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SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

a/a: Agirlik/Agirhik

a’/h: Agirlik/Hacim

ADA: Adapalen

ATRA: All-Trans Retinoik Asit

ATR-FTIR: Hafifletilmis Toplam Yansitma-Fourier Doniistimlii Infrared (Attenued Total
Reflection-Fourier Transformer Infrared)

ACN: Asetonitril

AUC: Egri altinda kalan alan

CLSM: Konfokal Lazer Taramali Mikroskop (Confocal Laser Scanning Microscopy)
DHT: Dihidrotestosteron

DLS: Dinamik Isik Sag¢ilimi (Dynamic Light Scattering)

DMSO: Dimetil siilfoksit

EPR: Permeabilite ve Retansiyon EtKkisi

EtOH: Etanol

FDA: ABD Gida ve Ilag Dairesi (U.S. Food and Drug Administration)
FHF: Folikiiler Hedefleme Faktori

GRAS: Genel Olarak Giivenli (Generally Recognized As Safe)

h/h: Hacim/Hacim

HLB: Hidrofilik-Lipofilik Denge

HPC: Hidroksi Propil Seliiloz

HPLC: Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (High Performance Liquid
Chromatography)

IR: Infrared

KF: Kil Folikiili

KF-Poz: Kil Folikiilii igeren/Pozitif

KF-Neg: Kil Folikiilii Igermeyen/Negatif

KMK: Kritik Misel Konsantrasyonu

LDBK: Lineer Dendron Temelli Blok Kopolimerler

LDE: Lazer Dopler Elektroforez (Laser Doppler Electrophoresis)
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Log P: Partisyon katsayisi

MetOH: Metanol

MRSA: Metisiline Direngli Staphylococcus Aureus

MTL: Miktar Tayin Limiti (LOD)

PAMAM: Poli(amidoamin)

PDC: Polimer-Dendron Konjugat:

PBS: Fosfat Tamponu (Phosphate Buffered Saline)

PDI: Poli Dispersite indeksi

PLE: Domuz Karaciger Esterazi (Porcine Liver Esterase)

PPI: Poli(propilenimin)

r?: Determinasyon Katsayisi

RARSs: Retinoik Asit Reseptorleri

rpm: Dakikadaki Doniis Sayist

RSD: Bagil Standart Sapma

SC: Stratum corneum

SD: Standart Sapma

SDS: Sodyum Dodesil Siilfat

SHBG: Seks Hormonu Baglayici Globulin (Sex Hormone Binding Globulin)
TEM: Gegirimli Elektron Mikroskobu (Transmission Electron Microscope)
THF: Tetrahidrofuran

TL: Teshis Limiti (LOQ)

UV: Ultraviyole

TEWL: Transepidermal Su Kayb1 (Transepidermal Water Loss)
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OZET

Gokge, B.B. (2018). Dendritik Nanotasiyict Sistemlerin Dermal Hedeflendirme
Agisindan Degerlendirilmesi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii,
Farmasétik Teknoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul.

Akne, kil follikiilleri ile beraberindeki yag bezlerinin olusurdugu pilosebase linitede
olusan kronik bir dermatolojik hastaliktir. Topikal tedavisinde ilaglarin hedef bdlgede;
pilosebase tinitede, 6zellikle kil folikiillerinde lokalizasyonu énemlidir.

Bu tez calismasinda; aknenin topikal tedavisine yonelik adapalen yiikkli PAMAM
dendrimer ve dendron temelli misel (DM) nanotastyicilarinin gelistirilmesi,
optimizasyonu ve karakterizasyonu ¢alismalar1 yiiriitiildii. Secilen dendritik
nanotastyicilarin topikal jel formiilasyonlar1 da hazirlandi, formiilasyonlarin reolojik
ozelligi ve yayilabilirligi incelendi. PAMAM dendrimerler ve DM’lerin sulu koloidal
formiilasyonlarindan ve bu nanotasiyicilart iceren jel formiilasyonlarindan adapalenin
deride ve kil folikiillerindeki birikimi punch biyopsi teknigi ile kantitatif belirlendi.
Nanotastyicilarin - ve  bu nanoyapilari iceren jel formiilasyonlarinin folikiiler
hedeflendirme agisindan etkinlikleri ticari jel preparat1 ile karsilastirildi. Floresan isaretli
PAMAM dendrimerlerin ve floresan 6zellikli Nil Kirmizis1 yiiklii DM’lerden floresan
boyanin derideki ve 6zellikle kil folikiillerindeki lokalizasyonu konfokal mikroskop ile
goriintliilendi. Adapalenin dendron yapilara kovalan konjugasyonu ile olusturulan
polimer-dendron  konjugatlarindan (PDC-ADA) adapalenin in vitro salimi
degerlendirildi. Deride lokalize olan PDC-ADA ve konjugattan serbestlesen adapalen
miktarlar1 kantitatif belirlendi.

Sonugta; dendritik nanotasiyicilarin adapalenin folikiiler lokalizasyonunu ve derideki
birikimini iyilestirdigi saptanmstir. Ticari tirline gore daha diisiik dozda adapalen igeren
dendritik nanotasiyici sistemler ile hazirlanan jel formiilasyonlari, kil folikiillerinde ilag
birikimi agisindan etkin bir performans gostermistir. Dendritik nanotasiyicilarin; akne
gibi dermatolojik hastaliklarin topikal tedavisinde ilaglarin segici olarak etki bolgesine
hedeflendirilmesini, uygulanacak dozun disiiriilmesini, dolayist ile yan etkilerin
azaltilmasini saglama potansiyeli gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: PAMAM dendrimer, dendron misel, deri, kil folikiili, akne

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi (Proje No:
21246) ve 2214/A Yurt Dis1 Doktora Siras1 Arastirma Burs Programi kapsaminda
TUBITAK - BIDEB tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Gokge, B.B. (2018). Evaluation of Nano-Sized Dendritic Structures for Dermal Drug
Targeting. Istanbul University, Institute of Health Science, Department of Pharmaceutical
Technology. PhD Thesis. Istanbul.

Acne is a chronic dermatological disease of pilosebaceous units consisting of hair follicles
and accompanying sebaceous glands. In its topical treatment, drug localization at the
target site, in pilosebaceous units, especially in hair follicles is essential.

In this thesis; development, optimization and characterization studies of adapalene loaded
PAMAM dendrimer and dendron-based micelle (DM) nanocarriers for topical acne
treatment were conducted. Gel formulations of the selected dendritic nanocarriers were
also prepared, rheological properties and spreadability were investigated. Adapalene
accumulation in hair follicles and in the skin from PAMAM dendrimers’ and DMs’
aqueous colloidal formulations and their gel formulations were quantitatively determined
using punch biopsy technique. Follicular targeting efficiency of the nanocarriers and their
gel formulations was compared with the commercial gel product. The localisation of
fluorescently labeled PAMAM dendrimers and the fluorescent dye from DMs loaded with
fluorescent Nile Red was visualized using confocal microscope. In vitro adapalene release
from polymer-dendron conjugates (PDC-ADA), constructed by covalent conjugation of
adapalene to dendron structures, was evaluated. The localised amounts of PDC-ADA and
adapalene released from the conjugates within the skin quantitatively determined.

In conclusion, it was determined that dendritic nanocarriers improved follicular
localization and skin deposition of adapalene. The dendritic nanocarriers’ gel
formulations including lower adapalene doses compared to the commercial product,
exhibited efficient performance in terms of drug accumulation in hair follicles. Dendritic
nanocarriers’ potential to selectively target drugs to the site of action, reduce dose
administration, therefore minimize side effects in topical treatment of dermatological
diseases such as acne was shown.

Key Words: PAMAM dendrimer, dendron micelle, skin, hair follicle, acne

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University (Project
No: 21246) and TUBITAK-BIDEB within the scope of 2214/A International Research
Fellowship Program for PhD Students.



1. GIRIS VE AMAC

Dermatolojik hastaliklarin tedavisinde topikal uygulama ile; ilag molekiillerinin
dogrudan hastaligin gelistigi hedef bolgeye uygulanmasinin yaninda, ilaca bagh sistemik
yan etki ve komplikasyonlardan da kaginilmaktadir!, Diger taraftan, topikal tedavide ilag
molekiillerinin derinin hedef tabakalarina ulagsmasi tedavi etkinligi a¢isindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Ancak, olduk¢a kompleks bir membran olan derinin en disindaki stratum
corneum tabakasi miikemmel bir bariyer 6zelligine sahip oldugu i¢in, organizmaya
yabanci maddelerin girisini engelledigi gibi, topikal uygulanan ilaglarin da derinin daha
derin hedef tabakalarina ulastirilmasinda hiz kisitlayici ozellik gostererek tedavi
etkinligininin kisitlanmasina yol acabilmektedir?. Bu durum, ilaglarin penetrasyonunun
tyilestirilmesi ve derideki hedef bolgeye ulasmasini saglayacak yaklagimlarin

gelistirilmesini gerekli kilmaktadir.

Nanoteknoloji alanindaki gelismeler dogrultusunda, son yillarda nanotastyici
sistemler ile ilaglarin derinin belirli tabakalarina hedeflendirilmesi de bu yaklasimlarin
arasinda yer almaktadir®*. Nanotasiyic1 sistemlerin, ilag molekiillerinin deride hastaligin
gelistigi bolgedeki lokalizasyonunu ve hedeflendirilmesini saglamasi, sistemik dolasima
ilag gecisini arttirmadan deride kalis siiresini uzatmasi potansiyeli bulunmaktadir>®. Kil
folikiilleri, topikal olarak uygulanan ilaglar i¢in rezervuar gérevi gormesi sebebiyle son
yillarda oldukea fazla dikkat cekmektedir’®. Nanopartikiillerin kil folikiillerinde lokalize

oldugunu gosteren ¢alismalar literatiirde mevcuttur®?’,

Akne en sik karsilagilan dermatolojik hastaliklardan biridir. Akne lezyonlari, kil
follikiilleri ve folikiile agilan yag bezlerinden olusan pilosebase iinitede olusur. Aknenin
patofizyolojisinin olduk¢a kompleks oldugu ve aslinda tam olarak anlagilamadig:
vurgulanmakla birlikte, akne ile sonug¢lanan dermatolojik hastalikta etkilenen kil
folikiiliinde gelisen patofizyolojik olaylarin rol aldig1 goriilmektedir®. Bu nedenle, akne
tedavisinde 6nemli bir yer tutan topikal uygulamada ilaglarin hedef bolgeye, pilosebase
tiniteye ve 6zellikle kil folikiillerine yeterli miktarda ulagsmasi, bu bolgede lokalizasyonu

topikal tedavinin basarisi agisindan dnem tasimaktadir'®,

Aknenin topikal tedavisine yonelik nanotasiyici sistemlerin gelistirilmesi tizerine
son yillarda pek cok arastirma yapilmaktadir. Akne tedavisinde kullanilan ilaglarin;

penetrasyonunun iyilestirilerek tedavi etkinliginin arttirilmasi, deride hedef bdlgede



lokalizasyonlarinin saglanmasi, yan etkilerinin azaltilmasi, stabilitelerinin arttirilmasi ve

kontrollii/uzatilmig salim1 amaglanmaktadir'®3L,

Adapalen, akne tedavisinde topikal olarak kullanilan {i¢iincli kusak bir retinoit
tirevidir. Akne lezyonlarinin olusum siirecinde mikrokomedon gelisimine sebep olan
keratinosit hiperproliferasyonunu o6nledigi, bu hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilasmasini
kontrol ettigi diisiiniilmektedir®?>34. Adapalenin diinya ilag pazarmnda %0,1’lik ve
%0,3’1tik farkli firmalarin irettigi krem, jel, losyon ve soliisyon dozaj sekilleri
mevcuttur®®. Topikal adapalen tedavisinde, “retinoit reaksiyonu” olarak bilinen ve doza
bagli olarak uygulama bolgesinde eritem, kuruluk, yanma hissi ve soyulma ile karakterize
yan etkilerle karsilagilabilmektedir®®. Adapalen, son derece lipofilik ve sudaki
¢oziiniirliigii zay1f bir bilesiktir’’ (logP=8,04). Deriden penetrasyon kabiliyeti zayiftir ve
asirt lipofilik karakteri, topikal uygulama sonrasinda stratum corneum’un iist
kisimlarinda birikmesine ve derinin daha alt tabakalarina gegisini smirlamaktadir®’=°.
Adapalenin suda gli¢ c¢Oziniirligi topikal formiilasyonlarinin gelistirilmesini
zorlagtirmaktadir. Ticari preparatlarinda, adapalenin ¢oziiniirliigiinii arttirmak i¢in bazi
alkoller ve siirfaktanlar kullanilmaktadir. Bu yardimc1 maddeler ilaca baglh yan etkilerden
bagimsiz olarak stratum corneum ile etkilesime girerek deride iritasyon
yapabilmektedirler'®4°. Uzun siireli ve sabir isteyen bir siire¢ gerektiren akne tedavisinde

ortaya ¢ikan yan etkiler hasta uyuncunu 6nemli 6l¢iide azaltabilmektedir®*2,

Adapalenin topikal tedavisinin etkinliginin arttirilmasi i¢in, yenilik¢i ilag tasiyici
sistemlerin gelistirilmesi; Ozellikle ilacin derideki hedef bolgelere, kil folikiillerine,
ulagsmasinin saglanmasi ve yan etkilerinin en aza indirilmesi agisindan 6nem tagimaktadir.
Adapalenin literatiirde yenilik¢i  topikal formiilasyon yaklasimlari arasinda
mikroemiilsiyonlar*?, kat1 lipit nanopartikiiller**, nanokapsiiller®®, aside duyarl polimerik
nanotastyicilar'®, polimerik misel nanotasiyicilari'’, lipozomlar®® bulunmaktadir.
Adapalenin  PAMAM dendrimer ve dendron temelli misel nanotasiyicilarinin
hazirlanmasi1 ve formiilasyon optimizasyonuna yonelik bildigimiz kadariyla literatiirde

kayith bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Dendritik polimerler, 6zgiin sekilde tasarlanabilen ¢ok fonksiyonlu nano boyutlu
tasiyict sistemlerdir’’. Aga¢ benzeri*® bir yap1 olarak tanimlanan dendrimerler, lineer
polimerlere gére daha yeni, ¢ok sayida dala sahip monodispers {i¢ boyutlu polimerik

nanopartikiillerdir. Yiizeylerinde bulunan ¢ok sayida kontrol edilebilir fonksiyonel



gruplar, ylizey gruplarinin yapisina bagli olarak membran lipitleri ile etkilesme ve
penetrasyon arttirict  6zellik  gosterme  Ozellikleri, hidrofobik ilaglarin  sudaki
¢oziiniirliiklerini arttirmalari baslica avantajlarindandir®®®°. Amin yiizey gruplarma sahip
PAMAM dendrimerlerin hem epidermal hem de dermal tabakalarda etkin sekilde biriktigi
gosterilmistir ve topikal tedavide potansiyel nanotasiyicilar olabilecekleri
diisiiniilmektedir>>®!. Dendronlar, dendrimerlerin yapisal komponentleridir. Son yillarda
dendron yapilar1 kullanilarak amfifilik dendritik blok kopolimerler sentezlenmekte ve
dendrimerlerin 6zellikleri ile lineer blok kopolimerlerin yiiksek ilag yiikleme kapasitesi
gibi avantaj sunan Ozellikleri bir molekiilde toplanmaktadir. Amfifilik dendron temelli
blok kopolimerler ile kendiliginden olusan, ¢ekirdek kisminda hidrofobik molekiillerin

etkin bir sekilde enkapsiile edilebildigi misel sistemleri hazirlanabilmektedir4’:62-65,

Bu doktora tezinin amaci; adapalenin deride kil folikiillerinde segici olarak
lokalizasyonunun saglanmasi ve dozunun diisiiriilerek yan etkilerinin azaltilmasi igin
PAMAM dendrimer ve dendron temelli misel yapisinda dendritik nanotasiyicilarinin
optimizasyonu ve segilen nanotasiyicilarin konvansiyonel bir dozaj formu ile kombine
edildigi topikal formiilasyonlarin gelistirilmesidir. Bu amagcla; a) adapalen yiiklii
PAMAM dendrimer ve dendron temelli misel yapisindaki dendritik nanotasiyicilarin
optimizasyonu ve karakterizasyonu, b) segilen PAMAM dendrimer ve dendron temelli
misel nanotasiyicilarinin  topikal uygulamaya yonelik jel formiilasyonlarinin
hazirlanmasi, ¢) dendritik sulu koloidal nanotasiyicilar ve bu nanotasiyicilari igeren jel
formiilasyonlarindan adapalenin deriden penetrasyonunun ve kil folikiilerinde
birikiminin kantitatif olarak pazarda bulunan ticari orijinal {iriin (Differin®Jel) ile
karsilagtirilmali punch biyopsi teknigi ile degerlendirilmesi, d) bu nanotasiyicilarin
derideki penetrasyon derinliginin ve kil folikiillerindeki birikimin konfokal mikroskop ile
gorlintiilenmesi e) adapalenin dendron temelli yapilara kovalan bagli bulundugu
konjugatlar (PDC-ADA) ile misel formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve karakterizasyonu,
f) PDC-ADA yapist ile hazirlanan misel nanotasiyicilart ile adapalenin penetrasyonunun
ve kil folikiilerinde birikiminin punch biyopsi teknigi ile degerlendirilmesi, g) PDC-ADA
yapist ve PDC-ADA vyapisindan serbestlesen adapalenin stratum corneum ve canli
epidermis/dermis’teki lokalizasyonunun bantla soyma teknigi kullanilarak incelenmesi
planlanmistir. Boylece, akne tedavisine yonelik, adapalenin segici olarak derideki hedef
bolge olarak kabul edilen kil folikiillerinde lokalizasyonu ile tedavi etkinliginin

tyilestirilecegi yenilik¢i formiilasyonlarinin gelistirilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Derinin Ozellikleri ve ilaclarin Deriden Gecisi Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Yapasi ve Fonksiyonlari

Deri, dogal bir fiziksel bariyer saglama 0Ozelligi ile yabanci maddelerin
organizmaya girisini ve ayn1 zamanda endojen su ve 1s1 kaybin1 6nleyen, yaklasik 1,8 m?
yiizey alani ile viicudun en biiyiik orgamdir®®®’. Toplam yetiskin viicut agirhiginin
yaklasik %]15'ini olusturur. Deri, mukozal epitel bariyerler gibi dogal bagisiklik

sisteminin bir pargasini olusturur®®,

Insan derisi, deri yiizeyinde bir asit mantoya (pH 4,2-5,6) sahiptir. Anatomik
bolge, cinsiyet, ter, sebum igerigi ve hidrasyon gibi faktorler derinin pH’sim1 etkiler.
Stratum corneum (SC) tabakasi i¢inde keskin bir pH gradienti oldugu, bu 6lii tabakanin
hemen altindaki canli epidermis’in iist katmanlarinda pH degerinin nétrale yaklastigi

tespit edilmistir®®7°,

Derinin fiziksel bariyer 6zelligi, 6zellikle derininin en dis tabakasi olan stratum
corneum tarafindan saglanir’’. Stratum corneum bariyeri korneosit hiicreleri ve
hiicrelerer arasi lipitlerin miikemmel sekilde organizasyonu sonucu olusur. Stratum
corneum’un altindaki tabakalarda yer alan epidermis hiicreleri arasindaki siki baglanti
noktalar1 da bariyere destek verir’>. Deride kimyasal ve biyokimyasal bariyeri ise
antioksidanlar, enflamatuar mediyatorler, UV absorbe eden molekiiller ve ksenobiotik

metabolize edici enzimler saglar®®73,

Biitiinligli bozulmamis deri yiizeyinde, deride mikro-kabartma olarak
tanimlanabilen kesisen ¢izgilerin varligina bagli olarak karakteristik bir desen mevcuttur.
Bu desenlere dermatoglifler adi verilir. Sulcus cutis veya hiyeroglif desenler olarak da
adlandirilan bu ince kirisikliklar, birbirini kesen kareler, dikdortgenler, tiggenler ve
yamuklar gibi cesitli sekiller olusturmaktadir. Deri yiizeyi, ayrica ter bezleri ve kil
folikiilleri agikliklarinin meydana getirdigi gozeneklerle kaplidir. Bu gézenekler ve deri
ylizey ¢izgileri viicudun her boélgesine kendine 0zgii ve karakteristik bir goriiniim

verir’»™, Onkolda derinin mikroskop goriintiisii Sekil 2.1°de gdsterilmektedir’®.



Sekil 2-1: Onkolda deriye 6zgii “hiyeroglif desenler”in mikroskop goriintiisii

2.1.2. Derinin Tabakalar:
Deri morfolojisi geregi; epidermis, dermis ve hipodermis olmak iizere li¢ ana
tabakadan olusmaktadir’’. Viicutta bulundugu bélgeye bagl olarak, insan derisinin

toplam kalinlig1 1-4 mm arasinda degisir, yasla birlikte azalir®® 78,

Epidermis, dermis ve en alttaki yag dokusunun (hipodermis) kalinlig: ile kil
folikiilleri, ter ve yag bezlerinin deri dokusundaki degisen dagilimlari insan derisinin
fizyolojik 6zelliklerini ve ilaglarin perkiitan penetrasyonunu etkiler’. Derinin tabakalari

Sekil 2.2°de gosterilmektedir®.
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Sekil 2-2: Derinin morfolojik yapisi

(Soldan saga dogru sirastyla; epidermis, dermis ve hipodermis tabakalar1)



2.1.2.1. Epidermis
Epidermis 0,06-0,8 mm kalinliginda; stratum corneum, stratum lucidum, stratum
granulosum, stratum spinosum ve stratum basale (stratum germinativum) olarak

isimlendirilen tabakalardan ibarettir. Epidermis’in yapis1 Sekil 2.3’te gosterilmektedir®..
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Sekil 2-3: Epidermis’in yapisi

Insan epidermisinin basica hiicreleri keratinositlerdir. Ayrica, bu tabakada

Langerhans hiicreleri, Merkel hiicreleri, lenfositler ve melanositler de bulunur’,

Epidermis kendi kendini siirekli yenileyen bir dokudur. Deskuamasyon olarak
adlandirilan stratum corneum hiicrelerinin deri yiizeyinden dokiilmesi ve epidermis 'te
daha alttaki tabakalarda gerceklesen hiicre biiyiimesi devamlilik gosterir®2. Stratum
basale tabakasindan baslayan stratum granulosum’a dogru gergeklesen hiicre gogili ve
farklilasmas: siireci, iki hafta kadar siirerken Stratum corneum'a gecis ve deskuamasyon
ile sonlanma siirecinin toplamda dort haftayr buldugu diisiiniilmektedir. Bir bagka deyis
ile bazal hiicre tabakasindan (stratum basale) baslayan yolculugun, korneosit

deskuamasyonunun son noktasina kadar gegen siirenin genel olarak yaklasik dort hafta



stirdligli, stratum corneum'un yenilenme siiresinin ise iki hafta kadar oldugu tahmin
edilmektedir’®®8  Epidermis’in yenilenme siireci temsili olarak Sekil 2.4’te

gosterilmektedir®.

Deskuamasyon
1,000 hiicre /cm3/ saat )

15-20 hiicre , f >
tabakasi Pl o

Sekil 2-4: Stratum basale’dan baslayan ve stratum corneum yiizeyinden deskuamasyonla
sonlanan epidermisin yenilenme siireci

Stratum corneum, derinin canli olmayan en {ist tabakasidir. Molekiillerin deriden
gecisi icin en Onemli deri bariyeridir'>’2, Stratum corneum kalinh@ toplam deri
kalinligmin yaklasik %1’ini olusturmaktadir®. 15-20 kat yassilagsmis 6lii hiicrelerden
olusur. Stratum corneum’u olusturan korneosit adi verilen bu hiicrelerin ¢ekirdek ve
organelleri lizozomal hidrolitik enzimler tarafindan parcalanmistir®. Keratinositlerin
farklilagmasi ile olusan, ¢ekirdeklerini kaybetmis ve yassilagmig korneositler tirettikleri

protein ve lipitlerle stratum corenum’un su gegirmez bariyerini olugturur’?.

Stratum corneum’n yapist morfolojik agidan “tuglalar’a benzetilen, sitoplazmasi
bliyiik o6lgiide lifli protein (keratin) aglarindan olusan korneosit hiicrelerinden ve
korneositler arasindaki, “har¢” gorevi goren, agirlikli olarak nétral lipitlerden olusan
hiicreler arasi matriksten ibarettir. Baska bir ifade ile stratum corenum tabakasinda
korneositler ¢ift tabakalardan olusan lipit matriksin i¢inde gomiilii sekilde

bulunmaktadir®®. Tugla ve har¢ (brick and mortar) modeli ilk kez Elias tarafindan



tanimlanmistir®®. Hiicreler arasi bu lipidik yap1 seramitler, kolesterol, kolesterol esterleri
ve serbest yag asitleri igermektedir®. Stratum corneum’un “tugla ve har¢” modeli ile

tanimlanan yapisi Sekil 2.5’te gosterilmektedir®.

Lipitler (Lamellar membranlar)

Korneodesmozomlar (Protein kopriileri)

Sekil 2-5: Stratum corneum’un “tugla ve har¢” modeli ile tanéimlanan yapisi

Yass1 6lii hiicreler (tuglalar) ve bunlari bir arada tutan hiicreler arasi lipitler (harg)
bir duvar gibi gecilmesi zor bir bariyer olusturur ve etken maddelerin deriden gegisini
onemli derecede etkiler. Ayrica, korneositler birbirine korneodesmozomlar ile baglidir.
Tiim bu 6zellikleri ile stratum corneum, molekiillerin deriden gecisini ve organizmadan

su kaybimi &nleyen etkili bir bariyer gorevi goriir®2.

2.1.2.2. Dermis

Dermis tabakasi, corium olarak da isimlendirilen, sikistirilabilir ve elastik yapida
bir dokudur. Yapisal bilesenleri esas olarak; mukopolisakkaritleri i¢eren yari jel bir
matriks i¢inde bulunan kolajen lifler ve elastik bag dokusudur. Yapisindaki kolajen lifler
deriye esneklik ve mekanik destek saglar®®. Kuru dermisin yaklasik %98’i kolajenden
olusur®. Kalinligi 1-2 mm olan dermis tabakasinda bag dokusu bilesenlerini iireten
fibroblastlar, melanin pigmentini iireten melanositler ve enflamatuar yanit olusumunda
rolii olan mast hiicreleri bulunur. Ayrica, kan damarlari, lenfatik yapilar, duyu sinirleri ile

deri ekleri olan kil folikiilleri, ter ve yag bezleri de dermiste bulunmaktadir®%,

2.1.2.3. Hipodermis
Hipodermis ya da subkiitan doku kolajen ve elastin lifleri ile dermis tabakasina
bagli bulunur. Agirlikli olarak adiposit ad1 verilen yag hiicrelerinden ibaret gevsek bir bag

dokusundan olusur. Kan damarlar1 ve sinirler deri dokusuna hipodermis ile baghdir.



Hipodermis’in temel islevleri deriyi alttaki kas ve kemik dokularina baglamak, kan
damarlari ve sinirler ile beslenmesini saglamak, 1s1 yalitimi ve fiziksel soka kars1 koruma,

gerektiginde kullanmak iizere enerji depolamaktir®,

2.1.3. Deri Uzantilan

Deri uzantilari, ekrin ve apokrin ter bezleri, yag (Sebase) bezleri, kil folikiilleri ve
tirnaklardan olusur. Ekrin ter bezleri apokrin ter bezlerinden daha kiigiiktiir. Dudaklar ve
parmaklar hari¢ tiim viicutta bolgeye gore degisen yogunlukta bulunan ekrin bezler
salgilarin1 dogrudan deri yiizeyine bosaltan tiibiiler yapida bezlerdir. Deri yiizeyini
patojen kolonizasyona kars1 koruyan asit mantosunun pH’sini etkiler, viicut sicakliginin
diizenlemesinde gorev alir. Apokrin ter bezleri, agirlikli olarak aksilla ve perianal
bolgelerde bulunur. Dogrudan deri yiizeyine agilmaz, kanallar ile kil folikiillerine agilir.
Yag bezleri genellikle killi bolgelerde bulunur. Trigliseritler, serbest yag asitleri ve
skualen karisimindan olusan sebum salgisini iiretirler. Sebum salgisi derinin kurumasini
onler, deri biitiinligiiniin korunmasina katkida bulunur. Yag bezleri de kisa bir kanal ile
bagl bulundugu kil folikiiliine agilir ve arektor pili kasinin kasilmasi ile i¢indeki sebumu
kil folikiilii aracilig1 ile deri yiizeyine bosaltir®®. Bir kil folikiilii ve birlikteki yag
bezlerden olusan yapi pilosebase iinite (PSU) olarak adlandirilir'®, PSU nun yapis1 Sekil

2.6’da gosterilmektedir'®®’.

Sebase bez

Arektor pili kasi

Kil folikdilt

)
PR -
' #—— Apokrin bez
- - d
>
( o
]

Sekil 2-6: Pilosebase iinite (PSU) ile beraberindeki deri eklerinin temsili goriiniimii

Ekrin ter bezi

2.1.4. Deriden Gegis Yollari
Stratum corneum bariyerini asmada ilag molekiillerinin fizikokimyasal 6zellikleri

cok dnemlidir. Lipofilik molekiiller stratum corneum’u daha rahat gecerken, asir1 lipofilik
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olanlar stratum corneum tabakasinda birikme egilimi gosterirler. Hidrofilik molekiiller
i¢in ise stratum corneum cok daha gecilmez bir engeldir?8” %%, Bununla birlikte stratum
corneum bariyeri, lizerindeki kil folikiilleri acikliklar1 ve ter bezi kanallarinin sagladigi
porlar ile molekiiller i¢in bir yan gecit imkani da sunar. Molekiillerin stratum
corneum’dan penetrasyonu igin esas olarak ii¢ olast yol bulunmaktadir?%10,
Molekiillerin stratum corneum bariyerini agmak tizere deriden olasi gecis yollart Sekil

2.7°de gosterilmektedir®’.

