TZET Alt SC 0,169 0,034
Canh
Epidermis/Dermis 1,331 0,216
Ust SC 0,813 0,186
PG Cozeltisi Alt SC 0,176 0,031
Canli
Epidermis+Dermis 0,398 0,086
Ust SC 0,140 0,027
Hidroetanolik
Cozeltisi Alt SC 0,054 0,007
Canls 0,158 0,022

Epidermis+Dermis
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Tazaroten yukll transetozomlarin ile kontrol olarak tazarotenin propilen glikol

(PG)’deki doymus ¢6zeltisinden deriye penetrasyonunun karsilastirmali grafikleri Sekil

4.16 - 4.19°de gosterilmistir.

Tazaroten (nug/cm 2)
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TW 0,5

TW 1,33

SK 1

PG Cozeltisi

Canli epidermis/Dermis

Sekil 4-16: Tazaroten yiiklii transetozomlar ile PG ¢ozeltisinden tazarotenin alt ve st
stratum corneum ile canh epidermis/dermisteki birikiminin karsilastirilmasina ait

grafik

DO
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TZ 4-SK 1
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TZ 6-SK 1
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Canli epidermis/Dermis

Sekil 4-17: Tazaroten yiiklii transetozomlar: ile PG c¢oézeltisinden tazarotenin SC’daki
(alt+Ust stratum corneum toplam) ile canh epidermis/dermisteki birikiminin

karsilastirllmasina ait grafik
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Sekil 4-18: Tazaroten yuklu transetozomlar ile PG c¢ozeltisinden tazarotenin SC’daki
(alt+ust stratum corneum toplam) birikiminin karsilastiriimasi
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0 T
Canli epidermis/Dermis

Sekil 4-19: Tazaroten yuklli transetozomlar1 ile PG c¢ozeltisinden tazarotenin canh
epidermis/ dermisteki birikiminin karsilastiriimasi
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Canli epidermis ve dermiste en yiiksek birikim saglayan tazaroten yiiklii TZ 4-

TW 1 kodlu transetozom formiilasyonunun kontrol olarak diger vezikiiler tasiyicilar ile

cozeltilerden in vitro domuz derisinden penetrasyonuna ait karsilastirmali grafikler

Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de verilmistir.

Tazaroten (ug/cmz)
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PG Cozeltisi

Canli epidermis/Dermis

Sekil 4-20: Canl epidermis ve dermiste en yiiksek birikim saglayan tazaroten yiiklii TZ 4-
TW 1 kodlu transetozom formulasyonunun kontrol olarak diger vezikiiler
tasiyicilar ile ¢cozeltilerden tazarotenin in vitro domuz derisinden
penetrasyonuna ait karsilastirmah grafik
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Hidroetanolik Cézelti
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Sekil 4-21: Canhl epidermis ve dermiste en yiiksek birikim saglayan tazaroten yiiklii TZ 4-
TW 1 kodlu transetozom formiilasyonunun kontrol olarak diger vezikiiler
tastyicilar ile ¢ozeltilerden tazarotenin SC’daki (alt-+iist stratum corneum toplam)
ile canhi epidermis/dermisdeki birikiminina ait karsilastirmal grafik
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Canli epidermis ve dermiste en yiiksek birikim saglayan tazaroten yiiklii TZ 4-
TW 1 kodlu transetozom formiilasyonunun kontrol olarak diger tiim transetozom
formiilasyonlari, transferzom ve etozom ile ¢dzeltilerden tazarotenin in vitro domuz

derisinden penetrasyonuna ait karsilastirmali 6zetleyen grafik Sekil 4.22’de verilmistir.

TZ 4-TW 1
TZ3-TW 1
TZ 4-TW 1-20
TZ5-TW 1
TZ 4-SK 1

TZ 4-TW 0,5

o~
1

TZ 4-TW 1,33

TZ 6-SK 1

N
Y

S
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TZ TR

Tazaroten (pg/cm 2)

PG Cozeltisi

M N B
JENERHRERIBELN

Hidroetanolik Cozelti

SC Canli epidermis/Dermis

Sekil 4-22: Canl epidermis ve dermiste en yiiksek birikim saglayan tazaroten yiiklii TZ 4-
TW 1 kodlu transetozom formiilasyonunun kontrol olarak diger tiim
transetozom formiilasyonlari, transferzom ve etozom ile ¢ozeltilerden tazarotenin
SC’daki (alt+iist stratum corneum toplam) ile canh epidermis/dermisteki
birikiminina ait 6zetleyen karsilastirmah grafik

Karakterizyon c¢aligmalari tamamlanmis takrolimus yiiklii transetozomlarin (TC
4-TW 1, TC4-SK1, TC 3-SK 1, TC 4- SK 1,33, TC 4-SK 0,705, TC 3-SK 0,529,
TC 5-SK 1,25 kodlu transetozomlar) in vitro deriye penetrasyon sonuglari Tablo

4.62°de verilmistir.

Takrolimus yiikli vezikiiler tagiyicilar ve ¢ozetilerin in vitro deriye penetrasyon
calismasinda; 24 saat sonunda reseptor faza gegen tazarotenin miktar, MTL altinda
kaldig1 icin, etkin maddenin deri tabakalarinda lokalize olarak sistemik dolasima

gecisinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu saptanmustir.
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Tablo 4-62: Takrolimus yUkl transetozom fomulasyonlarindan takrolimusun deriye in
vitro penetrasyonuna ait bulgular (n=3)

Formilasyon Kodu Deri Tabakalarindaki Takrolimus Miktar1 (ng) +SD
TC4TW1 sC 2358,8 5751
Canl1 epidermis/Dermis 3424.,4 207,1
TC4-SK 1 SC 2048,8 525,1
Canli epidermis/Dermis 4816,3 328,3
TC 3-SK 0,529 SC 22994 18,8
Canli epidermis/Dermis 23743 382,4
TC 4-SK 1,33 SC 1950,3 589,7
Canli epidermis/Dermis 33458 2947
TC3-SK 1 SC 1169,9 244.5
Canl1 epidermis/Dermis 2851,9 10,1
TC 4-SK 0,705 SC 755,4 181,7
Canl1 epidermis/Dermis 3370.8 393,8
TC 5-SK 1,25 SC 1050,9 180,9
Canl1 epidermis/Dermis 1629,3 273,6

In vitro penetrasyon calismalarinda kontrol olarak; ticari preparat Protopic®
%0.1, takrolimus yukli transferzom (TC TR), takrolimus yikli etozom (TC ET),
takrolimusun %30’luk hidroetanolik doymus ¢6zeltisinden takrolimusun deriye

penetrasyonuna ait sonuglar Tablo 4.63’te verilmistir.



Tablo 4-63: Protopic ve takrolimus yikli kontrol formiilasyonlarindan/gozeltilerinden

takrolimusun deriye in vitro penetrasyonuna ait bulgular (n=3)
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Kod

Protopic® %0,1

TCTR

TCET

Hidroetanolik ¢ozelti

Deri Tabakalarindaki Takrolimus Miktar: (ng) +SD

sc 276,5 181.4
Canl1 epidermis/Dermis 1550,0 56,0
SC 460,9 17,7
Canli epidermis/Dermis 1739,0 153,2
SC 1155,5 343,8
Canli epidermis/Dermis 2130,5 6314
SC 3957,3 132,6
Canli epidermis/Dermis 28222 3,6

Takrolimus yiiklii transetozomlarin ile kontrol olarak Protopic® %0,1 deriye

penetrasyonunun karsilastirmali grafikleri Sekil 4.23 - 4.25°te gosterilmistir.

6000 A

4000 A

N
o
o
o
1

Takrolimus (ng/cmz)

VAR

N NNNANNNNNNNS N

X

SIS
SIIINN:

SC Canli epidermis/Dermis

I BRZ2H8YL0E

TC 4-TW 1
TC 4-SK 1
TC 3-SK 0,529
TC 4-SK 1,33
TC 3-SK 1
TC 4-SK 0,705
TC 5-SK 1,25

Protopic

Sekil 4-23: Takrolimus yiiklii transetozomlari ile Protopic®’ten takrolimusun SC’daki ile
canh epidermis/dermisteki birikiminin karsilastirilmasina ait grafik
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EEE OTC 4-TW 1
CJ TC 4-SK 1
v
4000 - W20 TC 3-SK 0,529

E== TC 4-SK 1,33

"z 3000 XN TC 3-SK 1

o

> TC 4-SK 0,705

“

g 2000 4 TC 5-SK 1,25

2 == Protopic

X

< 1000

'_

0 é—

Sekil 4-24: Takrolimus yiiklii transetozomlar: ile Protopic®’ten takrolimusun SC’daki
birikiminin karsilastirilmasina ait grafik

B TC 4-TW 1
] TC 4-SK 1
74
. W22 TC 3-SK 0,529
B3 TC 4-SK 1,33
_ T
~ BN XY TC 3-SK 1
o
S 4000 TC 4-SK 0,705
s T 1 1 ’
» RARKAA T
g . 25555 TC 5-SK 1,25
E’ 2000 - % = Protopic
= =
[
. %%2%%
29949
%%9%%
7999
0 T

Canli epidermis/Dermis

Sekil 4-25: Takrolimus yiiklii transetozomlari ile Protopic®’ten takrolimusun canh
epidermis/ dermisteki birikiminin karsilagtirilmasina ait grafik

Canl1 epidermis ve dermiste en yliksek birikim saglayan takrolimus yiiklii TC 4-
SK 1 kodlu transetozom formdilasyonunun kontrol olarak Protopic® ve diger tiim
transetozom formiilasyonlari, transferzom ve etozom ile hidroetanolik ¢ozeltisinden
takrolimusun in vitro domuz derisinden penetrasyonuna ait karsilastirmali grafik Sekil

4.26’da verilmistir.
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CJ TCc4-5K 1
60007 LI Hidroetanolik gozelti
: % Bl TCET
£ ;
S 4000 = : TC TR
o '
£ : - Protopic
s : -
E :
2 2000 % ;
bt .
© .
'_ | %
0 h &l .
SC Canliepidermis/Dermis

Sekil 4-26: Canh epidermis ve dermiste en yiiksek birikim saglayan takrolimus yiiklii TC
4-SK 1 kodlu transetozom formuilasyonunun kontrol olarak Protopic® ve diger
vezikiiler tasiyicilar ile hidroetanolik ¢ozeltisinden takrolimusun in vitro domuz

derisinden penetrasyonuna ait karsilastirmah grafik

Canl1 epidermis ve dermiste en yliksek birikim saglayan takrolimus yiiklii TC 4-

SK 1 kodlu transetozom formulasyonunun Protopic® ve diger transetozom transferzom,

ve etozom formiilasyonlar1 ile hidroetanolik ¢ozeltisinden takrolimusun domuz

derisinden penetrasyonuna ait karsilagtirmali 6zetleyen grafik Sekil 4.27°de verilmistir.

]
—J
A,
=
6000
NN\N/
o
3
(&)
< 4000 =3
s
3 =
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S = (|
© 20004 =
x =
© =
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SC Canli epidermis/Dermis

TC 4-TW 1

TC 4-SK 1

TC 3-SK 0,529

TC 4-SK 1,33

TC 3-SK 1

TC 4-SK 0,705

TC 5-SK 1,25
Hidroetanolik ¢cozelti
TCET

TC TR

Protopic

Sekil 4-27: Canl epidermis ve dermiste en yiiksek birikim saglayan takrolimus yiikli TC
4-SK 1 kodlu transetozom formulasyonunun kontrol olarak Protopic® ve diger
tiim transetozom formiilasyonlari, transferzom ve etozom ile hidroetanolik
cozeltisinden takrolimusun in vitro domuz derisinden penetrasyonuna ait

karsilastirmal 6zetleyen grafik
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4.13. ATR-FTIR Spektroskopisi

Yontem 3.2.15 belirtildigi gibi ATR-FTIR Spektroskopisi ile calisilarak, 24
saatlik in vitro deriye penetrasyon g¢alismasi sonunda, tazaroten ve takrolimus yukl
transetozom formiilasyon bilesenlerinin derinin startum corneum tabakasi Gzerindeki
etkisi, CH, asimetrik (2920 cm™) ve simetrik (2850 cm™) gerilme bantlar1 iizerinde

olusturdugu degisiklikler olarak Tablo 4.64 ve Tablo 4.65’de gosterilmistir.

Tablo 4-64: Tazarotenin transetozom ve kontrol formulasyonlar: ve ¢ozeltilerine ait ATR-
FTIR analiz sonuglar:1 (n=3)

Asimetrik Gerilme (cm ) Simetrik Gerilme (cm )
Kontrol deri 2918,605 £ 0,092 2850,51 + 0,057
TZ4-TW 1 2922,973 £ 0,717 2852,840 £ 0,170
TZ3-TW1 2922,555 £ 0,205 2852,215 + 0,078
TZ4-TW 1-20 2921,715 £ 0,375 2852,220 = 0.255
TZ5-TW 1 2919,887 + 1,036 2851,217 £ 0,387
TZ4-SK 1 2921,895 £ 0,375 2852,225 + 0,177
TZ24-TWO0,5 2921,545 + 0,467 2852,113 £ 0,342
TZ4-TW 1,33 2922,410 £ 0,226 2852,465 = 0,247
TZ6-SK 1 2920,237 £ 1,279 2851,373 £ 0,465
TZTR 2921,607 £+ 0,533 2852,137 £ 0,440
TZET 2920,700 £ 0,226 2851,515 + 0,148
PG Cozeltisi 2922,120 £ 0,118 2852,727 £ 0,078

Hidroetanolik Cozelti

2921,140 + 0,234

2851,660 + 0,319




Tablo 4-65: Takrolimusun transetozom ve kontrol formiilasyonlari ve ¢ozeltilerine ait
ATR-FTIR analiz sonuglari (n=3)

Asimetrik Gerilme (cm )

Simetrik Gerilme (cm %)

Kontrol deri 2918,605 + 0,092 2850,510 + 0,057
TC4-TW1 2922,271 +£ 0,102 2852,151 + 0,190
TC4-SK 1 2922,675 + 0,049 2852,480 + 0,553
TC 3-SK 0,529 2921,710 + 0,561 2851,890 + 0,245
TC 4-SK 1,33 2922,535 + 0,563 2852,340 + 0,465
TC3-SK'1 2922,357 +£ 0,132 2851,861 + 0,372
TC 4-SK 0,705 2921,492 + 0,269 2852,105 £ 0,573
TC5-SK 1,25 2921,581 + 0,085 2851,655 = 0,035
Protopic 2919,465 + 0,235 2850,793 £ 0,179
TCTR 2921,860 + 0,430 2851,957 + 0,085
TCET 2922,161 + 0,425 2852,152 + 0,272

Hidroetanolik Cozelti

2921,763 + 0,567

2852,005 + 0,247

Herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol deri

spektrumu  Sekil 4.28’de gosterildi.