Stratum corneum .
(10-20 um) !

Canli epidermis
(50100 pm)

Dermis
(1-2 mm)

Sekil 2-7: Molekiillerin stratum corneum bariyerini asmak iizere deriden gecis
yollarinin temsili gésterimi: a) hiicreler arasi yol b) transfolikiiler yol c) hiicre ici yol d)
mekanik olarak stratum corneum’da agilan yollar (6r. mikroigne aracili)

Molekiillerin pasif geciste kullandigi bu yollar diginda stratum corneum
bariyerinde mekanik olarak, 6rnegin mikro ignelerle mikron boyutunda delikler agilarak

gecis icin alternatif yollar olusturulabilir®.

2.1.4.1. Hiicreler Aras: Yol (Interseliiler/Paraseliiler Yol)

Stratum corneum yapisini olusturan hiicreler arasi lipidik yap1 devamliligi nedeni
ile 1la¢ molekiilleri i¢in 6nemli bir gecis yolu saglamaktadir. Ekstraselliiler lipitler, deri
yiizeyinden baslayarak stratum corneum’un en derin tabakasina kadar inen tek devamli
yoldur. Tlag molekiillerinin gogu deri bariyerini agsmak i¢in korneositler arasindaki lipit
tabakadan penetre olarak bu hiicreleri arasi yolu kullanir. Bu yoldan 6zellikle kiigiik

molekiil agirlikli ve ndtral molekiiller daha kolay geger'%t:1%2,
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2.1.4.2. Hiicre I¢i Gegis Yolu (Intraseliiler/Transseliiler Yol)

Hiicre igi gecis yolunu kullanan ilag molekiilleri, hem hiicreler arasi lipit tabakayi
hem de oli keratinosit (korneosit) hiicrelerinin yogun sekilde keratin igeren
stoplazmasindan gegmek zorundadir. Hem lipofilik hem de hidrofilik ortamlar1 agmak
zorunda olan ilag molekiilleri 6nemli bir direng ile karsilasir®. Ancak kiigiik polar

molekiiller i¢in bir gegis yolu olabilir!%3104,

2.1.4.3. Yan Gegit Yolu (Transfolikiiler Yol)

Yan gegit yollar1 (shunt route veya appendageal route) kil folikiilleri, ter kanallar1
ve yag bezleri olarak tanimlanir. Yapisal olarak deri dokusunun ¢ok kiigiik bir oranini
olustursalar da; 6rnegin insan derisi ylizeyindeki ortalama folikiiler agikliklarin alani,
toplam deri yiizeyi alanmin yaklasik olarak sadece %0,1'dir!%®, bazi durumlarda kil
folikiillerinin deriye penetrasyon icin potansiyel bir yol olabilecegi bildirilmektedir'%.
Son yillarda, kil folikiillerinin folikiiler birikim saglayan nanopartikiiler tagiyici sistemler
ile tasinan ila¢ molekiillerinin bu bolgelere hedeflendirilmesinde olduk¢a 6nemli bir

yolak olabilecegi one siiriilmektedir?1%0197,

2.1.5. Deride esteraz aktivitesi

Deri dokularinda hem endojen bilesiklerin hem de ksenobiyotiklerin
metabolizmasindan sorumlu ¢ok sayida enzim aktivitesi belirlenmistir. Ozellikle ester 6n
ilaglarinin  deriye  uygulanmasinda deride var olan esteraz aktivitesinden
yararlanilmaktadir. Esterazlar, ila¢ metabolizmasinda ve on ila¢ aktivasyonunda onemli
bir rol oynar. Epidermis tabakasinda bulunan bazal keratinositlerde, kil folikiilleri ve
sebase bezlerde ve az bir miktarda dermis’te karboksilesteraz aktivitesi bulundugu
histokimyasal ¢alismalar ile gosterilmistir. Ayrica stratum corneum’da da esteraz

aktivitesi tespit edilmistir!®®1%,

2.2. Deriden Penetrasyonu Etkileyen Faktorler

2.2.1. Derinin Bariyer Ozelligini Etkileyen Faktorler

Yas, 1k, cinsiyet, anotomik bolge ve kiitan6z bozukluklar gibi derinin mekanik
bariyer Ozelligini etkileyen fizyolojik faktorler molekiillerin deriden penetrasyon
kabiliyetlerini etkiler®?. Derinin mekanik ozellikleri esas olarak olii korneositlerin
bulundugu stratum corneum tabakasindan kaynaklanir!®®. flag molekiillerinin gegisi i¢in

bariyer gorevi yapan derinin igerdigi nem orani, sicakligi veya deriye uygulanan
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kimyasallar (6r, penetrasyon arttiricilar) derinin mekanik 6zelliklerini etkileyerek!!0-11

deriden penetrasyon etkinligini degistirebilir.

2.2.1.1. Yas, Irk, Cinsiyete Bagh Fizyolojik Ozellikler

Genel olarak epidermal kalinlik, 6zellikle stratum corneum tabakasinin kalinligi
ile hiicreler arasi lipit igeriginin fizyolojik faktdrlere bagli olarak degismesi®? ile deri
ylizeyinden uygulanan molekiillerin deriye penetrasyon/permeasyon o6zelliklerinin

degisebilecegi gbz onilinde bulundurulmalidir.

2.2.1.2. Stratum corneum’un Hidrasyonu

Ornegin, su en etkili ve giivenli kabul edilen penetrasyon arttirici maddelerden
biridir. Stratum corneum’un okluzif kosullarda hidrasyonu ile ¢ogu ilacin penetrasyonu
arttirilabilir. Yine tire gibi nemlendiriciler ile stratum corneum tabakasinin hidrasyonu

arttirlarak hidrofilik ilaglarin deriden gegisi arttirilabilir?.

2.2.1.3. Anatomik Bolge

Deri yiizeyinin sicaklig1 viicudun farkli bolgelerinde degisiklik gosterir. Ornegin,
yiizeyel arterlerin tizerinde derinin sicakligi altindan yiizeyel venlerin gectigi deri
bolgelerine gore daha yiiksektir. Kaslarin tizerindeki deri bolgelerindeki sicaklik, kemik
veya tendonlarin iizerindeki bolgelere gore ayn1 sekilde daha yiiksektir. Burun, kulaklar,
parmaklar ve ayak parmaklari gibi ¢ikintili ve belirgin sekilde kavisli bolgelerde deri

112

sicakligi daha distiktir~>. Sicakligi fazla olan deri boélgelerinde hiicre membran

lipitlerinin esnekligi/akicilig1 daha fazla olacag1 igin deriden gegis daha fazla olabilir!!!.
Sicaklik farkliligina bagli olarak hiicreler arasindaki lipitlerin de esnekligi/akiciliginin

daha fazla olmasi beklenir.

2.2.1.4. Dermatolojik Hastalhklar

Egzama (dermatit), psoriasis, ihtiyozis ve akne gibi yaygin goriilen kiitandz
bozukluklarda ve ayrica impetigo, Herpes simpleks enfeksiyonlar1 ve fungal
enfeksiyonlarda derinin bariyer fonksiyonunun zayiflamasina®? bagl olarak molekiillerin
deriden penetrasyonunun saglikli deriye gére daha fazla olacag diisiiniilebilir. Ornegin
kronik otoimmiin bir hastalik olan psdriyasis, deride kirmiz1 lezyonlar ve epidermal
hiperproliferasyona bagli olusan plaklarla karakterizedir. Psoriyatik deride
transepidermal su kaybi (TEWL) ile birlikte elektrolitler''®, steriotler'!* ve

115

makromolekiiller= gibi c¢esitli bilesiklerin permeasyonunun normal deriye goére artis
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gosterdigi bildirilmistir®2. Artan TEWL degerleri, derinin, stratum corneum tabakasinin,

bariyer fonksiyonunun azaldiginin gstergesidir®.

2.2.2. Molekiile ait Fizikokimyasal Ozellikler
Genel olarak ~2 civarinda log Kot (log P) (oktanol (yag)/su partisyon kat sayisi)
degerine ve diisiik bir erime noktasina (<200°C) sahip kii¢iik molekiillerin (Ma<500 Da)

deriden daha iyi gectigi bilinmektedir*"8,

Deriden penetrasyonu/permeasyonu etkileyen molekiillere ait fizikokimyasal

ozellikler ayrintili olarak asagida agiklanmistir.

2.2.2.1. Yag/Su Partisyon Katsayisi

Stratum corneum bariyerini agsmak i¢in molekiillerin agirlikli olarak kullandigi
yolun hiicreler arasi lipit tabaka oldugu g6z 6niinde bulunduruldugunda; penetrasyona
ugrayan molekiiliin dolambagli bir yol izleyerek, hiicre i¢i gegiste oldugu kadar kuvvetli
bir direngle karsilagmasa da, bir dizi hidrofilik ve lipofilik bolgelerden gegmesi gerekir.
Bu yiizden molekiiliin yag-su partisyon 6zellikleri, deriden penetrasyonu iizerinde 6nemli
derecede rol oynart'’. Yag/su partisyon 6zellikleri, log P degeri ile ifade edilir, molekiiliin
lipofilitesi hakkinda bilgi verir ve molekiilin sudan ziyade yag ile karigabilme
yeteneginin gostergesi olarak tanimlanmaktadir!®®. Lipofilik molekiiller deriden daha
kolay penetre olur. Ilaglarin deriden pasif yollarla gegisi i¢in ideal kabul edilen yag/su

dagilim kat sayis1 araligi, 1<log P<3 olarak belirlenmistir'!’1%,

2.2.2.2. Molekiil Agirhg

Genel bir kural olarak, 500 Da'dan kiigiik molekiil agirligina sahip molekiillerin
deriden daha kolay penetre olacag: kabul edilir®*!812°, Bu 500 Da simr1, aslinda stratum
corneum’un lipit matrikste gomiilii komsu korneositlerden olusan 6zel yapisindan

kaynaklanir®®.

2.2.2.3. Coziiniirliik/Erime Sicakh

Molekiillerin deriden gecisini etkileyen diger bir faktor penetre olan molekiiliin
deri lipitlerindeki ¢oziiniirliigiidiir®*?!. Molekiillerin stratum corneum’da hiicreler arasi
lipit tabakasindaki ¢Oziiniirliigi deri bariyerinden difiizyonunu etkiler. Lipofilik
bilesiklerin hiicreler aras1 yolda ¢oziiniirliigii, buna bagli olarak da deriden gecis hiz1 daha
fazladir. Molekiiliin stratum corneum’un hiicreler arasi bolgedeki ¢oziiniirligiini

belirleyen sahip oldugu erime noktasidir®.
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Diisiik erime sicakligi, genel olarak molekiillerin iyi ¢oziiniirlik 6zellikleri ile
iliskilendirilmektedir. Erime sicaklig1 ne kadar diisiikse ¢oziiniirliigiin o kadar iyi olacagi

belirtilmektedirl’.

2.2.2.4. Konsantrasyon

Molekiillerin deriden penetrasyon/permeasyon etkinligi tek basina kiicik ve
lipofilik olmalarma bagli degildir. Ayn1 zamanda uygulandiklar1 tasiyici ortaminda
¢Oziinen molekiillerin konsantrasyonu da deriden gecisi etkiler. Molekiiliin tasiyici
ortamindaki konsantrasyonu ne kadar yiiksek ise deriden gegis hiz1 o kadar yiiksektir''’.
Bu noktada tasiyic1 ortaminda bulunabilecegi en yiiksek konsantrasyon, molekiiliin o

ortamdaki ¢oziiniirliigiine baglidir.

2.2.2.5. iyonizasyon

Molekiiller iyonize halde degilken deriden gecis oranlar1 daha yiiksektir. Ciinki
iyonize olmadiklar1 formda lipit tabakalarda ve membranlarda dagilimlar1 daha fazla
olurtl® Molekiillerin iyonizasyonu sahip olduklar1 pKa degerlerine ve bulunduklar

ortamm pH'sma baghdir!?%!2

. Bununla birlikte 6rnegin, sulu ¢ozelti formunda
uygulanacak ilaglar i¢in iyonizasyonun artmastyla deriye partisyonun azalmasindan
ziyade ¢Oziinilirliigiin artacagi; bu yiizden o6zellikle transdermal bir ilag ic¢in iyonize
olmadig1 formundan ise tuz formunu se¢gmenin daha etkili olacagi da bildirilmistir''’. Her
haliikarda molekiil iizerindeki yiikiin deriden penetrasyonu etkileyecegi ifade edilebilir.

Elektriksel yiikiin deriden gecis ile iliskili oldugu literatiirde gosterilmigtir'?*,

Lipofilik dogas1 geregi stratum corneum yiiklii molekiillere, yani iyonlara karsi
gecilmesi zor bir bariyer 0zelligi gosterir. Bu ylizden genel olarak iyonlarin stratum
corneum’dan gecisi zordur. Fakat yiiklii hidrofilik molekiillerin, yan ge¢it yollarindan
gecebilecegini gosteren ¢alismalar vardir®. Stratum corneum’un tasidigi net negatif
yiikten dolayr pozitif yiiklii molekiillerin deriden penetrasyonunun genellikle negatif
yiiklii molekiillerden daha hizli oldugu, stratum corneum’un katyon segici oldugu da

ifade edilmektedir®.

2.2.2.6. Hidrojen Bag Yapan Grup Sayisi
Molekiil iizerindeki fonksiyonel gruplar da 6nemlidir. Molekiil yapisindaki H

bag1 yapan grup sayist (hydrogen bonding groups) molekiiliin deriden penetrasyonunu
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etkiler. Genel olarak bu gruplarin sayisi arttikca molekiiliin hidrofilik 6zelligi artacag:

icin log P degerinin diismesine bagl deriden gegisin azalacag ifade edilmektedir'?’.

2.2.3. Formiilasyona ait Ozellikler

Deriden ilag molekiillerinin ge¢isi i¢in dncelikle uygulandiklari sivagdan/tasiyict
ortamdan salinmasi gerekir. Heniiz deri yilizeyinde iken, molekiile ait pKa degeri,
formiilasyonun pH's1, bunlara bagli olarak molekiiliin ortamdaki iyonizasyon derecesi ve
formiilasyonda kullanilan herhangi bir penetrasyon arttirici madde stratum corneum’a

partisyonu ve deriden gecisi etkiler'?.

Deri yiizeyinden ilaglarin perkiitan absorpsiyonu temel olarak ii¢ asamali bir
siireci kapsar. Ik asamas1, molekiiliin stratum corneum tabakasindaki partisyonu yani
dagilimidir. Ilag molekiillerinin tasiyici ortamindan stratum corneum tabakasina gegisini
ifade eder. Bu asamada stratum corneum’a gegisi sinirlayan faktor penetrantin stratum
corneum’a oranla tastyici ortamindaki termodinamik aktivitesidir. Termodinamik aktivite
“fugasite” ya da molekiillerin bulunduklar1 ortamdan ayrilma istegi olarak da
tanimlanmaktadir. Ikinci asama termodinamik gradient ile penetrantin stratum
corneum'dan difiizyonu, son agama ise penetrantin Stratum corneum'dan alttaki dokulara

partisyonudur.

Termodinamik aktivite kavrami tizerinde durmak gerekirse; sulu bir tastyict
icinde ¢oziindiiriilmiis lipofilik bir molekiiliin, stratum corneum'un lipofilik ortami ile
karsilastiginda hidrofilik bir molekiile gore daha biiyiik bir fugasite gostermesi ve
termodinamik aktivitesinin daha yiiksek olmasi beklenir. Bir tasiyict ortaminda
¢oziindiiriilen molekiiliin gosterebilecegi en yiiksek termodinamik aktivite, Yyani
molekiiliin gegisi igin itici gii¢, ortamdaki doygunluk konsantrasyonu ile saglanir. ideal
kosullar altinda, bir molekiiliin doygunluk konsantrasyonlarinda bulundugu farkli tagiyici

ortamlarinda termodinamik aktivitesinin ayn1 oldugu belirtilmektedir!?.

Bu noktada, 6rnegin su bazli bir tasiyici ortaminda uygulanan ve bu ortamda
¢oziinlirliigli az olan lipofilik bir bilesik sivag ortamindan stratum corneum tabakasina
kolayca dagilabilir, fakat tagiyici ortaminda hizla tiikkenmesine bagli olarak termodinamik
aktivitesi diisecegi i¢in geg¢is hizi da azalabilir. Bu sebeple deriden geg¢is hizinin
arttirilmasi i¢in molekiillerin lipit ¢oziiniirliiglinlin yaninda tastyici ortaminda da uygun
¢ozlinlirliige sahip olmasi, bu sekilde yiiksek dondr konsantrasyonunun saglanmasi

onemlidir®?,
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2.3. Deriden Gegisi Arttirmaya Yonelik Yaklasimlar

Derinin gegirgenlik bariyerini (permeability barrier) asmaya ve ilaglarin deriden
penetrasyon/permeasyonunu arttirmaya yonelik kimyasal, fiziksel, fizikokimyasal
yontemlerin kullanildig1 birtakim yaklagimlar gelistirilmistir. Bu yontemler tek basina

kullanilabilecegi gibi bir arada da kullanilabilmektedir'?®127,

Kimyasal yoOntemlerle penetrasyonun arttirilmasinda ¢esitli  penetrasyon
arttiricilar (su, etanol, lire ve tlirevleri, izopropil miristat, sodyum lauril siilfat gibi ¢esitli
yiizey etkin maddeler, azon, dimetil siilfoksit, terpenler, propilen glikol, dietilen glikol
monoetil eter, oleik asit, laurik asit, kaprik asit, monoolein vb.), 6n ilag¢ stratejisi, siiper
doygun (supersaturated) sistemler ve yeni ila¢ tasiyici sistemlerden faydalanildig:

goriilmektedirt?6:127,

Yeni ilag tastyic1 sistemlere vezikiiler tasiyici sistemlerden
lipozomlar, niozomlar ve elastik vezikiiler sistemler (etozom, transferzom, transetazom,
invazom vb.); lipit igerikli nanopartikiillerden kati lipit nanopartikiiller, nanoyapili lipit
tasiyicilar, kiibozomlar; ayrica nanokapsiiller, nanokiireler, dendrimerler, miseller,
nanoemiilsiyonlar, mikroemiilsiyon, nanosiispansiyonlar, fullerenler, kuantum noktalari

ornek verilebilirt?8-134,

Fiziksel yontemlerle penetrasyonun arttirilmasi Stratum corneum tabakasinin
mekanik ya da elektrokimyasal yontemlerle modifiye edilmesi ile saglanir. Ornek olarak
deriye ¢ok kisa siireli yiiksek siddette elektrik akim1 uygulanmasi ile gecici olarak derinin
delindigi elektroporasyon'!®!%,  diisiik miktarda (<0,5 mA/cm?) elektriksel akim
uygulamasi ile benzer yiiklerin birbirini itme, farkli yiiklerin birbirini gekme prensibinden
yararlanilarak ila¢ iyonlarmin deriden igeriye dogru hizli ve kontrollii olarak itildigi
iyontoforez®*61%7  ultrasonik ses dalgalarmin uygulandigi sonoforez/fonoforez!33:13,
manyetik alan uygulamasinin yapildigi magnetoforez!4%14%; stratum corenum bariyerinin
mekanik olarak bertaraf edildigi mikro igne, dermabrazyon, termal ablasyon?*142, radyo
dalgalar1 kullanilarak yapilan radyofrekans ablasyon'*3%3 basingli gaz kullanarak

t®) 144,145

partikiillerin hizla deriden iceriye itildigi jet enjeksiyon (Powderjec uygulamalari

verilebilir.

Ilaglarm deriden gegisini arttirmaya yonelik siklikla basvurulan ydntemlerden

bazilar1 Sekil 2.8’de gosterilmektedir!?®,
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2.4. Nanotasiyicilarin Deriye Uygulanmasi

Gilinlimiizde nanotasiyicilar iizerine arastirmalar hastaliklarin teshisi, ilaglarin
hedeflendirilmesi, gen tasinmasi ve asilarin gelistirilmesine yonelik pek ¢ok farkl
biyomedikal uygulama alaninda yogunlagmistir. Nanotastyicilarin saglayacagi avantajlar,
uzatilmis ve kontrollii ilag salimi, hizla degredasyona ugrayan bilesiklerin stabilite
problemlerinin ¢oziilmesi, artmis permeabilite ve retansiyon etkisi (EPR) ile timor
dokusunda saglanan yiiksek ila¢ konsantrasyonu, tastyici ylizeyine antikor ve peptit
konjugasyonu ile hiicre ve dokuya spesifik hedeflendirme ve ilag-tasiyict kompleksleri

ile genlerin hiicre igine tasimmasi sayilabilmektedir'*®.

1,8 m? yiizey alani ile insan viicudunun en biiyiik organi olarak kabul edilen deri,
dermatolojik hastaliklarin topikal tedavisinde ilaglar i¢in dogrudan hedef bolgesidir. Ayni1
zamanda sistemik etki beklenen ¢esitli hastaliklarin tedavisinde de alternatif bir uygulama
yoludur. Topikal tedavinin etkinligi aktif bilesenin deriden penetrasyonuna, derinin hedef
bolgesinde etkili konsantrasyona ulasmasma baghdir. Topikal olarak uygulanan
molekiillerin deriden penetre olabilmesi i¢in derinin en dis tabakasini olusturan ve deriye

milkemmel bir bariyer 0Ozelligi kazandiran stratum corneum engelini asmasi
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gerekmektedir. Bu durum ilaglarin deriden penetrasyonunu arttirmaya yonelik birtakim
yaklagimlarin gelistirilmesini saglamistir. Nanotasiyict sistemler vasitasiyla deri
bariyerini asarak molekiillerin derinin belirli tabakalarina hedeflendirilmesi bu

yaklasimlar arasinda yer almaktadir®4,

Dermal hedeflendirme iizerine son yillarda yapilan ¢ok sayida arastirmada
nanotasiyicit  sistemlerin  konvansiyonel formiilasyonlara olan istiinliiklerinden
bahsedilmektedir. Nanotasiyicilarla hazirlanan yenilik¢i topikal dozaj formlarinin
gelistirilmesi; ilaglarin  derinin  belirli  bolgelerine  hedeflendirilmesi, kiitan6z
penetrasyonunun iyilestirilerek topikal biyoyararlanimlarmin ve tedavi etkinliginin
arttirtlmasi, derinin hedef bolgesinde kalig siirelerinin uzatilmasi, kimyasal ve fiziksel
koruma ile degredasyonun 6nlenerek bilesiklerin stabilitelerinin arttirilmasi, uzatilmis ve
kontrollii salim ile toksik ilaglarin yan etkilerinin azaltilmasi, olasi yan etkilerin

azaltilarak hasta uyuncunun saglanmasi agisindan umut vaadetmektedir46-147,

Nanotastyici teknolojisinin ticari boyutta ila¢ sanayinde uygulamaya gecirilmesi
icin ¢ok ¢aba harcanmaktadir. Yapilan yogun arastirmalar arasindan, patentlenmis misel
nanopartikiil teknolojisi ile estradiol hemihidratin enkapsiilasyonuna dayanan bir topikal
emiilsiyon dozaj formu olarak Estrasorb™ 2003 yilinda menopoz ile iligkili orta-giddetli
vazomotor semptomlarin giderilmesine yonelik Ostrojen replasman tedavisi icin ABD
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir. Pazara sunulan nanopartikiil temelli
ilaglar arasinda Estrasorb™, transdermal amagli onaylanan ilk nanotasiyici temelli
{irindiir’*®1%°, Estrasorb™’da kullanilan formiilasyon bilesenleri (soya fasulyesi yag,
polisorbat 80, etanol, su) GRAS (generally recognized as safe) listesindedir. Misel
nanopartikiiler emiilsiyon teknolojisi ile; enkapsiile edilen hormonun ¢oziiniirliigliniin
arttirilmasi, deride iritasyona sebep olmayan bir formiilasyon ile hasta uyuncunun

kolaylastirilmas1 amaglanmistir*,

Polimerik nanopartikiiller (nanokiire ve nanokapsiiller), mikroemiilsiyonlar
nanoemiilsiyonlar, lipozomlar, transferzomlar, kati lipit nanopartikiiller, polimerik
miseller gibi nano boyutlu tasiyicilar ilaglarin deriden penentrasyonunu arttirmak igin

yaygn sekilde kullanilan topikal formiilasyonlardir#%1%,

Topikal olarak uygulanan polimerik nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlerin
hazirlanmasinda, kitozan gibi dogal polimerler; poli (laktit-ko-glikolit) kopolimerleri

(PLGA) ve poli (e-kaprolakton) gibi biyolojik olarak parcalanabilen sentetik alifatik
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polyesterler ya da poliakrilatlar gibi degrade olmayan sentetik polimerler

146 Literatiirde dogal kaynakli polimerlerle hazirlanan polimerik

kullanilmaktadir
nanopartikiiler ila¢ tasiyici sistemlere; kirisiklik tedavisine yonelik retinol enkapsiile
edilen kitozan nanopartikiilleri'®, topikal gen terapisi igin plazmit DNA yiiklii kitosan-
tripolifosfat (TPP) nanopartikiilleri*®, topikal antiviral tedaviye yonelik asiklovir igeren
kitozan-TPP nanopartikiilleri'®®, topikal antioksidan olarak kuersetin yiiklii lesitin-
kitosan nanopartikiilleri®® 6rnek verilebilir. Biyolojik olarak pargalanabilen sentetik
alifatik polyesterler ile hazirlanan polimerik nanopartikiiler ilag tasiyici sistemlere; sag
diikiilmesini Onleyici ve sa¢ gelisimini destekleyici bir formiilasyon olarak hazirlanan
hinokitiol, glisiretinik asit ve 6-benzilaminopurin yiiklii*>® ve topikal uygulanan lipofilik
ilaglarin derinin derin tabakalarina hedeflendirmesine yonelik model segilen siklosporin
A vyiiklii PLGA nanopartikiilleri'®, kontakt dermatit ve psoriasis tedavisi i¢in derinin
derin tabakalarina penetrasyonun saglanmasi amaciyla spantit II ve ketoprofen yiiklii
PLGA-kitozan nanopartikiilleri®®’, giines koruyucu olarak oktil metoksisinamat iceren
poli (e-kaprolakton) nanopartikiilleri*>® ve sa¢ dokiilmesine karst minoksidil i¢eren poli
(e-kaprolakton)-blok PEG nanopartikiilleri®™®® 6rnek verilebilir. Biyoparcalanmayan
sentetik polimerlerle hazirlanan polimerik nanopartikiiler ilag tastyici sistemlere ise; yara
iyilesmesinde kullanilmak iizere tasarlanan metisiline direngli Staphylococcus aureus
(MRSA)’a kars1 antibakteriyel etkinligi bulunan B-laktam tiirevi (N-thiolated p-lactam)
antibiyotik yiiklii poliakrilat nanopartikiilleri'>® ve yara ortiisii olarak kullanima y&nelik

i160

bakterisit etkili siprofloksasin yiiklii politiretan-dekstran nano lifleri** 6rnek verilebilir.

Ayrica, tirozin-temelli nanokiireler (TyroSpheres™) dogal olarak olusan
metabolitlerden sentezlenen polimerlerle hazirlanan biyopargalanabilen yari sentetik
nanopartikiiler sistemlere 6rnek olarak gosterilebilir. TyroSpheres™ olarak adlandirilan
ABA tipi PEG5K-b-oligo(desaminotirosil-tirozin oktil ester suberat)-b-PEG5K triblok
kopolimerlerle hazirlanan sistemler kendiliginden olusan nanokiireler olarak

tanimlanmislardir?®?,

TyroSpheres™’lere model bilesik olarak Nil Kirmizis1 ve
diklofenak sodyum?®2, ayrica psériasis tedavisine yonelik paklitaksel*®® ve siklosporin
A yiiklenmis ve bu tasiyic1 sistemlerin lipofilik ilaglarin derinin derin tabakalarina

penetrasyonunu kolaylastirdiklari sonucuna varilmistir.
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llaglarin deriden penentrasyonunu arttirmaya yonelik yapilan yenilikgi topikal
formiilasyon ¢aligmalarinda yaygin olarak kullanilan nano boyutlu tasiyicilar ve bu

tasiyicilara yiiklenen bazi ilaglar Tablo 2.1°de gosterilmektedir.