orneginin  ATR-FTIR

Tazaroten yiiklii transetozom ve kontrol

formulasyonlari/¢ozeltilerinin uygulanmasinin 24 saattan sonra deri yiizeyinden alinan
ATR-FTIR spektrumlar1 sirast ile Sekil 4.29 ile Sekil 4.40 araliginda verildi.
Takrolimus yiiklii transetozom ve kontrol formiilasyonlarimin uygulanmasinin 24
saattan sonra deri ylizeyinden alman ATR-FTIR spektrumlar1 sirasi ile Sekil 4.41 ile
Sekil 4.51 araliginda verildi. Ayrica Tazaroten ve akrolimus i¢in asemetrik ve simetrik
gerilme bantlarin gosteren karsilastirmali grafik sekil 4.52 ve Sekil 4.53’te tazaroten

icin ve sekil 4.54 ve Sekil 4.55’te takromlimus icin verildi.
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Sekil 4-28: Kontrol deriye ait (formiilasyon uygulamasi yapilmamis olan) ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-29: Tazaroten yukli TZ 4-TW 1 kodlu transetozom formulasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-30: Tazaroten yukli TZ 3-TW 1 kodlu transetozom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-31: Tazaroten yukli TZ 4-TW 1-20 kodlu transetozom formulasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-32: Tazaroten yukli TZ 5-TW 1 kodlu transetozom formulasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-33: Tazaroten yikli TZ 4-SK 1 kodlu transetozom formulasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-34: Tazaroten yUkli TZ 4-TW 0,5 kodlu transetozom formulasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-35: Tazaroten yukli TZ 4-TW 1,33 kodlu transetozom formulasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-36: Tazaroten yukli TZ 6-SK 1 kodlu transetozom formilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-37: Tazaroten yukli TZ TR kodlu transeferzom formulasyonunun uygulanmasinin
24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alman ATR-FTIR spektrumu
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Sekil 4-38: Tazaroten yiiklii TZ ET kodlu etozom formiilasyonunun uygulanmasinin 24
saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu
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Sekil 4-39: Tazarotenin PG doymus ¢ozeltinin uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri
yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu
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Sekil 4-40: Tazarotenin hidroetanolik doymus ¢ozeltinin uygulanmasinin 24 saat
sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu
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Sekil 4-41: Takrolimus yukli TC 4-TW 1 kodlu transetozom formulasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-42: Takrolimus yukli TC 4-SK 1 kodlu transetozom formilasyonunun
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spektrumu
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Sekil 4-43: Takrolimus yukli TC 3-SK 0,529 kodlu transetozom formulasyonunun

uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu

139



140

9.5
=
20
25
20
75
W T
Ja
&3

a0

55

427
4000.0 3000 2000 1500 1000 &as0.0

Sekil 4-44: Takrolimus yukli TC 4-SK 1,33 kodlu transetozom formdlasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-45: Takrolimus yukli TC 3-SK 1 kodlu transetozom formulasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-46: Takrolimus yukli TC 4-SK 0,705 kodlu transetzom formulasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-47: Takrolimus yukli TC 5-SK 1,25 kodlu transeferzom formuilasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-48: Takrolimusun konvansiyonel (Protopic®) formiilasyonun uygulanmasinin 24
saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu
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Sekil 4-49: Takrolimus yiukli TC TR kodlu transferzom formulasyonunun
uygulanmasinin 24 saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR
spektrumu
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Sekil 4-50: Takrolimus yiiklii TC ET kodlu etozom formiilasyonunun uygulanmasinin 24
saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu
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Sekil 4-51: Takrolimusun iceren hidroetanolik doymus ¢Ozeltisinin uygulanmasinin 24
saat sonrasinda deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumu
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Sekil 4-52: Tazaroten yukli formulasyonlar ve kontrollere ait asimetrik gerilme bantlarin
karsilastirilmah grafigi
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Sekil 4-53: Tazaroten yukli formulasyonlar ve kontrollere ait simetrik gerilme bantlarin
karsilastirilmah grafigi
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Sekil 4-54: Takrolimus yukli formulasyonlar ve kontrollere ait asimetrik gerilme

bantlarin karsilastirilmah grafigi
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Sekil 4-55: Takrolimus yukli formulasyonlar ve kontrollere ait simetrik gerilme bantlarin

karsilagtirllmah grafigi



146

4.14. Konfokal Lazer Mikroskop Analizi (CLMS) Goéruntileri

Yontem 3.2.16°da belirtildigi gibi transetozomlar fluoresan veren Nil Kirmizisi
iceren (model madde olarak) TZ 4-TW 1 (tazaroten igin canli epidermist+dermiste en
yuksek birikim saglayan transetozom formilasyonu) ve TC 4-SK 1 (takrolimus igin
canli epidermis+dermiste en ylksek birikim saglayan transetozom formiilasyonu) kodlu
transetozomlar ve kontrol ¢ozeltisinin (Nil Kirmizisinin pH 7,4 PBS’deki ¢ozeltisi) 24
saat deriye uygulanmasini takiben, Nil Kirmizist’nin derinin tabakalarindaki
lokalizasyonuna ait deriden alinan dikey ve yatay kesitler ile elde edilen CLMS
goruntdleri Sekil 4.56 - Sekil 4.62°de verilmistir.

Sekil 4-56: Kontrol olarak Nil Kirmizisimin PBS (pH 7,4) ¢0zeltisinin deriye
uygulanmasim takiben 20 um’lik dikey kesiti ile elde edilen CLMS gdéruntileri
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Sekil 4-57: TZ 4-TW 1 kodlu transetozom formilasyonun deriye uygulanmasini takiben
20 um’hik dikey kesiti ile elde edilen CLMS gorintuleri
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Sekil 4-58: TC 4-SK 1 kodlu formulasyonun deriye uygulanmasim takiben 20 pum’hk dikey
kesiti ile elde edilen CLMS goruntileri

Epidermis/Dermis

Epidermis/Dermis Epidermis/Dermis

(a) (b) (c)

Sekil 4-59: Formulasyonlar ve kontrol arasinda dikey kesite ait kiyaslama (kontrol
cozeltisi (), TZ 4-TW 1 (b) ve TC 4-SK 1 (c¢) kodlu transetozom deriye
uygulanmasim takiben 20 pm’lik dikey Kesiti ile elde edilen CLMS goérintuleri
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20um 150um 400um

Sekil 4-60: Kontrol olarak Nil Kirmmzis1 PBS 7,4 ¢ozeltisinin deriye uygulanmasim takiben
20 um’hik yatay kesiti ile elde edilen CLMS gorintuleri

20um 150um 400um

Sekil 4-61: TZ 4-TW 1 formulasyonun deriye uygulanmasim takiben 20 pm’hk yatay
kesiti ile elde edilen CLMS gdruntileri

20um 150um 400um

Sekil 4-62: TC 4-SK 1 formulasyonun deriye uygulanmasini takiben 20 pm’hk yatay kesiti
ile elde edilen CLMS géruntaleri
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4.15. In vitro Sitotoksisite Caliymalar: Bulgular:

In vitro sitotoksisite ¢alismalar1 ile degerlendirilen takrolimus ve tazaroten yiikli
transetozomlar ile bu formiilasyonlarin bilesenleri ile hazirlanan etkin madde yiiklii
olmayan tranzetozomlarin ICso degerleri Tablo 4.66°da, kontrol amagh olarak kullanilan
farkli konsantrasyondaki sodyum dodesil stlfat (SDS) ¢ozeltilerinin 1Cso degeri Tablo
4.67°de verilmistir.

Tablo 4-66: Segilen formulasyonlara ait 1Cso degerleri

Formulasyonun kodu Konsantrasyon (mg/mL) % Inhibisyon 1Cs0 (Mg/mL)
10,1 63,37068
5,05 41,86856
TZ 4-TW 1 kodlu
4,04 33,6917 6,69
tazaroten yukli
3,03 20,0636
2,5 13,24955
10 72,00182
5 53,98243
TZ 4-TW 1 Bos 4 46,86554 5,09
3 31,07965
2,5 13,47668
10,2 99,90157
51 84,91066
4,08 77,79376
TC 4-SK 1 kodlu
) 3,06 64,88492 2,80
takrolimus yuklu
2,55 42,39855
2,04 16,95942
1,02 6,321926
10 99,4473
5 79,34585
TC 4-SK 1 Bos 4 62,99213 3,36
3 39,48365
2,5 35,47093
2 8,858268

1 1,741369
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Tablo 4-67: Farkh konsantrasyonlardaki sodyum dodesil stlfata (SDS) ait 1Cso degeri

Konsantrasyon (ug/mL) %I Inhibisyon 1Cso (Ug/ml)
100 99,43
50 60,45
25 29,56 47,625 pg/ml
12,5 8,61
6,25 6,79

Transetozom formiilasyonlarina ait %inhibisyon - konsantrasyon egrisi Sekil
4.63-4.66’da; transetozom formulasyonlarinin SDS’e gore karsilagtirmali ICso degerleri
Sekil 4.67°de verilmistir.
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Sekil 4-63: Tazaroten yikli TZ 4-TW 1 kodlu formilasyona ait %inhibisyon-
konsantrasyon egrisi
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Sekil 4-64: TZ 4-TW 1 kodlu tazaroten icermeyen formilasyona ait %inhibisyon-
konsantrasyon egrisi
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Sekil 4-65: Takrolimus yikli TC 4-SK 1 kodlu formulasyona ait %inhibisyon-
konsantrasyon egrisi
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Sekil 4-66: TC 4-SK 1 kodlu takrolimus icermeyen formulasyona ait %inhibisyon-

konsantrasyon egrisi
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Sekil 4-67: Secilen formulasyonlarin SDS’e gore karsilastirmah 1Cso degeri
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5. TARTISMA

Psoriazis, ilk defa 1841’de Ferdinand von Hebra tarafindan tanimlanan kronik
bir deri hastaligidir (Schén ve Boehncke 2005). Kizariklik/eritem, enflamasyon,
keratinosit tabakasimnin hiperproliferasyonu ve epiderma tabakasinin farklilagsmasi
psoriazisi tanimlayan dort temel deri anomalisidir (Mitra ve Wu 2010; Alwan ve Nestle
2015). Psoriazisin ortaya ¢iks nedeninin genetik, ¢evresel ve immiinolojik faktorlerin
birlikte eslik etmesiyle stratum corneum tabakasindaki keratinositlerin ¢ogalmasina
bagl oldugu diisiiniilmektedir (Jean ve Pouliot 2010; Basko-Plluska ve Petronic-rosic
2012). Psoriaziste topikal tedavi, birinci yaklasim olarak tanimlanir ve genellikle
hastaligin lokalize oldugu formunun tedavisinde tercih edilir (Mitra ve Wu 2010; Berth-
jones 2013).

Tazaroten psoriazis tedavisinde kullanilan sentetik 6zel bir retinoik asit
reseptoriidiir. Topikal uygulanmasinin ardindan derideki esteraz hidrolizi ile aktif
metaboliti tazarotenik aside doniisiir. Tazarotenin aktif formu olan tazarotenik asit
retinoik asit reseptorlerine secici olarak ilgi duyar (Chandraratna 1997; Dando ve
Wellington 2005; Van De Kerkhof 2006). Etki mekanizmasi, keratinositlerin anormal
farklilagsmasin1 diizelterek bu hiicrelerin ¢ogalmasini azaltmasina ve enflamatuvar
belirteclerin ekspresyonunu inhibe etmesine dayanmaktadir (Duvic ve ark. 1997; Yu ve
ark. 2015). Tazaroten, asir1 lipofilik karakterde bir etkin maddde (log P=5,96) oldugu
icin topikal formiilasyonlarinin gelistirilmesi agisindan problemli bir molekiil olarak
nitelendirilmektedir. Bu nedenle tazarotenin yeni ila¢ tastyicilarmim gelistirilmesi
ozellikle ilacin derideki hedef bolgelere ulagmasimni saglanmasi acisindan Onem
tasimaktadir. Ancak, tazarotenin yeni topikal tasiyicilariin gelistirilmesi kapsaminda
bildigimiz kadariyla literatiirde sadece mikroemiilsiyonlarinin gelistirilmesine yonelik
caligmalar goriilmiistiir (Nasr ve Abdel-hamid 2016; Patel ve ark. 2016). Tazarotenin
vezikiiller tasiyic1  sistemlerinin  optimizasyonuna  yonelik  bir  ¢alismaya

rastlanilmamustir.

Takrolimus, FK506 olarak da bilinen 6nemli bir immiin sistem baskilayici
molekdldur. Takrolimusun topikal tedavide derideki ana hedef bélgesi dermiste bulunan
lenfositlerdir. Takrolimus deride kalsinérin fosfataz enzimini inhibe ederek interlokin 2

(IL-2) geni transkripsiyonu inhibe eder ve bdylece T lenfosit yanitini engellenir.
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Takrolimus esas olarak (IL-2) transkripsiyonunun engellenmesine bagli olarak, T
lenfositlerin aktivasyonunu durdurarak imminoslpresan etki gosterir (Thomson ve ark.
1995; Ruzicka ve ark. 1999; Patel ve ark. 2012). Atopik dermatit tedavisi igin
takrolimusun topikal merhemi onaylanmistir, ancak heniiz psoriazis tedavisi i¢in sadece
yuz ve intertrijindz ic¢in endikasyon dist kullanimi s6z konusudur (Beck 2005; Goebel
ve ark. 2011). Topikal olarak takrolimus %0,03 ve %0,1°lik merhem preparatlar ile
tedavide kullanilmaktadir (Undre ve ark. 2009). Takrolimus ¢ok lipofilik (log P=3,96)
ve yiiksek molekiil agirliginda (822 g/mol) bir bilesik olmasi ideal bir topikal dozaj
formunun hazirlanmasini zorlagtirmaktadir (Venkataramanan ve ark. 1995; Goebel ve
ark. 2011). Bu kapsamda; takrolimusun modifiye edilmis lipit nano-tasiyicilart (NLC)
(Pople ve Singh 2011), etozom tipi vezikiler sistemi (Li ve ark. 2012), transferzom
iceren jeli (Lei ve ark. 2013), mikroemilsyonu (Goebel ve ark. 2011) ve takrolimus
iceren polimerik miseller tasiyicisinin (Lapteva, Mondon ve ark. 2014) gelistirilmesine
yonelik caligmalar mevcuttur. Takrolimusun transetozom formiilasyonlar: ile ilgili bir

calisma literatiirde bulunmamaktadir.

Deri hastaliklarinda topikal tedavisinin basarisi, etkin maddelerin derinin hedef
etki bolgesine ulagsmasina ve lokalizasyonuna baghdir. Topikal tedavinin etkinligini
arttirmak ve konvansiyonel dozaj sekillerinde goriilen kisitlamalarin asilabilmesi i¢in
son yillarda topikal yeni nanotastyic sistemlerin gelistirilmesi konusunda oldukca fazla
sayida arastirmanin yapildig dikkati cekmektedir (Cosco ve ark. 2008; Gupta ve ark.
2012; Pradhan ve ark. 2013; Zhang ve ark. 2013; Rahman ve ark. 2015; Gungor ve
Rezigue 2017).

Lipozomlar, farkli yapidaki lipitlerin kullanilmasi ile hazirlanan, bir veya i¢ ice
gecmis birden fazla lipit ¢ifte tabaka iceren, i¢ kompartimanda sulu faz bulunan, kiiresel
vezikillerdir (Pathak ve Thassu 2009; EI Maghraby ve ark. 2006; EI Maghraby ve ark.
2008). Konvansiyonel vezikiiller olarak lipozomlar deriye uygulandiktan sonra deri
yiizeyine adsorbe olabilmektedirler. Ancak, lipozomlarin deriden permeasyonlarinin
oldukca zayif olmasi, daha cok stratum corneum’un yiizeyinde ve derinin {ist
kisimlarinda birikmeleri nedeniyle topikal/transdermal ilag tasiyici sistemler olarak cok
fazla tercih edilmemektedirler. Bu nedenle, lipozomlarin bilesimleri modifiye edilerek,

etkin maddelerin derinin daha derin dokularmma tasiyabildigi ongoriilen etozom ve
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transferzom olarak isimlendirilen vezikiiler sistemler tasarlanmistir (Gupta ve ark. 2012;
Song ve ark. 2012; Pradhan ve ark. 2013; Ascenso ve ark. 2015).

Etozom ve transferzomlar, konvansiyonel lipozomlar ile karsilastirildiginda
derideki ilaglarin lokalizasyonunu iyilestirmeleri nendeniyle in vitro ve in vivo
topikal/transdermal ilag tasiyici sistemler olarak gelistirilmistir (Celia ve ark. 2012;
Gupta ve ark. 2012; Song ve ark. 2012; Pradhan ve ark. 2013; Ascenso ve ark. 2015).
Her iki tasiyici sistem ¢ogunlukla ilaglarin deriden gegisinde oldukg¢a basarili olmasina
ragmen, Ozellikle asir1 lipofilik etkin maddelerin stratum corneum tabakasini gecerek
canli epidermise ulasabilmeleri ve boylelikle daha etkili bir tedavi saglanabilmesi igin,

bilesimlerinde yiiksek oranda etanol iceren transetozomlar optimize edilmistir (Song ve

ark. 2012).

Transetozomlar, transferzomlar ve etozomlarin 6zelliklerini ve stiinliikklerinin
bir arada iceren lipit yapili vezikiillerdir. Bu ultra-deforme olabilen vezikdller, ilk defa
Song ve ark tarafindan 2012'de tanimlanmistir (Song ve ark. 2012). Transetozomlar
bilesimlerinde bulunan bir kenar aktivatorii ile birlikte yiiksek oranda etanol ile
karakterize edilir (Song ve ark. 2012; Ascenso ve ark. 2015; Ma ve ark. 2015;
Abdulbaqgi ve ark. 2016).

Bu doktora tezi kapsaminda; topikal psoriazis tedavisine yonelik tazaroten ve
takrolimusun transetozom tipi nano boyutlu vezikiiler ila¢ tasiyict sisteminin
optimizasyon caligsmalar1 yiiriitiildii. Her iki etkin maddenin miktar tayini yontemleri
gelistirilerek validasyonlar1 yapildi. Formiilasyon optimizasyon ¢alismalar1 kapsaminda;
transetozomlarin hazirlanmasi icin farkli tip ve oranlarda kenar aktivatorleri ve farklh
oranlarda fosfolipit kullanilarak transetozomlar hazirlandi. Segilen transetozom
formilasyonlari; vezikil boyutlari, polidispersite indeksleri, fiziksel stabiliteleri, zeta
potansiyeleri, enkapsiilasyon verimleri, TEM analizi bakimindan degerlendirilerek
karakterize edildi. Optimize edilen transetozomlar ile gerceklestirilen in vitro deriye
penetrasyon calismalar1 ile etkin maddelerin derinin hedef tabakalarindaki
lokalizasyonu bant ile soyma (tape stripping) yontemi kullanilarak kantitatif olarak
incelendi ve formiilasyonlarin deri tizerindeki etkileri ATR-FTIR spektroskopisi ile
degerlendirildi. Ayrica, optimum olarak belirlenen transetozom formiilasyonlarina
tazaroten ve takrolimus gibi cok lipofilik karakterdeki Nil Kirmizisi yiiklenerek, bu

model fluoresan boyanin derideki lokalizasyonu konfokal mikroskop analizleri ile
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goruntilendi ve bu formilasyonlarin sitotoksitesi hiicre kiiltiirii g¢alismalar1 ile

degerlendirildi.

Yapilan calismalarda Oncelikle tazaroten ve takrolimusun IR spektrumlari
alimmustir. Elde edilen IR spektrumlar literatiirdeki tazaroten i¢in (Badawy ve ark. 2010;
Patel ve ark. 2016) ve takrolimus igin (Patel, Panchal ve ark. 2013; Patel, Patel ve ark.

2013) kayith spektrumlara uyum gosterdigi saptanmistir (Sekil 4.1 ve 4.2).

Tazaroten yiiklii formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinliginin hesaplanmasi ve
in vitro penetrasyon c¢alismalarina ait numunelerdeki tazarotenin miktar tayininin
yapilmast icin literatiirde kayitli olan yiliksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
yontemi kullanildi (Madhu ve ark. 1997). Ayrica bu yontemin validasyon caligmalari
kapsaminda dogrusallik, kesinlik (giin i¢i ve gilinler arasi), dogruluk, segicilik, teshis
limiti, miktar tayin limiti ve stabilitesi gibi parametreler gerceklestirildi (ICH
Harmonised Tripartite Guidline 2005). Dogrusallik ¢alismasina ait standart dogrunun
(Sekil 4.4) determinasyon katsayismin (r= 0,9999) yiiksek olmasi nedeniyle dogru
denkleminin miktar tayininde kullanilabilecegi sonucuna varildi. Giin i¢i (Tablo 4.2) ve
giinler arasi (Tablo 4.3) kesinlik calismalarindan elde edilen %RSD degerleri <%?2
olarak bulunmustur. Dogruluk ¢alismasinda yardimci maddeler iceren formiilasyonlar
icin geri kazanma degerlerinin %RSD degeri <%]1 bulunmustur. Segicilik ig¢in,
formiilasyonlarda kullanilan yardimci maddeler, domuz derisi ve bantlarin tazarotenin
alikonma zamaninda girisim yapmadig1 saptanmistir. Ayrica yontemin teshis limiti
0,007 pg/ml ve miktar tayin limiti 0,020 pg/ml olarak hesaplandi. Tazarotenin
asetonitril ile hazirlanmis standart ¢ozeltilerde 48 saat siire boyunca stabil kaldigi
saptand1 (Tablo 4.5). Bu bulgulara dayanarak, tazaroten igin kullanilan analitik
yontemin ICH kilavuzuna gore valide oldugu gosterilerek, yapilan ¢aligmalarda

tazarotenin miktar tayini i¢in kullanilabilecegine karar verildi.

Takrolimus yiiklii formiilasyonlarin enkapsiilasyon etkinliginin hesaplanamsi
icin literatiirde kayith yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) yontemleri (Shi ve
ark. 2012; Seo ve ark. 2015) iizerinde bazi degisiklikler yapilarak bir HPLC analiz
yontemi olusturuldu ve ICH kilavuzuna gore yontemin validasyonu yapildi (ICH
Harmonised Tripartite Guidline 2005). Validasyon ¢alismalar1 kapsaminda; dogrusallik,
kesinlik (giin i¢i ve gilinler aras1), dogruluk, secicilik, teshis limiti, miktar tayin limiti ve

stabilitesi gibi parametreler gerceklestirildi. Dogrusallik calismasina ait standart
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dogrunun (Sekil 4.6) determinasyon katsayisinin (r’= 0,9997) yiiksek olmasi nedeniyle
dogru denkleminin miktar tayininde kullanilabilecegi sonucuna varildi. Giin i¢i (Tablo
4.7) ve giinler aras1 (Tablo 4.8) kesinlik ¢alismalarinda elde edilen %RSD degerleri
<%?2 olarak bulunmustur. Dogruluk calismasinda yardimci maddeler igceren
formiilasyonlar icin geri kazanma degerlerinin %RSD degeri <%3 bulunmustur.
Secicilik i¢in, formiilasyonlarda kullanilan yardimc1 maddelerin, takrolimusun alikonma
zamaninda girisim yapmadigi saptanmistir. Ayrica yontemin teshis limiti 0,048 pug/ml
ve miktar tayin limiti 0,146 pg/ml olarak hesaplandi. Takrolimusun asetonitril ile
hazirlanmis ¢ozeltilerinin 48 saat siire boyunca stabil kaldig1 saptandi (Tablo 4.10). Bu
bulgulara dayanarak, takrolimus icin kullanilan analitik yontemin ICH kilavuzuna gore
valide oldugu gosterilerek, yapilan c¢alismalarda tazarotenin miktar tayini igin

kullanilabilecegine karar verildi.

Takrolimusun, in vitro deriye penetrasyon ¢alismalarindaki Orneklerdeki
takrolimus miktarlarinin, miktar tayini i¢in kullanilan HPLC yonteminin MTL limitinin
altinda olmasi nedeniyle dolay1r daha hassas bir analitik cihaz olan LC-MS (Sivi
kromatografisi-kiitle spektrometresi) yontemi kullanilmistir. LC-MS yontemi igin 5-
2500 ng/ml araligindaki konsantrasyonlara ait standart dogru (Sekil 4.8) icin yliksek
determinasyon katsayis1 (1= 0,9991) hesaplandi, miktar tayin limiti 1 ng/ml olarak
bulundu. Bu bulgulara dayanarak, LC-MS hassas yonteminin takrolimusun derideki

miktart saptanmak i¢in kullanilabilecegine karar verildi.

Calismamizda tazaroten ve takrolimus yiikli optimum transetozom
formiilasyonlarin1 se¢cmek i¢in; farkli oranlarda fosfolipit, kenar aktivatoriileri ve
penetrasyon arttirict ile etanol kullanilarak formiilasyon optimizasyon ¢alismalari
gerceklestirildi. Formiilasyonlar transetozomlar igin literatiirde kayitli olan “ince film
hidrasyon yontemi” ile rotavapor ve sonikator kullanilarak hazirlandi (Cevc ve ark.
1997; El Maghraby ve ark. 2001; Pathak ve Thassu 2009; Song ve ark. 2012;
Moghassemi ve Hadjizadeh 2014). Bu yontemde olusan ince film genis bir yiizey alani
olusturur, boylece vezikillerin tam hidratasyonunu saglayabilmektedir. Bu durum
vezikiillerin enkapsiilasyon etkinliginin iyilesmesi acisindan 6nem tasir (Jain ve ark.
2003; Mahmood ve ark. 2014). Optimizasyon calismalart kapsaminda hazirlanan
formiilasyonlar, film olusturabilme kapasitesi ve vezikiillerin nanoboyutta elde edilmesi

acisindan degerlendirildi.
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Tazaroten ve takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlariin olusturulmasi
icin fosfolipit olarak Phospholipon 90 G (Soya fasulyesinin lesitininden saflastirilmis
fosfatidilkolin, fosfatidilkolin > %94) kullanildi. Tazaroten yiiklii formiilasyonlarin
bilesiminde fosfolipit konsantrasyonu %3-6 (a/h), takrolimus yiikli olanlarin
bilesiminde ise %2-6 (a/h) olarak denendi. Transetozomlarin olusturulmasinda; kenar
aktivatorii veya yardime1 madde olarak Tween 80, Sodyum kolat, Span 80, Span 85 ve
oleik asit denendi. Tazaroten ve takrolimus i¢in optimizasyon ¢alismalarinda kullanilan
fosfolipit, kenar aktivatorleri veya yardimc1 maddeler, etanol ile kullanilmas1 planlanan

miktar ve oranlari sirastyla Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’de gosterildi.

Tazaroten transetozomlara oncelikle %0,1 oraninda yiiklenmeye calisildi. Ancak
hazirlanan formiilasyonlara yiiklenen tazarotenin vezikiler sistemde bir kag saat sonra
coktiigli gozlendi. Bu nedenle, transetozomlara tazarotenin %0,05 oraninda
yuklenmesine karar verildi. Etkin maddenin bu konsantrasyonda da bir ticari urini
mevcut olup aym zamanda, bir c¢alismada da %0,05 tazaroten igeren
mikroemiilsyonlarin hazirlanmistir (Patel ve ark. 2016). Takrolimus ise bdtin

formiilasyonlara ticari merhem preparat1 gibi (Protopic®) %0,1 oraninda yiiklenmistir.

Yapilan optimizasyon calismalarinda, tazaroten ve takrolimus yiikli
transetozomlarin hazirlanmasinda denenen kenar aktivatorlerinden Tween 80 ve
sodyum kolat ile basarili sonuglar elde edilmistir. Ancak, her iki maddenin
transetozomlarin olusturulmasi i¢in kenar aktivatorii olarak Span 80, Span 85 ve
penetrasyon arttirict olarak oleik asit kullanildiginda transetozomlar olusturulamamaistir.
Span 80 ve Span 85 kullanildiginda ise; sonikasyon uygulandiktan sonra bile siit
goriiniimiinde bir siispansyon elde edilmis, bu dagilimin vezikil boyutu 6l¢iildiigiinde
de dispersiyonun nano boyutta olmadigi ve PDI degerinin ¢ok yiiksek (1’e ¢ok yakin)
oldugu saptanmistir. Penetrasyon arttirict madde olarak oleik asit igeren
formiilasyonlarin hazirlanmasinda sonikasyon uygulandiktan sonra bir faz ayrimi

gOriilmiistiir, bu nedenle oleik asit ilave edilmemesine karar verildi.

Transetozomlarin ~ formiilasyonlarinda  etanol %  10-40  araliginda
kullanilmaktadir (Tablo 2.4). Etanol, ayn1 zamanda, topikal formiilasyonlarda siklikla
kullanilan bir penetrasyon arttiricidir. Formiilasyonlardaki miktarinin artmasina bagh
olarak etkin maddelerin deriden gegis hizi veya derideki birikimini arttirmaktadir
(Touitou ve ark. 2000; Cosco ve ark. 2008; Rao ve ark. 2008; Gupta ve ark. 2012; Li ve
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ark. 2012; Meng ve ark. 2013; Abdulbagi ve ark. 2016; Garg ve ark. 2017). Bu
yaklasimlarla, her iki etkin madde ile yiiklii transetozomlarin olusturulmasinda
formiilasyonlarin bilesiminde etanol konsantrasyonu % 10-40 (h/h) araliginda olacak
sekilde denenmistir. Yapilan optimizasyon calismalarinda takrolimus i¢in bilesiminde
%10 etanol igeren formilasyonlar ile transetozomlarin olusturulamadigi goriilmiistiir.
Benzer sekilde, tazaroten i¢in de hazirlanan vezikiiler sistemdeki etanol konsantrasyonu
%10 oldugunda; stabil olmayan ve vezikil boyutu dagilimi genis vezikiiller elde
edilmistir (Tablo 4.12 ve Tablo 4.17). Bu nedenle, etanolin %210 konsantrasyonda
yeterli olmadigina karar verilmistir. Ayni sekilde her iki madde i¢in, formiilasyonlarin
bilesimine %40 etanol ilavesi ile hazirlanan transetozomlarin nano boyutta olmadigi
saptanmis ve basarili bir sekilde formiilasyonlar olusturulamamistir. Tazaroten ve
takrolimus yiikli transetozomlarin bilesiminde %20-30 etanol kullanildiginda ise yari-
saydam  goriiniimlii  dispersiyon  seklinde transetozomlar elde edilmis ve
transetozomlarin olusturulabildigi saptanmistir (Sekil 4.11). Ayrica, deriye penetrasyon
calismalarinda etanoliin etkisini degerlendirmek i¢in kontrol amaciyla %20 etanol

igeren tazaroten yiiklii transetozom formiilasyonu da hazirlanmistir.