Tablo 2-1: Deriye uygulanmak iizere hazirlanan yenilikgi ila¢ tasiyici sistemler ve bu
sistemlere yiiklenen baz ilaglar

Nanotasiyici sistem Yiiklenen ilaglara ornekler

8-metoksalen, apomorfin HCI, NSAIl etkili ilaclar,
164,165 difenhidramin, felodipin, Prostaglandin E1, timolol, metil

Mikroemilsiyon nikotinat, hidrokortizon, lidokain arbutin, kojik asit gibi
farkl farmakolojik gruplardan ¢esitli ilaglar
Nanoemiilsiyon?6® gama-tokoferol, kafein, plazmid DNA, aspirin, metil

salisilat, insiilin, nimesulit

melatonin, indinavir, metotreksat, amfoterisin B, ketoprofen,

H 150,167-169
Lipozom estradiol, klindamin hidrokloriir, lignokain

diklofenak, insiilin, tetanoz toksoidi, kortikosteroidler,
Transferzom?®0:170 siiperoksit  dismutaz, DNA,  triamsinolon-asetonid,
ketoprofen, interlokin-2, ketotifen fumarat

metotreksat, takrolimus, 5-aminolevulinik asit (ALA)

171-176
Etazom ketoprofen, takrolimus, minoksidil, klotrimazol, testosteron

tamsulosin,  indometazin,  ketoprofen,  klotrimazol,
Dendrimer>3-55:57:59.177-180 ketokonazol, diflunisal, 5-florourasil, 8-metoksipsoralen,
ditranol

181182 Podofilotoksin, retinoik asit, prednikarbat, triptolit, koenzim

Kat lipit nanopartikiller Q10, retinol, klobetasol propiyonat

siklosporin A, takrolimus, ketokonazol, ekonazol, koenzim

H : H 12,13,183-188
Polimerik miseller Q10, benzoil peroksit, lidokain

2.5. Nanotasiyicilarin Deride Potansiyel Birikim Bolgeleri

Nanotasiyicilar deriye ii¢ farkli yoldan penetre olabilir: hiicreler arasi yol
(keratinositler arasindaki hiicreler arasi lipit matriks), hiicre i¢i yol (keratinositlerden) ya
da yan gegit yollar1 (kil folikiilleri, ter kanallari, sebase bezler)!8®%°, Kil folikiilleri ve ter
kanallari, stratum corneum tabakasinin gosterdigi siirekliligi bozarak penetre olacak

molekiiller/partikiiller i¢in deriye giriste alternatif bir yol saglamalari!® sebebiyle
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ozellikle partikiiler sistemler i¢in dnemlidir. Kil folikiillerine odaklanarak yapilan pek ¢ok
calisma g6z Oniinde bulunduruldugunda, ilaclarin veya partikiillerin deriden
penetrasyonu i¢in yan gegit yolagi deri ylizeyinin ¢ok kii¢iik bir alanini kapliyor olsa bile,
stratum corneum’dan penetrasyona alternatif bir yol olarak goriilmesi gergek¢i kabul
edilmektedir'®. Bu yonde yapilan ¢alismalarda nanopartikiiler sistemlerin kil folikiillerine
hedeflendirilebilecegi gdsterilmistir®’. Kil folikiilleri topikal olarak uygulanan ilaglar

i¢in rezervuar gorevi gormesi sebebiyle umut vadetmektedir’.

Nanotastyicilarin  topikal uygulama sonrasi deride hedeflendirilebilecekleri

potansiyel birikim bolgeleri olarak kil folikiilleri ile birlikte stratum corneum yiizeyi,

catlak/oyuk/korneosit kiimeleri aras1 (intercluster) bélgelere de isaret edilmektedir!®84,

Nanopartikiillerin derideki birikimleri i¢in potansiyel hedef bolgeler Sekil 2.9°da

gosterilmektedir®.

NP'lerleilag  NP'lerle taginan ilag
NP'lerin NP'lerin oyuk ve kil molekiillerinin molekiillerinin derien
topikal folikiillerinde birikimi  SC tabakasinda oyuk ve kil folikiilleri
Kil folikiili  uygulanmasi lokalizasyonu aracili penetrasyonu

Oyuk/
Deriyiizey  kinigikliklar
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Sekil 2-9: Nanopartikiillerin birikimi icin deride potansiyel hedef bolgeler

Nanopartikiillerin deriden penetrasyonu hakkinda devam eden tartismali durum
derinin yapis1 goz 6niinde bulundurularak kapsamli bir sekilde ele alinmis ve partikiillerin
penetrasyon mekanizmalart ve deri ile etkilesimlerinin aydinlatilmasina yonelik daha

genis capli multidisipliner yaklasimlara ihtiya¢ oldugu vurgulanmaktadir'®2,

Nanotagtyict sistemler ile yapilan galismalar kapsaminda, drnegin polimerik
misellerle yapilan calismalarin birinde MPEG-dihexPLA diblok kopolimeri ile
hazirlanan misel nanotastyicilariin stratum corenum bariyerini asamadig1®®; baska bir
caligmada azol grubu antifungallerin deriden penetrasyonunun MPEG-hexPLA diblok

kopolimeri ile hazirlanan polimerik misellerle folikiiler birikime bagli olarak arttirildig
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ve misellerin kil folikiillerine fiziksel olarak bozulmadan ulastig1 konfokal lazer taramali
mikroskop (CLSM) analizleri ile gosterilmistir'®®. Baska bir calismada ise MPEG-
dihexPLA diblok kopolimeri ile hazirlanan polimerik misellerin gegis yolu olarak
korneositler ve korneosit kiimeleri (intercluster) arasindaki bolgeleri tercih ettigi ve bu

bolgelerde birikim gosterdigi ileri siiriilmiistiir'®*.

20 ve 200 nm boyutlarinda floresan 6zelligi olan polistiren nanopartikiillerinin
uygulama sonrasi derideki dagilimlar1 CLSM ile incelendiginde deri yiizeyinden alinan
gorintiilerde polistiren nanopartikiillerin 6zellikle folikiiler agikliklarda biriktigi, bu
dagilimin zamana bagl bir sekilde arttigi, folikiiler lokalizasyon agisindan daha kiiciik
boyutlu partikiillerin avantajli oldugu, ayrica folikiiler penetrasyonun yani sira
nanopartikiillerin derideki c¢atlaklarda (furrows) belirgin derecede lokalize oldugu
sonucuna varilmistir. Bununla birlikte kesit goriintiilerinde, polimerik tasiyicilarin
alternatif olarak bu folikiil igermeyen bdlgelerden (furrows) daha derine penetre

olamadi1, stratum corneum engelini asamadig1 gosterilmistir'®,

Topikal uygulamay: takiben fluoresein metakrilat ile kovalan bagli bulunan
polistiren ve poli (metil metakrilat) nanopartikiilleri ile birlikte bu partikiillere lipofilik
bir model aktif bilesen olarak yiiklenen Nil Kirmizisinin deri yiizeyinde ve deri igindeki
dagilimini degerlendirmek iizere yapilan baska bir calismada, ortalama boyutlart 100
nm'nin altinda olan nanopartikiillerin deride catlaklarda (furrows) ve kil folikiillerinde
lokalize oldugunu; Nil Kirmisinin deri yiizeyinde kismen nanopartikiiller ile kaldigini,
fakat bir kisminin bir miktar salinarak stratum corneum'un daha derin katmanlarina
penetre oldugu, Ozetle polimerik nanopartikiillerin Stratum corneum'un yiizeyel
katmanlarindan 6teye penetre olamadig, kil folikiillerine afinite gosterdigi ve model aktif

bilesigi deriye saldig1 sonucuna vartlmistir'®4,

2.6. Nanotasiyicilar ile Folikiiler Hedeflendirme/Transfolikiiler Penetrasyon
Nano boyutlu yapilarin deride kil folikiillerinde biriktigini ve ilaglarin nano
boyutlu tastyicilar ile kil folikiillerine hedeflendirilebilecegini gosteren pek ¢ok c¢alisma

195-197

literatiirde yer almaktadir . Polimerik nanopartikiillerin yani sira transfolikiiler

penetrasyon agisindan son yillarda siklikla arastirilan diger nano-sistemler, polimerik

misellert®8-2%  lipit nanotastyicilar®®2%1-2% ve nanoemiilsiyonlardir?’-2%7,

Lademann ve grubu nanopartikiillerin folikiiler birikimini degerlendirdikleri

arastirmalarin sonucunda bu yan gegit yolaginin (kil folikiilleri) ilag yiiklii bir depo olarak
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uzun siireli bir rezervuar gorevi gorebilecegi hipotezini ortaya koymuslardir®®,
Nanopartikiillerin (320 nm) kil folikiillerinde 10 giine kadar kalabildigi yapilan
caligmalarda gosterilmistir, bu boélgede biriken nanopartikiillerle tasinan ilaglarin bu siire

zarfinda salinacag vurgulanmistir®®,

Nanotastyici sistemlerin kil follikiillerinde birikebilmesi, 6rnegin etken maddenin
hedef dokuda kalis siiresini uzatma, kontrollii/uzatilmis ilag salimi1 ve advers etkileri
azaltarak terapdtik etkinligi arttirma gibi saglayabilecegi avantajlar bakimindan son
yillarda ¢ikan yaymlarda siklikla vurgulanmaktadir'?14219211 Nanopartikiillerin kil

folikiillerinde birikimi Sekil 2.10°da temsilen gosterilmektedir?2,

Sekil 2-10: Nanopartikiillerin kil folikiillerinde birikiminin temsili gosterimi

Farkl1 partikiil biiyiikliigline (122-1000 nm) ve farkl yiizey 6zelliklerine sahip,
farkli tipte materyallerle hazirlanan partikiillerin folikiiler penetrasyonunun incelendigi
bir ¢calismada, yaklasik 300-600 nm'lik partikiillerin kil folikiillerinde daha derine penetre

olabildikleri gosterilmistir?®3,

Killarin yiizey yapisinin elektron mikroskobu ile analizi sonucu, kil yapisina
zigzaglh bir gorinim veren kiitikula kalinliginin insanda ~530 nm (vellus ve terminal
killarda benzer kiitikula kalinlig1) ve domuz kulak derisinde ise ~320 nm civarinda oldugu

tespit edilmistir?

. Kil folikiillerine hedeflendirmede optimum olarak belirlenen 300-600
nm boyutlarinda nanopartikiillerin masaj uygulamasi ile folikiillerin derin bolgelerine
iletilebilecegi ifade edilmektedir’. Bu boyutlarin insanlarda tespit edilen killara ait
kiitikula kalinlig1 ve domuz kaynakli killarin kiitikula kalinlig1 ile uyumlu oldugu, masaj

uygulamasi ile killarin hareketi sirasinda disli bir ¢ark sisteminin ¢alisma prensibi gibi
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kiitikula yapisinin sagladigi girintilere yerlesen partikiillerin boylece folikiillerde daha

derine penetre olabilecekleri ileri siiriilmiistiir®2%8214,

Vellus killar1 olarak bilinen ince killarda 750 nm boyuttaki partikiillerin
folikiillerde deri yiizeyine yakin bolgede lokalize oldugu yani ancak belli bir derinlige
inebildigi, 40 nm biiylkliglindeki partikiillerin ise folikiillerde daha derin bdlgelere kadar

penetre olabildigi gosterilmistir'®.

Sonug olarak topikal uygulanan kati partikiillerin folikiiler kanaldaki penetrasyon
derinliginin partikiillerin boyutuna ve kil folikiiliiniin tipine, yani biiyiikliigline baglh

oldugu ifade edilmektedir?'®.

2.7. Akne Hakkinda Genel Bilgiler

2.7.1. Tamm ve Klinik Ozellikleri

Acne vulgaris, kisaca akne primer olarak addlesan donemde goriiliir. Ancak,
yenidogan, siit cocuklugu, prepubertal donemde ve ileri yaslarda da olusabilir?*62%,
Genellikle yiiz, gogiis ve sirtta goriiliir. Bu bolgelerde ¢ok sayida pilosebase tiniteleri
bulunur. Akne, kil-pilosebase iinitelerinin kronik seyirli enflamatuar bir hastaligidir®'8,
Deride komedon, piistiil, papiil, nodiil, kist seklinde lezyonlar olusur ve iz birakabilir?'®.
Akne gelismesinde bazi hormonlarin ve biiyiime faktdrlerinin de katkis1 vardir??’. Akne
basitce “hafif’, “orta” veya “siddetli” olarak siniflandirilir?®’. Hastahigm uzun seyirli
olmasi, tekrarlamasi ve olusturdugu sosyal/psikolojik etki nedeniyle kronik hastaliklar
grubuna alinmasi gerektigi ve idame tedavisinin yapilmasinin O6nemli oldugu
bildirilmistir?16.222,

Acne vulgaris lezyonlar1 enflamatuar veya nonenflamatuar 6zellikte olabilir. Tlk
olusan lezyonlar nonenflamatuar lezyonlardir. Bunlar agik ve kapali komedon seklinde
olabilir. Aknenin enflamatuar lezyonlar1 ise, papiil, piistiil, nodiil ve kistlerdir. Papiil ve
piustiiller yiizeyel iken nodiil ve kistler daha derin olusumlu lezyonlardir. Genellikle bu

lezyonlarin birkagi bir arada bulunabilir??2223,

2.7.2. Etiyolojisi ve Patogenezi

Siddetli olgularda, tedavi edilmedigi taktirde skar dokusu olusumu ile kalici izlere
sebep olan aknenin patofizyolojisi tam olarak anlagilamamistir. Akne ile sonuglanan
dermatolojik bozuklukta etkilenen kil folikiilinde birbirleriyle iliskili en az dort

patofizyolojik olayin rol aldig1 belirlenmistir. Birincisi sebase bez aktivitesinin androjen
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aracili uyarilmasi ile sebum iiretiminde artis, ikincisi folikiiler tikanmaya yol acan
anormal keratinizasyon ile komedon olusumu, {igiinciisii Propionibacterium acnes (P.
acnes) etkeninin folikiilde proliferasyonu ve dordiincii olarak da eslik eden

226

enflamasyondur®®?23224 By dort mekanizmaya ek olarak genetik faktorler??®, stres ve

diyet??’ de akne gelisimini ve derecesini etkileyebilmektedir.

Sebase bezlerden salgilanan sebum; trigliseridler, yag asitleri, skualen, balmumu

228 Androjenler

esterleri, kolesterol ve kolesterol esterleri gibi kompleks yagdan olusur
sebase bezlerdeki hiicre biiyiimesini ve farklilasmasini1 uyararak akne olusumunda rol
alir’®. Sebase bezlerde bulunan androjen reseptdrleri ile etkileserek sebum iiretimini
arttiran bir testosteron metaboliti olan dihidrotestosteron (DHT) da akne olusumunu
kolaylastirtr; DHT olusumunun folikiiler keratinositlerde Sa-rediiktaz enzim
aktivitesindeki artisa bagl arttig1 saptanmistir?®%23l, Aknede enflamatuar lezyonlarin
olusma kaskadimni baslatan primer olay mikrokomedon olusumudur??®. Korneositlerin
pilosebase kanalda birikimiyle komedogenezis olusmaya baslar??*. Sebum iiretimi artis1
ile birlikte keratinositlerin proliferasyonu pilosebase tinite’nin tikanmasi ile sonuglanir.
Mikrokomedon i¢inde sebum ve keratinosit artiklarinin birikmesi sonucunda da agik ya
da kapali komedonlar olusur. Folikiillerin P. acnes ile kolonizasyonu ve immunkompetan
hiicrelerin katilimiyla beraber perifolikiiler dermise enflamatuar mediatorlerin salinimi

enflamatuar lezyonlarin olusumu ile sonuglanir®?®,

Acne vulgaris’in etiyopatogenezinde en ¢ok saptanan enfeksiyoz etken P.
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acnes’tir-~. Normal deri florasinda bulunan, Gram (+) bir gomak olan P. acnes, aknesi

olanlarda olmayanlara gore daha fazladir ve folikiillerde kolonize olur?®. P. acnes’in
folikiiler kolonizasyonu dogrudan ya da dolayli olarak enflamasyon gelisimine sebep
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olur Lipitten zengin bir salgi olan sebum iiretiminin artmasi1 P. acnes i¢in uygun

¢ogalma ortami olusturur. Enflamatuar siire¢ ayni zamanda sebum {iretimini de

arttirmaktadir?®®,

2.7.3. Aknede Tedavi Yaklasimlari

Acne vulgaris’te tedavi, etkilenen bolgeye, aknenin tipine ve siddetine gore
degisir. Hastanin psikolojik durumuna goére de farkli tedaviler uygulamak gerekebilir.
Hafif ve orta siddetli olgularin tedavisinde ilk tercih topikal uygulama olmalidir. Siddetli

formlarda ise sistemik tedavi uygulanmalidir?®2%,
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Akne tedavisinde topikal olarak retinoitler ve antimikrobiyaller; sistemik olarak
oral antibiyotikler, hormonlar ve isotretinoin kullanilir. Komedonal aknede topikal
retinoitler ilk secencktir, hafif-orta siddetteki akne semptomlarinda topikal ve/veya
sistemik antimikrobiyal ilaglarla kombine kullanilabilir. Orta siddette enflamatuar aknede
topikal veya sistemik antibiyotik kullanilmasi1 gerekir. Antibiyotiklerin topikal retinoitler
ya da benzoil peroksit ile beraber kullanilmasi 6nerilir. Antibiyotik tedavisinin miimkiin
oldugu kadar kisa tutulmas: istenir. Enflamatuar aknede ilk 6nce kombine tedavi,
lezyonlarin diizelmesiyle de topikal retinoitler ile antienflamatuar idame tedavisi
onerilmektedir??%", Alternatif olarak kadinlarda tercihen oral kontraseptif etkinligi de
bulunan hormonal tedavi de uygulanabilir. Hiperandrojenizm saptanan ya da ciltte asir1
yaglanma goriilen veya ileri yaslarda baglamis akne olgularinda yine kadin hastalar i¢in
hormonal tedavi Onerilebilir. Siddetli akne olgularinda aknenin dort ana patofizyolojik
faktoriine de etki eden oral isotretinoin tedavisi yapilir®®’. Akne tedavisinde akne
semptomlarinin siddetine gore tercih edilebilecek tedavi secenekleri Sekil 2.11°de

gosterilmistir?®®,

AKNE TEDAVISINDE UYGULANAN STRATEJILER

l k!

Topikal tedavi Sistemik tedavi Diger tedaviler
(Antibiyotikler (Oral antibiyotikler '
« Benzoil peroksit « Tetrasiklin —  Dermabrazyon
| |+ Azelaik asit || » Doksisiklin ;
+» Klindamisin » Minosiklin
+ Eritromisin « Fritromisin
.» Dapson ) |+ Azitromisin — Lazer uygulamalar
Retinoitler A (Hormonal tedavi ) (" Kimyasal soyma
||+ Adapalen - Spironolakton (peeling)
+ Tretinoin * Prednizon
\ Tezmmoton \ Deksametazon Yag transplantasyonu
vb.
"Kombine tedavi Oral retinoit
» Adapalen-Benzoil peroksit |+ Isotretinoin
L » Benzoil peroksit-
Klindamisin
* Tretinoin-Klindamisin

Sekil 2-11: Akne tedavisinde tercih edilebilecek tedavi secenekleri
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2.7.3.1. Aknenin Topikal Tedavisi

Aknenin topikal tedavisinde benzoil peroksit, retinoitler (tretinoin, isotretinoin,
retinaldehit, beta-retinol glukuronid, adapalen, tazaroten, motretinid), antibiyotikler,
azelaik asit, salisilik asit ve dapson kullanilmaktadir??223%24°_ Topikal tedavinin basarisi
tedavinin en az 1.5-2 ay uygulanmasina baglidir. Hastanin cilt tipine uygun dozaj
formlariin (jel, losyon, krem vb.) secilmesi hastanin tedaviye uyuncunun arttirilmasi

acisindan onemlidir?4242,

Yaygin olarak kullanilan baz1 topikal anti-akne ajanlar1 ve bildirilen yan etkileri

Tablo 2.2°de gosterilmistir?®8243,

Tablo 2-2: Yaygin olarak kullanilan topikal anti-akne ajanlari ve dezavantajlari

Suda ¢oziiniirlilk

Etken madde Yan etkiler

problemi
Tretinoin ve tiirevleri + isiga duyarlilik, eritem, pullanma, yanma,
kasinti, dokiintii
Adapalen + eritem, pullanma, kuruluk, yanma, batma,
P iritasyon
Tazaroten + eritem, pullanma, yanma

kuruluk, kizariklik, kasinti, yanma,
Benzoil peroksit + dermatit, deskuamasyon, kil renginin
a¢ilmast (“bleaching”)

Klindamisin fosfat - kasinti, kizariklik, kuruluk, deskuamasyon
L gt yoma ik
Dapson kasint, kizariklik, yanma, deskuamasyon
Salisilik asit + eritem, kuruluk, dermatit, deskuamasyon
Azelaik asit + dokiintii, kasinti, deskuamasyon, batma

Kuruluk, iritasyon, kizaritklik, pullanma,

Sodyum siilfasetamit -
batma, yanma
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Topikal retinoitler aknenin baslangi¢ lezyonu olan mikrokomedonlara karsi en
etkili ajanlardir, ancak zayif antienflamatuar etki gosterirler”®. Anormal folikiiler
deskuamasyonu diizelterek gelisimini tamamlamis komedonlarin agilmasini saglamalari
sebebiyle aknenin, 6zellikle de komedonal aknenin tedavisinde ilk tercih edilecek ilag
grubudur. Retinoitlerin deri bariyerini zayiflatic1 6zellikleri ile diger topikal ilaglarin
penetrasyonunu arttirict etkileri vardir. Birlikte kullanildiginda, antibiyotiklere kars1 P.

acnes igin direng gelisimini azaltir®!6244,

Retinoitlerde en sik goriilen yan etki deskuamasyon, kasinti, yanma, batma,
eritem, kuruluk ile karakterize “retinoit dermatiti”dir. Tanimlanan ilk topikal retinoit olan
tretinoin, ultraviyole 1sinlarina karsi dayanikli degildir, stabilite problemi gosterir. Benzer
sekilde benzoil peroksitle beraber kullanildiginda da okside olarak aktivitesini kaybeder.
Kullanim 0Onerisi, gece tek doz uygulamadir ve benzoil peroksit ile ayni anda
kullanilmamas1 igin uyar1 yapilmalidir®®2%, Retinoit grubundan isotretinoinin
farmakodinamik etkisi tretinoin ve adapalen ile karsilastirildiginda benzer, iritasyon yan
etkisi daha az bulunmustur. Oral isotretinoinin sebum sekresyonunu azaltici etkisi topikal
isotretinoinde gozlenmez. Tazaroten tolere edilebilirligi yiliksek olan ve tretinoine gore
acitk komedonlar ve papiiller lizerinde daha etkili oldugu bilinen bir retinoittir.
Retinaldehit etkisini deride all-trans retinoik asite (ATRA) doniiserek gosterir. Retinol
ve retinoik asit de, deride metabolize olur, metabolizasyon sonucu olusan retinoil -

glukuronit ile farmakodinamik etkilerini gosterirler?®,

Adapalen tgiincli jenerasyon sentetik bir retinoit olup, stabil ve lipofilik bir
molekiildiir. Tretinoinden farkli olarak isiktan etkilenmez ve benzoil peroksit kaynakli

oksidasyona direnglidir®,

Dermatolojik tedavide topikal olarak kullanilan farkli kusak retinoitlerin kimyasal
yapilart Sekil 2.12°de gosterilmektedir®®. Bu ajanlardan bazilarinin akne disinda farkli

endikasyonlar1 bulunmaktadir®®.
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Birinci kugak retinoidler (aromatik olmayan)

COOH
AT Wcuo W

retinol retinaldehit tretinoin
W
isotretinoin alitretinoin

COOH
ikinci kusak retinoidler (monoaromatik)

COOC H,
WNWR = T S o COOH
H,CO HCO

etretinat asitretin

Ugiincii kusak retinoidler (poliaromatik) °
7

adapalen ’ tazaroten

Dérdiincii kusak retinoidler (piranon)

. _,\\_‘\‘_:]i_ OO,
0

W oM

seletinoid G

Sekil 2-12: Kusaklara gore simflandirilan retinoitlerin kimyasal yapilari

Eritromisin ve klindamisin aknenin topikal tedavisinde siklikla kullanilan
antibiyotiklerdir. Yalniz, mikrobiyal direng gelisimi riski sebebiyle ii¢ aydan daha uzun
kullanilmalar1 tavsiye edilmez. Yan etki riskleri diisiiktiir; hafif soyulma, kasinti, eritem,

kuruluk ve yanma olabilir?#4,

Dapson, %S5’lik topikal dozaj formu ile uygulanan diger tedavileri tolere

edemeyen hafif enflamatuar akne semptomlar1 gosteren hastalarda alternatif bir

secenektir®.

Benzoil peroksit topikal antimikrobiyal etkinligi bulunan P. Acnes’e kars1 giiclii

bakteriyosit ve komedolitik etki gosteren bir ilagtir. En 6nemli 6zelligi benzoil peroksite

kars1 mikrobiyal direng gelisimi gdzlenmemesidir?.

Azelaik asit, hafif antienflamatuar etki gosteren, aknenin hem enflamatuar hem

de nonenflamatuar lezyonlarina etkilidir. %20 krem ve %15 jel formu vardir P. acnes ve

S. epidermidis’in kolonizasyonunu azaltan ve komedolitik etkili bir tedavi ajanidir®*’.
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Sodyum siilfasetamid bakteriyostatik etkisi bulunan antimikrobiyal bir tedavi
ajanidir. Sodyum sulfasetamid, silfiir ile kombine olarak akne tedavisinde

kullanilmaktadir?*®,

Salisilik asit zay1f antienflamatuar etkinligi bulunan komedolitik etkili bir ajandir.
Aktif lezyonlar iizerinde kurutucu etki gosterir ve birlikte kullanildiginda diger ajanlarin
deriden penetrasyonunu arttirir?!®, Topikal retinoitlerin ya da benzoil peroksitin tedavi
etkinligini arttirmak ve ayn1 zamanda tedaviye cevabi hizlandirmak i¢in oral

antibiyotiklerle beraber kullanilmas: diisiiniilebilir?*®.

2.7.3.2. Sistemik Tedavi

Oral Antibiyotikler: Orta ve siddetli enflamatuar akne tedavisinde onerilir?*.
Antibiyotikler P. acnes kolonizasyonunu azaltir ve komedojenezisi tetikleyen
perifolikiiler lenfosit infiltrasyonunu Onleyerek komedon olusumunu azaltirlar.
Tetrasiklin ve eritromisinin ayn1 zamanda antienflamatuar etkileri de vardir?*1?*’_ En ¢ok
tetrasiklin ve tiirevleri, makrolidler, ko-trimokzasol ve trimetoprim tercih edilir. 1k tercih
tetrasiklindir. ikinci tercih olan doksisiklin, minosiklin ve limeksilin birinci tercih
tetrasikline gore daha hizli cevap olusturur. Genellikle tetrasiklinlere ve makrolidlere
direngli olgularda tiglincii sirada trimetoprim-siilfametoksazol kombine olarak veya tek
basina trimetoprim segcilebilir. Tetrasiklinler, iskelet gelisimini inhibe ettikleri ve diglerde

kalici diskolorasyonna neden olduklar1 i¢in 12 yas altinda ve gebelerde

kontrendikedir?16:247,

P. acnes direnci:Topikal antibiyotiklerin 1980’li yillarda kullanima girmesi ile
direngli suslar bildirilmistir. Ulkemizde bir ¢alismada P.acnes’e %8,5 oraninda
antibiyotik direnci saptanmustir?®®. Eritromisine direngli suslar klindamisine de capraz
direng gelistirebilir. P. acnes diren¢ orani tedavi siiresi ile dogru orantilidir. Direng

gelisme riski sirasiyla eritromisin/tetrasiklin/doksisiklin/minosiklin seklindedir??22°0:25,

Hormonal Tedavi: Herhangi bir sebeple (adet diizensizligi, kontrasepsiyon, oral
isotretinoin tedavisi sirasinda zorunlu kontrasepsiyon gibi) oral kontraseptif kullanmasi
gereken kadinlarda iyi bir segenektir. Gebelerde kullanimi kontrendikedir. Erkeklerde
jinekomasti, libido azalmasi ve impotans gibi antiandrojenik yan etkileri nedeniyle

kullanilamazlar?*!

. Hormonal tedavide kullanilan oral kontraseptifler dolasimdaki
androjenlerin miktarin1 azaltarak etki gosterir. Ovaryan ve adrenal androjen iiretimini

bloke eden ilaglar da kullanilabilir. Ayrica derinin androjen metabolizmasini etkileyen
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enzim inhibitdrlerinin tedavide umut verici sonuglari bildirilmistir, hormonal tedavide

alternatif bir secenek olarak tercih edilebilirler?16-252253,

Ostrojenler, sebum iiretimini suprese ettikleri icin kullanilir, overlerden
gonadotropin salinimini engelleyerek androjen iiretimini baskilar. Ayrica, hepatik seks
hormonu baglayici globulin (SHBG) sentezini de arttirir. Anti-androjenler ve androjen
reseptor blokdrleri de androjen fliretimini baskilamalari nedeniyle akne tedavisinde
kullanil1ir?162%2253 1997'de, trifazik bir kombine oral kontraseptif (0,035 mg etinil
estradiol+0,180 mg, 0,215 mg ve 0,250 mg halinde artan dozlarda norgestimat) tedavisi
kadin hastalarda akne tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanmistir®*. Aknenin hormonal
tedavisinde kullanilan ilaglar; oral kontraseptifler, gonadotropin salgilatan hormon
agonistleri (overyan androjen iiretimini bloke eden ilaglar); spironolakton, siproteron
asetat, flutamid (anti-androjenler/ androjen reseptor blokorleri);  glukokortikoitler
(adrenal androjen iiretimini bloke eden ilaglar), 5-a rediiktaz inhibitorleri ve dstrojen

olarak 6zetlenebilir?®,

Oral Retinoit Tedavisi: Sistemik retinoit tedavisi, akne patofizyolojisindeki dort
basamaga birden etki eden tek tedavi ajani olan isotretinoin ile yapilir. Siddetli, inatci,
nodulokistik akne olgularinda oral yoldan kullanilir. Etkili bir tedavinin saglanabilmesi
i¢in genellikle kiimiilatif 120-150 mg/kg dozda uygulanmasi gereklidir?®2*, isotretinoin
teratojen bir ilagtir ve gebelikte kontrendikedir; kraniyofasiyal ve kardiyovaskiiler
anomalilere neden olabilir. Tedavinin ilk ayinda akne lezyonlar1 alevlenebilir. Sistemik
isotretinoin tedavisi sirasinda retinoit toksisitesine bagl yan etkiler goriilebilir. Ozellikle
mukokutandz yan etkiler hasta uyuncunu azaltir. Hipertrigliseridemi oldukga sik goriilen
bir yan etkidir. Isotretinoin tedavisi sonrasi1 hastaligim iki yil iginde %20 oraninda niiks

riski mevcuttur?37:26,

2.8. Aknenin Topikal Tedavisinde Nanotastyicilarin Onemi

Aknenin topikal tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglarin ¢esitli yan etkileri
bulunmaktadir. Nano boyutlu yeni tasiyict sistemler aknenin topikal tedavisinde
kullanilan ilaglarin yan etkilerini azaltma agisindan umut vadetmektedir?®,
Konvansiyonel dozaj sekilleri ile uygulanan topikal anti-akne ilaglar1 ile agirlikli olarak
goriilen kutandz iritasyon, kizariklik, kuruluk, soyulma ve pullanma gibi problemler bu

ilaglarin yenilik¢i ve alternatif bir yaklasimla nanotasiyict sistemler igerisine

enkapsiilasyonu sayesinde en aza indirilebilir. Ayrica, nanotastyici sistemlerle ilaglarin
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deriden penetrasyonu arttirilabilir, bdylece kullanilan ilacin dozu azaltilabilir?®. Siddetli
olgularda g¢ogunlukla oldukca potent ve birgok ciddi yan etkiye sebep olan aktif
farmasotik bilesenler ile uygulanmasi gereken sistemik tedavi, bu ilaglarin gelistirilecek
yeni nanotasiyict sistemlere yiiklenerek formiile edilmesiyle yerini topikal tedaviye

birakabilir®®’.

Vurgulanmasi gereken oOnemli bir nokta da nanotasiyict sistemlerin kil
folikiillerinde birikme egilimidir, nano boyutlu partikiillerin deride bu bdlgelere
hedeflendirilebilecegi gosterilmistir®’. Folikiiler yolak, akne gibi folikiiller ile iliskili bir
kiitandz bozuklugun tedavisi i¢in hem hedef bdlge olmasi hem de topikal olarak
uygulanan ilaglar i¢in rezervuar goOrevi gormesi sebebiyle olaganiistii bir firsat
sunmaktadir. Ozetle, ilacin etkinligini kaybetmeksizin derinin hedef bolgesinde kontrollii
olarak salimi ve istenmeyen yan etkilerin dnlenmesi potansiyelleri ile nanotastyicilar

konvansiyonel sistemlere gore aknenin topikal tedavisinde tstiinliik saglayabilir.

Aknenin topikal tedavisine yonelik en ¢ok arastirilan nanotasiyici Sistemlere
lipozomlar, niozomlar, mikroemiilsiyonlar, polimerik miseller, kat1 lipit nanopartikiiller,

fullerenler 6rnek gosterilebilirl”2%72%,

2.9. Adapalen Hakkinda Genel Bilgiler

Ucgiincii kusak bir retinoit tiirevi tiirevi olan adapalen, akne tedavisinde topikal
olarak kullanilan retinol (vitamin A) molekiiliiniin sentetik bir analogudur. Yapis1 geregi
floresan ozellik gosterir. Stabil karakteri sayesinde formiilasyon gelistirme ve deride
miktar tayini agisindan avantaj sunmaktadir®’. Adapalen molekiilii Fransiz bir arastirmaci
ilag firmas1 (Galderma R&D S.N.C.) tarafindan bulunmustur®®. Differin®Jel (%0,1)
(Galderma Labs L.P.) isimli orijinal farmasétik iiriin olarak, aknenin topikal tedavisi i¢in
pazara sunulan bu molekiil ilk kez 1996 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir®®°,
Adapalenin Differin® ismiyle ayrica; %0,1°lik soliisyon?®, %0,1’lik krem?®? ve
%0,3’1iik?®® jel formlar1 da FDA tarfindan onaylanmistir. Diinya ila¢ pazarinda

halihazirda farkli firmalarin {drettigi krem, jel, losyon ve soliisyon dozaj sekilleri

bulunmaktadir®.

Asint lipofilik karakteri nedeniyle, topikal uygulamanin ardindan stratum

corneum‘un st katmanlarinda lokalize oldugu ve daha alt tabakalara gecisinin sinirh

37-39

oldugu bilinmektedir Adapalenin suda ¢Oziiniirligliniin - olmamas1 topikal
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formiilasyonlarinin gelistirilmesini gii¢lestirmektedir. Tedavi sirasinda ortaya ¢ikan yan

etkileri adapalen ile topikal tedaviyi kisitlamaktadir.

2.9.1. Kimyasal Yapisi ve Fizikokimyasal Ozellikleri

Adapalenin kimyasal formiilii ve fizikokimyasal ozelikleri Sekil 2.13’te

37,264

verilmistir

6-(3-(1-adamantil)-4-metoksifenil)-2-naftoik asit, CD-271
6-(3-(adamantan-1-yl)-4-methoxyphenyl)naphthalene-2-carboxylic acid (IUPAC)

Kapali formiilii: C2sH250
Molekiil agirhgi: 412,52 g/mol
Erime noktasi: >300°C

pKa: 4,23

log P: 8,04

Sekil 2-13: Adapalen molekiiliiniin kimyasal yapisi ve fizikokimyasal 6zellikleri

2.9.2. Farmakodinamik Ozellikleri

2.9.2.1. Etki Mekanizmasi
Adapalen giiclii bir retinoit etki gdsteren bir naftoik asit tiirevidir?®>2%®, Etki
mekanizmasi akne patogenezinde ana faktorlerden biri olan mikrokomedon olusumunu

azaltmasina dayandirilmaktadir.
RAR selektif ligand 6zelligi gostererek niikleer transkripsiyon faktorii olarak
gorev yapan retinoik asit reseptorlerine (RARP ve RARY) secici baglanip akne gelisimine

katkida bulunan anormal epidermal keratinizasyon ve farklilagsma siiregleri tizerinde etki
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gosterdigi®®’, epidermal morfogenezi diizenledigi belirtilmektedir®*2%8, Folikiiler epitelin
deskuamasyonunu normallestirerek yeni mikrokomedonlarin yani prekiirsor akne
lezyonlarmin  olusumunu onler. Adapalenin  komedolitik  etkisi, keratinosit
hiperproliferasyonunu ve farklilasmasini normallestirmesine baglanmaktadir®33. Ayrica
notrofil kemotaksisi ve lipoksijenaz yolagini inhibe ederek antienflamatuar etki

gosterdigi bilinmektedir3234,

Adapalenin tretinoinden farkli sekilde, secici olarak niikleer retinoik asit
reseptorlerine (RAR, subtip B ve y) baglanmas1 sayesinde, tretinoinden daha fazla tolere

edilebildigi diisiiniilmektedir®?3*.

2.9.2.2. Endikasyonu ve Tedavi Dozu
Adapalenin diinya pazarinda %0,1 ve %0,3’liik topikal preparatlar1 mevcuttur®.

Orta siddetteki acne vulgaris’in topikal tedavisinde kullan1lir?%%270,

Ayrica, FDA onayli olmayan diger endikasyonlart ise sigil, fotoyaslanma, alopesi
areata, aktinik keratoz, Dowling-Degos hastaligi, molluscum contagiosum, Darier
hastaligi (Darier-White hastaligi, keratozis follikiilaris), Fox-Fordyce hastaligi, pigment

bozukluklari olarak gosterilmektedir?’.

Glinde bir kez tercihen gece yatmadan Once cilt temizlenip kurulandiktan sonra
lezyonlarin oldugu bdlgede ince bir tabaka halinde uygulanmas: 6nerilir. Iyilesmenin ilk
belirtileri, genellikle tedavinin 4-8. haftalarda goriilmeye baslar. Tedavinin etkinligi, daha
oncesinde herhangi bir advers etki olmamasi halinde, 12. haftada degerlendirilmelidir.
Isiga duyarlilig1 arttirma ihtimaline kars1 giines 15181ina mazuriyetin en aza indirilmesi ve
giindiizleri komedon olusumuna sebep olmayacak bir giines koruyucu kullanilmasi
onerilmektedir. Gebelik Kategorisi: C’dir. Sinirli sayida mevcut bulunan veriler ve
adapalenin olasi, ancak ¢ok diisilk seviyedeki perkiitan absorbsiyonu goz oniinde

bulundurularak gebelik siiresince kullanilmamas1 énerilir?’1272,

2.9.2.3. Yan Etkileri

Adapalenin topikal uygulanmas: ile uygulama bélgesinde doza bagl olarak
gelisen eritem, kuruluk, yanma hissi ve soyulma ile karakterize, “retinoit reaksiyonu”
olarak tanimlanan advers etkiler yaygin olarak goriilebilmektedir. Ayrica 1s18a duyarlilik,

iritasyon ve kasint1 da bildirilen yan etkiler arasinda yer almaktadir36-2,
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2.9.3. Farmakokinetik Ozellikleri
Adapalenin perkiitan penetrasyon kabiliyeti zayiftir’’ 3. Akne tedavisi goren 6
hastada, 5 giin boyunca giinde 1 kez 2 g/1000 cm? dozda adapalen uygulanmasi sonucu,

hastalarin kan plazmasinda <0,35 ng/ml konsantrasyonda adapalene rastlanmigtir®®°.

2.9.4. Adapalenin Literatiirde Kayith Alternatif Formiilasyon Yaklasimlar:

Asin lipofilik karakterde olan adapalenin ticari preparatlarinda yardimer ¢oziicii
olarak propilen glikol, fenoksietanol gibi bazi alkollere ve siirfaktanlara yer verildigi
goriilmektedir. Bu yardimc1 maddelerin, etken maddenin kendisinden kaynaklanan yan
etkilerden bagimsiz olarak, stratum corneum ile etkilesebilecegi ve deride iritasyona
sebep olabilecegi belirtilmektedir'®*. Deriden penetrasyon kabiliyeti zayif®’=° olan
adapalenin topikal etkinliginin arttirilmasi i¢in yeni ilag tasiyici sistemlerin gelistirilmesi
ozellikle ilacin derideki hedef bolgelere ulagmasini saglamak ve yan etkileri en aza

indirmek acisindan 6nem tasimaktadir.

Ilag konsantrasyonuna ve kullanilan yardimci c¢oziiciilere bagl iritasyon
problemine ¢6ziim olarak adapalenin mikropartikiiler sistemlere yliklenmesi
diistiniilmiistir. Boylece yiiksek dozda etken maddenin uygulama bolgesinde hizla
salimimi Onlemek, kontrollii/uzatilmis salim saglayarak yan etkilerin azaltilmasi
hedeflenmistir®" 28273 Ayrica 175 hastanin katildig1 klinik bir ¢alismada mikropartikiiler
adapalen tedavisi uygulanan hastalarda konvansiyonel adapalen formiilasyonlarina gére

etkinlik kayb1 olmaksizin toleransin arttig1 ve iritasyonun azaldig1 gsterilmistir?’,

Adapalenin lipit yapisinda mikroboncuklara ytiklendigi bir calismada hazirlanan
mikropartikiiler formiilasyon adapalenin ticari jel ve krem formundaki iki farkli preparati
ile karsilagtirilmistir. Formiilasyonlardan salinan ve stratum corneum’a penetre olan
miktarlar benzerlik bulunmustur. Jel, krem ve adapalen yiiklii boncuklardan uygulanan
doz iizerinden deriye gecen etken madde oranlart sirasi ile 3.6+1.6, 2.3£1.6, ve 3.4+0.7%
olarak saptanmistir. Test edilen {i¢ formiilasyonda da adapalenin siispansiyon formunda
oldugu ve kullanilan solvanlarda ¢ok gii¢ ¢oziindiigii; her ne kadar farkli eksipiyanlar
kullanilmis olsa da adapalen molekiiliiniin formiilasyonlardaki durumu ve ¢oziiniirliik
derecesi géz Oniinde bulunduruldugunda her ii¢ tasiyicida da benzer termodinamik

aktivite gosterdigi sonucuna varilmistir®’,

Adapalenin iritasyon yan etkisine ¢6ziim olarak nanopartikiillerin kullanilmasi da

alternatif bir yaklagim olarak ele alinmistir. Bir ¢alismada adapalenin, yag fazi olarak
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oleik asit, yiizey aktif madde olarak tween 20, kosurfaktan olarak Transcutol® ve
deiyonize su kullanilarak mikro emiilsiyon (damlacik boyutu ~118 nm) formiilasyonu
hazirlanmistir ve adapalenin oleik asitte hazirlanan kontrol ¢ozeltisi (0,1% a/h) ile
karsilastirmali olarak transfolikiiler penetrasyonu in vitro deriden gecis calismalari
sonrasinda diferansiyel bantla soyma (differential tape stripping) teknigi kullanilarak ve
ayrica konfokal mikroskop analizleri yapilarak degerlendirilmistir. Kil folikiilerine
penetre olan adapalen miktarinin mikroemiilsiyon sistemi ile 0,109+0,03'ten 0,292+0,094
ug’a yikseldigi tespit edilmistir. Konfokal mikroskop goriintiileri ile adapalen

mikroemiilsiyonunun kil folikiillerinden penetre olabildigi ifade edilmistir®.

Baska bir calismada adapalen, asit-duyarli polimerik (Eudragit® EPO)
nanotastyicilara (~126 nm) enkapsiile edilmis, nanotasiyici sistemden salimi ve in vitro
deriden penetrasyonu ve silikon membrandan gecisi incelenmistir. pH 4'te adapalenin
hizli bir sekilde salindigi, silikon membrandan permeasyon hizinin kontrol tastyicisina
gore (Transcutol®) onemli derecede arttif1, deriden gegis calismalar1 sonucunda ise
stratum corneum’da saptanan ilag miktarinin penetrasyon arttirict etkinligi bulunan

pozitif kontrol (Transcutol®) ile benzer oldugu gosterilmistir®.

Adapalen-TyroSpheres olarak isimlendirilen adapalen nanopartikiilleri ile topikal
bir jel formiilasyonu gelistirilmis ve klinik etkinligi degerlendirilmistir. Akne tedavisinin
tolere edilebilirligini ve etkinligini arttirma amaglanarak hazirlanan adapalen yiiklii
polimerik nanopartikiiller (<40 nm) suda ¢oziiniir viskozite arttirici bir ajan kullanilarak
jel formiilasyonu haline getirilmistir. Sonugta adapalenin TyroSpheres jel
formiilasyonunun, Differin®Jel tedavisine kiyasla, in vivo model olan rhino farelerinde
acik utrikiillerin boyutunu 6nemli Olclide azaltarak komedolitik etkinligi arttirdig:
gosterilmistir. Aragtirmacilar TyroSpheres teknolojisi ile, potansiyel olarak daha az
iritasyon etkisi gosteren ve ticari tiriinden daha etkin alternatif bir adapalen formiilasyonu

gelistirdiklerini bildirmislerdir®”.

2.10. Dendritik Nanotasiyicilar Hakkinda Genel Bilgiler

Dendrimerler ve diger dendritik polimerlerin, 6zgiin sekilde tasarlanabilen ¢ok
fonksiyonlu nano boyutlu tasiyici sistemler olarak biyomedikal uygulamalar i¢in biiyiik
bir potansiyelleri bulunmaktadir*’. Dendritik, yani aga¢ benzeri*® ¢ok dalli, polimerler

grubunda yer alan dendrimerler, lineer polimerlere gére daha yeni, ¢cok sayida dala ve
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belli molekiiler agirliga sahip monodispers yapida polimerik nanopartikiiller olarak

tanimlanmaktadir®.

Dendrimerler sentez yontemi, sentezlenen jenerasyon derecesi ve yiizey
modifikasyonlarina bagli olarak, 2-20 nm nanometre boyutlarda monodispers, diizenli
dallanmaya sahip, ¢ok sayida periferal fonksiyonel gruba sahip esnek

makromolekiillerdir?’6277,

Konvansiyonel ¢ok dalli polimerlerden farkli olarak,
dendrimerlerin molekiiler yapis1 diizenlilik gosterir. Dallanma dereceleri kontrollii olarak
arttirilabilir ve ylizey gruplan farkli kimyasal ve/veya biyolojik “aktif’lerle konjugasyon
ile cok fonksiyonlu hale getirilebilir?’®2%°, Son derece kontrol edilebilir yiizey gruplari
sayesinde multivalan baglanma etkisi gostererek biyolojik hedeflere baglanma giiciinii
arttirma potansiyelleri s6z konusudur®®. Kimyasal olarak merkezde bir gekirdek ve
etrafinda iki fonksiyonel alandan, dallar ve periferal gruplardan olusur. Bu {i¢ kisimda

gerceklestirilen degisiklikler ile dendrimerlerin molekiil agirligi, jenerasyonu ve buna

bagl olarak boyutu ile yiizey yiikii ve fonksiyonelligi ayarlanabilir®’.

Dendrimerlerin kayda deger potansiyelleri, dendrimerlerin yapisal bir parcasi
olarak tanimlanabilen dendronlar kullanilarak dendritik yapt1 iceren hibrit
nanotastyicilarin tasarlanmasi fikrinin dogmasina yol agmistir. Bu sekilde hazirlanan
hibrit yapilarla dendrimerler ve diger organik ve/veya inorganik materyallerin sagladig:

avantajlarin bir araya getirilmesi amaglanmaktadir?®?,

Dendronlarin polimer yap: tasarimlarinda yer almasi dendrimerlerin multivalan
ve multifonksiyonel Ozelliklerini tagiyan ¢ok ¢esitli ve 0zglin polimerik tasiyici
sistemlerin hazirlanmasin1 kolaylagtirmaktadir. Amfifilik lineer dendron temelli blok
kopolimerler, Ozellikle kendiliginden olusan misel sistemlerinin hazirlanabilmesine
imkan verdigi icin umut vadeden nanotasiyici sistemler olarak goriilmektedir. Ornegin bu
sekilde tasarlanan amfifilik blok kopolimerlerin sulu ortamda olusturdugu misellerin
hidrofobik c¢ekirdegi bir¢ok hidrofobik terapotik molekiiliin etkin bir sekilde

enkapsiilasyonuna imkan saglayabilir*"?3,

2.11. Dendrimerlerin Yapisi ve Ozellikleri
Dendrimerler, merkezdeki c¢ekirdek kismi etrafinda bulunan fonksiyonel yiizey
gruplar ile aga¢ benzeri dallanmis, “dendritik”, {i¢ boyutlu, simetrik bir yap: sergilerler.

Baglica avantajlar1 arasinda; ylizeylerindeki fonksiyonel gruplarin kontrol edilebilir
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olmasi, yiizey gruplarina bagli olarak membran lipitleri ile etkilesme ve potansiyel

permeasyon/penetrasyon arttiric1 dzelliklerinin bulunmasi sayilabilir®®-2,

Dendrimerlerin permeasyon arttirici etkilerinin yiizey gruplarina bagl oldugu,
katyonik>yiiksiiz>anyonik sirasina gore permeasyon arttirici etkisi en fazla olanlarin
katyonik yiizey gruplarina sahip dendrimerler oldugu bildirilmistir. Permeasyon arttirma
kabiliyetleri, lipit c¢ift tabakalar1 ile etkilesebilmelerine baglanmaktadir. Kiigiik
jenerasyon dendrimerlerin hiicreler arasinda daha rahat hareket edebilmeleri sebebi ile

permeasyon etkinliklerinin daha yiiksek oldugu belirtilmektedir?®*,

Yiizeyinde polar gruplar tasiyan suda ¢oOziiniirliikleri yiiksek dendrimer
nanotastyicilarinin, &zellikle iyonize kiigiik hidrofobik ilaglart baglama ve sudaki
¢Oziiniirliiklerini arttirma, kolay bozunan ila¢ molekiillerinin kimyasal stabilitesini
tyilestirme Ozellikleri bulunmaktadir. Hidrofilik dis kabuk ve hidrofobik bir i¢ bosluga
sahip bu yapilar misel benzeri davranig gosterirler ve her bir dendrimer tek molekiillii
misel (unimolecular micelles) olarak tanimlanir. Ortamdaki amfifilik molekiillerin belli
bir konsantrasyona ulagsmasi sonucu bir araya gelen agregatlarin olusturdugu diger misel
sistemlerinin aksine tek molekiillii misel olarak adlandirilan dendrimerler i¢in kritik misel
konsantrasyonu (KMK) kriteri gecerli degildir. Bu o6zellikleri ile dendrimerler
bulunduklar1 her konsantrasyonda dendritik yap1 icerisinde suda ¢oziiniirliik problemi
olan hidrofobik ilaglarin enkapsiilasyonunu miimkiin kilar®®®. Yiizey gruplarma bagh
olarak penetrasyon arttirici 6zelligi bulunan dendrimerler polimerik transdermal

penetrasyon arttirici olarak nitelendirilmektedir®®,

2.11.1. Dendrimerlerin Sentezlenmesi
Dendrimerlerin sentezlemesinde iki temel yontem kullanilmaktadir. Tomalia ve

arkadaslar tarafindan ilk kez gelistirilen 1raksak (divergent) sentezde?3®

, cok fonksiyonlu
oncii ¢ekirdekten baslayarak ardisik aktivasyon ve kondenzasyon reaksiyonlar ile
dendrimer merkezden yiizeye dogru, oncli ¢ekirdege monomer/dallanma {initelerinin

ardigik sekilde baglanmasi ile radyal olarak biiyiir.

Hawker ve Fréchet tarafindan gelistirilen yakinsak (convergent) yontemde?® ise
tam tersine, dendrimerler ylizeyden odak noktasina dogru radyal olarak sentezlenir.
Sonucta elde edilen yapilar aynidir. Fakat her iki yontemin de kendi iginde artilar1 ve
eksileri vardir. Iraksak sentez en yaygin kullanilan, 6zellikle dendrimerlerin biiyiik dl¢ekli

tiretimi i¢in tercih edilen yontemdir. Ancak, bu yontem ile sentezlenen son iiriin
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dendrimerlerin yapisinda genellikle eksik dallar/kollar ya da dimerler/trimerler gibi bazi
kusurlar bulunabilmektedir. Bu probleme daha ¢ok, jenerasyon derecesi yiikselirken her
jenerasyon ile eszamanli gergeklesen reaksiyon sayisi ile birlikte periferdeki sterik
engelin artmasina bagli olarak yiiksek jenerasyon dendrimerlerde rastlanir. Yakinsak
sentez yontemi kullanilarak, dendrimer yapisindaki kusurlar en aza indirilebilir. Ciinkii
tek bir baslangi¢ noktasindan tiim dendrimer yapisini sentezlemek yerine, 6nce dendron
parcalar1 sentezlenir, saflastirilir; arkasindan ¢ok fonksiyonlu ¢ekirdek ile bu parcalar
birlestirilerek dendrimer yapist1 tamamlanir. Safsizliklarin  ve kisa dallarin
uzaklastirilmasi daha kolaydir ve nihai dendrimer daha monodispers olur*’. Dendritik

yapilarmn sentezlenmesinde kullanilan iki temel yontem Sekil 2.14’te gosterilmektedir®’.

Iraksak Sentez
(Divergent)

% — e —_—l
sentezin baglatildig E \

cekirdek

ylzey

Yakinsak Sentez

(Convergent)
\ odak noktasi

ylzey

Sekil 2-14: Dendrimer ve diger dendritik polimerlerin sentezlenmesinde kullanilan iki
temel yontem

Iraksak yontem: Dendrimer, ¢ok fonksiyonlu bir ¢ekirdekten bir dizi reaksiyonla merkezdeki ¢ok fonsiyonlu 6ncii

¢ekirdekten perifere/ylizeye dogru radyal biiyiiyecek sekilde sentezlenir. Yakinsak yontem: Dendrimer, ylizeyden odak

noktasina dogru sentezlenen dendron iinitelerinin en son asamada bir araya getirilerek ¢ekirdek yapisi ile birlestirilmesi
yolu ile sentezlenir.

Kullanilan sentez yonteminden bagimsiz olarak, dendrimer tasarimi ve buna bagl
boyut, yilizey yiikii, polimer iskeleti gibi parametreler dendrimerlerin biyolojik

etkilesimlerini dogrudan etkiyecek 6nemli faktorlerdir. Dendrimerlerin sitotoksisite ve
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biyouyumluluk o&zelliklerini belirleyen en oOnemli faktorler ylizey yiki ve

jenerasyondur®’.

Poli(amidoamin) (PAMAM) ve poli(propilenimin) (PPI) dendrimerler, kolay
fonksiyonellestirilebilir ve ticari olarak pazarda bulunduklari i¢in kolay ulasilabilir
olmalar1 sebebi ile literatiirde en yaygm ve kapsamli sekilde incelenen
dendrimerlerdir?®328 PAMAM dendrimerlerin toksisitesi jenerasyon derecesi ile iliskili
bulunmustur. Jenerasyon yiikseldik¢e, her bir molar konsantrasyon i¢in pozitif yiik
sayisinin artmasi ve dendrimerin hiicre membrani ile temas eden yiizey alaninin artmasina
bagl olarak toksisite de artig gosterir?®,

Yaygin olarak kullanilan, ticari olarak temin edilebilen farkli dendrimerlerin

kimyasal yapilar1 Sekil 2.15’te gosterilmistir®®.
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Sekil 2-15: Yaygin olarak kullanilan ticari dendrimerlerin kimyasal yapilari

Dendrimerlerin lineer polimerler ile kiyaslandiginda genellikle yaygin kullanilan
coziiciilerde c¢oziiniirliiklerinin daha iyi oldugu belirtilmektedir. Fakat coziintirlik
kabiliyeti 6zellikle yiizey gruplarina ve ayrica tekrarlayan dallarin ve ¢ekirdegin yapisina

baglidir?+%%,
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2.11.2. PAMAM Dendrimerler

PAMAM dendrimerler ilk kez Tomalia ve arkadaslar1 tarafindan
sentezlenmistir’®®. En yaygin olarak arastirilan dendrimer ailesinden biridir. Sentez
basamagina bagli olmak iizere amin veya karboksilik asit ester ylizey gruplu PAMAM
dendrimerler elde edilebilir. Hidroksil yiizey gruplu PAMAM dendrimerler de
sentezlenebilir?®®®. Neredeyse kiiresel yapiya sahip PAMAM dendrimerler ilag tasiyict
sistemler olarak, hem in vitro hem de in vivo yontemlerle iizerinde ¢ok¢a arastirma
yapilan bir gruptur. Farkli jenerasyonlarda farkli ¢ekirdek ve ylizey gruplarina sahip
PAMAM dendrimerler ticari olarak temin edilebilmektedir?®.

Amin ylizey gruplu PAMAM dendrimerlerin kimyasal yapisi Sekil 2.16’da

gosterilmistir?®.
Tersiyer amin kollar
NH,
N o Q /
"y 2 ""\.. o { Dl
< ~}~ "‘; “,-,)' _3-. NH i/,
-v-\‘ "2 r—:{ (X } g‘) -] )"‘ s N,
A & BN Fizyolojik pH'd
¥ V\]\( L Y o izyolojik pH'da
e > < ?’z ﬁ( ;, T o \-—-’;ﬁu /' protonlanmis yiizey
4 o P P .| | amin gruplan

Etilendiamin gekirdegi

Sekil 2-16: PAMAM-NH:> dendrimerlerin kimyasal yapisi

PAMAM dendrimerlerin yiizeyindeki reaktif fonksiyonel gruplara cesitli ilaglar
ve goriintiileme ya da hedeflendirme ajanlar1 kovalan olarak baglanabilir. Ayrica internal
amin gruplari ile kovalan olmayan etkilesimler yolu ile hidrofobik molekiillerin etkin

sekilde enkapsiilasyonu saglanabilir?®,
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PAMAM dendrimerlerin jenerasyon derecesi arttik¢a ¢aplari/boyutlart dogrusal;
yiizey gruplarmin sayist ise iissel sekilde artar®’. PAMAM dendrimerlerin ¢ekirdekten
G7’ye dogru, artan boyutlar1 Sekil 2.17°de gosterilmektedir®’.