Tazaroten ytiklii transetozomlarin optimizasyonunda denenen formiilasyonlarin
bilesenleri Tablo 3.3 ile Tablo 3.5 araliginda gosterilmistir. Tazaroten yikli
transetozomlarin olusturulmasinda kenar aktivatorlerinin (Tween 80 ve sodyum kolat)
konsantrasyonu sirast ile %0,5-1,33 ve %0,5-1,0 arasinda degistirildi. Fosfolipit olarak
Phosphlipon 90G ise %3-6 oraninda kullanildi. Formilasyonlar nano boyutta
vezikillerin olusturulmas: agisindan degerlendirilerek tazaroten yiikli uygun bulunan
transetozomlar Tablo 4.12 ve Tablo 4.13’te verilmistir. Uygun bulunan
transetozomlarin vezikll boyutu ve polidispersite indeksi degerleri 6l¢iildii, ardindan

fiziksel stabiliteleri degerlendirildi.

Takrolimus yiiklii transetozomlarin optimizasyonunda denenen formiilasyonlarin
bilesenleri Tablo 3.6 ile Tablo 3.15 araliginda gosterilmistir. Takrolimus yiikli
transetozomlarin olusturulmasinda kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanildiginda
fosfolipit (Phosphlipon 90G) konsantrasyonu %2-6 arasinda; sodyum kolat ile
hazirlanan transetozomlarda ise %3-6 arasinda kullanildi. Bu formiilasyonlar fosfolipit
ve Kkenar aktivator oranlari 75:25, 80:20, 85:15, 90:10 (a:a) olarak hazirlandi.

Literatiirde bu oranlar1 transferzom hazirlamak tlizere kullanan calismalar mevcuttur
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(Jain ve ark. 2003; Mahor ve ark. 2007; Alvi ve ark. 2011; Nidhi ve ark. 2011, Raza ve
ark. 2011; Ahmed ve ark. 2015). Kenar aktivatoru olarak Tween 80 ve Sodyum kolat
kullanildiginda, takrolimus yiiklii transetozomlardan sadece %2 sodyum kolat ve %6
fosfolipit kullanilarak hazirlanan formiilasyon ile nano boyutta vezikiller
olusturulamamustir (Tablo 4.15 - Tablo 4.23).

Optimize edilen tazaroten ve takrolimus yiklii transetozom formiilasyonlarinin

oncelikle vezikil boyutu ve polidispersite indeksi degerlendirildi.

Kenar aktivatorii olarak Tween 80 kullanilarak hazirlanan tazaroten yiikli
transetozom formiilasyonlarinin boyutlar1 66,09+4,86-131,01+1,07 nm arasinda iken
(Tablo 4.28); sodyum kolat kullanilarak hazirlanan tazaroten yiiklii transetozom
formiilasyonlarinin boyutlart 45,254+0,065-62,854+5,414 nm arasinda (Tablo 4.29)
bulunmustur. Kenar aktivatorii olarak Tween 80 igeren transetozomlarin polidispersite
indeksleri, %10 etanol ile hazirlanan formiilasyon ve TZ 3-TW 0,53 kodlu formulasyon
disinda, 0,067+0,011-0,128+0,019 nm arasinda bulunmustur. Kenar aktivatorii olarak
sodyum kolat igeren transetozom formiilasyonlarin polidispersite indeksleri ise, TZ 4-
SK 1-20 ve TZ 6-SK 0,66 kodlu transetozomlar disinda, 0,095+0,016-0,176+0,008
arasinda degismistir. Elde edilen bu bulgular, tazaroten yiiklii transetozomlarin nano
boyutta, dar dagilimda ve homojen vezikiiler sistemler oldugunu gostermektedir.
Literatirde, daha kuglk vezikil boyutlarina sahip vezikiillerin ilag molekiillerinin deri
tabakalarina penetrasyonlarini arttirilmasi agisindan daha etkili olabilecegi kayithdir

(Verma ve ark. 2003; Ma ve ark. 2015).

Takrolimus yUklu uygun transetozom formiilasyonlarin boyutlar1 Tablo 4.30 ile
Tablo 4.38 araliginda verilmistir. Sodyum kolat ile hazirlanan transetozomlarin Tween
80 ile hazirlananlara gore daha kiiclik boyutta ve daha dar bir dagilima sahip oldugu

gorilmiistiir.

Tween 80 ile hazirlanan takrolimus yukli transetozomlarin (TC 5-TW 1,66 ve
TC 5-TW 1,25 disinda) boyutlar1 69,26+2,035-162,14+2,316 nm, PDI degerleri (TC 6-
TW 1,058 ve TC 5-TW 1,25 disinda) 0,047+0,038-0,280+0,004 arasinda bulunmustur
(Tablo 4.30-4.34). Sodyum kolat ile hazirlanan transetozmlarin (TC 5-SK 1,66 disinda)
boyutlar1 ise 44,96+2,96-95,58+9,94 nm, PDI degerleri (TC 5-SK 1,66 disinda)
0,053+0,009-0,163+0,006 arasinda bulunmustur (Tablo 4.35-4.38).
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Bu bulgulara gore, sodyum kolat ile hazirlanan transetozomlarin (TC 5-SK 1,66
kodlu transetozom disinda) boyutlarmin 100 nm’den kiiciik ve PDI’larinin 0,2°den
kiigiik oldugu goriilmiistiir. Ozellikle, TC 5-SK 1,25; TC 4-SK 1,33; TC 4-SK 1; TC3-
SK 1 ve TC3-SK 0,705 kodlu transetozomlarin PDI’lar1 ¢ok diisiik (PDI< 0,1) odugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar hazirlanan transetozomlarin homojen bir dagilima sahip

oldugunu gostermektedir.

Takrolimus yukli yiksek konsantrasyonlarda (%5-6) fosfolipit iceren
transetozomlarin boyutlar1 (TC 6-TW 2; TC 6-TW 1,5; TC 6-TW 1,058; TC 5-TW
1,66; TC 5-TW 1,25; TC 5-TW 0,88 ve TC 5-SK 1,66); diger transetozomlara gore ise
yuksek bir dagilim (PDI >0,2) vermistir.

Her iki etkin madde ile yukli sodyum kolat ile hazirlanan transetzomlarin
boyutlar1 ise Tween 80 ile hazirlananlara gore daha kiiciik bulunmustur. Bu durum,
Tween 80’in non-iyonik bir siirfaktan, sodyum kolatin ise anyonik Ozellikte bir
strfaktan olmasi ile agiklanabilir. Sodyum kolatin anyonik yapisi nedeni ile olusan
elektrostatik itme kuvvetleri, vezikiillerin birbirinden ayrilabilmesini saglamaktadir,
dolayisi ile daha kiiglik boyutta vezikiiller olusturabildigi distiniilmektedir (White ve
ark. 2007; Kumar ve ark. 2012).

Tazaroten ve takrolimus yUkli sabit konsantrasyonda fosfolipit iceren
transetozomlarin bilesimindeki Kkenar aktivatori (Tween 80 veya sodyum kolat)
konsantrasyonu arttik¢a transetozomlarin boyutunun arttigi saptanmistir (Tablo 4.28 ve
4.30-38). Lopez ve arkadaslari (Lopez ve ark. 1998), lipit vezikiillere siirfaktanlarin
farkli konsantrasyonda eklenmesi ile boyutta degisiminin meydana geldigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada, ilk olarak siirfaktan diisilk konsantrasyonda lipide
eklendiginde; belli bir diizeye ulasana kadar vezikiillerin boyutunda bir artis
gozlenmistir. Bu asamada siirfaktan ile karismis lipit vezikiillerin olustugu belirtilmis ve
boyuttaki artis siirfaktanin fosfolipit vezikiillerine birlesmesinden kaynaklanmasina
bagli oldugu belirtilmistir. Calismamizda da aym1 sekilde; transetozmlarin
olusturulmasinda kullanilan siirfaktan miktar1 arttirildikca vezikiillerin biiytidigi
gozlenmistir. Dolayisi ile, kullanilan siirfaktan miktarinin ilk gecis asamasi olarak
biiyiime asamasinda bulundugunu diisiiniilmektedir. Benzer bulgular baska arastiricilar
tarafindan da gosterilmistir (Polozova ve ark. 1995; Partearroyo ve ark. 1996; Silvander

ve ark. 1996). Lopez ve arkadaslarina gore, boyutun artmasi asamasindan sonra (ilk
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asama), slrfaktan lipide daha fazla konsantrasyonda eklendiginde lipit ¢ift tabakanin
doygunluk seviyesine ulasilmaktadir. Ardindan, siirfaktan konsantrasyonunun
arttirtlmasiyla bir ¢oziindiirme isleminden dolayi, siirfaktan-lipit karisik miseller (mixed
micelles) olusur, bu kii¢iik boyuttaki karisik miseller olustugu igin vezikillin boyutunun
azaldig1 (bu azalma 10 nm’kadar olabilmektedir) ve bu yapilarin da ilag molekillerinin
deriye penetrasyonunu azalttigi one siirtilmektedir (Lopez ve ark. 1998; Nishi ve ark.
2011).

Calismamizda, ayrica tazaroten ve takrolimus yukli  transetozom
formiilasyonlarinin deriye penetrasyon c¢alismalarinda etkinligini karsilagtirmak amaci
ile kontrol formilasyonu olarak ince film hidrasyon yontemi” kullanilarak tazaroten ve
takrolimus yiiklii “transferzom” ve “etozom” tipi vezikiiler tasiyici sistemleri de

hazirlandi (Tablo 3.16).

Tazarotenin TZ TR kodlu transferzom ve TZ ET kodlu etozomun boyutlar1 sirasi
ile 63,97+2,070 nm ve 108,23+2,081 nm olarak bulunmustur. Ancak, bu
formiilasyonlarin boyut dagilimi ¢ok yiiksek (sirast ile 0,348+0,039 ve 0,4480+0,069)
bulunmustur (Tablo 4.54). Tazaroten yukli transferzom (TZ TR) ve etozom (TZ ET) ile
ayni bilesenlere sahip transetozom formiilasyonun (TZ 4-TW 1) boyutu 101,07+3,797
nm ve PDI degeri 0,090+0,011 olarak bulunmustur. Takrolimusun TC TR kodlu
transferzom ve TC ET kodlu etozomlarinin boyutlart sirast ile 83,371,407 nm ve
101,41£1,719 nm olarak bulunmustur. Ancak, bu formiilasyonlarin boyut dagilimi da
cok yiiksek (0,298+0,006 ve 0,397+0,061 sirasiyla) bulunmustur (Tablo 4.54). Benzer
sekilde takrolimus ile yiikli transetozom (TC TR) ve etozom (TC ET) ile aym
bilesenlere sahip transetozom formiilasyonun (TC 4-SK 1) boyutu da 70,41+3,227 nm
ve PDI degeri 0,082+0,008 olarak bulunmustur.

Elde edilen bu bulgular, ayn1 yontemle hazirlanan tazaroten ve takrolimus yiikli
transetozom formiilasyonlarinin boyut ve dagilim agisindan diger iki vezikiil sistemine
gore daha Ustlin oldugunu gostermistir. Benzer sekilde Ozellikle lipofilik karakterdeki
ilag molekiillerinin transetozomlarin tranferzom ve etozomlara gore daha kii¢iik boyutta
oldugu literatiirde kayithdir (Song ve ark. 2012; Guo ve ark. 2015; Ma ve ark. 2015;
Garg ve ark. 2017).

Tazaroten ve takrolimus yiiklii transetozomlarin fiziksel stabilitesini

degerlendirmek amaciyla, formiilasyonlar 5°C+3°C’de buzdolabinda saklandi ve belirli
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zaman araliklarinda alinan ornekler gorsel olarak etkin madde ¢okmesi, faz ayrimi ve

vezikil boyutu ile dagilimlari agisindan degerlendirildi.

Tazaroten yliklii transetozomlardan 5+3°C’de fiziksel kararliliklar1 gorsel olarak
incelelenen ve 1 haftada ¢okme gosterenler daha sonraki karakterizasyon c¢aligsmalarina
alimmadi ve elendi (Tablo 4.39 ve 4.40). Secilen tazaroten yukIi transetozom
formiilasyonlarinin 5+3 °C’de {i¢ hafta siire ile izlenen vezikil boyutu ve dagilimi
bulgular1 Tablo 4.41 ve Tablo 4.42°de verilmistir. Biitiin transetozomlarin 3 hafta siire
ile boyutlarinin (<200 nm) ve PDI degerlerinin (<0,3) fazla yiikselmedigi goriilmistiir.
Ozellikle, TZ 4-TW 1 kodlu transetozom daha iyi stabilite gdstermistir.

Vezikil boyutu ve dagilimi ile fiziksel stabilite ¢alismasi bulgular
degerlendirilerek tazaroten yiiklii transetozom formiilasyonlart (Tablo 4.43) daha

sonraki yapilacak karakterizasyon ¢alismalari i¢in se¢ilmistir.

Takrolimus yiikli transetozomlarin 5+3 °C’de 4 ay boyunca fiziksel
goriintisiinde gorsel olarak higbir degisiklik olmadigi saptanmustir. Takrolimus yukli
transetozom formiilasyonlarmim 5+3 °C’de 4 ay siire ile izlenen vezikil boyutu ve
dagilimi bulgular1 Tablo 4.44-4.52’de verilmistir. %6 ve % 5 konsantrasyonda fosfolipit
ve 75:25, 80:20 ve 85:15 oranlarinda fosfolipit:Tween 80 ile hazirlanan transetozomlar
ilk hazirdiklarinda da boyut ve dagilim agisindan yiiksek degerler vermistir, 4 ay
stabilite siiresinde bu degerlerin daha da arttig1 gézlenmistir (Tablo 4.44 ve 4.45). Diger
takrolimus yuklu transetozomlar 4 ay boyunca genellikle iyi bir fiziksel stabilite
gostermistir (Tablo 46 — Tablo 52). Sodyum kolat ile hazirlanan takrolimus yikli
transetozomlar (%6 fosfolipit icerenler ve TC 5-SK 1,66 disinda) 4 ay boyunca ozellikle
TC 5-SK 1,25; TC 4-SK 1,33; TC 4-SK 1; TC 4-SK 0,705; TC 3-SK 1; TC 3-SK 0,75;
TC 3-SK 0,529 ve TC 3-SK 0,333 kodlu formiilasyonlar boyut ve dagilim agisindan iyi
fiziksel stabilite gostermistir (Tablo 50-Tablo 52).

Takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlari, vezikul boyutu ve dagilimi ile
fiziksel stabilite bulgular1 yaninda, formiilasyon bilesenleri (toplam lipit
konsantrasyonu, fosfolipit: kenar aktivatorii orani, kenar aktivatoriin tipi, etanol:su
karigim oranlar1 gibi) de degerlendirilerek daha sonraki karakterizasyon c¢alismalari igin
secildi. Bu kapsamda; kenar aktivatorii olarak sodyum kolat kullanilarak hazirlanan
transetozomlar Tween 80 ile hazirlananlara gore daha kuiguk vezikil boyutu ve
dagilmina sahip ve oldukga stabil oldugu i¢in (Tablo 4.50 - 4.52); TC 5-SK 1,25; TC 4-
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SK 1,33; TC 4-SK 1; TC 3-SK 1; TC 4-SK 0,705; TC 3-SK 0,529 kodlu transetozomlar
in vitro deriye penetrasyon ¢alismalar1 agisindan tercih edildi. Literatlrde, daha kugik
vezikil boyutlarina sahip vezikiiler sistemlerin ilag molekiillerinin  deriye

penetrasyonunu arttirdigi gosterilmistir (Verma ve ark. 2003; Ma ve ark. 2015).

Diger takrolimus yuklu formulasyonlar ise belirtilen nedenlerden dolayr daha
sonra yapilacak karakterizasyon calismalarina dahil edilmemistir. %5 ve 6 fosfolipit ile
kenar aktivatorii olarak Tween 80 igeren (fosfolipit: siirfaktanin orani (90:10) disinda)
elde edilen transetozomlarin boyutlar1 ve dagilimi yiiksek bulunmustur (Tablo 4.44 —
Tablo 4.45), bu nedenle bir sonraki ¢alismalarda bu formiilasyonlar kullanilmadi. %2
fosfolipit konsantrasyonu ile hazirlanan transetozomlarin  boyutunun diger
transetozomlara gére biyiik olmas1 (162,14+2,316), boyutu kicik olan
formilasyonlarin bilesimde kulanilan siirfaktan miktarmin diisiik olmast (%0,22)
nedeniyle (Tablo 4.48) diger calismalar igin segilmemistir. /n vitro deriden gecis
calismalarinda formiilasyonlardaki etanoliin miktar1 artikca daha fazla ilacin deriden
gececegi veya birikecegi beklendigi igcin TC 4-TW 1-20 kodlu transferzom bir sonraki

caligmalarda kullanilmamustir.

Transetozom formiilasyonlarindan takrolimusun deriye in vitro penetrasyonun
analizinde LC-MS yonteminin kisith kullanilmasindan dolay1 bir sonraki ¢aligmalar igin
TC4-TW 1; TC4-SK1; TC 3-SK 1; TC 4- SK 1,33; TC 4-SK 0,705; TC 3-SK 0,529;
TC 5-SK 1,25 kullanilmistir (Tablo 4.53). Ayrica, bu segilen formiilasyonlarin vezikul
boyutu ile PDI degerlerinin oldukca diisiikk oldugu ve 4 aylik fiziksel stabilite

caligmalarinda diger formiilasyonlara gore daha iyi kararlilik gosterdigi saptanmustir.

Tazroten ve takrolimus yiiklii transferzom ve etozom formiilasyonlarinin da
fiziksel stabilitesi 3 hafta siire ile 5+3 °C’de izlenmistir (Tablo 4.55). Tazaroten yiKkli
transferzom (TZ TR) 3 hafta boyunca boyutta degisim olmamasina ragmen, baslangicta
dagilimi yiiksek bulunmustur (PDI >0,3) ve zamana bagl olarak da artis gostermistir
(Tablo 4.55). Takrolimus yuklu transferzomun (TC TR) PDI degeri de 4 ay suresince
oldukga fazla bir artis gostermistir (Tablo 4.55). Tazaroten yikli (TZ ET) ve takrolimus
yukli (TC ET) etozom fomiilasyonlarinda da hazirlandiktan 3 giinden sonra faz ayrimi

oldugu gozlenmistir.

Sonug olarak, tazaroten ve takrolimus yukli transetozom fomilasyonlari, bu

etkin maddelerin transferzom ve ectozomlarina gore daha iyi fiziksel stabilite
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gostermistir. Bu durumun transetozomlarda etanoliin ve kenar aktivatorin birlikte

kullanilmasina bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Zeta potansiyel nano yapili vezikillerin ¢ok o©nemli bir parametresidir.
Lipozomlarin yiizeyindeki net elektrik yuku; fiziksel stabiliteleri yani sira deri-vezikil
arasindaki etkilesimlerini de etkileyebilmektedir. Bu nedenle, net ylizey yiikiiniin varlig:
lipozomlar1 agregat olusmasindan korur (Guo ve ark. 2015). Dolaysi ile, daha biyuk
itici kuvvetlere sahip partikiller, agregat olusturmaya daha az egilim gosterir ve daha
kararli bir yap1 olusur. Genellikle, zeta potansiyel degeri < -30 mV veya > +30 mV
oldugunda partikuler sistemler daha kararli bir yapiya sahip olmaktadir (Sabeti ve ark.
2014).

Calismamizda hazirlanan biitiin formiilasyonlar negatif zeta potansiyel degeri
vermistir. Her iki etkin madde ile yukli vezikillerin zeta potansiyeli degerinin; kenar
aktivatoru tipine ve varligina, fosfolipite, ayn1 zamanda etanol igerigine bagli oldugu
diistiniilmektedir (Tablo 4.56 ve 4.57).

Vezikiillerin negatif zeta potansiyel degeri; fosfolipit olarak kulanilan fosfatidil
kolinin 6 ile 6,7 arasinda izoelektrik nokta (pl) ya sahip bir zwitterionik bilesik olmasi
ile aciklanabilir (Cahin ve Kemp 1934). Calisma kosullarinda yaklasik olarak
formiilasyonun pH’s1 7°dir, bu degerdeki pH izoelektrik noktadan biraz yiiksek oldugu
icin fosfatidil kolin negatif bir yiike sahip olabilir. Ayrica, etanol de net negatif ylzey
yiik saglar; bu da elektrostatik itme kuvvetleri nedeniyle vezikillerin agregasyonunu
onler. Bu nedenle, etanol igeren vezikiiller daha stabil olmaktadir (Jain ve ark. 2007).
Touitou ve arkadaslari, etanoliin veziklllerin yUkinun pozitiften negatife donmesine
neden oldugunu gostermislerdir (Touitou, Dayan ve ark. 2000). Caligmamizda
hazirlanan transetozomlarin  negatif  yukinin bu sebeplere baghh  oldugu

diistiniilmektedir.

Tazaroten yUkli Tween 80 ile hazirlanan transetozom ve transferzomlar (TZ
TR) -1,09 +£1,549 ve -3,13£0,224 mV arasinda zeta potansiyel degeri vermistir (Tablo
4.56). Bu veriler, literatlirdeki kayitli bulgular ile uyumludur (Song ve ark. 2012).
Vezikiillerin zeta potansiyelleri formiilasyonlarinda kullanilan yardimer maddelere
baghdir. Fiziksel olarak stabil bir stispansiyon elde etmek icin £30 mV zeta potansiyel
degeri ideal kabul edilir. Ancak, bu deger sadece tek elektrostatik sabitleme durumunda

gecerlidir (Radomska-Soukharev 2007). Kenar aktivatori olarak Tween 80
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kullanildiginda; vezikiillerin daha diisik zeta potansiyel degeri vermesine ragmen,
Tween 80’in nano sistemlere ek sterik bir stabilizasyon sagladigi da kayithdir
(Radomska-Soukharev 2007; Cattani ve ark. 2010; Bikkad ve ark. 2014; Savian ve ark.
2015). Sodyum kolat ile hazirlanan transetozomlar ise daha negatif zeta potansiyeli
degeri gostermistir (-7,27+£0,531 ve -11,55+1,768) bu durum, sodyum kolatin anyonik
yapist ile agiklanabilir (White ve ark. 2007).

Takrolimus yUkliO Tween 80 ile hazirlanan transetozom (TC 4-TW 1)
formilasyonu ise -2,93+0,431 zeta potansiyel degeri vermistir (Tablo 4.57). Diger
taraftan sodyum kolat ile hazirlanan transetozomlar -6,64+0,467 ile -13,9+1,120 mV
araliginda degerler verdi (Tablo 4.57). Bu durum, Tween 80’in noniyonize karakteri ile

aciklanabilir.

Ozellikle, takrolimus yiiklu transferzomun (TC SK) zeta potansiyel degeri
-51,25£1,190 mV bulunmustur (Tablo 4.57), bu formiilasyon bilesiminde etanol
icermedigi i¢in sodyum kolatin anyonik 6zelliginin etkisinin daha belirgin oldugu
diistiniilmektedir (White ve ark. 2007). Diger taraftan, zeta potansiyeli yiiksek olmasina
ragamen bu transferzom formulasyonu diger sodyum kolat ile hazirlanan
transetozomlara gore daha disiik fiziksel stabilite gostermistir (Tablo 4.55). Bu durum
da stabilitenin sadece zeta potansiyele bagli olmadigimni gostermektedir. Bu durumun
etanoldan veya surfaktanlardan kaynaklanan sterik stabilizasyon etkisine de bagh

olabilecegi diisiiniilmektedir.

Vezikillerdeki etkin maddelerin enkapsilasyon verimi iki yontem ile
hesaplanmistir. Geri kazanim yonteminde; ¢oziinmemis etkin madde filtrasyon ile
ayrildiktan sonra vezikiillerdeki miktarin1 hesaplamak i¢in vezikiiliin yapisin
bozundurularak etkin madde miktari HPLC ile hesaplanmistir (Denklem 3.3).
Ultrafiltrasyon yonteminde ise; vivaspin tiipleri kullanilmistir, vezikiiliin dis fazindaki
yiiklenmemis etkin maddenin santrifiijleme etkisi ile tiipteki filtreden gecen miktari
HPLC yontemi ile hesaplanmistir (Denklem 3.4). Tazaroten %0,05 oraninda vezikiillere
yuklenmistir. Takrolimus %0,1 oraninda vezikiillere yiiklenmistir. Ultrafiltrasyon
yontemi ile bitin formiilasyonlar igin yiiklenmeyen tazarotenin miktar1 deteksiyon
limitin altinda kaldigi i¢in etkin madde vezikillere ¢ok yiiksek yiiklendigi seklinde
degerlendirilmistir (Tablo 4.58). Her iki yontem ile de vezikillerin enkapstlasyon
etkinligi yiiksek bulunmustur (Tablo 58-Tablo 4.59).
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Vezikillerin ylksek enkapstlasyon verimi; tazaroten ve takrolimusun c¢ok
lipofilik etkin maddeler (sirasiyla log P 5,96 ve 3,96) olmalari nedeniyle lipit matrise
yuksek afinite gostermelerine bagli oldugu diisiiniilmektedir. Vezikiillerin hazirlanmasi
yonteminde de daha o6nce belirtildigi gibi, vezikiillerin olusturulmasi sirasinda elde
edilen ince film genis bir yiizey alanin {izerine gergeklesir, bOylece vezikillerin tam
hidratasyonu saglanabilir ve enkapsiilasyon etkinligi artabilir (Jain ve ark. 2003;
Mahmood ve ark. 2014). Song ve arkadaslari geri kazanim yontemi kullanilarak
vorikonazolun (log P 1,82) transetomozlardan geri kazanimini yiiksek bulmuslardir
(>%95) (Song ve ark. 2012). Zhang ve arkadaslar1 da terbinafin hidroklortr (log P 5,9)
yuiklii transferzom ve etozomunun enkapsiilasyon etkinligini ultrafiltrasyon yontemi ile

yuksek bulmuslardir (>%99) (Zhang ve ark. 2012).

Ayrica, enkapsiilasyon veriminin yiiksek olmasi asagidaki nedenler ile
aciklanabilir: (i) Fosfatidilkolinin tazarotene gore agirlik orant 120:1 ile 60:1 arasinda
ve fosfatidilkolinin takrolimusa goére agirlik orani1 60:1 ile 30:1 arasindadir, fosfolipidin
etkin maddelere gore orani ¢ok yiiksek oldugu i¢in bu etkin maddeler tg¢ farkli tipteki
vezikil iginde tamamen enkapsiile edilmis olabilir. (ii) Transetozomlar ve etozomlarin
yiiksek etanol oranina sahip olmalari, etkin maddelerin vezikiiler ¢ekirdegi ve lipit gift
tabakada daha fazla ¢oziintirligii saglamistir (Touitou, Dayan ve ark. 2000; Touitou,
Godin ve ark. 2000).

TEM analizleri elde edilen gorintiler; TZ 4-TW 1 ve TC 4-SK 1 kodlu
transetozom fomiilasyonlart ig¢in siras1 ile Sekil 4.14 ve 4.15’te gosterilmektedir.
Transetozomlar nano boyutta ve homojen bir dagilim halinde goriintiilenmistir.
Transetozomlarin yuvarlak, ancak tam olarak kiresel bir sekle sahip olmadiklar1 da
gorulmektedir. Bu gorintiler literatiirle uygumludur (Song ve ark. 2012; Guo ve ark.
2015). Transetozomlarin tam bir kiire seklinde olmamasi, bilesimlerinde bulunan etanol
ve yizey aktif maddenin yiksek konsantrasyon olmasi ile agiklanabilir. Diger
arastiricilarin da vurguladigi gibi, vezikiillerdeki siirfaktan veya etanoliin varligr lipit
¢cift tabakanin bozulmasina da yola agmis olabilecegi diisiiniilmektedir (Song ve ark.
2012; Guo ve ark. 2015).

Tazaroten ve takrolimus yiiklii transetozom formiilasyonlamin karakterizasyon
calismalar1 tamamlandiktan sonra; secilen transetozom formiilasyonlarindan her iki

etkin maddenin in vitro kosullarda deriye penetrasyon calismalar1 yiiriitiildii. Tazaroten
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yikli “TZ4-TW 1; TZ3-TW 1, TZ4-TW 1-20; TZ5-TW 1, TZ4-SK 1; TZ 4-TW 0,5;
TZ 4-TW 1,33; TZ 6-SK 1” kodlu formiialsyonlar ile takrolimus yiikli “TC 4- TW 1,
TC 4-SK 1; TC 3-SK 1; TC 4- SK 1,33; TC 4-SK 0,705; TC 3-SK 0,529; TC 5-SK

1,25” kodlu formiialsyonlar {izerinde bu ¢alismalar gergeklestirildi.