G=33.1nm

G=22.0nm

G=44.0nm G=55.3 nm G=6 6.7 nm G=7 8.0 nm

Sekil 2-17: PAMAM dendrimerlerin cekirdekten G7’ye dogru, dogrusal sekilde artan
caplari

PAMAM dendrimerlerin diger dendrimer ailelerine kiyasla daha biyo-uyumlu
olduklari, ylizey amin gruplar1 ve internal amit baglar1 ile dogal biyolojik kimyay1
andirdiklari, sahip olduklar1 yapilar ile globiiler proteinlere benzedikleri belirtilmektedir.
Sistematik, boyutsal uzunluk oOl¢eklendirme, elektroforetik ve diger biyomimetik
Ozelliklere dayanarak, genellikle "yapay proteinler" olarak adlandirilirlar. PAMAM
dendrimerlerin, 6zellikle yiizeylerinde karboksilik veya hidroksilik gibi anyonik veya
notr gruplar bulunanlarin immiinojenik olmadiklar1 ve memelilerde diisiik toksisite
gosterdikleri  belirlenmistir?®. PAMAM dendrimerlerinin  toksisitesinin
doz/konsantrasyon, maruziyet siiresi ve jenerasyon (/boyut) parameterlerine bagli oldugu

gosterilmistir?®’ 2%,

PAMAM dendrimerlerin topikal ila¢ tastyici sistemler olarak kullanilmasinin
avantaj saglayabilecegi disliniilmektedir. Deriye uygulandiklarinda iritasyon
yapmaksizin gegici bir etki olusturduklar literatiirde belirtilmektedir. Ikinci (G2) ve
tglincii  (G3) jenerasyon PAMAM-NH: dendrimerlerin  dermal toksisitesini

degerlendirmek tizere in vivo si¢can deri modelinde gergeklestirilen deri iritasyon
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calismalarinda PAMAM-NH: dendrimerlerin yiiksek dozlarda (>6 mg/mL) epidermal
hiicrelerde anlamli morfolojik degisikliklere yol agtigi, keratinositlerdeki sitomorfolojik
degisiklikler ve dermisteki histopatolojik degisikliklerin doza bagli oldugu gdsterilmistir.
Sonucta PAMAM dendrimerlerin topikal uygulamada diisiik konsantrasyonlarda

kullanilabilecegi belirtilmistir?®,

Amin yiizey gruplarina sahip PAMAM dendrimerlerin sahip olduklart pozitif
yiiklii terminal gruplar1 ve negatif yiiklii hiicre membranlari arasindaki etkilesim ile hem
epidermal hem de dermal tabakalarda etkin sekilde biriktigi gosterilmistir ve topikal

tedavide potansiyel nanotasiyicilar olabilecekleri ifade edilmektedir® L,

G2 PAMAM-NH: dendrimerler 16 adet yiizey NH> grubuna ve ayrica internal
tersiyer amin gruplar ile internal amit gruplarma sahiptir. internal tersiyer aminler ve
yiizeydeki primer aminler Lewis bazlaridir. Ortam pH’sa bagl olarak iyonize olurlar®®,
Amin yiizey gruplu PAMAM dendrimerlerin sahip oldugu net pozitif yiik ile anyon
baglamada elektrostatik etkilesim imkani1 sundugu literatiirde aciklanmaktadir®®.
PAMAM dendrimerlerin, i¢ bosluklarinda kii¢iik molekiil agirlikli hidrofobik ilaglarin

enkapsiilasyonu s6z konusu olabilir®,

2.11.3. Ila¢g-Dendrimer Etkilesimleri

Dendrimerlerin terapdtik molekdiller igin bir tasiyict sistem olabilmesi, i¢ bosluk
hacimlerine ve kimyasal yapisilarina baglidir®®?®, Sahip olduklar1 fonksiyonel gruplar
sayesinde tagidiklart molekiiller ile hidrojen bagi, n-n etkilesimi, iyon-dipol etkilesimleri
gibi birden fazla molekiiller arast kuvvetlerin etkisi veya yiizey gruplar1 ile molekiil
arasinda gergeklesen elektrostatik etkilegsimler sonucu kompleks olusturabilir, ¢oziliniirliik
arttiricr olarak davranabilirler. Ayrica yiikleme kapasitelerini arttirmak i¢in molekiillerin
dendrimerlerin ylizey gruplarina dogrudan konjugasyon stratejisi ile baglanmasi da

miimkiindiir®-288,

Ogzetle, yiizey gruplarma bagl olarak dendrimerlere iki farkli sekilde ilag
molekiilleri yiiklenebilir. Amaca bagli olarak elektrostatik etkilesimler ile kompleks
olusumu veya kovalan baglar ile ilag molekiillerinin dendrimerin yiizey gruplarina
konjugasyonu yontemleri uygulanabilir. Ayrica kii¢iik ilag molekiillerinin i¢ bosluklarda
fiziksel olarak hapsedilmesi/enkapsiilasyonu sonucunda da yiikleme gerceklesebilir®®

(Sekil 2.18).
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@ ilag molekilu

Sekil 2-18: Dendrimer-ilag etkilesimleri

Ilag molekiillerinin elektrostatik etkilesimle veya kovalan baglarla dendrimerin yiizey gruplarina baglanmasi
(soldaki); dendrimerin i¢ kisminda dallar1 arasinda enkapsiilasyonu (sagdaki)

2.11.4. Dendrimerlerin Dermal Uygulamaya Yonelik Degerlendirilmesi

Literatiirde PAMAM dendrimerlerin, penetrasyon arttirici etkinliklerinin oldugu
bildirilmektedir, gesitli etken maddelerin deriden gecisini arttirmak tizere kullanildiklar
uygulamalar mevcutturt’3%43% - Deriye penetrasyonun PAMAM dendrimerler ile
arttirllmasinda etkili oldugu ileri siiriilen olasi mekanizmalardan biri, ilag-PAMAM
dendrimer komplekslerinin hazirlanmasi ile dendrimerlere yiiklenen ilacin suda
¢Oziinlirliigliniin 6nemli dl¢iide arttirilmasi, bir digeri mithendislik teknikleri kullanilarak
nanopartikiil tasarimi yolu ile dendrimerlerin deriye penetrasyonunda folikiiler yolaga
seciciligin arttirilmasi, bir digeri ise PAMAM dendrimerlerin yiizeyinde bulunan ¢ok
sayida katyonik yiiklii primer amin gruplarinin derinin bariyer fonksiyonunu degistirmesi

seklinde a¢iklanmaktadir®%3%,

Benzer sekilde 8-metoksipsoralenin deriye penetarasyonunun G3 PAMAM-NH2
and G4 PAMAM-NH: dendrimerlerle arttirilabilecegi, ilacin tek basina ¢6zelti halinde
uygulanmasina kiyasla PAMAM dendrimerler birlikte uygulandigi zaman 8-
metoksipsoralenin deride daha derin tabakalara ulasabildigi konfokal mikroskop

goriintiileri ile gdsterilmistir®.

PAMAM dendrimerlerin penetrasyon arttirici etkilerinin molekiiler boyut, ylizey

yiikii ve konsantrasyona bagli oldugu ifade edilmektedir. Penentrasyon arttirict etkinligin

katyonik yiizey gruplarina sahip dendrimerlerde daha yiiksek oldugu gosterilmistir®®.
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Dendrimerlerle topikal/transdermal uygulamaya yonelik yapilan ¢alismalardan

bazilar1 Tablo 2.3 ve 2.4’te gdsterilmektedir.

Tablo 2-3: Dermal uygulamaya yonelik dendrimerlerin kullamldigi cahsmalar-1

Ila¢ molekiilii Grup/ Dendrimer Formiilasyon Kaynak
Hastahk Ozelligi
Hidrojel
) (G2/G3) PMM-NH, 5
Ketokonazol Antifungal formiilasyonu
PMM-OH
(Karbopol 980)
N A Ag-PMM ve SD-
Topikal (G4) PMM-NH-Ag PMM kompleksleri
Giimils o (G4.5)-PMM-COOH-SD ile AgSD
o antibiyotik nanopartikiilleri 207
sulfadiazin hazirlama
/Yara yanik ) o
(AgSD) - (mikrofluidizasyon
tedavisi
yontemi)
alA- Polihidroksialkanoat 179
adrenoseptor (PHA)-PAMAM
antagonist (G3) PMM-NH, transdermal ilag
Tamsulosin

Ditranol (DIT)

Klotrimazol
(CLO)

/Benign prostat
hiperplazisi
(BPH)

Antipsoriyatik

Antifungal

(penetrasyon arttiric)

(5G) Polipropilen imin
(PPI) dendrimer

(G2/G3) PMM-NH,,
PMM-OH

tasiyici sistem

(TDDS)

DIT-PPI dendrimer ~ %°

kompleksleri

CLO-PAMAM

komplesleri
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Tablo 2-4: Dermal uygulamaya yonelik dendrimerlerin kullanildigi ¢calismalar-2
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Farmakolojik Tammlanan
flac molekiilii Grup/ Dendrimer Formiilasyon Kaynak
Hastahk Ozelligi
(G4) PAMAM-NH;, Indometazin-
Indometazin NSAI PAMAM-OH dendrimer 55
(G4.5) PAMAM kompleksleri
(G1/G2) Janus tipi DS’nin
Diklofenak dendrimer oleodendrimerlerle
NSAI Oleodendrimer (Oleik asit- : 56
sodyum (DS) hazirlanan jel
dendron konjugat) .
formiilasyonu
(penetrasyon arttirici)
178
Antineoplastik 5FU ve dendrimer
o /lig tip tasiyicida
5-Fluorourasil (Psoriasis, (G4) PAMAM-NH:
Premalignan/ (fosfat tamponu
(FU) malignan deri (penetrasyon arttirici) (PB), mineral yag
kanseri) (MO), isopropil

mristat (IPM).

Antipsoriatik (G3/G4) PAMAM-NH;

8- [Hiperproliferatif 8-MOP-dendrimer
Metoksipsoralen der; hastaliklari .

kompleksi
(8-MOP) (Psoriasis,

vitiligo)

58
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2.12. Dendritik Blok Kopolimerler ile Hazirlanan Nano ila¢ Tasiyic1 Sistemler:
Dendron Temelli Miseller
2.12.1. Miseller Hakkinda Genel Bilgiler
Miseller, bulunduklar1 ortamda belli bir konsantrasyonun iizerinde kendiliginden
bir araya gelen amfifillerin olusturdugu koloidal sistemler olarak tanimlanabilirt?,
Kendiliginden olusan bu sistemler amfifilik diblok (hidrofilik-hidrofobik) polimerlerle
kolaylikla hazirlanabilir ve nano boyutlu ilag tasiyicilar olarak kullanilabilir. Amfifilik

diblok kopolimer ile sulu ortamda misel olusumu Sekil 2.19°da gosterilmektedir®®.

Sistemi olusturan amfifilik molekiill bu sekilde polimer temelli oldugunda

13,308

polimerik misel olarak adlandirilirlar . Kendiliginden olusan sistemden kasit,

amfifilik molekiillerin agregasyonu ile supramolekiiler, yani molekiilleraras1 kuvvetlerle

bir arada tutulan, yapilarin olusumudur®®?

. Bu sekilde olusan misel sistemi yapisal olarak
hidrofobik ila¢ molekiillerinin yiiklenebilecegi “cekirdek” ve hidrofilik kabuk olarak
tanimlanan “korana” béliimlerinden ibarettir'>2%, Tasarlanan amfifilik blok kopolimerin
kompozisyonu, bloklar1 olusturan polimerlerin 6zellikleri olusan misellerin boyutunu,

seklini, salim ve stabilite 6zelliklerini etkiler308399:310,

hidrofobik cekirdek

hidrofilik korona

./ /
2 ! s en - = /\
idrofobik blok hidrofilik blok J/ \
l I l /] ) o)
/ NG
/ / /) \ \\\.\/
)

\N\N\N\/\ VL

N
’W\/\ \/\v/ — = /'/ \\/{
’V\/\/’/q\/\v i\\ |

Sekil 2-19: Amfifilik diblok kopolimer iinitelerinin sulu ortamda KMK iizerinde misel
olusturmasi

Misel olusturabilme yetenegine sahip amfifilik molekiiller sulu ortamda belli bir

konsantrasyona ulastiklarinda agregat olusturarak misel yapisin1t meydana getirirler, bu



48

konsantrasyona kritik misel konsantrasyonu (KMK) adi verilir. KMK noktasinda
amfifilik polimerler sulu ortamda hidrobik =zincirler bir araya gelerek ¢ekirdegi
olusturacak sekilde hidrofilik zincirler ise sulu ortama dogru yonelecek sekilde dizilmeye
baslarlar®®311312 By sekilde hidrofobik zincirlerin su ile etkilesmesi dnlenir, polimer-su
sisteminde arayiizey serbest enerjisi en aza indirilir, bu durum misel olusumu icin esas
itici giigtiir. Sulu ¢ozeltilerde hidrofobik etki arayiizey serbest enerjisinin azaltilmasinda
rol alan en 6nemli mekanizmadir. Miselleri olusturan {initelerin sahip olduklar1 yapisal
ozellikler KMK degeri iizerinde belirleyici bir faktordiir. Ornegin blok kopolimerin
hidrofobisitesi KMK degerini etkiler*®®.

2.12.2. Dendritik Blok Kopolimerler ile Hazirlanan Miseller

Onceki boliimlerde vurgulandigi gibi, dendrimerlerin sundugu avantajlardan
yararlanmak iizere dendritik yapi igeren hibrit nanotasiyicilarin tasarlanmasi fikri
dogmustur. Dendronlar ve diger polimerlerin kombinasyonu ile, dendrimerlerde oldugu
gibi benzer sekilde molekiiler o6zellikleri kontrol edilebilen, farkli sekillerde
tasarlanabilen hibrit yapilar sentezlenebilir. Hibrit yapilar arasinda, 6zellikle amfifilik
lineer dendron temelli blok kopolimerler (LDBK) ya da kisaca dendritik blok
kopolimerler, ¢ekirdek kisminda hidrofobik ilaglarin enkapsiile edilebildigi kendiliginden
olusan ¢ok fonksiyonlu misel sistemlerinin hazirlanmasina olanak verdigi icin dikkat
cekmektedir®’. Dendritik blok kopolimerlerde hem dendritik yapinin sundugu avantajlar
hem de lineer blok kopolimerlerin yiiksek ila¢ ylikleme kapasitesi ve farkli sekilde
tasarlanabilme gibi avantajlar1 bir araya getirilebilir. Modiiler yaklagimla tasarlanan
LDBK’ler miihendisligin sundugu imkanlarla uygun hidrofilik-lipofilik dengelerin
(HLB) saglanmas1 durumunda kendiliginden olusan potansiyel ilag¢ tasiyict sistemlerin,
misellerin, elde edilmesine imkan vermektedir. Bu sekilde dendritik yap1 igeren blok
kopolimerler ile hazirlanan dendron temelli miseller, kii¢iik boyutlu ve tek molekiilli
dendrimerlerin aksine, ¢ok sayida molekiiliin bir araya gelerek agregat olusturmasi sebebi
ile daha biiyiik sistemlerdir ve agregat olusumu sirasinda cekirdekleri igine yiiksek
yiikleme oranlar1 ile hidrofobik ilaglari enkapsiile edebilirler*’. Dendron temelli
misellerde KMK nin diisiik®*** olmasi, hidrofobik ilaglarla termodinamik agidan kararli

tastyici sistemlerin hazirlanmasini kolaylastirir®,

Hidrofilik blok olarak PEG kullanilan lineer dendritik blok kopolimerle

(PEGlenmis dendron temelli kopolimer) hazirlanmis misellerde KMK degerinin benzer
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HLB degerine sahip lineer kopolimer temelli misellerdekine gore 10-100 kat daha diisiik
oldugu gosterilmistir. Dendrondan kaynaklanan konik yapinin, olusan misellerin yapisini
stabilize ettigi, boylece dendron temelli kopolimerlerle KMK degerleri (~10® M) diisiik

son derece kararli sistemlerin hazirlanabildigi vurgulanmustir®313,

Tek molekiillii misel yapisi sergileyen dendrimerlerin boyutunun enkapsiilasyon
ya da yiizey gruplarina konjugasyon yolu ile yiiklenebilecek ilag miktarini
sinirlandiracagl goz Oniinde bulunduruldugunda, hibrit yap1 olarak amfifilik karakterli
dendritik polimer konjugatlarinin tasarlanmasi ve bdylece i¢ hacminde ¢ok daha fazla ilag
molekiili yiiklenebilecek kendiliginden olusan misel nanotasiyicilarinin hazirlanmasi
umut verici bir yaklasim olarak kabul edilmektedir. Ciinkii dendrimerlerde yiikleme
oranini arttirmak i¢in dendrimer boyutunu biiyiitmek jenerasyon derecesini arttirmay1
gerektirir ki bu yaklagim ile dendrimer boyutunu arttirmak ¢ok kolay degildir; yiiksek
jenerasyonda dendrimerlerin sentezi zor ve zaman alicidir, en 6nemlisi de dendrimer
boyutu biiyiidiikge, “iyi tanimlanmis” yapisinda kusurlar goriilmeye ve monodispers
ozellik kaybedilmeye baglanir. Amfifilik karakterli dendritik polimer konjugatlarinin
tasarlanmasi dendrimerlerde karsilagilan bu probleme bir ¢oziim saglar. Bu yaklagimla,
dendritik yapilarin polimerler ile kombinasyonu sayesinde sulu ortamda nano boyutlu
misel agregatlar1 olusturabilecek cok cesitli ve kendine 0zgii amfifilik konjugatlar

hazirlanabilir?®.

Dendritik yapilarin lineer blok kopolimerlerle hibridizasyonu sonucu elde edilen
amfifilik karakterde farkl: tip dendron temelli kopolimerlere; AB tipi hidrofilik dendron-
hidrofobik polimer ya da tam tersi hidrofobik dendron-hidrofilik polimer bloklar1 ile
olusturulan diblok dendron-polimer konjugatlar1 ve ABA tipi dendron-polimer-dendron

bloklari ile olusturulan amfifilik triblok konjugatlar1 drnek verilebilir?®®,

Dikkate deger noktalardan biri olarak polimer-dendron konjugatlarinin polyester
yapisinda biyopar¢alanabilir dendritik yapilarla tasarlanmasi, hidrolizle parcalanabilen
ester yapisi nedeniyle biyouyumlu ve biyopargalanabilir tastyict sistemlerin hazirlanmasi

birgok biyomedikal uygulama agisindan avantaj saglamas yonii ile onemlidir31>-3%,

Nano ila¢ tasiyici sistemler olarak literatiirde kayitli bazi dendron temelli

miselleri olusturan amfifilik blok kopolimerlerin yapis1 Sekil 2.15°te gosterilmektedir.
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hidrofilik PEG kabugu

: : - —

cekirdegi olugturan PCL _: o

PEGlenmis Dendron Polimer Konjugati ** PDC misel

4L.o

/&@\_{:: hidrofobik hidrofilik
hidrofilik PEG

blok (PCL) lok (PEG)

Xk K
Cok sayida hidrofilik zincir ve tek
bir hidrofobik zincir iceren

fr’s/ VUV dendritik blok kopolimer

0 XKk

V\/\/\/\/\/Ci:i"'i; Cok sayida hidrofobik zincir ve
_‘:ﬁ',/\\\j\j: tek hidrofilik zincir iceren
\\f?:b’} dendritik blok kopolimer

\

Sekil 2-20: Nano ilac¢ tasiyici sistemler olarak literatiirde kayitl dendron temelli miseller
ve misel agregatlarim olusturan amfifilik blok kopolimerlere 6rnekler

#318 **313 *k k47 Kk AKx62

PCL: poly-g-caprolactone

2.12.3. Misel Hazirlama Yontemleri

Misellerin hazirlanmasina yonelik bir¢cok yaklasim gelistirilmistir. Uygun boyutta
polimerik misellerin elde edebilmesi icin iki ana strateji diisiiniilebilir'3-31°32°, Birincisi,
hem polimeri hem de ilac1 sulu bir ¢oziicii i¢inde dogrudan ¢ézme yontemidir. Bu yontem
ancak kullanilan kopolimer orta derecede hidrofobik ise tercih edilebilir. Dogrudan
¢ozme kullanilan durumlarda c¢ekirdegi olusturan blogun dehidrasyonu ile misel
olusumunu saglamak i¢in sulu ¢oziicliniin 1sitilmasi gerekebilir. Ayrica ilact misellere

yiiklemek igin karistirma ve/veya sonikasyon islemi de gerekebilir®2-3%,

Ikincisi hem kopolimer hem de ilacin suda rahat ¢dziinmedigi durumlarda
organik ¢oziiciilerin kullaniminmi gerektiren yontemdir. Bu durumda, kopolimer ve ilag ilk
once uygun bir organik ¢oziiciide (N,N-dimetilformamit, dimetilsiilfoksit, asetonitril,

tetrahidrofuran, aseton veya dimetilasetamid gibi) c¢oziindiriiliir, ardindan ¢6ziicii
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ortamdan uzaklastirilir. Coziiciinliin ortamdan uzaklastirilmasinda farkli tekniklerden
yararlanilabilir. Eger ¢6ziicii su ile karigabiliyorsa organik ¢oziiciiyli yavasga ortamdan
uzaklastirip misel olusumunu saglamak i¢in yerine sulu bir ¢6zelti koymak tlizere diyaliz

yontemi  kullanilabilir®?4325,

Endiistriyel o6l¢lide uygulamaya olanak vermese de
literatiirde ilag yiiklii polimerik misellerin suya kars1 diyaliz etme yontemi ile yaygin
olarak hazirlandig1 goriilmektedir. Coziiclinliin su ile karigmadigi durumlarda (6r,
diklorometan) ise su i¢inde yag emiilsiyonu yontemi kullanilarak ila¢ miseller i¢inde

enkapsiile edilebilir®?®.

Alternatif olarak, misel olusumunu saglamak icin solvan evaporasyon yontemi
kullanilabilir. Solvan evaporasyon iki farkli yontem ile gergeklestirilebilir. Organik bir
¢oziicide hem polimer hem de ila¢ ¢oziindiiriildiikten sonra ya damla damla sulu
coziicliye ilave edilir ve dogrudan kosolvan olarak kullanilan c¢oziicliniin ortam
kosullarinda buharlagsmasina izin verilerek veya rotaevaporatdr kullanilarak vakumla
ortamdan uzaklasmasi saglanir (kosolvan evaporasyon)!®®?’; ya da ¢oziicii dokiim
(solvent casting) teknigi kullanilarak ilk 6nce ila¢ molekiillerinin homojen dagildigi ve
iyi bir polimer-ilag etkilesiminin oldugu polimerik film olusturulur, ardindan bu filmin

belli bir sicaklikta sulu bir ¢dziicii ile hidrasyonu sonucu misel olusumu saglanir32832,

, — @
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Sekil 2-21: (1) Basit ¢oziindiirme (2) Diyaliz (3) Yag/Su emiilsiyon (4) Solvan evaporasyon
(5) Liyofilizasyon
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Ayrica liyofilizasyon yontemi ile de miseller hazirlanabilir. Bu yontemde
kopolimer ve ilag¢ su ve organik c¢oziici karigiminda c¢ozilindiiriildiikten sonra

dondurularak kurutulur, sonrasinda sulu ortamda ila¢ yiiklii miseller olarak tekrar geri

330 320

kazanilir>". Misel hazirlama yontemleri Sekil 2.21°de 6zetlenmistir®".

Hazirlama yontemi olusan misellerin partikiil boyutu ve dagilimini etkiler.
Ornegin bir ¢alismada polimerik miselleri hazirlamak i¢in kosolvan evaporasyon yéntemi
kullanildiginda daha kiigiik ve daha homojen dagilimli (polidispersite indeksi=0,07)
miseller olugurken, diyaliz yontemi kullanildiginda daha biiyiik ve heterojen dagilimli

(polidispersite indeksi=0,27) misellerin olustugu gézlenmistir®3!

. Ayrica secilen organik
¢oziiciiniin ilag yiikleme etkinligi gibi misellerin enkapsiilasyon 6zelliklerini etkiledigi®®?;
kullanilan su/organik ¢oziicii oraninin da ilag¢ ylikleme etkinligi, boyut ve stabilite

parametreleri iizerinde etkili®*3334 oldugu bilinmektedir.

2.12.4. Polimerik Misel Nanotasiyicilar1 ile Dermal Uygulamaya Yonelik
Yaklasimlar

Derinin en {ist tabakas1 olan stratum corneum, topikal uygulanan ilaglarin derinin
hedef bolgesine etkili bir sekilde ulasmasi i¢in asmalari gereken en dnemli engeldir®.
Ozellikle logP degeri deriden penetrasyon icin ideal kabul edilen (1<logP<3) degerlerin
disinda olan ilag molekiillerinin deri tabakalarini etkin sekilde gecebilmesi i¢in uygulanan
formiilasyonda penetrasyon arttirict kullanimini gerektirir®2. Ornegin etanol, sodyum
dodesil siilfat (SDS) gibi yardimci maddeler ¢ok sik kullanilan penetrasyon

arttiricilardir®®®

. Ancak bunlarin penetrasyon arttrici etkinliklerine bagli olarak deriyi
kurutmasi ve/veya stratum corneum lipitlerini bozmasi sebebi ile siklikla 6nemli derecede
iritasyon ve baska baz1 yan etkilere sebep oldugu literatiirde kayithidir*®33, Bu problemin
iistesinden gelmek igin potansiyel polimerik penetrasyon arttiricilart olarak dermal
uygulamalarda polimerik misel tasiyici sistemlerinin kullanilmasinin ¢éziim olabilecegi
goriilmektedir'?*185336.337 Dendron temelli miseller veya diger polimerik miseller gibi
hidrofilik karakterli nanotasiyicilarla hem hidrofobik suda gili¢ ¢6ziinen ya da
¢oziinmeyen ilaglarn ¢oziiniirliikleri arttirilabilir®® hem de bu ilaglarm deriden
penetrasyonlar1 iyilestirilebilir ve/veya derinin hedef bolgesindeki birikimleri

arttirtlabilir; boylece formiilasyonlarda istenmeyen yan etkilere neden olabilen yardime1

¢oziicti kullanimi ihtiyaci en aza indirilebilir ve deride etki beklenen bolgede lokalizasyon



53

saglanarak ilaglarin transdermal permeasyonu ile sistemik dolagima gereksiz katilimi

onlenebilir'®.

Dendron temelli misellerin dermal ilag tasiyici sistemler olarak incelendigi
calismalardan birinde; ¢ekirdegi olusturan hidrofobik blok olarak poli-g-kaprolakton
(PCL) ile dallarina PEG zincirleri baglanan polyester dendron (G3) yapisinin
kombinasyonu ile elde edilen diblok dendritik kopolimer kullanilarak endoksifen yiiklii
dendron miseller hazirlanmis ve misellerin, oral alindiginda ciddi yan etkilere yol agan
endoksifen molekiiliiniiniin deriden penetasyonunu arttirma ve derinin hedef
tabakalarinda lokalizasyonunu saglamadaki performanslart degerlendirilmistir. Dendron
misellerin endoksifeni in vitro ¢alismalarda 6 giinden daha uzun siirede kontrollii olarak
saldig1 saptanmistir. Ayrica kontrol olarak kullanilan endoksifenin etanoldeki ¢ozeltisine
gbre dendron misellerin insan derisi 6rneklerinden endoksifenin permeasyonunu 4 kata
kadar arttirdiklar1 gosterilmistir. Hazirlanan dendron misellerin endoksifenin potansiyel
bir alternatif uygulama yolu ile, topikal olarak uygulanmasi i¢in uygun tastyici sistemler

olduklart belirtilmistir®?.

2.13. Yar1 Kati1 Farmasétik Dozaj Sekillerinden Jeller Hakkinda Genel Bilgiler
Jeller, ¢ogunlukla kiiciik veya biiylik organik molekiillerin su bazli siv1 bir
coOziiciideki dispersiyonlarina bir jellestirme ajani/jel yapict maddenin eklenmesiyle
jolemsi 6zellik kazanan seffaf ya da opak goriiniislii tek fazli yar1 kat1 preparatlardir.
USP’de ise jeller, organik biiyiik molekiillerin s1v1 fazda tamamen ¢dzlinmesi ile olusan
ya da inorganik kiiciik molekiillerin sivi fazda siispande halde bulundugu yar1 kati

preparatlar olarak tanimlanmaktadir.

Jeller tek veya iki fazl sistemler olarak siniflandirilabilirler. Stvi fazda tamamen
¢ozlinmiis organik molekiillerden olusan jeller tek fazli sistemlerdir (karbomerler veya
kitre zamki iceren jeller). Tek fazli jellerde organik molekiiller ¢oziicii igerisinde diizensiz
zincirler seklinde bulunur. Uygulama, kullanim ve temizleme kolaylig1 sagladiklari i¢in
hem ilag hem de kozmetik sektoriinde siklikla kullanilirlar. iki fazli jellerde, inorganik

kiigiik molekiiller ¢oziinmedikleri siv1 faz iginde dispers halde bulunurlar.

Jeller hazirlama sirasinda kullanilan ¢6ziicliniin  kimyasal yapisina gore

siiflandirildiginda ise hidrojel ve organojel olmak tizere iki gruba ayrilirlar.
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Hidrojeller, su igeren ortamlarda sisen polimerlerle hazirlanan yar1 kati
sistemlerdir. Bu polimerler suyu absorbe eden hidrofilik matrisler olarak anilir.
Karbopoller, seliiloz eterler (metil seliiloz, hidroksi propil seliiloz, hidroksi propil metil
selilloz gibi), sodyum aljinat, dogal zamklar hidrojel formiilasyonlarinda siklikla

kullanilan polimerler arasindadir.

Organojeller ise, siv1 bilesen olarak su disinda bir organik ¢oziicii ile jel yapici
maddeden olugsmus yar1 kat1 sistemlerdir. Organojel formiilasyonlarina ¢esitli yag asitleri,
yiizey etkin maddeler, alkoller, iire, terpenler, glikoller gibi permeasyon arttiricilar ilave
edilebilmektedir. Topikal ve transdermal uygulamada en sik karsilan organojeller lesitin

organojelleridir33®,

Jellestirici madde ve su igerigi disinda, jeller, bir etken madde, alkol ve/veya
propilen glikol gibi ¢oziiciiler, metilparaben ve propilparaben veya klorheksidin glukonat
gibi antimikrobiyal koruyucu maddeler ve edetat disodyum gibi stabilizatorler ilave

edilerek formiile edilebilir®®.

Kullanilan jellestirici maddeler arasinda, karbomer 934 gibi sentetik
makromolekiiller; karboksimetilselilloz veya hidroksipropil metilseliiloz gibi seliiloz
tiirevleri ve kitre zamk1 gibi dogal zamklar yer alir. Jellestirici madde uygun ¢oziicii
ortaminda ii¢ boyutlu koloidal bir ag yapisi olusturur. Bu ag yapist jelin viskoelastik

ozelliklerini belirler3*.

Karbomerler, yiliksek molekiiler agirlikli suda ¢oziinen; sukroz ve/veya
pentaeritritoliin allil eterlerleri ile ¢apraz baglanmis akrilik asit yapisinda polimerlerdir.
Viskoziteleri, polimerik kompozisyonlarina baglidir. Cesitli formiiler ve farmakopelerde
kayith (910, 934, 934P, 940, 941,1342 vb) farkh tip karbomer monograflart mevcuttur.
Suda %0,5-2,0 konsantrasyonlarda jellestirici maddeler olarak kullanilirlar. Ornegin,
Karbomer 940°in %0,5'lik konsantrasyonda hazirlanan sulu dispersiyonlarinda 40,000 ila

60,000 centipoise (cP) arasinda viskozite degerlerine ulasiimaktadir®®.

Jeller iizerlerinde bir kuvvet uygulanmazken bekleme sirasinda kalinlasabilir,
yani viskozite artarak kivam koyulagabilir. Jellerde goriilebilen bu o6zellik, tiksotropi
olarak adlandirilmaktadir, bu tip jeller uygulama kolaylig1 i¢in uygulanmadan &nce

calkalanmalidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu doktora tezi kapsaminda yapilan calismalar Ingiltere’de Bath Universitesi
Eczacilik ve Farmakoloji Boliimii 6gretim {iyesi, ayn1 zamanda ikinci tez danigmanim
olan Sayin Prof. Dr. Richard H. Guy ve Bogazi¢i Universitesi Kimya Boliimii 6gretim

tiyesi Sayin Prof. Dr. Rana Sanyal ile isbirligi yapilarak gerceklestirilmistir.

Model olarak segilen adapalen molekiiliiniin dendritik nanotasiyici sistemlerden
PAMAM dendrimerler ve dendron temelli misellere yiiklenmesi, hazirlanan bu
nanotastyicilarin optimizasyonu ve karakterizasyonu ¢aligmalarinin dnemli bir kism1 ve
ayrica adapalenin dendron temelli yapilara kovalan bagli bulundugu konjugatlar (PDC-
ADA) ile misel formiilasyonlarinin hazirlanmas: ve karakterizasyonu ¢alismalari Istanbul
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde yiiriitiilmiistiir. Adapalenin enkapsiilasyon teknigi
ile dendron temelli misel nanotastyicilarinin hazirlanmasinda kullanilan {igiincii
jenerasyon (G3) polyester dendron-polimer konjugat (PDC) yapilarimin sentez ve
karakterizasyon calismalar1 ile adapalenin kovalan konjugasyon teknigi ile dendron
dallarina baglanmasini kapsayan PDC-ADA yapisinin Sentez ve karakterizasyon
calismalart Bogazi¢i Universitesi Kimya Boliimii tarafindan gerceklestirilmistir.
Adapalen yiikli PAMAM dendrimer ve dendron temelli misel nanotasiyicilarinin TEM
goriintiileri Bath Universitesi Mikroskopi ve Analiz Birimi’nde yapilan analizler ile elde
edilmistir. Secilen PAMAM dendrimer ve dendron temelli misel nanotasiyicilarinin
topikal uygulamaya yonelik jel formiilasyonlarinin hazirlanmasi, dendritik sulu koloidal
nanotastyicilar ve bu nanotasiyicilart igeren jel formiilasyonlarindan adapalenin deriden
penetrasyonunun ve kil folikiilerinde birikiminin kantitatif olarak ticari orijinal iiriin
(Differin®Jel) ile karsilastirilmali olarak punch biyopsi teknigi ile degerlendirilmesi
caligmalan Ingiltere’de Bath Universitesi Eczacilik ve Farmakoloji Béliimii’nde Saym
Prof. Dr. Richard H. Guy’in arastirma laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir. Nanotasiyicilarin
derideki penetrasyon derinliginin ve kil folikiillerindeki birikiminin konfokal mikroskop
ile goriintiilenmesi galismalar1 Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii
(DETAE)’nde yapilan analizler ile elde edilmistir. PDC-ADA yapisi ile hazirlanan misel
nanotasiyicilari ile adapalenin penetrasyonunun ve kil folikiilerinde birikiminin punch
biyopsi teknigi ile degerlendirilmesi, PDC-ADA yapisi ve PDC-ADA yapisindan

serbestlesen  adapalenin  stratum corneum ve canli  epidermis/dermis’teki
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lokalizasyonunun bantla soyma teknigi kullanilarak incelenmesi calismalar Istanbul
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi’nde yiiriitiilmiistiir.
3.1. GEREC

3.1.1. Kimyasal Maddeler

= 1,2-Propandiol diasetat, PGDA (Merck)

= Adapalen (Sigma-Aldrich)

= Asetonitril (HPLC grade) (Merck)

= Bovin serum albumin, BSA, (Sigma-Aldrich)

» Dimetil stilfoksit, DMSO (Sigma-Aldrich)

= Disodyum hidrojen fosfat, NazHPO4 (Merck)

* Domuz karaciger esterazi (Porcine liver esterase, PLE) (Sigma-Aldrich)
= Etanol (Merck)

= Floresein izotiyosiyanat (Sigma-Aldrich)

» Hidroksipropil seliiloz, HPC (Ma: 1,000,000) (Sigma-Aldrich)
= Metanol (HPLC grade) (Merck)

= N,N-Dimetilformamid (Merck)

*  Nil Kirmizisi (Sigma-Aldrich)

=  PAMAM dendrimer (Poli(amido)amin)-NH,, (Ikinci jenerasyon etilendiamin
¢ekirdekli, amin yiizey gruplu %20’lik metanol ¢ozeltisinde, a/a) (Sigma
412406-5G)

= Polietilen glikol 400 (Merck)

» Potasyum dihidrojen fosfat, KH2PO4 (Merck)
= Potasyum kloriir (Lachema)

» Sodyum kloriir (Riedel de Haen)

= Tetrahidrofuran (HPLC grade) (Merck)

= Trifluoroasetik asit (Sigma-Aldrich)
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=  Tween 80 (Polietilen Glikol Sorbitan Monooleat) (Sigma-Aldrich)
= Ultra saf su, 25 °C'de 18.2 MQ cm (Millipore Milli-Q)

= Uranil asetat (Sigma-Aldrich)
3.1.2. Cihaz ve Malzemeler
3.1.2.1. Cihazlar

»  ATR-FTIR Spektrum cihazi (Perkin Elmer ZnSe Spectrum One)
= Dijital reometre (Malvern-Bohlin Instruments C-VOR)
= Dijital pH metre (InoLab pH 720, WTW)

* Franz difiizyon hiicreleri (PermeGear 25 mm cap, 1,77 cm? difiizyon alani, 12

ml reseptdr hacmi, VOA Stirrer)
= Hassas terazi (Sartariuos CPA2P Microbalance)
= Hassas terazi (Sartorius Analytical Balance ENTRIS v224-1S)
» HPLC Kolonu (HiQ sil C18HS (5 um) 4,6 mm x 150 mm, Kromatek, UK)

= HPLC Kolonu (LiChrospher 100 RP-18 (5 pm) LiChroCART 4,6 x 150 mm,
Merck, Germany)

= Isiticili manyetik karistirict (IKA-Werke, RT15)

= Konfokal lazer mikroskobu (Leica TCS SPE).

= Kriyotom cihazi (Thermo Scientific™ Cryotome™)
* Niige erleni siizme sistemi (Sartorius D-3400)

= Optik mikroskop (Motic BA210, 3W LED, EF-N Plan 4X objektif, Moticam
5.0 MP dijital kamera

» Orbital ¢alkalayict (IKA, KS 501)

» Partikiil boyutu 6l¢iim aleti (Malvern Zetasizer-Nano ZS, UK)
= pH metre (EuTech Instruments, PC 2700)

= Reometre (Thermo Scientific HAAKE RS1)

» Rota evaporator (Rota evaporator Biichi R-210)
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Santrifiij (Beckman Coulter Allegra X-22R)

Santrifiij (Boeco, U-320, Type 1605-13)

Santrifiij (Hettich, D-7200, Type 2041)

Transmisyon elektron mikroskobu (TEM JEM-1011)

Ultra saf su aritma cihazi (Millipore Milli-Q Integral, Merck)
Ultrasonik banyo (Bersonik)

Ultrasonik prob (Branson Sonifier® 250, 200 watt, 20 kHz, 3 mm ¢ap)
Ultrasonik prob (Sonics VibraCell, 20 kHz, 3 mm ¢ap)

Vakumlu desikator

Vorteks (IKA® Vortex Genius 3)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi, HPLC sistemi (Shimadzu LC 20AT)
ve floresans dedektorii (Shimadzu RF-20A)

3.1.2.2. Malzemeler

%70 izopropil alkol igeren 1slak mendil (FASTAID™ Pre-Injection swabs, 70%

IPA alcohol, Robinson Healthcare)
Biyopsi punch, 1 mm (Integra Miltex® Sterile Disposable Biopsy Punch)
Bisturi

Cam malzeme (Beher, Erlen, Meziir, Cam sise, Lam, Cam viyaller, Balon joje,
Petri kutusu vb.)

Cerrrahi makas

Diyaliz membran (Dialysis tubing regenerated cellulose membrane (MWCO:
1000 Da) (SpectroPor, USA)

Diyaliz membran (Dialysis tubing regenerated cellulose membrane (MWCO:
2000 Da) (SpectroPor, USA)

Diyaliz membran (Dialysis tubing regenerated cellulose membrane (MWCO:
3500 Da) (SpectroPor, USA)

Domuz derisi (abdominal kismi)
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= Amber renkli cam viyal, 4 ml (Fisherbrand™)
= HPLC viyalleri ve kapaklari
=  Manyetik balik, 8*3 mm (Superior)

= Otomatik mikropipet (100-1000 pl) ve pipet uglar1 (Eppendorf Research®
Plus)

»  Tek kullanimlik polistiren kiiveti (Fisherbrand™)

»  Vivaspin 6 MW cut-off 3000 (Sartarious Centrifugal Concentrator)
» Yapiskan Bant (Scotch 845 Book Tape) (3M )

= Zeta potansiyel 6l¢iim hiicresi (Folded Capillary Cell) (Malvern)

* (0,20 pm siringa ucu filtre (PTFE) (Sartarious)

* 0,45 um membran filtre (HVHP) (Millipore)

* 0,45 um siringa ucu filtre (Millex®-LH) (PTFE) (Millipore)

»  Mikrosantrifiij tiipii (1,5 ve 2 ml) (Eppendorf)

» pH indikator kagitlart (Fisherbrand™)

» pH indikator kagitlart (MColorpHast™) (Merck Millipore)
3.1.3. Bilgisayar Programlari

= GraphPad Prism 5
= Microsoft Office Excel 2016

=  Microsoft Office Word 2016

3.2. YONTEM

3.2.1. Adapalenin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar
Tayini Analiz Yontemi Gelistirme Calismalar:

Tez kapsamindaki calismalarda hazirlanan Orneklerdeki adapalen (ADA)
iceriginin kantitatif analizinde kullanilmak {izere, literatiirde kayith® yiiksek
performansh sivi kromatografisi (HPLC) analiz yOnteminin {izerinde gelistirme ve

optimizasyon ¢aligmalar1 yapildu.
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Gelistirilen HPLC yontemi; adapalenin farkli ortamlardaki ¢ozlintirliigiiniin
belirlenmesinde, G2 PAMAM dendrimer ve G3 polyester dendron-polimer konjugatlari
(PDC) ile hazirlanan adapalen yiiklii nanotasiyicilarin yiikleme etkinligi ile yiikleme
oranlarinin saptanmasinda, stabilite ¢alismalarinda, etken maddenin derideki birikiminin
degerlendirildigi in vitro penetrasyon calismalarinda 6rneklerde bulunan adapalenin

miktar tayini analizlerinde kullanildi.

HPLC analizlerinde standartlarin hazirlanacagi ¢oziinliniin belirlenmesi igin;
ileride yapilacak in vitro penetrasyon calismalar1 dikkate alindi. Bu amagla; etken
maddenin deriden ekstraksiyonu isleminde kullanilabilecek farkli ¢oziicli sistemleri
(mobil faz olan asetonitril/tetrahidrofuran/su/trifloroasetik asit (43/36/21/0,02) (h/h/h/h)
karistmi,  metanol/asetonitril/tetrahidrofuran ~ (20/45/35)  (h/h/h/h)  karisimi,
asetonitril/tetrahidrofuran (70/30) (h/h) karisimi, asetonitril/tetrahidrofuran (60/40) (h/h)
karigimi, asetonitril/dimetilformamit (60/40) (h/h) karisiminda adapalenin ¢oziiniirliigii
incelendi. Bu c¢alismalar ile; HPLC kromatogramlarinda in vitro penetrasyon
calismalarinda kullanilacak domuz derisinden kaynaklanan pikler ile adapalen pikinin
birbirinden net sekilde ayrilmasi dikkate alinarak, adapalenin alikonma zamani ile
herhangi bir girisim saptanmayan en uygun ekstraksiyon ¢oziiclisii belirlenmek iizere

farkli ¢oziincii sistemleri denendi.

Deri tabakalarinda biriken diisiik miktarlardaki etken maddeyi giivenilir bir
sekilde ve uygun bir pik keskinligi ile saptamayr saglayacak enjeksiyon hacmi

belirlenerek, mobil fazin akis hiz1 da optimize edildi.

Optimize edilen HPLC yontemi; Yontem 3.2.15°te anlatildigi gibi hazirlanan
dendron temelli nanotasiyicilara kovalan baglanan adapalenin, PDC-ADA yapisindan in
vitro kosullarda pH 5,5 fosfat tamponu c¢ozeltisi (PBS, phosphate buffer solution)
ortaminda adapelenin miktar tayini i¢in kullanildi. Bu analizler igin standartlar ¢oziicii
olarak, in vitro salim ¢alismalari sirasinda sink kosulu saglayacak sekilde se¢ilen reseptor

ortaminda hazirlandi.

3.2.1.1. Hareketli Fazin Hazirlanmasi

Analizlerde hareketli faz olarak asetonitril/tetrahidrofuran/su/trifloroasetik asit
(43/36/21/0,02) (h/h/h/h) ¢oziicii sistemi kullanildi. Analiz 6ncesi hareketli faz once
membran filtreden (0,45 um, HVHP, Millipore) vakum uygulanarak siiziildii ve 15 dakika

ultrasonik banyoda tutuldu.
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3.2.1.2. Kromatografik Kosullar

Adapalen analizinde floresan detektorlii bir HPLC sistemi (Aabs = 320 nm; Aem =
390 nm) (Shimadzu) ve ters faz sivi kromatografisi prensibi ile HPLC kolonu kullanildi
(HiQ Sil C18HS, 5 um, 4,6 mm x 150 mm, Kromatek, UK). 0,9 ml/dk akis hiz1, 20 ul
enjeksiyon hacmi, 30 °C kolon sicakliginin saglandigi kromatografik kosullarda ¢alisildi.

3.2.1.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

In vitro deriden penetrasyon c¢alismalari, ¢ozlinlirlik ¢alismalart ve
nanotastyicilara ilag yiikkleme etkinligi ¢alismalarinda, 6rneklerdeki adapalen miktarinin
saptanmas1  i¢in  standart  ¢ozeltilerin  hazirlanmasinda  ¢oziici  olarak
asetonitril/dimetilformamit (ACN/DMF) (60:40) (h/h) kullanildi. Standart kalibrasyon
dogrusunun olusturulmasi igin hassas terazide tartilan adapalen
asetonitril/dimetilformamit (ACN/DMF) (60:40) (h/h) ¢oziicii karisiminda vorteks ile
karistirilarak ¢oziindiiriildii, ultrasonik banyoda bekletildi ve balon jojede gerekli hacme
tamamlanarak stok ¢ozelti (40 pg/ml) hazirlandi. Ardindan ayni ¢oziicii karisimi ile
uygun seyreltmeler yapilarak ara stok (1 pg/ml) ve ara stok ¢ozeltisinden de 1-1000 ng/ml

konsanstrasyon araliginda bir seri standart ¢ézelti hazirlandi.

PDC-ADA yapisindan adapalenin in vitro salim ¢alismalarindaki orneklerdeki
analizi i¢in kullanilacak standart ¢6zeltilerin hazirlanmasinda ¢6ziicti olarak, reseptor
ortami1 olan pH 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h) ¢ozeltisi kullanildi. Standart kalibrasyon
dogrusunun olusturulmasi i¢in, hassas terazide tartilan adapalen pH 5,5 PBS (%1,75
Tween 80, a/h) ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilerek stok ¢ozelti (1 pg/ml) hazirlandi. Uygun
seyreltmeler yapilarak 25-500 ng/ml konsantrasyon araliginda bir seri standart ¢ozelti

hazirlandi.

Hazirlanan standart ¢ozeltiler siringa ucu filtreden (0,45 um, 4 mm, PTFE,
Millex®-LH, Millipore) siiziildiikten sonra optimize edilen HPLC y&ntemi ile analiz

edildi. Her konsantrasyon igin ti¢ paralel 6rnek ile ¢alisildi.

3.2.2. Adapalenin HPLC Analiz Yonteminin Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, bir analitik yontemin belirlenen amaca hizmet
ettigini ve izlenen prosediiriin kabul edilebilirligini/uygunlugunu gostermek amaci ile
yapilan, yontem gelistirme ve optimizasyon g¢aligmalarini kapsayan iglemlerin biitiinii

olarak tanimlanir®*!,
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Gelistirilen miktar tayini yonteminin giivenilirligini kanitlamak i¢in ilgili ICH
kilavuzu dogrultusunda HPLC yo6nteminin validasyon ¢alismasi yapildi. Bu kapsamda;
secicilik (specificity), dogrusallik (linearity), dogruluk (accuracy), kesinlik (precision),
teshis limiti (detection limit) ve miktar tayini limiti (quantitation limit) tespiti i¢in gereken

testler yapilarak analizlerde kullanilan miktar tayini yonteminin gegerliligi dogrulandi®*2,

Standartlarin hazirlanmasinda Yontem 3.2.1.3°te bahsedildigi gibi farkli ¢6ziicii
ortamlar1 kullanildig1 i¢in iki farkli ¢oziicii ortaminda hazirlanan standartlarla ayr1 ayri

validasyon caligmas1 yapildi.

3.2.2.1. Secicilik

Segicilik, kullanilan yontem ile bir analiti 6zgiin bir sekilde belirleyebilme, analiz
sirasinda  girisim yapma olasiligi olan diger bilesenlerden (safsizlik, kirlilik,
degradasyon/pargalanma tiriinleri, yardimct maddeler gibi) agik bir sekilde ayirabilme

yetenegidir®®,

Optimize edilen HPLC analiz yonteminin se¢iciliginin degerlendirilmesi igin bir
seri ¢alisma yapildi. Adapalen yiiklenmemis bos nanotasiyici sistemler; nanotasiyicilarin
hazirlanmasinda kullanilan her bir bilesen (PAMAM dendrimer, PDC ile yardimci
formiilasyon bilesenleri); ¢6ziiniirliik ¢alismalari sirasinda kullanilan etanol, polietilen
glikol sorbitan monooleat (Tween 80), polietilen glikol 400 (PEG 400), sigir serum
alblimini (BSA) ve DMSO; in vitro penetrasyon ¢alismalarinda kullanilan domuz derisi;
bantla soyma (tape stripping) isleminde kullanilan yapiskan bant; O6rneklerin
hazirlanmasinda kullanilan ekstraksiyon ¢6ziiciisii ile mobil faz kaynakli olasi piklerin,
HPLC kromatograminda adapalenin alikonma zamaninda gelip gelmedigi incelendi.
Boylece kromatogramda adapalen piki ile girisim yapip yapmadiklarini belirlendi.
Yukarida belirtilen bilesenlerin ekstraksiyon isleminde kullanilan ACN/DMF (60:40)
(h/h) ortaminda hazirlanan Ornekleri ve mobil faz adapalen ilave edilmeden ayr1 ayri

kolona enjekte edilerek HPLC yontemi ile analiz edildi.

Bantla soyma (tape stripping) islemine 6zgii olarak ekstraksiyon ¢ozeltisi ile kor
hazirlarken bantla soyma prosediiriinde uygulanan islemler ayni sekilde yapildi, etken
madde uygulanmamis deri 6rnegi bant ile soyuldu. Soyma isleminde kullanilan bantlar
(tape) ve ayrica domuz derisi 6rnekleri ACN/DMF (60:40) (h/h) yontem 3.2.14.3’te

anlatildig1 gibi ektraksiyon islemine tabi tutularak 6rnekler hazirlandi ve analiz edildi.
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PDC-ADA vyapisindan adapalenin in vitro salim ¢alismalarinda hazirlanan
ornekler i¢in yontemin segiciligi de incelendi. Bu amagla, in vitro salim ortamindan (pH
5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h)) gelen olas1 piklerin, kromatogramda adapalen piki ile
girisim yapip yapmadiklarini belirlemek iizere, salim ortamina adapalen ilave

edilmeksizin hazirlanan 6rnekler HPLC yontemi ile analiz edildi.

Hazirlanan biitiin 6rnekler, siringa ucu filtre (0,45 um, 4 mm, PTFE, Millex®-LH,
Millipore) ile siiziildii. Adapalenin alikonma zamaninda gelen herhangi bir pik olmadigini

dogrulandi.

3.2.2.2. Dogrusallik
Analitik bir yontemin dogrusalligi, belirli bir aralikta oOrneklerdeki analit

konsantrasyonlari ile test sonuglarinin dogru orantil elde edilebilmesidir®*.

Adapalenin ACN/DMF (60:40) (h/h) ¢6ziicli ortaminda hazirlanan ¢6zeltileri i¢in
standart dogrunun olusturulmasinda; 1; 5; 10; 25; 50; 100; 250; 500; 1000 ng/ml

konsantrasyonlarda standart ¢ozelti serisi hazirlandu.

Adapalenin reseptor ortaminda (pH 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h)) hazirlanan
¢ozeltileri i¢in standart dogrunun olusturulmasinda; 25; 50; 100; 250; 500 ng/mi

konsantrasyonlarda standart ¢ozelti serisi hazirlandi.

Hazirlanan 6rnekler Yontem 3.2.1.2°de belirtilen kosullarda analiz edildi. Her bir
konsantrasyona karsilik gelen egri altinda kalan alan (AUC) degerleri ile kalibrasyon
dogrusu cizildi ve regresyon analizi yapildi, dogru denklemi olusturularak determinasyon

katsayis1 (r%) hesaplandi.

3.2.2.3. Kesinlik

Kesinlik, o6nceden belirlenen kosullar altinda uygulanan analitik yontemin
tekrarlanabilirligini gosterir. Belirli calisma kosullarinda hazirlanan ayni1  6rnek
coOzeltisinden birden fazla seyreltme ile elde edilen bir serinin Olgiimleri arasindaki

342 Olgiim serilerinin yakinlig1 genellikle standart sapma (SD) veya

yakinlig: ifade eder
yiizde bagil standart sapma (% RSD) olarak ifade edilir. Yontemin kesinligi i¢in kabul

kriteri, RSD degerinin %2 ’den kii¢iik olmasidir®*,
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Tekrarlanabilirligin degerlendirilmesi i¢in, yontemde gecerli araligi kapsayan en
az 9 tespit (her biri 3 kez tekrarlanan 3 farkli konsantrasyon) ya da segilen test

konsantrasyonun %100 i alinarak en az 6 tespitin yapilmasi onerilir3#?34,

HPLC yonteminin tekrarlanabilirligini géstermek i¢in; ACN/DMF (60:40) (h/h)
ekstraksiyon ortaminda ve reseptor ortaminda (pH 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h))
hazirlanan 6rnekler igin giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ¢alismalar1 yapildi. Her seviyede
en az 3 er seri ile ¢alisildi ve her 6rnek icin en az ii¢ enjeksiyon yapildi. Her bir
konsantrasyon i¢in elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak standart dogru ¢izildi,
regresyon dogrusu denklemi olusturularak determinasyon katsayisi (r%), standart sapma

(SD) ve ylizde bagil standart sapma (% RSD) degerleri hesaplandi.

Giin ici kesinlik: Adapalenin 3 farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltileri
icin gergeklestirilen HPLC analizi ayn1 giin i¢erisinde 3 kez tekrarlandi. Bunun igin stok
cozeltiden uygun seyreltmeler yapilarak farkli konsantrasyonlarda 3 ayri seri Ornek

hazirlandi.

Giinler arast kesinlik: 3 farkli konsantrasyon i¢in gerceklestirilen HPLC
analizinin farkl giinlerde tekrarlanmasi ile elde edilen 3 farkli konsantrasyon igin 3 farkli

giine ait sonuglar degerlendirildi.

3.2.2.4. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, o yontem ile test edilen 6rneklerden elde edilen
degerlerin gergek degere veya referans kabul edilen degere yakinligini ifade eder. Bu
amag ile uygulanan, 6rnegin, bilinen miktarda analitin geri kazanilmas1 yontemi analitin
bos matris ortamina digaridan ilave edilmesi ve geri kazaniminin bulunmasi prensibine
dayanir. Analit i¢in geri kazanma degerleri hesaplanarak yontemin dogrulugu saptanir.
Hazirlanan orneklerde geri kazanim ¢aligmalar1 hedef konsantrasyonun %50-150’sini
kapsayan aralikta ya da dogrusalligin saglandigi aralikta diisiik, orta ve yiiksek
bolgelerden secilen en az 3 farkli konsantrasyoda 3 tekrar ile yapilir. Geri kazanimin
hesaplanmasinda, referans alinan analizde olusturulan kalibrasyon egrisine ait denklem

kullanilmalidir®*2.

HPLC yonteminin dogrulugunun degerlendirilmesi i¢in; adapalenin 1000 ng/ml
konsantrasyonda ACN/DMF (60:40) (h/h) ortaminda hazirlanan stok ¢6zeltisinden 25, 50

ve 500 pl hacimde alindi, lizerlerine nanotastyicilarinda kullanilan yardime1 maddelerden
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(PAMAM dendrimer veya PDC) en yiiksek oranda olacak sekilde ilave edildi. Polimerler
oncelikle 1 ml suda ¢oziindiiriilerek stok ¢ozeltileri hazirland1 ve farkli konsantrasyondaki
adapalen c¢ozeltilerine 10 pl ilave edildi. Ekstraksiyon c¢oziiciisii ile 1000 ul e
tamamlanarak ti¢ farkli konsantrasyonda (25; 50 ve 500 ng/ml) adapalen i¢eren 6rnekler
hazirlandi ve siringa ucu filtreden (0,45 um, 4 mm, PTFE, Millex®-LH, Millipore)
stiziildi. HPLC yontemi ile analizi yapilarak ¢ozeltilerdeki adapalen konsantrasyonlari
hesaplandi. Gelistirilen yontemin dogrulugu adapalenin % geri kazanim degerleri

hesaplanarak belirlendi. Her seviyede en az 3’er 6l¢tim yapildi.

In vitro salim ortaminda (pH 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h)) hazirlanan 6rnekler
i¢cin dogruluk ¢alismas1 yapilmadi. Bu 6rneklerde diyaliz membrandan (MWCO: 2000
Da, SpectroPor, USA) sadece serbest adapalen (412,5 Da) difiize olabilecegi, dolayisi ile

ornkelerde sadece adapalen bulunacagi dikkate alindi.

3.2.2.5. Teshis Limiti, TL (Limit of Detection, LOD)
Analitik bir yontemin teshis limiti, bir 6rnekteki analitin analiz edilebilen ancak
hassas olarak tam degeri dlgiilemeyen en diisiik miktaridir. Bu degerin belirlenmesinde

farkl1 yaklasimlardan faydalamlabilir®#2,

Gorsel olarak degerlendirme: Analitin bilinen diisik konsantrasyonlu
orneklerinde yapilan analizler sonucu giivenilir sekilde saptanabilecek belirgin en kiigiik

konsantrasyon degeri tespit edilir.

Sinyal/Giiriiltii orani: Analitin bilinen diisiik konsantrasyonlu 6rneklerinde
yapilan analizlerde Olciilen sinyallerin  bos Orneklerden gelen giiriiltii ile
karsilastirilmasina ve analitin glivenilir sekilde teshis edilebilecegi en kiiclik
konsantrasyonun belirlenmesine dayanir. 3 veya 2:1 arasindaki bir sinyal/giiriiltii orani

genellikle teshis limiti i¢in kabul edilir.

Cevabin standart sapmasi1 ve kalibrasyon egrisinin egimi yardimi ile

hesaplama: Asagidaki formiil kullanilarak teshis limiti hesaplanabilir.

TL=(330)/S (3-1)

o = Cevabin standart sapmasi (Bos Orneklerden alinan cevaplarin ya da teshis limiti
seviyesinde ¢ok diisiik konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnek serilerinin analizi sonucu elde
edilen regresyon dogrularinda kesisim degerlerinin standart sapmast)

S = Kalibrasyon egrisinin egimi
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3.2.2.6. Miktar Tayini Limiti, MTL (Limit of Quantitation, LOQ)
Analitik bir yontemin miktar tayini limiti ise, bir Ornekteki analitin uygun
hassasiyetle, kabul edilebilir bir kesinlik ve dogruluk ile, nicel olarak saptanabilen en

diisiik miktaridir®*?,

Gorsel olarak degerlendirme: Analitin bilinen diisik konsantrasyonlu
orneklerinde yapilan analizler sonucu kabul edilebilir dogruluk ve kesinlikle nicel olarak

tayin edilebilecek en kiiciik konsantrasyon degeri tespit edilir.