Tazaroten yiiklii transetozomlarin in Vitro penetrasyon agisindan etkinligini
degerlendirilmesi i¢in; tazarotenin ticari bir topikal preparati Tiirkiye’de pazarinda
bulunmadigindan kontrol olarak, tazarotenin propilen glikoldeki doymus ¢06zeltisi
kullanildi. Literatiirde benzer sekilde topikal preparati bulunmayan ve antifungal bir
etkin madde olan vorikonazolun transetozom formiilasyonlarindan deriye penetrasyonu
da propilen glikol ¢6zeltisindeki ile karsilastirilmistir (Song ve ark. 2012). Bu amagla;
tazarotenin propilen glikoldeki ¢oztinirligii ¢alisildi ve 593,93+15,93 pg/ml olarak
hesaplandi1 (Tablo 4.26). Vezikiillere yiiklenen tazaroten miktar1 500 pg/ml (%0.05)
oldugu igin; tazarotenin  propilen  glikoldeki ~ miktarmin  transetozom
formiilasyonundakine ¢ok yakin oldugu, dolayisi ile propilen glikoldeki doymus
cozeltisindeki termodinamik aktivitesinin transetozom formiilasyonundakine yakin

oldugu saptanmistir.

Takrolimus yikli transetozomlarin in vitro penetrasyon agisindan etkinligini
degerlendirmek igin ise, takrolimusun pazardaki merhem preparati (Protopic® %0,1,

Astellas Pharma) kontrol olarak kullanildi.

Tazaroten ve takrolimus yiiklii transetozomlarin bilesiminde %30 oraninda
etanol bulundugundan ve etanoliin penetrasyon artirici etkisi de oldugundan; vezikiiler
sistemin Ustinligini degerlendirmek ve deride en yiksek etkin madde birikimi
saglayan transetozom formiilasyonlari (tazaroten yukli TZ 4-TW 1 ve takrolimus yikli
TC 4-SK 1 kodlu) ile karsilastirmak amaci ile; tazaroten ve takrolimusun %30’luk
hidroetanoliik doymus ¢6zeltisi de kontrol olarak kullanildi. Bu amagla, her iki etkin
maddenin %30’luk hidroetanolik ¢ozeltisindeki doymus ¢oziliniirliigii tazaroten igin
2,771+0,376 pg/ml ve takrolimus i¢in 315,02+17,26 pg/ml saptanmistir (Tablo 4.26 ve
Tablo 4.27).

Ayrica, transetozom formiilasyonlar: ile tazaroten ve takrolimusun deriden
gecisi, diger vezikiiler sistemler olarak transferzom ve etozom formiilasyonlar ile de
karsilagtirildi. Bunun igin; her iki etkin madddenin kalan deride en yuksek birikim

saglayan transetozom formiilasyonlarinin (TZ 4-TW 1 kodlu tazaroten yukliu ve TC 4-
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SK 1 kodlu takrolimus yiiklii transetozomlar) bilesimleri ile benzer olarak transferzom
(TZ TR ve TC TR) ve etozom (TZ ET ve TC ET) formuasyonlar1 da hazirlandi (Tablo
4.25).

In vitro deriye penetrasyon calismalar1 Franz difiizyon hiicreleri kullanilarak
gerceklestirildi. Penetrasyon galismalarinda insan derisi ile yapi ve kalinlik agisindan
benzerligi nedeniyle uygun bir model olan (Sullivan ve ark. 2001) domuz derisi
kullanildi. Bir kesim evinden saglanan domuz derisinin dorsal (sirt) bolgesine ait deri
parcalart subkiitan yag tabakasi temizlendikten sonra, deri lizerindeki killar bir cerrahi
makas yardimi ile uzaklastirildi. Yukarida belirtilen biittin formulasyonlar difuizyon
hiicrelerinin donér fazina uygulanmasinin ardindan 24 saat sonunda etkin maddelerin
derinin tabakalarindaki birikimi izlendi. Slre sonunda reseptér fazindan numune
alindiktan sonra deri pargalari Franz difiizyon hiicrelerinden sokiilerek, deri yilizeyinde

kalan formiilasyonun fazlasi kagit havlu ile silerek uzaklastirildi.

Etkin maddelerin deriye penetrasyonunun incelenmesi amaci ile bant ile soyma
yontemi kullanildi. Bant ile soyma yontemi (tape stripping), kozmetik ve dermatolojik
formiilasyonlarin kalitesi ve etkililiginin degerlendirilmesi ic¢in basit ve etkili bir
yontemdir. Bu yontemde deri yiizeyine ardisik olarak yapistirilarak kaldirilmis olan
bantlar hem korneositler ve penetre olan etkin madde miktar1 hakkinda, hem de etken
maddelerin stratum corneum’un farkli derinligindeki dagilimi ile ilgili bilgi
saglamaktadir. Bu nedenle, bant ile soyma teknigi topikal uygulanan maddelerin
biyoyararlanimini incelemek i¢in kullanilir (Escobar-Chavez ve ark. 2008; Lademann
ve ark. 2009; Wiedersberg ve Nicoli 2012 p. 109-127). Bant ile soyma teknigi
kullanilarak topikal formiilasyonlara iceren penetrasyon arttiricilarin ve farkh
formiilasyon tiplerindeki etken maddelerin gecisi ve deride birikimleri de

incelenmektedir (Girbuz ve ark. 2016; Erdal ve ark. 2016).

Calismamizda, bantlar (Scotch Book Tape, 3M) 3,8x4 cm olarak kesilerek
hazirladi ve formiilasyon uygulandiktan sonra formiilasyonun fazlasi arindirildiktan
sonra ardisik olarak, deri ylizeyinde formiilasyonla temas eden kisim 20 kez bant ile
soyularak stratum corneum tabakasi uzaklastirildi (Erdal ve ark. 2014, Girbuz ve ark.
2015; Erdal ve ark. 2016). Bant ile soyma isleminden sonra, bantlardaki etken maddenin
ekstraksiyonu i¢in sirasi ile uzaklastirilan her bes bant bir tiipe konuldu ve {izerlerine 10

ml asetonitril (Lapteva, Mondon ve ark. 2014; Yu ve ark. 2015) ilave edildi. Kalan deri
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parcalar1 (canli epidermis+dermis) ¢ok kiiclik parcalara kesilerek ayri bir tiipe alindi
tizerlerine 5 ml asetonitril ilave edildi ve ekstraksiyon islemi igin tlipler ¢alkalandi. Siire
sonunda tazaroten icin, her 10 bantin ekstrakte edildigi ¢ozeltiler birer tiipte
birlestirilerek, ¢ozeltilerdeki etkin madde miktaralarinin st ve alt stratum corneum’daki
birikimi temsil ettigi farz edildi. Takrolimus i¢in ise biitiin bantlarin ekstrakte edildigi
coOzeltiler bir tiipte birlestirilerek, ¢ozeltilerdeki etkin madde miktarlarinin tim stratum
corneum’daki birikimi temsil ettigi farz edildi. Boylece bantlardaki miktar Stratum
corneum’daki biriken etkin madde miktar1 olarak kantitatif saptandi. Kalan derinin
ekstraksiyonun yapildigr tiipteki etkin madde miktar1 da; diger deri tabakalarindaki

(canli epidermis+dermis) birikimi olarak kantitatif saptandi.

Derinin gecirgenligi agisindan, stratum corneum ana bariyeri olusturur. Diger
kalan tabakalar (canli epidermis ve dermis) da deri hastaliklarinda etkin maddelerin
taginmasi agisindan 6nemli hedef bolgelerdir (Walters ve Roberts 2002; Benson 2012).
Calismamizda, psoriazis tedavisi agisindan tazaroten ve takrolimusun stratum corneum
bariyerini asarak, derinin hedef tabakalarinda (canli epidermis ve dermis) daha fazla

birikimini saglayan formiilasyonlar daha basarili olarak seg¢ilmistir.

Calismamizda, hem tazaroten hem takrolimus yiiklii biitiin formiilasyonlar ile
kontrollerin deriye uygulanmasini takiben 24 sonunda reseptér fazdan alinan
numunelerinde her iki etkin maddenin miktar1t MTL altinda kaldig: i¢in thmal edilir
olarak kabul edildi. Bu durum, tazaroten ve takrolimusun uygulandiklari formiialsyonlar

ile derinin hedef bolgelerinde lokalize olmasinin bir géstergesi olarak yorumlanmustir.

Tazaroten yiklu transetozomlar deriye uygulandiktan sonra; kontrol amagli
propilen glikoldeki doymus ¢ozeltisi ile elde edilen miktari ile karsilastirildiginda;
bitlin  transetozom formiilasyonlarindan tazarotenin deriye penetrasyonu, canli
epidermis+dermis tabakasindaki birikimi agisindan anlamli olarak ylksek bulunmustur
(p<0,05) (Sekil 4.19). Calismamizda, 24 saat in Vvitro penetrasyon ¢aligsmasinin sonunda
doymus propilen glikol ¢ozeltisinden deriye gegen ve iist ve alt stratum corneum’da
bulunan tazaroten miktari sirasi ile 0,813+0,186 pg/cm? ve 0,176+0,031 pg/cm? ve canli

epidermis+dermis tabakasindaki miktar1 0,398+0,086 pg/cm?

olarak saptanirken,
transetozom formiilasyonlarinin uygulanmasin takiben {ist ve alt stratum corneum’daki
tazaroten miktarlar1 sirasi ile 1,02740,259-2,199+0,718 pg/cm? ve 0,218+0,014-

0,720+0,279 pg/cmz, canli epidermis+dermis tabakasinda 1,106+0,122-3,615+0,804
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ng/cm? olarak saptanmustir. Elde edilen sonuglar, Tablo 4.60 ve 4.61°de ve bu sonuclara

ait karsilastirmali grafikler Sekil 4.16 ile Sekil 4.19 araliginda verilmistir.

Tazarotenin deride canli epidermis+dermis tabakasindaki birikimi en yiiksek
penetrasyonu %4 fosfatidil kolin, kenar aktivatort olarak %21 Tween 80 ve %30 etanol
iceren TZ 4-TW 1 kodlu transetozom formiilasyonu ile saglanmistir. Bu formiilasyon ile
Ozellikle canli epidermis+dermis tabakasinda lokalize olan tazarotenin miktarinin
kontrole gore (doymus propilen glikol ¢ozeltisi) yaklasik dokuz kat daha fazla
bulunmustur (p<0,05). Ayrica TZ 4-TW 1 kodlu transetozom formulasyon ile,
epidermist+dermis tabakasinda tazarotenin Dbirikimi diger transetozomlar ile
karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.19). Bu
transetozom formilasyonun (st ve alt stratum corneum’daki miktarinin ise diger
transetozom formiilasyonlarina gore yiiksek olmadigi saptanmistir (Sekil 4.18). Bu
durum, TZ 4-TW 1 kodlu transetozom formdilasyonu ile tazarotenin stratum corneum
bariyerini asma yetenigin daha yiiksek olmasi seklinde agiklanmis ve derinin daha
alttaki hedef tabakalarina (canli epidermistdermis) ulasmasi acgisindan etkin

bulunmustur.

TZ 4-TW 1 kodlu transetozomun %4 fosfatidil kolin, kenar aktivatori olarak %1
sodyum Kkolat ve % 30 etanol iceren TZ 4-SK 1 kodlu transetozom formilasyonuna
gore, canli epidermist+dermis yaklasik 2 kat daha fazla tazaroten birikimi sagladigi
saptanmustir (p<0,05) (Sekil 4.19). Bu bulguya gore, kenar aktivatori olarak Tween 80
iceren transetozomlar (TZ 4-TW 1) sodyum kolat ile hazirlananan formilasyona gore
(TZ 4-SK 1) gore tazarotenin deriye penetrasyonunu anlamli artirmistir. Bu durum;
tazarotenin Tween 80'e afinitesinin yiiksek olmasi nedeniyle ¢oziiniirliigiinii arttirmasi
ile aciklanabilmektedir (Patel ve ark. 2010; Nasr ve Abdel-hamid 2016). Vezikiler
sistemlerde kenar aktivatorii olarak kullanilan surfaktalarin HLB degerinin etkin
maddelerin deriye penetrasyonunda kenar aktivatoriinlin HLB degerinin etkisinin
olabilecegi literatiirde gosterilmistir (ElI Zaafarany ve ark. 2010, Lei ve ark. 2013).
Tween 80’nin HLB degerinin (15) sodyum kolatin HLB degerine (18) gore daha yuksek
olmast nedeniyle, asir1 lipofilik karakterdeki tazarotenin Tween 80’e¢ afinitesinin

sodyum kolata gore daha fazla olabilmesi ile de agiklanabilecegi diistintilmektedir.

Transetozomlarda fosfolipit olarak farkli konsantrasyonlarda (%3, 4 ve 5)

Phospholipon 90 G ve ayni oranda kenar aktivatori olarak Tween 80 igeren
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transetozomlardan (TZ 3-TW 1, TZ 4-TW 1, TZ 5-TW 1 kodlu transetozomlar)
tazarotenin deriye penetrasyonu incelendiginde; %4 Phospholipon 90 G ile hazirlanan
transetozom (TZ 4-TW 1) ile canli epidermis+dermis’te lokalize olan tazaroten miktari
%3 (TZ 3-TW 1) ve % 5 (TZ 5-TW 1) fosfolipit igerenlere gore sirast ile 1,86 ve 2 kat
daha yiiksek bulunmustur (Tablo 4.61) (p<0,05). Sonug¢ olarak, tazaroten yukl
transetozomlar i¢in bilesenlerinde %4 Phospholipon 90 G kullanilmas: deriye
penctrasyon agisindan uygun bulunmustur. Literatirde vezikuler  sistemin
hazirlanmasinda fosfolipit olarak Phospholipon 90 G’nin bu oranda kullanildig:
gOrulmektedir (Montanari ve ark. 2007; Chen ve ark. 2014). Benzer sekilde, kenar
aktivatorii olarak sodyum kolat kullanildiginda da, %4 oraninda Phospholipon 90 G
iceren transetozomlar (TZ 4-SK 1) ile %6 ile hazirlanana gore ( TZ 6-SK 1) tazarotenin

canli epidermis+dermis’te lokalizasyonunun 1,5 kat daha yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Transetozomlarda kullanilan kenar aktivatorii oranmin (%05, 1, 1,33) etkisini
degerlendirmek i¢in ayni oranda (%4) Phospholipon 90 G igeren TZ 4-TW 0,5; TZ 4-
TW 1 ve TZ 4-TW 1,33 kodlu transetozomlardan tazarotenin deriye penetrasyonu
incelenmigtir. Elde edilen bulgulara gore, %1 Tween 80 igeren transetozom (TZ 4-TW
1) ile %0,5 (TZ 4-TW 0,5) ve %1,33 (TZ 4-TW 1,33) Tween 80 iceren transetozomlara
gbre canli epidermis+dermis’te lokalize olan tazaroten miktar1 sirast ile 2,7 ve 3 kat
yiksek bulunmustur (p<0,05). Vezikillerde ¢ifte lipit tabakalara siirfaktanlarin
eklenmesinin bu sistemlerin yapilarini daha akiskan bir hale getirdigi 6ne siiriilmektedir.
Bu sirfaktan iceren vezikuller etkin maddelerin deriye daha yiksek penetrasyonunu
saglamaktadir. Ancak yiiksek siirfaktanin konsantrasyonunun optimum degerini agmasi
bu akiskan lipozomlarin karisik misellere doniismesine yol agabilmektedir. Bu durumda
da etkin maddenin deriye penetrasyonu azalabimektedir (EI Maghraby ve ark. 2004).
Dolayist ile, transetozomolarda siirfaktan konsantrasyonunun (Tween 80) %0,5’ten
%1’e artirilmast ile tazarotenin derideki birikiminin artmasi transetozomlarin
akiskanligini  artmasi1 ile aciklanabilir. Siirfaktan konsantrasyonu %1,33’¢e
cikartildiginda tazarotenin derideki birikiminin azalmasi da karigik misel yapist gibi

diger yapilarin da varligina da bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu veriler ile; tazarotenin derideki hedef bélgede (canli epidrmis+dermis)
birikimini en fazla TZ 4-TW 1 kodlu transetozom formiilasyonunun sagladigi

saptanmistir. TZ 4-TW 1 kodlu transetozom formulasyonudan tazarotenin deriye
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penetrasyonu, etanol icermeyen transferzom (TZ TR) ve %20 etanol iceren transetozom
(TZ 4-TW 1-20) formilasyonu ile karsilastirildi. Elde edilen bulgular Tablo 4.60 ve
Tablo 4.61°de ve karsilastirlmali grafikler Sekil 4.20 ile 4.21°de verilmistir. 24 saat in
vitro penetrasyon ¢alismasinin sonunda, TZ TR kodlu transferzom formiilasyonundan
tazarotenin st ve alt stratum corneum’daki birkimleri siras ile 2,137+0,265 pg/cm? ve
0,254+0,046 pg/cm?; canli  epidermist+dermis’te 0,950+0,293 pg/cm? olarak
saptanirken, TZ 4-TW 1 kodlu segilen en iyi transetozm i¢in bu degerler alt ve iist
stratum corneum’da  1,281+0,225 pug/cm? ve 0,228+0,074 pg/cm?,  canh
epidermis+dermis’te lokalize olan tazaroten miktar1 3,615+0,804 pg/cm? bulunmustur.
Ozellikle, canli epidermis+dermis tabakasinda lokalize olan tazaroten miktar1 TZ TR
kodlu transferzome gore, TZ 4-TW 1 kodlu transetozom formilasyonu ile yaklasik 3,8
kat daha fazla bulunmustur (p<0,05). 24 saat in vitro penetrasyon ¢aligmasinin sonunda,
TZ 4-TW 1-20 kodlu transferzom formilasyonundan tazarotenin (st ve alt stratum
corneum’daki birkimleri sirast ile iist ve alt stratum corneum’da 2,199+0,718 pg/cm? ve
0,508+0,13 ug/cmz; ve canli epidermist+dermis’te lokalize olan tazaroten miktari
1,930+0,093 pg/cm? olarak saptanmistir. Aym sekidle canli epidermis+dermis
tabakasinda lokalize olan tazaroten miktart TZ 4-TW 1-20 kodlu transferzome gore, TZ
4-TW 1 kodlu transetozom formiilasyonu ile yaklagik 1,9 kat daha fazla bulunmustur

(p<0,05).

Sonug olarak; transetozomlardaki etanol konsantrasyonun tazarotenin derideki
birikimini anlamli olarak etkiledigi goriilmiistiir. Bu durum; transetozomlardaki yiiksek
etanol konsantrasyonun vezikiil membraninin ara yiizey gerilimini azaltarak membran
yapisina elastikiyet saglamasi ile agiklanabilir. Benzer sekilde, etanoliin vezikl
membrani iizerindeki akiskanlastirici etkisi literatiirde kayithdir (Touitou ve ark. 2001;
Jain ve ark. 2007). Ayrica etanol, stratum corneum lipit molekiillerinin polar bas
gruplart ile etkileserek lipitlerin erime derecesini diisiiriir (Verma ve Pathak 2010; Garg

ve ark.2017).

Deride en yiiksek tazaroten lokalizasyonunu saglayan TZ 4-TW 1 kodlu
transetozom formiilasyonundan tazarotenin deriye penetrasyonu, ayni zamanda %30
etanol iceren etozom (TZ ET) ve tazarotenin %30 hidroetanolik doymus cozeltisi ile
karsilastirilmistir. Bulgular, Tablo 4.61°de ve karsilagtirmali grafikler Sekil 4.20 ve

Sekil 4.21°de verilmistir. TZ ET kodlu etozom ile deride biriken tazarotenin miktarlar;
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ist ve alt stratum corneum’da sirasi ile 0,723+0,152 pg/cm? ve 0,169+0,043 pg/cm? ve
epidermis+dermis’te lokalize olan miktar1 1,331£0,216 pg/cm? olarak saptanirken,
tazarotenin %30 hidroetanolik doymus ¢ozeltisi ile biriken miktarlari; {ist ve alt stratum
corneum’da siras1 ile 0,140+0,027 pg/cm? ve 0,054+0,007 pg/cm? ve canli

2 olarak bulunmustur. Ozellikle hedef

epidermis+dermis’te ise 0,158+0,022 pg/cm
dokuda (canli epidermis+dermis’te) lokalize olan tazarotenin miktar1 TZ 4-TW 1 kodlu
transetozom ile, TZ ET kodlu etozom ve %30 hidroetanolik doymus ¢o6zeltisine gore
strast ile yaklagik 2,7 ve 23 kat fazla bulunmustur (p <0,05). Tazarotenin doymus %30
hidroetanolik c¢ozeltisinden gecisinin diisiik olmasi, muhtemelen tazarotenin bu
sistemdeki ¢oziintirliigiiniin ¢ok diisiik olmasindan dolay1 (2,771+0,376 pg/ml) etkin
maddenin bu sistemdeki termodinamik aktivitesinin diisiik olmasina bagli olabilecegi
diistiniilmektedir. Sonug olarak, tazarotenin transetozom formiilasyonu ile deriye gecisi
ve hedef bolgelerindeki (canli epidermis+dermis) biriken miktar1 agisindan etozom ve
transferzomuna gore daha yiiksek bulundu. Bu durum tazarotenin asir1 lipofilik yapisi
nedeniyle formiilasyon bilesenlerindeki siirfaktan ve etanoliin bir arada kullanilmas ile
aciklanabilir. Benzer sekilde, asir1 lipofilik maddelerin deriden gegisi icin transetozom
formiilasyonlar1 etozom ve transferzomlara gore istiinliik sagladigi literatiirde

gosterilmistir (Song ve ark. 2012; Guo ve ark. 2015; Ma ve ark. 2015; Garg ve ark.
2017).

Calismamizda, takrolimus yiikli transetozom formiilasyonlar1 deriye
uygulandiktan sonra kontrol olarak ticari merhem preparat1 (Protopic®) ile elde edilen
derideki birikim miktarlar1 karsilastirildiginda; TC 5-SK 1,25 disindaki diger biitiin
transetozom formiilasyonlarindan takrolimusun deriye penetrasyonu hedef bélgedeki
(canli epidermis+dermis tabakasindaki) birikimi agisindan anlamli derecede farkl
bulunmustur (p<0,05) ( Sekil 4.25). Elde edilen sonuglar Tablo 4.62 ve 4.63’de ve bu

sonuglara ait karsilagtirmali grafikler ise Sekil 4.23 ile Sekil 4.25’te verilmistir.

24 saat in vitro penetrasyon ¢alismasiin sonunda Protopic® ile deriye gecen ve
canli epidermis+dermis tabakasinda lokalize olan takrolimus miktarlar1 stratum
corneum’da 276,5+181,4 ng/cm? ve epidermis+dermis tabakasinda derideki miktar
1550,0+56,0 ng/cm2 olarak saptanirken, transetozom formiilasyonlar: i¢in bu degerler

stratum corneum’da 755,4+181,7-2358,84575,1 ng/cm? ve canli epidermis+dermis
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tabakasinda 1629,3+273,6-4816,3+328,3 ng/cm? olarak saptanmustir (Tablo 4.62-Tablo
4.63).

Takrolimusun canli epidermis+dermis tabakasina en yiiksek penetrasyonu %4
fosfatidil kolin, kenar aktivatori olarak %1 sodyum kolat ve %30 etanol iceren TC 4-
SK 1 kodlu transetozom formiilasyonu ile saglanmistir. Bu formiilasyon ile hedef
bolgedeki canli epidermis+dermis tabakasinda takrolimus birikimi, kontrole gore
(Protopic®) yaklasik olarak 3 kat daha fazla olmustur (p<0,05). Diger transetozom
formiilasyonlar ile karsilagtirildiginda da bu formiilasyon ile etkin maddenin canli
epidermis+dermis tabakasindaki birikimi anlamli derecede yiiksek bulunmustur

(p<0,05) (Sekil 4.25).

TC 4-SK 1 kodlu transetozomun %4 fosfatidil kolin, kenar aktivatoru olarak %1
Tween 80 ve % 30 etanol iceren TC 4-TW 1 kodlu transetozom formilasyonuna gore,
canlt epidermistdermis yaklasik 1,4 kat daha fazla takrolimus birikimi sagladigi
saptanmustir (p<0,05) (Sekil 4.25). Bu bulguya gore, kenar aktivatorii olarak sodyum
kolat iceren transetozom (TC 4-SK 1) Tween 80 ile hazirlanan (TC 4-TW 1) gore
takrolimusun deriye penetrasyonunu artirmistir. Bu durum, takrolimusun sodyum
kolat’a afinetisinin daha fazla olmasi nedeniyle olabilir. Sodyum kolat, bir makrolit olan
takrolimusa benzer bir steroit yapiya sahip bir surfaktan molekildur (Subuddhi ve
Mishra 2007; Lei ve ark. 2013). Muhtemelen vezikillerdeki cifte lipit tabakaya
yerlesmek i¢in takrolimus ve sodyum kolat arasinda bir rekabet s6z konusu olmaktadir
(Lei ve ark. 2013). Boylece, takrolimusun vezikillerden penetrasyonun arttigi

diistiniilmektedir.

Transetozomlarda fosfolipit olarak farkli konsantrasyonlarda (%3 ve 4)
Phospholipon 90 G ve ayni oranda kenar aktivatorii olarak sodyum kolat iceren
transetozomlardan (TC 3-SK 1 ve TC 4-SK kodlu transetozomlar) takrolimusun deriye
penetrasyonu incelendiginde; %4 Phospholipon 90 G ile hazirlanan transetozom (TC 4-
SK 1) ile canli epidermistdermis’te lokalize olan takrolimus miktar1 %3 (TC 3-SK 1)
fosfolipit igerene gore 1,7 kat daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Sonug¢ olarak,
takrolimus yiiklii transetozomalarin %4 Phospholipon 90 G ile hazirlandiginda deriye
penetrasyonlarinin daha yiiksek oldugu saptanmistir (Montanari ve ark. 2007; Chen ve
ark. 2014). Ayrica, %5 fosfolipit, %1,25 sodyum kolat i¢ceren TC 5-SK 1,25 kodlu

transetozomdan takrolimusun derinin hedef tanakasindaki birkiminin kontrol
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formialsyonu (Protopic®) ile benzer oldugu, dolayisi ile bir iistiinliik saglamadig

bulunmustur.

Takrolimus yiklii transetozomlarda kullanilan kenar aktivatorii oraninin
(%0,705, 1, 1,33) etkisini degerlendirmek igin ayni oranda (%4) Phospholipon 90 G
iceren TC 4-SK 0,705; TC 4-SK 1 ve TC 4-SK 1,33 kodlu transetozomlardan
(fosfolipit:sodyum kolat orami sirasiyla 85:15, 80:20, 75:25) takrolimusun deriye
penectrasyonu incelenmistir. Elde edilen bulgulara gore, %1 sodyum Kkolat iceren
transetozomdan (TC 4-SK 1) derideki hedef bdlgede lokalize olan takrolimus miktari
diger %0,705 (TC 4-SK 0,705) ve %1,33 ( TC 4-SK 1,33) sodyum Kkolat iceren iki
transetozom formiilasyonuna gore sirasi ile 1,43 ve 1,44 kat daha yiksek bulunmustur
(Sekil 4.25) (p<0,05). Bu durum da tazaroten yiikli transetozomlarda agikladigimiz
gibi; stirfaktanin belli bir konsantrasyonun iistiinde karigik misellerin olusmasina ve
vezikiilliin tagidig ilacin deriye penetrasyonu azalmasina yol agmasi ile agiklanabilir.
Dolayist ile, yiuksek konsantrasyonda sodyum kolat iceren formilasyonda vezikillerin
ve karisik misellerin bir arada bulunmasi etkin maddenin deriye penetrasyonunu
azaltabilmektedir (Almog ve ark. 1986; EI Maghraby ve ark. 2000). Bir diger neden ise,
sodyum kolatin takrolimuse benzer bir steroit yapiya sahip olmasmma bagli olarak
sodyum kolatin vezikiillerde cifte lipit tabakasinda takrolimusun yerini alabilmesidir.
Bu iki madde lipit tabakada yerlesmek i¢in yarisir, bu yarigma sodyum kolatin ytliksek
konsantrasyonlarinda daha belirgin olabildigi i¢in takrolimusun deriye penetrasyonu

azalabilmektedir (Almog ve ark. 1986; EI Maghraby ve ark. 2000).

Takrolimusun derideki hedef bolgede (canli epidrmis+dermis) birikimini en
fazla TC 4-SK 1 kodlu transetozom formiilasyonunun sagladigi saptanmigtir. TC 4-SK
1 kodlu transetozom formilasyonundan takrolimusun deriye penetrasyonu, etanol
icermeyen transferzom (TC TR) formiilasyonu ile karsilastirildi. Elde edilen bulgular
Tablo 4.63’te ve karsilastirlmali grafik Sekil 4.26’da verilmistir. 24 saat in vitro
penetrasyon c¢alismasinin sonunda, TC TR kodlu transferzom formiilasyonundan
takrolimusun  stratum corneum’daki birikimi  460,9+17,7 ng/cm? ve canl
epidermis+dermis tabakasindaki miktar 1739,0+153,2 ng/cm2 olarak saptanirken, TC 4-
SK 1 kodlu formilasyon igin stratum corneum’da 2048,8+525,1 ng/cm? ve canli
epidermis+dermis tabakasinda 4816,3+328,3 ng/cm? bulunmustur. Ozellikle, TC 4-SK

1 kodlu transetozom formiilasyonu ile canli epidermis+dermis tabakasinda lokalize olan
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takrolimus miktar1 TC TR kodlu transferzoma gore yaklasik 2,77 kat daha fazla
bulunmustur (p<0,05). Dolayis1 ile; transetozomlardaki etanol konsantrasyonun
takrolimusun da derideki birkimini anlamli olarak artirdigi goériilmistiir. Bu durum;
tazaroten yiikli transetozomlarda da agiklandigi gibi yiiksek etanol konsantrasyonun
vezikill yapisina elastikiyet saglamasi ile agiklanabilir (Touitou ve ark. 2001; Jain ve
ark. 2007). Ayrica, etanoliin penetrasyon arttirici etkisi de konsantrasyona bagli olarak

olabilmektedir (Garg ve ark. 2017).