Sinyal/Giiriiltii orani: Analitin bilinen diisiik konsantrasyonlu 6rneklerinde
yapilan analizlerde Olgiilen sinyallerin bos Orneklerden gelen giiriilti ile
karsilastirilmasina ve analitin giivenilir sekilde olciilebilecegi en kiiciik konsantrasyonun
belirlenmesine dayanir. 10:1 sinyal/giiriiltii oran1 genellikle miktar tayini limiti i¢in kabul

edilir.

Cevabin standart sapmasi ve kalibrasyon egrisinin egimi yardimi ile

hesaplama: Asagidaki formiil kullanilarak miktar tayini limiti hesaplanabilir.

MTL = (100)/S (3-2)

o = Cevabin standart sapmasi (Bos Orneklerden alinan cevaplarin ya da teshis limiti
seviyesinde ¢ok diislik konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnek serilerinin analizi sonucu elde
edilen regresyon dogrularinda kesisim degerlerinin standart sapmast)

S = Kalibrasyon egrisinin egimi

HPLC y6nteminin teshis ve miktar tayin limiti i¢in; teshis limiti seviyesinde en az
3 kalibrasyon dogrusu ¢izilerek olusturulan dogru denklemi egimlerinin ortalamas: ve
kesigim noktalarina ait degerlerin standart sapmasi (SD) kullanildi ve formiiller (3-1 ve
3-2) ile hesaplanarak belirlendi. Ayrica, diisiik konsantrasyonda adapalen igeren
orneklerin HPLC analizi sonucu elde edilen sinyal, bos ¢ozeltiden elde edilen giiriiltii ile

karsilastirilarak giivenilir sekilde okunabilecek en diisiik konsantrasyon dogrulandi.

3.2.2.7. Orneklerde Adapalenin Stabilitesi

In vitro penetrasyon ve punch biyopsi ¢alismalarinda kullanilan ekstraksiyon
¢oziiciisiinde adapalenin deney ve analiz siiresince kararli kaldigin1 dogrulamak igin
stabilite ¢alismas1 yapildi. ACN/DMEF (60:40) (h/h) ¢6ziicli karisiminda, adapalen igeren
(25 ng/ml) 6rnekler hazirlandi. Taze hazirlanan 6rneklerde adapalenin miktar1 HPLC ile

analiz edildi. Ayrica hazirlanan Orneklerde adapalenin stabilitesi, tamamen 1siktan
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korunarak (amber renkli viyalde), banko iizerinde (seffaf viyalde) veya pencere oniinde
giin 1s18ina maruz birakilarak ii¢ farkli kosulda takip edildi. 1. ve 5. giin sonunda

orneklerin analizi yapilarak, ¢6zeltilerdeki adapalen konsantrasyonu hesaplandi.

Adapalenin PDC-ADA yapisindan in vitro salim ortaminda (pH 5,5 PBS (%]1,75
Tween 80, a/h)) deney ve analiz sliresince reseptor kararli kaldigini dogrulamak igin
ornekler 32°C’de su banyosunda bekletilerek adapalenin stabilitesi incelendi. Salim
ortaminda adapalen igeren (100 ng/ml) 6rnekler hazirlandi. Bunun i¢in, adapalenin
DMSO’da hazirlanan stok ¢ozeltisinden pH 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h) ile uygun
seyreltmeler yapildi. 8, 24 ve 72 saat sonunda 6rneklerin analizi yapilarak, ¢ozeltilerdeki

adapalen konsantrasyonu hesaplandi.

3.2.3. Adapalenin Farkh Coziicii Ortamlarindaki Coziiniirliik Cahismalari

In vitro kosullarda gergeklestirilecek salim ve penetrasyon c¢alismalarinda
reseptor faz olarak; fizyolojik kosula en yakin ortami saglamak amaci ile ¢ogunlukla
izotonik hale getirilmis pH 7,4 PBS kullanilir. Ancak, adapalen gibi suda ¢oziintirligii
son derece diisiik olan bir etken madde s6z konusu ise, ¢oziinme ortamininda Sink kosulun
(sonsuz seyrelmenin) saglanmasi i¢in PBS ortaminda yardimci c¢oziicliler veya
¢Oziiniirliik arttiric1 bazt maddeler ilave edilerek ilacin daha iyi ¢oziindiigii bir ¢oziicli

sistemi kullanilmaktadir3*,

In vitro penetrasyon ve in vitro salim ¢aligmalarinda kullanilmak iizere uygun
reseptOr fazin tespit edilmesi i¢in adapalenin farkli pH ve bilesenlerden olusan ¢oziicii

ortamlarinda ¢oziintirliik ¢aligmalar1 yapildi.

Yontem 3.2.18’de anlatilan galismalarda adapalen saliminin degerlendirilmesi
i¢in kullanilacak salim ortaminin segilmesi amaci ile pH 5,5 ya da pH 7,4 PBS ortamlarina
farkli oranlarda yardimci maddeler (Etanol, Tween 80, PEG-400, DMSO) ilave edilerek
adapalenin  ¢Oziliniirliigli  belirlendi.  Coziinlirlik  c¢alismalarinda  adapalenin
¢ozlinirligiiniin belirlenmesinde ¢alkalama yontemi (Shake-flask) kullanildi. 15 ml’lik
santrifiij tiiplerindeki her bir ¢oziinme ortamina (5 ml), ¢oziinebileceginden ¢ok fazla
miktarda adapalen ilave edildi. Ornekler oda sicakliginda orbital karistiricida 48 saat
boyunca 250 rpm’de ¢alkalandiktan sonra 15 dakika 15000 rpm’de santrifiij edildi. Ustte
kalan berrak kisimdan alinan &rnekler siringa ucu filtre (0,45 um, 4 mm, PTFE, Millex®-
LH, Millipore) ile siiziilerek ACN/DMF (60:40) (h/h) ile uygun oranlarda seyreltildi. Her

asamada ornekler vorteks ile karistirildiktan sonra, hazirlanan 6rnekler HPLC yontemi ile
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analiz edildi ve ¢oziinen adapalen miktarlar tespit edildi. Bu ¢alisma n=3 paralel olacak
sekilde tekrarlandi.

In vitro deriden penetrasyon c¢alismalarinda, sink kosulu saglamak igin
adapalenin ¢Ozlniirliigiinii arttirmak amaciyla reseptor faza alkol veya stirfaktan ilave
edilmesinin membranin (domuz derisinin) gegirgenligini degistirecegi dikkate alindi. Bu
nedenle, in vitro penetrasyon ¢aligmalarinda kullanilacak reseptor ortam olarak in vivo
kosulu da yansitacak pH 7,4 PBS ¢d6zeltisi kullanilmasina karar verildi. Adapalenin bu
¢Oziinme ortaminda ¢oziinlirliiglinii arttirmak i¢in, lipofilik etken maddelerin
¢oziiniirliigiiniin arttirilmasinda kullanilan sigir kaynakli serum albiimini®*® (BSA) ilave
edildi. Sink kosulun saglanmasini degerlendirmek i¢in BSA ilave edilen pH 7,4 PBS
¢ozeltisinde yapilan ¢oziiniirliik ¢aligmalart igin; bir gece 6nceden pH 7,4 PBS ¢ozeltisi
tizerine BSA (%4) ilave edildi, 1 saat yavas yavas manyetik karistiricida karistirildi ve 1
gece +4 °C’de saklandi. Ertesi giin 10 ml’lik cam kapakl: tiiplere alinan ¢éziinme ortami
(2 ml) iizerine asir1 miktarda adapalen ilave edildi ve drneklerin kdpilirmesini dnlemek

icin oda sicakliginda diisiik devirde manyetik karistiricida 24 saat karistirildi.

Orneklerdeki BSA igeriginin HPLC analizini etkilememesi i¢in BSA’nimn
¢oktiiriilmesi islemi uygulandi. Cozeltilerden 1,5 ml santrifiij tiiplerine alindi, lizerlerine
buz banyosunda (0 °C) 4,5 ml ACN/DMF (60:40) (h/h) ekstraksiyon ¢ozeltisi ilave edildi
ve 15000 rpm’de 15 dk. santrifiij edildierek BSA ¢oktiiriildii. Ornekler ACN/DMF
(60:40) (h/h) ile seyreltildi ve siringa ucu filtreden (0,45 um, 4 mm, PTFE, Millex®-LH,

Millipore) siiziildiikten sonra HPLC yontemi ile analiz edildi.

Adapalenin ¢oziiniirliiglinin degerlendirildigi farkli ¢o6ziicii sistemleri Tablo

3.1°de verilmistir.
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Tablo 3-1: Coziiniirliik ¢calismalarinda kullamilan ¢oziicii sistemleri ve kullanilan oranlar

Yardimeai ¢oziicii/
Fosfat Tamponu Yardimci madde orani (%)
coziiniirliik arttirici

pH 5,5 PBS Etanol 40 (h/h)
pH 5,5 PBS Etanol 50 (h/h)
pH 5,5 PBS Tween 80 1,75 (a/h)
pH 7,4 PBS PEG 400 40 (h/h)
pH 7,4 PBS DMSO 10 (h/h)
pH 7.4 PBS BSA 4 (alh)

3.2.4. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarinin Hazirlanmas: ve
Optimizasyonu Calismalari

Adapalenin PAMAM dendrimer nanotasiyicilarinin hazirlanmasinda amin yiizey
gruplarina sahip ikinci jenerasyon PAMAM (G2-PAMAM-NH) dendrimerler kullanildi.
Calismalar kapsaminda, oncelikle etken madde yiiklenmeden PAMAM dendrimerlerin
partikiil boyutu karakterizasyonu yapildi. Hazir olarak metanol igerisinde temin edilen
PAMAM dendrimerler (metanol igerisinde, agirlik¢a % 20; Sigma Aldrich) kendi
dispersiyon ortami olan metanol ile %0,1’lik konsantrasyona seyreltilerek, herhangi bir
islem yapilmadan dogrudan ve ayrica siringa ucu filtreden (0,45 pum, 4 mm, PTFE,
Millex®-LH, Millipore) siiziildiikten sonra, PAMAM dendrimerlerin dinamik 1s1k
sagilimi (DLS) teknigi kullanilarak ortalama partikiil boyutu ve dagilimi (polidispersite
indeksi, PDI) o6l¢iimleri gergeklestirildi (ZetaSizer NanoZS, Malvern, Worcestershire,
UK).

Ayrica, temin edilen PAMAM dendrimerlerin su ortamindaki partikiil boyutu ve
dagilimi analizi yapildi. PAMAM dendrimerlerin metanoldeki ¢ozeltisinden cam bir
viyale bir miktar alindi, bilesindeki metanol nce azot gazi altinda uguruldu. Uzerine saf
su eklenerek, PAMAM dendrimerin saf sudaki c¢ozeltisi (%0,1°1lik) hazirland1 ve
filtrasyon yapilmadan o6rneklerin partikiil boyutu ve dagilimi (polidispersite indeksi)

Olctimleri gergeklestirildi.
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Adapalen vyiikli PAMAM dendrimer nanotastyicilarinin hazirlanmasinda;
adapalenin amin yiizey gruplarina sahip PAMAM dendrimerlere elektrostatik etkilesim
mekanizmasma bagli kompleks olusturulmas: esasina®*®3* dayanarak yiiklenmesi
yaklasimu ile; karboksil grubu (-COOH) tasiyan ve asir1 lipofilik karaktere (log P: 8,6%4°;
log P: 8,113 sahip adapalen molekiiliinin PAMAM dendrimerlere ait yiizeyel amin
gruplar ile etkilesmesi ongorillerek PAMAM-ADA komplekslerinin olusturulmasi
caligmalan yiiriitiildii. Adapalenin PAMAM dendrimer komplekslerinin hazirlanmasinda

denenen farkli yontemler asagida ilgili basliklar altinda sirasiyla anlatilmaktadir.

3.2.4.1. Adapalenin Dendrimerin Sudaki Cézeltisine Kat1 Halde flavesi Yontemi ile
Yapilan Yiikleme Calismalar:

PAMAM (G2-PAMAM-NHz2) dendrimerler metanol igerisinde (agirlik¢a, % 20)
temin edildi. Dendrimerin bu ¢ozeltisinden 50 ul (8,6 mg PAMAM) alinarak amber renkli
cam bir viyaldeki 8,6 ml saf su iizerine ilave edildi. Bu karigim ¢eker ocak altinda 1 gece
bekletilerek metanoliin ugmasi saglandi. Béylece, PAMAM dendrimerin sudaki ¢ozeltisi
(% 0,1, a/h) hazirland1. Bu stok ¢6zeltiden 2 ml alindi, saf su ile 1:1 oraninda seyreltilerek
PAMAM’in sudaki ikinci ¢ozeltisi (%0,05, a/h) hazirlandi. PAMAM dendrimerlerin
farkli konsantrasyonlardaki suda hazirlanan ¢ozeltilerinden 1’er ml otomatik pipet
yardimiyla ¢ekilerek, amber renkli cam viyallere alindi. Farkli konsantrasyonlardaki
(90,05 ve %0,1) dendrimer ¢ozeltilerine ve ayrica kontrol olarak 1 ml saf suya asiri
miktarda (2 mg) adapalen ilave edildi ve karanlik ortamda 24 saat manyetik karistirict
tizerinde 500 rpm hizda karigtirildi. 24 saat sonunda 15000 rpm’de 5 dakika sanrifiij
edildi. Ustte kalan berrak kistmdan alinan orneklerde Yéntem 3.2.1.2°de belirtilen
kosullarda yapilan HPLC analizleri ile nanotasiyicilara yiiklenen adapalen miktarlar

hesaplandi.

Bu yontem ile hazirlanan nanotasiyict formiilasyonlariin kodlar1 ve kullanilan

PAMAM oranlan Tablo 3.2’de belirtilmektedir.
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Tablo 3-2: Adapalenin dendrimerin sudaki ¢ozeltisine kat1 halde ilavesi ile hazirlanan

formiilasyonlar
Formiilasyon kodu PAMAM (%) ADA ilavesi (mg/1ml)
PMM 0 K 0 2
PMM 0.05 K 0,05 2
PMM 0.1 K 0,1 2

3.2.4.2. Adapalenin Tetrahidrofuranda Céziindiiriilerek Dendrimerin Metanoldeki
Céozeltisine Ilavesi Yontemi ile Yapilan Yiikleme Calismalar:

Adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanotasiyicilarinin hazirlanmasinda ikinci
bir yontem olarak; adapalenin rahat ¢oziinebildigi ugucu bir organik ¢oziicli i¢inde
(tetrahidrofuran, THF) ¢ozindiiriiliip dendrimerin metanoldeki ¢6zeltisine damlatma
teknigi kullanilarak ilave edilmesi diisiiniildii. Bu amagla Yontem 3.2.4.1°de en yiiksek
yiikleme etkinligini saglayan formiilasyonda kullanilan PAMAM orani segildi.

Adapalenin THF’de hazirlanan stok ¢ozeltisi (0,5 mg/ml), oda sicakliginda
manyetik karistiricida yavas yavas karistirilan PAMAM dendrimeri igeren metanoldeki
¢ozeltisi (%0,1) tizerine otomatik pipet yardimi ile damla damla ilave edildi. Son hacmi
1 ml olan PAMAM dendrimer ile birlikte adapalen igeren bu karisim, amber renkli cam
viyallerde oda sicakliginda 24 saat 500 rpm hizda karistirildi. Adapalen ve PAMAM
dendrimerin organik c¢oziicii karisiminda ¢ozlinmesi saglandi. Daha sonra kaynama
noktasi ve buhar basinci birbirine ¢ok yakin olan iki organik ¢oziiciiden ibaret karigim
(tetrahidrofuran ve metanol) azot gaz1 altinda uguruldu. Elde edilen ADA-PAMAM ko-
presipitatindaki organik ¢oziicliniin tamamen uzaklastirtlmasi igin vakum pompasinda 2
saat bekletildi. Elde edilen kompleks yapi1 iizerine 1,2 ml ultra saf su ilave edilerek
hidrasyonu saglandi. 1,5 dakika vorteks ile karigtirildiktan sonra, en az 2 saat 500 rpm
hizda manyetik karistiricida da karigtirilarak hidrasyon ortaminda ADA-PAMAM
dendrimer kompleksi ekstrakte edildi. En son asamada 15000 rpm de 5 dakika santrifiij
edildi.

Bu yontem ile hazirlanan nanotastyict formiilasyonunun kodu, kullanilan

PAMAM orani ve ilave edilen adapalen miktari ile birlikte Tablo 3.3’te belirtilmektedir.
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Tablo 3-3: Adapalenin tetrahidrofuranda coziindiiriilerek dendrimerin metanoldeki
cozeltisine ilavesi ile hazirlanan formiilasyon

Formiilasyon kodu PAMAM (%) Baslangic ADA (ng) MetOH (nl) THF (ul)

PMMO0.1C 0,1 100 800 200

3.2.4.3. Adapalenin PAMAM Dendrimerlere Problu Sonikasyon Yontemi ile
Yiiklenmesi Calismalari

Adapalenin PAMAM dendrimerlere yiikleme ¢alismalart kapsaminda, tercih
edilen partikiil boyutu ve dagilimi degerlerine sahip nanotasiyicilar elde edilmesi ve ayni

zamanda yiikleme etkinliginin de arttirilmasi i¢in sonikasyon islemi uygulandi.

Bu kapsamda Yontem 3.2.4.2°de anlatildig1 sekilde hazirlanan ADA-PAMAM
dendrimer kompleksleri en son asamada santrifiij edilmeden temiz viyallere alindi ve bir
ultrasonik prob (Branson Sonifier® 250, 3 mm ¢ap) ile buz banyosunda sonikasyon islemi

uygulandi.

Sonikasyon sirasinda tekrarli titresimler uygulandi. Bunun igin “Duty cycle” 60
olarak ayarlandi. Boylece, uygulama stiresi boyunca 1 saniye araliklarla her bir saniyenin

%60 kadar siire 6rnege ultrasonik dalga uygulandi.

Sonikasyon igleminin optimizasyonu sirasinda 3 farkli seviyede giic uygulandi.
Uygulanan gii¢ Output (OP) olarak ifade edilmektedir. Sonikasyon siddetinin gostergesi
olarak her seviyeye karsilik gelen giiclin Watt birimi cinsinden degeri Tablo 3.4’te

verilmistir.

Tablo 3-4: Sonikasyon islemi sirasinda uygulanan gii¢ seviyeleri ve Watt birimi cinsinden

karsihig
Uygulanan gii¢ seviyesi (OP) Karsilik gelen Watt degeri
1 10
2 25

3 40
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3.2.4.4. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarinin Optimizasyonu
Sonikasyon yontemi ile hazirlana adapalen yiikli PAMAM dendrimer
nanotasiyici sistemlerinde kullanilan formiilasyon bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3.5’te

gosterilmektedir.

Tablo 3-5: Adapalen yiikli PAMAM dendrimer formiilasyonlarinin hazirlanmasinda
kullanilan bilesenler

Formiilasyon bilesenleri Kullanim miktar (1,2 ml)
PAMAM dendrimer % 0,05-0,2

ADA (Baslangig) 100-1000 ug
MetOH 500-800 pl

THF 200-500 pl

PEG 400 % 0-10

Gliserin % 0-1

PGDA % 0-1

Benzil alkol % 0-1

Formiilasyon ¢alismalari sirasinda su fazi olarak, ultra saf su ya da % 0-10 (a/h)

PEG 400 ¢ozeltisi olmak tizere farkli dispersiyon ortamlar1 denendi.

Adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanotasiyict formiilasyonlarmin
optimizasyon caligmalar1 kapsaminda asamali olarak, hazirlama sirasinda uygulanan
sonikasyon parametreleri (uygulanan gii¢ ve siire), formiilasyon bilesenlerinin oranlari ve
kullanilan ¢6ziicii hacimleri denenerek bir seri ¢alisma yapildi. Bu ¢alismalar sirasinda
basamak basamak denenen optimizasyon parametrelerine gore c¢alisilan formiilasyon

kodlar sirasi ile asagida ilgili tablolarda verilmistir.

Oncelikle daha 6nce denenen yontemlerle hazirlanan formiilasyonlarda kullanilan

PAMAM oranlar1 dikkate alinarak; ti¢ farkli konsantrasyonda PAMAM (%0,05-0,2) ve
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adapalen (0,1 mg) ile kompleksler olusturuldu ve hazirlanan formiilasyonlarda ayni
prosediir (OP 1, 1 dk) ile sonikasyon uygulandi. Bu sekilde hazirlanan PAMAM

dendrimer formiilasyonlarinin bilesenleri Tablo 3.6’da verilmistir.

Adapalenin PAMAM dendrimerler ile hazirlanan formiilasyonlarinda kullanmak
tizere en yiiksek PAMAM konsantrasyonu 2 mg/ml (%0,2) olarak belirlenmistir. Bu
deger, literatiirde ikinci (G2) ve t¢lincii (G3) jenerasyon PAMAM-NH, dendrimerlerin
epidermal hiicrelerde anlamli morfolojik degisikliklere yol actigi belirtilen
konsantrasyonun (>6 mg/ml) altindadir. PAMAM dendrimerlerin keratinositler ve dermis
tizerindeki etkilerinin doza bagli oldugu gosterilmis ve PAMAM dendrimerlerin topikal
uygulamada diisiik konsantrasyonlarda kullanilabilecegi ifade edilmistir?®®. Bu yiizden

optimizasyon ¢alismalarinda PAMAM oranlar1 miimkiin oldugunca diistik tutulmustur.

Tablo 3-6: Farkl oranlarda PAMAM i¢eren 0,1 mg adapalen ile hazirlanan PAMAM
dendrimer formiilasyonlari

Form. Sonikasyon islemi PAMAM Baslangic ADA

MetOH (ul) THF (ul)
kodu OP  Siire (dk) (%) (ng)
PMM 0.05 1 1 0,05 100 800 200
PMM 0.1 1 1 0,1 100 800 200
PMM 0.2 1 1 0,2 100 800 200

Secilen oranda PAMAM igeren formiilasyonlarda sonikasyon giicii sabit tutularak
sonikasyon siiresi arttirildi. Sonikasyon siiresini belirlemek i¢in % 0,1 konsantrasyonda
PAMAM igeren ve ayni miktarda adapalen (0,1 mg) ile hazirlanan formiilasyonlarda 10
Watt giic ile (OP 1) farkl: siirelerde sonikasyon uygulandi (Tablo 3.7).
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Tablo 3-7: Farkl siirelerde OP 1°de sonikasyon uygulanarak hazirlanan adapalen yiiklii
PAMAM dendrimer formiilasyonlari

Form. Sonikasyon islemi PAMAM Baslangic ADA

MetOH (nl) THF (ul)
kodu OP Siire (dk) (%) (ng)
PMM 0.1 1 1 0,1 100 800 200
PMM 0.1-3d 1 3 0,1 100 800 200
PMM 0.1-6d 1 343" 0,1 100 800 200

* Sonikasyon 3’er dakikalik 2 set seklinde uygulanmustir. Setler arasinda 1 dakikalik dinlenme siiresi ayrilmustir.

Sonikasyon giiclinlin  partikiil boyutu ve dagilimi iizerindeki etkisini
degerlendirmek iizere, sonikasyon siiresi sabit tutularak, %0,1 konsantrasyonda PAMAM
iceren ve ayn1 miktarda adapalen (0,1 mg) ile hazirlanan formiilasyonlarda farkli giigte

sonikasyon uyguland1 (Tablo 3.8).

Tablo 3-8: Farkh giicte sonikasyon islemi ile hazirlanan adapalen yiikli PAMAM
dendrimer formiilasyonlari

Form. Sonikasyon islemi PAMAM Baslangic ADA

MetOH (pl) THF (ul)
kodu OP  Siire (dk) (%0) (ng)
PMM 0.1 1 1 0,1 100 800 200
PMM 0.1-G2 2 1 0,1 100 800 200
PMM 0.1-G3 3 1 0,1 100 800 200

Sonikasyon giiciinlin arttirilmas: ile daha kabul edilebilir partikiil boyutu ve
dagilimi degerleri elde edilince, daha yiiksek seviyede belirlenen (OP 2) sonikasyon giicii

sabit tutularak bu gii¢ seviyesinde sonikasyon siiresi tekrar optimize edildi.
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25 Watt gii¢ (OP 2) i¢in optimum sonikasyon siiresini belirlemek iizere secilen
oranda (%0,1) PAMAM igeren ve ayni miktarda adapalen (0,1 mg) ile hazirlanan

formiilasyonlarda farkli siirelerde sonikasyon uygulandi (Tablo 3.9).

Tablo 3-9: Farklh siirelerde OP 2°de sonikasyon uygulanarak hazirlanan adapalen yiiklii
PAMAM dendrimer formiilasyonlari

Form. Sonikasyon islemi PAMAM Baslangic ADA

MetOH (ul) THF (ul)
kodu OP Siire (dk) (%) (ng)
PMM 0.1-G2 2 1 0,1 100 800 200
PMM 0.1-G2-2d 2 2 0,1 100 800 200
PMM 0.1-G2-3d 2 3 0,1 100 800 200

PMM 0.1-G2-6d*

3+3" 0,1 100 800 200
(PMM 0.1-S)

# Kodlamada kisaltmaya gitmek igin bu ve sonraki formiilasyonlarda G2-6d, S olarak ifade edilmistir.
* Sonikasyon 3’er dakikalik 2 set seklinde uygulanmistir. Setler arasinda 1 dakikalik dinlenme siiresi ayrilmustir.

Bu agamadan sonra tiim formiilasyonlar optimize edilen sonikasyon prosediirii ile
hazirlandi. Bu nedenle, sonikasyon islemine ait giic (OP) ve siire parametreleri sonraki

tablolarda verilmemistir.

Sonikasyon giicii ve siiresinin optimizasyonundan sonra; dispersiyon ortamina
farkli yardimci bilesenler (%1, a/h) ilave edilerek hazirlanan formiilasyonlarin partikiil

boyutu ve dagilimi degerlendirildi (Tablo 3.10).
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Tablo 3-10: Farkh yardimei bilesenler ilave edilerek hazirlanan adapalen yiikli PAMAM

dendrimer formiilasyonlari

Form. kodu PAMAM  Baslangic ADA Yardimci MetOH THF

(%0) (ng) bilesen (n) (n)
PMM 0.1-S 0,1 100 - 800 200
PMM 0.1-S-1Gli 0,1 100 Gliserin 800 200
PMM 0.1-S-1PEG 0,1 100 PEG 400 800 200
PMM 0.1-S-1PGDA 0,1 100 PGDA 800 200
PMM 0.1-S-1BA 0,1 100 Benzil alkol 800 200

Tiim yardimei bilesenler %1 (a/h) oraninda kullanilmistir. PGDA: Propilen Glikol Diasetat

Sonikasyon prosediiriiniin optimizasyonu saglandiktan sonra, kullanilan PAMAM

konsantrasyonunun hazirlanan formiilasyonlarin partikiil boyutu ve dagilimina etkisinin

tekrar degerlendirilmesi amaci ile, alti farkli konsantrasyonda (%0,002-0,1) PAMAM

dendirmer ¢ozeltileri ve adapalen (0,1 mg) ile kompleksler olusturuldu. Hazirlanan

formiilasyonlarda 6nceki asamada optimize edilen sonikasyon prosediirii (OP 2, 3+3

dakika) uygulandi. Bu sekilde hazirlanan PAMAM dendrimer formiilasyonlarinin

bilesenleri Tablo 3.11°de verilmistir.

Tablo 3-11: Farkh oranlarda PAMAM iceren adapalen yiikli PAMAM dendrimer

formiilasyonlari

Eorm. kodu PAMAM  Baslangic ADA Mol oram MetOH THF

(%) (ng) (ADA/PMM) () (u)
PMM 0.1-S 0,1 100 0,7 800 200
PMM 0.05-S 0,05 100 1,3 800 200
PMM 0.02-S 0,02 100 3,3 800 200
PMM 0.01-S 0,01 100 6,6 800 200
PMM 0.004-S 0,004 100 16,4 800 200
PMM 0.002-S 0,002 100 32,9 800 200
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Farkli oranlarda PAMAM ve 0,1 mg adapalen ile hazirlanan PAMAM dendrimer
formiilasyonlarinin partikiil boyutu ve dagilimi sonuglarina gére, ADA/PAMAM mol
oranlar1 da dikkate alinarak optimum PAMAM konsantrasyonu (%0,02) secildi. Bu
konsantrasyondaki PAMAM dendirmer ¢6zeltisine farkli miktarda (0,1-1 mg) adapalen
yiikklendi. PAMAM dendrimeri igeren metanol ¢ozeltisine adapalenin THF’deki farkli
konsantrasyondaki (0,5 mg/ml ya da 2,5 mg/ml) stok ¢ozeltilerinden ilave edildi (Tablo
3.12).