Deride en yiiksek takrolimus lokalizasyonunu saglayan TC 4-SK 1 kodlu
transetozom formiilasyonundan takrolimusun deriye penetrasyonu, ayni zamanda %30
etanol iceren etozom (TC ET) ve takrolimusun %30 hidroetanolik doymus ¢o6zeltisi ile
karsilastirilmistir. Bulgular, Tablo 4.63’de ve karsilastirmali grafik Sekil 4.26’da
verilmigtir. TC ET kodlu etozom ile deride biriken takrolimusun miktari; Stratum
corneum’da 1155,5£343,8 ng/cm? ve epidermis+dermis’te lokalize olan miktar:
2130,5+631,4 ng/cm2 olarak saptanirken, takrolimusun %30 hidroetanolik doymus
¢Ozeltisi ile biriken miktarlari; stratum corneum’da 3957,3+132.6 ng/cm2 ve canli
epidermis+dermis’te ise 2822,2+3,6 ng/cm? olarak bulunmustur. Ozellikle hedef dokuda
(canli epidermis+dermis’te) lokalize olan takrolimus miktar1 TC 4-SK 1 kodlu
transetozom ile, TC ET kodlu etozom ve %30 hidroetanolik doymus ¢6zeltisine gore

sirast ile yaklagik 2,26 ve 1,7 kat fazla bulunmustur (p<0,05).

Takrolimusun %30 hidroetanolik doymus ¢ozeltisi ile oOzellikle stratum
corneum’daki birikimin fazla bulunmasi, takrolimusun bu sistemdeki ¢dziiniirliigiiniin
yiksek (315,02£17,26 pg/ml) olmasina bagli olarak etkin maddenin sistemdeki

termodinamik aktivitesinin yiiksek olmasi ile agiklanabilir.

Sonug olarak, takrolimusun transetozom formiilasyonu ile deriye gecisi ve hedef
bolgelerindeki (canli epidermis+dermis) biriken miktar1 agisindan etozom ve
transferzomuna gore daha yiiksek bulunmustur. Bu durum; takrolimusun ¢ok lipofilik
yapist nedeniyle formiilasyon bilesenlerindeki siirfaktan ve etanoliin bir arada
kullanilmasi ile agiklanabilir. Benzer sekilde, asir1 lipofilik maddelerin deriden gegisi
icin transetozom formiilasyonlar1 etozom ve transferzomlara gore {iistiinliik sagladigi
literatiirde gosterilmistir (Song ve ark. 2012; Guo ve ark. 2015; Ma ve ark. 2015; Garg
ve ark. 2017).
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Elde edilen bulgularadan goriildiigi gibi, tazaroten ve takrolimusun derinin
hedef bolgesindeki birikimi kontrol formilasyonlari/¢ozeltileri ile karsilastirildiginda,
transetozom formiilasyonlari ile énemli Olglide arttirilmistir. Bu verilere dayanarak,
transetozomlarin stratum corneum ve derinin daha derin tabaklarinda her iki etkin
maddenin birikimini arttirmak i¢in hedeflenen etkiye sahip olduklari gosterilmistir.
Ayrica, transetozomlarin, transferzomlar ve etozomlar ile kiyaslandiginda ozelllikle
lipofilik molekiiller olan tazaroten ve takrolimusun dermal verilisi i¢in umut verici bir

tastyici sistem oldugu gosterilmistir.

IR spektroskopisi stratum corneum’un bariyer 6zelligi daha iyi anlasilmasi igin
yaygin olarak kullanilan biyofiziksel tekniktir (Tanojo ve ark 1997, Mendelsohn ve ark.
2006). Tranzetozmlarin ve kontrol formiilasyonlarin stratum corneum hiicrelerarasi
lipitler Uzerinde gosterdikleri etkilerini arastirmak igin 24 saatlik in vitro penetrasyon

calismalarindan sonra ATR-FTIR spektroskopisi ile analizler gerceklestirildi.

Yontem 3.2.15°te anlatildig1 gibi; in vitro penetrasyon calismasi ile 24 saat sonra
CH; simetrik (2850 cm) ve asimetrik (2920 cm™) gerilme bantlar: iizerinde olusan
degisiklikler tazaroten ve takrolimus sirasiyla Tablo 4-64 ve 4-65’te gosterildi. Kontrol
deriye ait ATR-FTIR spektrumu Sekil 4-28’de gosterildi. Tazaroten yiiklii transetozom
ve kontrol formiilasyonlarinin uygulanmasinin 24 saattan sonra deri yiizeyinden alinan
ATR-FTIR spektrumlar1 siras1 ile Sekil 4-29 ile Sekil 4-40 araliginda verildi.
Takrolimus yiikli transetozom ve kontrol formiilasyonlarmin uygulanmasinin 24
saattan sonra deri yiizeyinden alinan ATR-FTIR spektrumlar1 siras1 ile Sekil 4-41 ile
Sekil 4-51 araliginda verildi. Ayrica tazaroten ve takrolimus igin asimetrik ve simetrik
gerilme bantlarin karsilastirmali grafigi tazaroten yukli formulasyonlar igin Sekil 4.52

ve Sekil 4.53’te ve takrolimus yuklu olanlar icin Sekil 4.54’de ve Sekil 4.55 verildi.

Stratum corneum’un iizerinde yapilan spektroskopik calismalar ile ilgili en ¢ok
bilgi veren hidrofobik alkil zincirlerin lipit absorbanslaridir. Stratum corneum’da
bulunan hiicrelerarasi lipitlerin alkil zincirin diizeninde sicakliga bagli olarak olusabilen
bozulma tipleri; CH, asimetrik (2920 cm-1) ve simetrik (2850 cm-') gerilme bantlarina
ait dalga numaralarinin daha yiiksek degerlere kaymasidir (blue shift) (Stuart ve ark.
2004; Zhang ve ark. 2016).
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Calismamizda kontrol derisinden elde edilen spektrumun asimetrik ve simetrik
gerilme bantlarina ait dalga numaralar1 siras1 ile 2918,605+0,092 cm? ve 285051+
0,057 cm™ olarak saptanmustir, bu degerler lipit cifte tabakanin belli bir diizene sahip
olduguna isaret etmektedir (Harisson ve ark. 1996; Jadoul be ark. 1996).

Tazarotenin derinin hedef tabakalari canli epidermis+dermis tabakasindaki en
yiiksek birikimini saglayan TZ 4-TW 1 kodlu transetozmunun kontrol deriye gore
asimetrik ve simetrik gerilme bantlarinin dalga numaralarinda sirasiyla 4 cm™’lik ve 2
cm’lik bir artisa yol agtig1 saptanmistir. Bu durumda; TZ 4-TW 1 kodlu transetozmun
tazarotenin deriye penetrasyonu ve birikimini artirmasinin, stratum corneum 'daki
lipitlerin yapisal diizenini bozarak etki etmesine bagl oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica
tazaroten yiiklii transetozom, transferozum, etozom formiilasyonlar1 ile propilen
glikoldeki doymus ¢ozeltisi ve %30 hidroetanolik doymus ¢ozeltisinin asimetrik ve
simetrik gerilme bantlarinin dalga numaralarinda kontrol derisine gore sirastyla 1-4 cm’
Llik ve 1-2 cm™’lik araliginda artis saptanmustir. Bu sonuglar, hazirlanan vezikiiller
sistemlerin etkin maddelerin deriye tasinabilmesi ve stratum corneum bariyerini

asabilmesi i¢in rol oynadigini gostermektedir.

Takrolimus igin derinin hedef tabakalart olan canli epidermis+dermis
tabakasindaki en yiiksek birikimini saglayan TC 4-SK 1 kodlu transetozmun asimetrik
ve simetrik gerilme bantlarinin dalga numaralarinda kontrol deriye gore sirasiyla 4 cm”
Llik ve 2cm™lik bir artisa yol agtigi saptanmistir. Bu durumda; TC 4-SK 1 kodlu
transetozmun takrolimusun deriye penetrasyonu ve birikimini artirmasinin stratum

corneum lipitlerinin yapisal diizenini bozmasina bagl oldugunu diisiiniilmektedir.

Buna karsilik Protopic® formiilasyonu ile deri lipitlerine ait asimetrik gerilme
bant1 dalga numarasinda, kontrol deriye gore 1 cm™’lik bir artis saptanirken, simetrik
bantinda ¢ok az bir artis veya hi¢ artis olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica takrolimus yikl{
transetozom, transferozom, etozom formiilasyonlar1 ile ve %30 hidroetanolik doymus
cozeltisinin asimetrik ve simetrik gerilme bantlarinin dalga numaralarinda kontrol
deriye gore smrasiyla 2,89-4 cm™lik ve 1-1,83 cm™lik araliginda artis oldugu
saptanmigtir. Bu sonuglar, hazirlanan vezikiiller sistemlerin etkin maddelerin deriye
taginabilmesi ve stratum corneum bariyerini asabilmesi i¢in nasil rol oynadigini

gostermektedir.
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Konfokal lazer mikroskobu CLMS ile etkin madde yerine boya
maddesi/fluoresans veren maddeler ile yiiklenen vezikiiler tasiyici sistemlerin derinin
farkli tabakalarinda goriintiilenebilmektedir (Ma ve ark. 2015; Girbiz ve ark. 2015;
Kahraman ve ark. 2016). Etkin madde yerine lipofilik bir fluoresan madde olan Nil
Kirmizist (log P: 3,8) (Mérian ve ark. 2012) yiiklii (1pg/ml) TZ 4-TW 1 ve TC 4-SK 1
kodlu transetozomlarin uygulandigi deri pargalar1 24 saat sonunda Franz difiizyon
hiicrelerinden ¢ikarilti. Daha sonra bu deri drneklerinden Kriyotom cihazi kullanilarak
20 pm’lik dikey kesit ve 20 um, 150 pm ve 400 um lik yatay kesit alinarak konfokal
mikroskopta incelendi ve transetozomlarin derinin farkli tabakalarindaki dagilimlar
gorintilendi. Transetozomlar ile kiyaslamak i¢in kontrol olarak Nil Kirmizisi’nin PBS

7,4°deki ¢ozeltisi (1pg/ml) kullanilmustir.

TZ 4-TW 1 ve TC 4-SK 1 kodlu transetozmlarin ve kontrolun deriden ge¢isi 24
saat uygulandiktan sonra deriye ait dikey ve yatay kesitlerinin goriintiileri Sekil 4.56 -
Sekil 4.62°de verilmistir. Sekil 4.59, TZ 4-TW 1 ve TC 4-SK 1 kodlu Nil Kirmizisi
yuklii transetozm formiilasyonlart ve kontrolun arasinda dikey kesite ait
karsilagtirmasini gostermektedir. TZ 4-TW 1 ve TC 4-SK 1 formilasyonlara ait CLMS
gorintileri kontrole gore derinin daha derin tabakalarina kadar (dermis) boyanin
penetrasyonunun arttigin1 gostermektedir, oysa kontrole ait gortntiiler incelendiginde
Nil Kirmizisi’nin deri yizeyinde kaldigi ve canli epidermis ve dermis tabakalarmnda
solgun bir gorintu verdigi gorilmektedir. Yatay kesitler ile elde edilen gorintuler de
dikey kesitlerin sonuglarini desteklemektedir (Sekil 4.60, Sekil 4.61 ve Sekil 4.62). TZ
4-TW 1 ve TC 4-SK 1 kodlu formiilasyonlar kontrole gore daha yogun boya rengi
vermistir ve bu yogunlugun siddetinin alinan kesitlerde, 20 pm > 150 pm > 400 pm
olarak azalmaktadir. Bu da transetozomlarin vezikiiler ilag tasiyici sistem olarak etkin
maddelerin deriye tasinmasi igin, stratum corneum bariyerini asabilmesi ve hedef

bolgelere ilaglarin ulagtirabilmesinde etkin oldugunu gostermektedir.

Calismamizda in vitro deriden penetrasyon g¢alismasi verilerine gore; tazaroten
ve takrolimusun deride 6zellikle derinin hedef bélgesi olan canli epidermis ve dermiste
yiikksek oranda lokalizasyonunu saglayan TZ 4-TW 1 ve TC 4-SK 1 kodlu
transetozomlarin sitotoksik potansiyeli pozitif kontrol olarak sodyum dodesil siilfat
(SDS) ¢ozeltisi ile karsilagtirmali olarak (Giirbiz ve ark. 2015; Kahraman ve ark. 2016)

degerlendirildi. Bu kapsamda, tazaroten ve takrolimus yiiklii transetozomlar, bos
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transetozomlar ve SDS'nin sitotoksik etkisi 1Cso degeri olarak ifade edilmis ve

hesaplanan degerler sirasiyle Tablo 4.66 ve 4-67'de gosterilmistir.

Bos ve tazaroten yiiklii TZ 4-TW 1 kodlu transetozomun ICso degerleri sirayla
5,09 ve 6,96 mg/ml olarak; bos ve takrolimus yiiklii TC 4-SK 1 kodlu transetozomun
ICs0 degerleri ise sirayla 3,36 ve 2,8 mg/ml olarak hesaplanmistir. Elde edilen bu veriler
karsilastirildiginda; bos ve etkin madde yiklii tazaroten icin secilen transetozom
formiilasyonlarinin ICso degerleri, SDS’in ICso degerine gore (0,0476 mg/ml) sirasiyla
146 ve 107 kat ylksek bulunurken, benzer sekilde bos ve takrolimus yiiklii
transetozomlarin igin sirasiyla 71 ve 59 kat daha yiiksek oldugu saptanmistir (Sekil
4.67). Secilen transetozomlarin bilesenlerinin literatlirde giivenli oldugu bildirilmekle
birlikte (Arechabala ve ark. 1999; Montanari ve ark. 2007; Dai ve ark. 2013) yapilan bu
hiicre kiiltiirii calismalar1 verileri ile de optimize edilen tasiyici sistemin sitotoksik
acidan glvenli oldugu gosterilmistir. Bu durum optimum olarak Onerilen

formiilasyonlarin deri tarafindan 1yi tolere edilebilecegi seklinde yorumlanmistir.

Bu tez calismasi bulgular ile; transetozom ilag tasiyici sistemlerinin tazaroten
ve takrolimusun derinin canli epidermis ve dermis tabakalarina ulagsmasini sagladig ve
derinin hedef tabakalarindaki lokalizasyonunu arttirdig1 in vitro kosullarda bantla soyma
teknigi ile kantitatif olarak saptanmis ve konfokal mikroskop analizleri ile
goriintiilenmigtir. Bdylece, topikal psoriazis tedavisine yonelik tazaroten ve
takrolimusun nano boyutlu transetozom tipi vezikiiler ilag tastyict sisteminin
konvansiyonel formilasyonlara alternatif teskil etme potansiyelinin bulundugu
gosterilmistir. Sonug olarak; ¢alismamizda optimize edilen transetozom formiilasyonlari
topikal psoriazis tedavisine yonelik tazaroten ve takrolimus icin alternatif tasiyici

sistemler olarak degerlendirilebilir.
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