Tablo 3-12: Farkh miktarlarda adapalen ve secilen konsantrasyonda (%0,02) PAMAM ile
hazirlanan PAMAM dendrimer formiilasyonlari

PAMAM Baslangic ADA Mol orani MetOH THF

Form. kodu

(%) (ng) (ADA/PMM) (u) (uD)
PMM 0.02-S 0,02 100 3,3 800 200
PMM 0.02-S-A5 0,02 500 16,4 800 200
PMM 0.02-S-A10 0,02 1000 32,9 600 400

PMM 0.02-S-A5 kodlu formiilasyon esas alinarak, ADA/PAMAM mol oranini
diisirmek {izere bir sonraki formiilasyondaki PAMAM orani arttirildi (Tablo 3.13).

Tablo 3-13: Farkh oranlarda PAMAM iceren 0,5 mg adapalen ile hazirlanan PAMAM
dendrimer formiilasyonlari

PAMAM Baslangic ADA Mol orami MetOH THF

Form. kodu
(%0) (ng) (ADA/PMM) (Y (n)
PMM 0.02-S-A5 0,02 500 16,4 800 200

PMM 0.05-S-A5 0,05 500 6,6 800 200
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Dendirmerlere yiiklenen adapalen miktarini arttirmaya yonelik olarak; daha sonra

yapilacak caligmalarda da hazirlanan formiilasyonlarin partikiil boyutu ve dagilimi

sonuglari, kullanilan ADA/PAMAM mol oranlari ile birlikte degerlendirildi.

Stabilizan olarak PEG 400’in formiilasyon {iizerindeki etkisi daha kapsamli

incelemek tizere, PAMAM (%0,05) iceren ve ayni miktarda adapalen ile hazirlanan

formiilasyonlarin dispersiyon ortami olarak farkli oranlarda PEG 400 kullanildi (Tablo
3.14). Ayn1 zamanda PAMAM (%0,05-0,07) igeren ve farkli miktarlarda adapalen (0,5-

1 mg) ile hazirlanan nanotasiyicilara yiiklenen adapalen miktarinin partikiil boyutu ve

dagilimi lizerine etkisi de ayrica degerlendirildi (Tablo 3.14).

Tablo 3-14: 960,05 ve %0,07 PAMAM ve farkl oranlarda kullanilan PEG 400 ile hazirlanan
PAMAM dendrimer formiilasyonlari

Form. kodu PA('(\%*M Basla‘(‘fg) ADA , Al\\g‘x/‘;,r&“h‘/l) PEG 400 (%)
PMM 0.05-5-A5 0,05 500 6,6 i
PMM 0.05-S-A5-1PEG 0,05 500 6,6 1
PMM 0.05-S-A5-3PEG 0,05 500 6,6 3
PMM 0.05-S-A5-5PEG 0,05 500 6,6 5
PMM 0.05-S-A7.5 0,05 750 9,9 i
PMM 0.05-S-A7.5-IPEG 0,05 750 9,9 1
PMM 0.05-S-A75-5PEG 0,05 750 9,9 5
PMM 0.05-S-A10-1PEG 0,05 1000 13,2 1
PMM 0.05-S-AL0-5PEG 0,05 1000 13,2 5
PMM 0.05-S-A10-10PEG 0,05 1000 13,2 10
PMM 0.07-S-A5-1PEG 0,07 500 47 1
PMM 0.07-S-A75-1PEG 0,07 750 7 1
PMM 0.07-S-A10-1PEG 0,07 1000 9,4 1
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Optimizasyon ¢alismalarinda hazirlama asamasinda kullanilan MetOH/THF
oraninin nanotastyicilarin partikiil boyutu ve dagilimi tizerindeki etkisini degerlendirmek
icin, Onceki calismalarda optimum partikiil boyutu ve dagilimi degerlerini veren
nanotasiyici formiilasyonlar1 sec¢ildi. PAMAM konsantrasyonu ile baslangicta ilave
edilen adapalen miktar1 sabit tutularak farkli oranlarda MetOH/THF ilave edildi (Tablo
3.15 ve 3.16).

Tablo 3-15: Farkh ¢oziicii oranlar1 kullanilarak %0,05 PAMAM ve 0,75 mg adapalen ile
hazirlanan PAMAM dendrimer formiilasyonlari

PAMAM Baslangic Mol oram MetOH  THF

Form. kodu

(%)  ADA(ng) (ADAPMM)  (ul) (ul)
PMM 0.05-S-A7.5-1PEG 0,05 750 9,9 800 200
PMM 0.05-S-A7.5-1:1-1PEG 0,05 750 9,9 500 500

Tablo 3-16: Farkh ¢oziicii oranlar1 kullamilarak secilen oranlarda PAMAM ve 1 mg
adapalen ile hazirlanan PAMAM dendrimer formiilasyonlari

PAMAM Baslangic Mol orani MetOH  THF

Form. kodu

(%)  ADA(ng) (ADA/PMM)  (u)  (n)
PMM 0.05-S-A10-1PEG 0,05 1000 13,2 600 400
PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG 0,05 1000 13,2 750 250
PMM 0.07-S-A10-1PEG 0,07 1000 9,4 600 400
PMM 0.07-S-A10-3:1-1PEG 0,07 1000 9,4 750 250

Adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanotasiyici sistemlerinin hazirlanmasina
yonelik formiilasyon gelistirme asamasinin bir pargasi olan optimizasyon caligsmalari
kapsaminda kullanilan uygulanan sonikasyon giicii ve siiresi, PAMAM konsantrasyonu,

formiilasyona ilave edilen adapalen miktar1 gibi parametrelerin hazirlanan dendrimerik
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tastyict sistemin boyut ve yiikleme orani lizerindeki etkileri degerlendirilerek adapalen

yiikli PAMAM dendrimer nanotasiyict formiilasyonlarinin optimizasyonu saglandi.

Bu amagla hazirlanan biitin PAMAM dendrimer nanotasiyici formiilasyonlari
gorsel olarak ve partikiil boyutu ve dagilimi incelenerek degerlendirildi. Optimize edilen
sonikasyon yontemi ile hazirlanan ilk formiilasyonda (PMM 0.1-S) ve son asamalarda
hazirlanan formiilasyonlarda ayrica PAMAM dendrimerlere yiiklenen adapalen miktarini
belirlemek i¢in Yontem 3.2.1°de anlatilan yontem ile HPLC analizleri yapildi. Segilen

formiilasyonlar lizerinde karakterizasyon ¢alismalar1 yapildi.

3.2.5. Adapalen Yiiklii PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarinin Partikiil Boyutu ve
Dagiliminin (Polidispersite Indeksi) Degerlendirilmesi

Adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanotasiyicilarinin ortalama partikiil boyutu
(hidrodinamik ¢ap) ve polidispersite indeksi (PDI), dinamik 151k sac¢ilimi (DLS) teknigi
kullanilarak 25°C’de o6l¢iildii (ZetaSizer NanoZS, Malvern, Worcestershire, UK).
Formiilasyonlar seyreltilmeden analiz edildi. Olgiimler cihaz tarafindan 173° ac1 ile 11
taramayla 3 kez tekrarlanarak gergeklestirildi. Her 6rnek igin tek kullanimlik polistiren
kiivetler kullanildi. Her formiilasyon igin 3 kez tekrarlanan 6l¢iim sonuglari, ortalama

partikiil boyutu ve standart sapma (+=SD) degerleri olarak verildi.

3.2.6. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarinin Stabilite
Cahismalan

Hazirlanan naanotasiyicilar arasindan partikiil boyutu ve dagilimi sonuglarina
gore ve kullanilan adapalen /PAMAM mol oranlar1 da dikkate alinarak segilen farkli
konsantrasyonlarda (%0,02-0,05-0,07) PAMAM ve farkli oranlarda adapalen igeren
formiilasyonlarin fiziksel stabilitesi 6 hafta siireyle buzdolabi kosullarinda (5+3°C)
saklanarak izlendi. Formiilasyonlarin 2., 4., 6. haftalarda partikiil boyutu ve dagilimi
Ol¢iilerek fiziksel kararliliklar1 degerlendirildi. Ayrica, stabilite ¢alismalar1 kapsaminda
secilen bazi formiilasyonlarda etken madde miktar tayini ¢calismasi yapilarak adapalenin

geri kazanimi tespit edildi.

3.2.7. Secilen Adapalen yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilar1 Uzerinde
Yapilan Karakterizasyon Calismalari

Secilen adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanotastyicilarinin karakterizasyonu
icin partikiil boyutu ve dagilimi, zeta potansiyel, yap1 ve morfoloji ile yiikleme oranlar

incelendi. Partikiil boyutu ve dagilimi ile zeta potensiyel degerleri Zetasizer (NanoZS,
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Malvern, Worcestershire, UK) cihazi ile saptandi. Morfoloji ve yiizey Ozelliklerini
belirlemek i¢in Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM, JEM-1011); PAMAM dendrimer
ve adapalen arasindaki etkilesimi gdstermek i¢in Fourier Ddniisiim infrared Spektroskopi
(FT-IR, Perkin-Elmer Spectrum 100) cihazlarindan yararlanildi. Ayrica; partikiil boyutu
ve dagilimi ile formiilasyondaki adapalen miktarinin tespitine yonelik stabilite caligmalari
yapildi. Adapalenin nanotasiyici sisteme yiiklenme etkinligi, HPLC ile miktar tayini

analizi sonucu hesaplanan adapalen miktarlar1 hesaplanarak saptandi.

3.2.7.1. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarimin Fourier
Déoniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi ile Analizi

G2-PAMAM-NH; ve adapalen arasinda sahip olduklar1 fonksiyonel gruplara
bagli (PAMAM dendrimerlerin amin yiizey gruplari ve adapalenin karboksilik asit grubu)
beklenen elektrostatik etkilesim ile kompleks olusumunu géstermek i¢in; optimizasyonu
tamamlanan ve deriden penetrasyon c¢alismalarinda kullanilmasi planlanan nanotasiyici
formiilasyonuna iki farkli adapalen yiikleme miktar1 secilerek (100 ve 500 pg) hazirlanan
PAMAM dendrimer komplekslerinin (PMM 0.05-S ve PMM 0.05-S-A5 kodlu
formiilasyonlar) ATR-FTIR (Hafifletilmis Toplam Yansitma-Fourier Doniistimlii
Kizilotesi, Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform Infrared) (Perkin-Elmer

Spectrum 100) spektroskopi cihazi ile analizi yapildi.

Adapalen, PAMAM dendrimer ve segilen ADA-PAMAM komplekslerinin ayri
ayr1, 650-4000 cm™! dalga sayis1 arasinda 4 cm spektral ¢oziiniirliik ile, 100 Newton

kuvvet uygulanarak IR spektrumlari alindi. Spektrumlar absorpsiyon modunda incelendi.

3.2.7.2. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarinda Zeta Potensiyelin
Olgiilmesi

Formiilasyon optimizasyon ¢aligmalar1 sirasinda partikiil boyutu ve dagilimu ile
stabilite agisindan segilen ve farkli yiikleme oranlari kullanilan nanotasiyicilarda zeta
potansiyel Ol¢timleri yapildi. Ayrica kontrol olarak, C-PMM (0.05) kodlu; %0,05
oraninda saf suda adapalen yiiklenmeden hazirlanan PAMAM dendrimer ¢ozeltisinin de
zeta potansiyeli 6l¢iildii. Bos ve adapalen yiiklii PAMAM dendrimer formiilasyonlarinda
partikiillerin yiizey yiikleri, zeta potansiyel degerleri, Zetasizer cihazi ile 25°C’de dl¢iildii
(ZetaSizer NanoZS, Malvern, Worcestershire, UK).

Her formiilasyon i¢in 20’ser taramayla en az ii¢ 6l¢iim yapildi. Ol¢iim sonuglar

ortalama zeta potansiyel ve standart sapma (£SD) degerleri olarak verildi. Ornekler
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hiicrelere enjektor yardimi ile hava kabarcigir olusmasina izin vermeden dikkatli bir

sekilde dolduruldu ve analiz etmeden 6nce dengelenene kadar 5 dakika beklendi.

3.2.7.3. PAMAM Dendrimer Nanotasiyicillarina Yiiklenen Adapalen Miktarinin
Belirlenmesi

Adapalen yiiklii dendrimer formiilasyonlarinin karakterizasyonu kapsaminda
PAMAM dendrimerler ile hazirlanan nanotasiyici sistemlere yiiklenen adapalen miktarini
saptamak i¢in secilen formiilasyonlardan alinan 6rnekler ACN/DMF (60:40) (h/h) ile 100
kat seyreltilerek ekstrakte edildi. Orneklerdeki adapalen konsantrasyonu HPLC analizi
(Yontem 3.2.1) ile belirlendi. Boylece formiilasyona baslangigta ilave edilen etken madde
miktarina kiyasla “geri kazanilan” etken madde miktar1 saptanarak adapalenin yiiklenme

orani tespit edildi.

Ultrafiltrasyon Yéntemi: Nanotasiyici sistem iginde enkapsiile olan adapalen
miktarin1 saptamak igin, dendrimerlere yiikklenmeyen serbest adapalen molekiillerinin
ayrilmast icin ultrafiltrasyon yontemi kullanildi®®!. Bu amagla, filtre bolmesi iceren dzel
santrifiij tiiplerine (Vivaspin® 6- Sartarious Centrifugal Concentrator, MWCO 3000)
yerlestirilen 6rnekler oda sicakliginda 9000 rpm hizda 20 dakika siire santrifiij edildi
(BOECO, Germany). Filtrattan alinan 6rnekler, ACN/DMF (60:40) (h/h) ile 1:1 oraninda
seyreltilerek Yontem 3.2.1°de belirtilen miktar tayini yontemi kullanilarak HPLC ile
analiz edildi. Calisma ti¢ kez tekrarlandi. Dendrimerlere yiikklenmeyen serbest adapalen
miktarmin belirlendi ve nanotasiyict sistemlerde bulunan toplam “geri kazanilan”
adapalen miktarindan ¢ikarilarak nanotasiyici sistem tarafindan enkapsiile olan adapalen
miktar1 dolayli olarak saptandi.

Adapalenin PAMAM dendrimerlere yiiklenme orani ve yiikleme etkinligi asagida

bahsedilen denklemler yardimiyla hesaplandi*3%2,

Yiiklenme Oranimin (YO) Hesaplanmasi: PAMAM dendrimerlerle hazirlanan
nanotagtyict sistemde, dendrimerlere yliklenen etken madde miktarini, nanotasiyici
sistemde etken madde ile birlikte bulunan dendrimer miktarina orani seklinde ifade etmek
tizere yiikleme orani hesaplandi. Yiikleme oraninin hesaplanmasi i¢in Denklem 3.3

kullanildi.
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Dendrimerlere yiiklenen etken madde miktart

YO (%) =

100 (3-3)

Dendrimer+Dendrimerlere yliklenen etken madde miktart

Dendrimerlere yiiklenen etken madde miktari; formiilasyonda geri kazanilan etken madde miktarindan,
ultrafiltrasyon islemi sonrasinda tespit edilen serbest etken madde miktar1 ¢gikarilarak bulunmustur.

Yiikleme Etkinliginin (YE) Hesaplanmasi: PAMAM dendrimerlerle hazirlanan
nanotagtyict sistemde, dendrimerlere yiliklenen etken madde miktarini, formiilasyon
hazirlama sirasinda ortama eklenen etken madde miktarina orani seklinde ifade etmek

lizere enkapsiilasyon etkinligi hesaplandi. Yiikleme Etkinliginin hesaplanmasi ig¢in

Denklem 3.4 kullanildi.

Dendrimerlere yiiklenen etken madde miktart
Formiilasyona baslangigta ilave edilen etken madde miktart

YE (%) = * 100 (3-4)

Dendrimerlere yiiklenen etken madde miktari; formiilasyonda geri kazanilan etken madde miktarindan,
ultrafiltrasyon islemi sonrasinda tespit edilen serbest etken madde miktar1 ¢gikarilarak bulunmustur.

3.2.7.4. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarinda TEM Analizi
Adapalen yiiklii dendrimerik tasiyicilarin sekil ve yiizey morfolojileri TEM (JEM-
2100Plus, Jeol, Ingiltere) analizleri ile goriintiilendi. Karbon kapli bakir gritler iizerine
seyreltilen koloidal dendrimer formiilasyonundan bir damla damlatildi ve 5 dakika UV-
ozon altinda tutuldu. Sivinin fazla kismi emdirilerek uzaklastirildi ve hazirlanan 6rnekler

ortam kosullarinda kurumaya birakildi. Negatif boyama amaciyla uranil asetat ¢ozeltisi

kullanildi.

3.2.8. Adapalen Yiiklii Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarinin Hazirlanmasi ve
Optimizasyonu

Adapalen yiiklii dendron temelli misel yapisindaki nanotasiyicilar, Bogazigi
Univeristesi Kimya Boliimii’nde sentezlenip karakterizasyonu yapilan G3 polyester
dendron-polimer konjugatlar1 (PDC) ile hazirlandi. G3 PDC, kimyasal olarak polyester
yapida tgilincli jenerasyon bir dendronun poli(metil metakrilat) yapisinda lineer bir

polimer zincirine konjugasyonu ile olusturuldu.
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Iki bloktan olusan G3 PDC’nin temsili yapist Sekil 3.1°de gdsterilmektedir.
Polyester dendron yapisi hidrofobik o6zellikte olup lipofilik karakterde maddelerin
enkapsiile edilebilecegi misel c¢ekirdegini olusturmaktadir. Geriye kalan uzun polimer
zinciri ise misel olusumunu saglayan PDC yapisinin hidrofilik kuyruk kismini

olusturmaktadir.

W } Hidrofobik Polyester G3 Dendron
| ]
|

Hidrofilik Polimer Zinciri

Sekil 3-1: G3 PDC yapisi
G3 PDC Ma:13415,7 g/mol (Bogazici Universitesi Kimya Boliimii’nde karakterize edilmistir).

G3 PDC yapisi ile hazirlanan misellerde adapalenin enkapsiilasyonu temsili

olarak Sekil 3.2°de gosterilmektedir.

ADA+

Sekil 3-2: G3 PDC yapusi ile hazirlanan misel nanotasiyicilarinda adapalenin
enkapsiilasyonu

KMK: Kritik Misel Konsantrasyonu: 107 M (Bogazi¢i Universitesi Kimya Boliimii'nde karakterize
edilmistir).

Adapalenin enkapsiilasyon yontemi ile G3 PDC’lerle hazirlanan nanotasiyict
sisteme yiiklenmesi i¢in yapilan ¢aligmalarda etken maddenin yiiklenmesinde ultrasonik
banyoda sonikasyon, film olusturma ve kosolvan evaporasyon teknikleri denendi.
Hazirlanan misellerin partikiil boyutu ve dagilimi Olgiimleri gerceklestirildi, secilen

formiilasyonlarda geri kazanilan etken madde miktarlar: saptandi.
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3.2.8.1. Ultrasonik Banyoda Adapalen Yiikli Dendron Temelli Misel
Nanotasiyicilarimin Hazirlanmasi

Ultrasonik banyoda sonikasyon yontemi®™® ile adapalen yiiklii dendron temelli
misellerin hazirlanmasi igin; adapalen (50 pg) ve PDC (0,5 mg) THF iginde (1 ml) birlikte
¢oziindiiriilerek 2 saat siire ile manyetik karistiricida karistirildiktan sonra, THF 37°C’de
200 rpm’lik dontis hiz1 uygulanarak rotaevaporator (Biichi R-210, Biichi Labortechnik,
Switzerland) yardimi ile uguruldu. Organik kalintisint uzaklastirmak i¢in 2 saat vakum
altinda da bekletildi ve 1,2 ml su ilave edilerek 70°C’deki ultrasonik banyoda 1 saat

boyunca sonikasyona maruz birakildi.

3.2.8.2. ince Film Hidrasyon Yéntemi ile Adapalen Yiiklii Dendron Temelli Misel
Nanotasiyicilarinin Hazirlanmasi

Ince film hidrasyon yontemi®* ile yiikleme galismalarinda; 1 ml organik ¢oziicii
(THF) iginde ¢o6ziindiiriilen PDC ve adapalen 25 ml’lik bir balonda 2 saat manyetik
karistiricida karistirildi. Daha sonra organik ¢oziicii 37°C’de 200 rpm’lik doniis hizi ile
bir rotaevaporator (Biichi R-210, Biichi Labortechnik, Switzerland) ile ince bir film
tabakas1 olusacak sekilde ucuruldu. Balon i¢inde olusturulan ince film bir gece vakum
altinda bekletildikten sonra 1,2 ml su ilave edilerek olusan film hidrate edildi ve 2 saat
200 rpm’lik doniis hizinda rotaevaporatérde karistirildi. Hazirlanan miseller 1 gece

dinlendirildi ve en son asamada 5 dakika siire ile 15000 rpm de 1,5 ml’lik eppendorf
tiipleri kullanilarak 25°C de santrifiij edildi.

Ince film hidrasyon yéntemi ile hazirlanan formiilasyonun kodu, kullanilan PDC

orani ve ilave edilen adapalen miktari ile birlikte Tablo 3.17’de gosterilmektedir.

Tablo 3-17: ince film hidrasyon yéntemi ile hazirlanan dendron temelli misel
formiilasyonu

Formiilasyon Kodu PDC (mg/1,2 ml) ADA (baslangic) (ng)

DMC 0.7 A35 FH.C 0,7 35
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3.2.8.3. Ko-solvan Evaporasyon Yontemi ile Adapalen Yiiklii Dendron Temelli
Misel Nanotasiyicilarinin Hazirlanmasi

Dendron temelli misellerin  ko-solvan evaporasyon yontemil®!84 ijle
hazirlanmasinda ilk asamada PDC ve adapalen tetrahidrofuranda ayri ayri ¢oziildiiriilerek
stok ¢ozeltiler hazirlandi. Sonrasinda bu stok ¢ozeltilerden uygun hacimlerde alinarak bir
araya getirildi (190 ul PDC ve 50 ul adapalen ¢ozeltileri) ve vorteks yardimiyla iyice
karistirildi. Homojen karigim saglandiktan sonra PDC ve adapaleni igeren 240 pul organik
¢oziicii karisimi mikropipet ile alindi ve cam bir viyal igindeki 1,2 ml su fazina
yiizeyinden damla damla ilave edildi. Organik ¢6ziiciiniin buharlasarak formiilasyondan
tamamen uzaklasmasini i¢in 18 saat ¢eker ocak altinda birakildi. Formiilasyonlar

hazirlandiktan sonra 25°C de 5 dakika 15000 rpm de santrifiij edildi.

Ko-solvan evaporasyon yontemi ile hazirlanan formiilasyonun kodu, kullanilan

PDC orani ve ilave edilen adapalen miktari ile birlikte Tablo 3.18’de gdsterilmektedir.

Tablo 3-18: Ko-solvan evaporasyon yontemi ile hazirlanan dendron temelli misel

formiilasyonu
Formiilasyon Kodu PDC (mg/1,2 ml) ADA (baslangic) (ug)
DMc0.5A35C 0,7 35

3.2.8.4. Adapalen Yiiklii Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarinin Optimizasyonu

Yularidaki boliimlerde anlatildigr gibi ¢alisilarak 6n denemeler sonucunda, farkli
hazirlama yontemleri arasindan en basarili sonuglar ko-solvan evaporasyon yontemi ile
elde edildigi i¢in, adapalen yiiklii dendron temelli misel nanotasiyicilariin optimizasyon

calismalar1 bu yontem iizerinden yapildi.

Bu kapsamda; hazirlama sirasinda kullanilan PDC ve adapalen miktari,
dispersiyon ortami ve hazirlama yontemi parametrelerinin dendron temelli misellerin
boyutu ve enkapsiilasyon verimi iizerindeki etkileri degerlendirilerek formiilasyon
optimizasyonu saglandi. Dendron temelli misel formiilasyonlarinin partikiil boyutu ve
dagilimlar1 incelendi ve yiiklenen adapalen miktarlar1 tespit edildi. Uygun olan

formiilasyonlar karakterizasyon c¢alismalar1 yapilmak {izere segildi.
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Adapalen yiiklii polyester dendron temelli misel nanotasiyici sistemlerinde

kullanilan formiilasyon bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3.19°da gosterilmektedir.

Tablo 3-19: Adapalen yiiklii dendron temelli misellerin hazirlanmasinda kullanilan

bilesenler
Formiilasyon Bilesenleri Kullanim miktari (1,2 ml)
PDC 0,5-3 mg
Adapalen 35-1000 pg
Stabilizan (PEG 400) %0-5

Adapalen yiiklii dendron temelli misel formiilasyonlarinin optimizasyon
calismalar1 kapsaminda hazirlanan formiilasyonlar ve bilesenleri kodlar1 ile birlikte

asagida ilgili tablolarda verilmistir.

Calismalar sirasinda 6ncelikle 5 farkli (0,5-3 mg/1,2 ml) oranda PDC kullanilarak
adapalen yiikli misel nanotasiyicilari hazirlandi (Tablo 3.20).

Tablo 3-20: Farkh oranlarda PDC ile hazirlanan adapalen yiiklii dendron temelli misel
formiilasyonlar1 ve bilesenleri

Formiilasyon Kodu PDC (mg/1,2 ml) ADA (ng) (baslangic)
DMc 0.5A35C 0,5 35
DMc 0.7 A35C 0,7 35
DMc 0.7 A80 C 0,7 80
DMc1A80C 1 80
DMc 1.5A80C 15 80

DMc 3 A80C 3 80
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Stabilizan olarak olarak kullanilan PEG 400’{in etkisini incelemek {izere, adapalen
miktar1 sabit tutularak segilen iki farkli PDC konsantrasyonu ile hazirlanan dendron
temelli misellerin olusturulmasinda dispersiyon ortamina ilave edilen PEG 400’{in (%1)

misel boyutu ve dagilimi tizerindeki etkisi degerlendirildi (Tablo 3.21).

Tablo 3-21: Dispersiyon ortamina ilave edilen %1 (a/h) PEG 400’iin etkisinin incelendigi
dendron temelli misel formiilasyonlari

Formiilasyon Kodu PDC (mg/1,2ml) ADA (ng) (baslangi¢) Dispersiyon ortami

DMc 0.7 A80 C 0,7 80 Su
DMc 0.7 A80 1PEG C 0,7 80 %1 (a/h) PEG 400-Su
DMc1A80C 1 80 Su
DMc 1 A80 1IPEG C 1 80 %1 (a/h) PEG 400-Su

Adapalen yiiklii dendron temelli misel formiilasyonlarin hazirlama yonteminin
optimizasyonu ¢aligsmalari kapsaminda, uygun stabilite bulgulari gosteren kabul edilebilir
boyut ve PDI degerlerine sahip miseller hazirlayabilmek i¢in daha basarili sonuglar
verecek ve ayn1 zamanda yiikleme etkinligini arttiracak bir yontem arayisi ile ultrasonik

prob kullanilarak sonikasyon uygulanmasina karar verildi.

Sonikasyon isleminin etkisini ortaya c¢ikarmak icin; adapalen miktar1 sabit
tutularak secilen iki farkli konsantrasyonda PDC ile hazirlanan dendron temelli misel
formiilasyonlarinda dispersiyon ortaminda stabilizan olarak PEG 400 kullanilmasinin
partikiil boyutu ve dagilimi tizerindeki etkisi santrifiij uygulanmadan degerlendirildi. Bu
amacla optimizasyon ¢alismalar1 kapsaminda elde edilen misel formiilasyonlarin santrifiij

edilmeden partikiil boyutu ve dagilimi 6l¢iildii (Tablo 3.22).
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Tablo 3-22: Dispersiyon ortamina farkh oranlarda PEG 400 ilave edilen dendron temelli
misel formiilasyonlari

Formiilasyon Kodu PDC (mg/1,2ml) ADA (ng) (baslangic) Dispersiyon ortam

DMc 0.7 A80 0.7 80 Su
DMc 0.7 A80 1PEG 0.7 80 %1 (a/h) PEG 400-Su
DMc 1 A80 1 80 Su
DMc 1 A80 1PEG 1 80 %1 (a/h) PEG 400-Su
DMc 1 A80 SPEG 1 80 %5 (a/h) PEG 400-Su

Bu formiilasyonlarda hazirlama sonrasinda santrifiij islemi uygulanmamustir.

Sonikasyon isleminin hazirlama prosediiriine dahil edilmesi

Sonikasyon isleminin hazirlama prosediiriine dahil edilmesi asamasinda 2 farkl

yontem denendi.

Organik faz ucurulmadan sonikasyon uygulamasi: Ik denemede, misel
formiilasyonlar1 kosolvan evaporasyon yontemine gore yukarida anlatildigi gibi
hazirlandi. PDC ve adapalen igeren organik c¢oziicii karistmdan 240 pl alinarak cam bir
viyal igindeki 1,2 ml su fazina damla damla ilave edildikten sonra organik faz
ucurulmadan ultrasonik prob (Branson Sonifier® 250, 3 mm ¢ap) ile buz banyosunda 3
dakika sonikasyon uygulandi. Organik ¢6ziicliniin formiilasyondan tamamen uzaklagmasi

icin 18 saat ¢eker ocak altinda bekletildi.

Organik faz tamamen ucurulduktan sonra sonikasyon uygulamasi: Kosolvan
evaporasyon yoOntemine gore hazirlanan formiilasyonlara en son asamada ultrasonik
probla sonikasyon uygulanmasma karar verildi. Organik ¢oziiciiniin tamamen
uzaklagmasini saglamak {izere 18 saat ¢eker ocak altinda bekletilen formiilasyona
ultrasonik prob (Branson Sonifier® 250, 3 mm cap) ile buz banyosunda 3 dakikalik 2 set
seklinde sonikasyon islemi uygulandi. Sonikasyon isleminin etkisini degerlendirmek igin,
secilen formiilasyonlar hazirlandiktan sonra santrifiij edilmeden partikiil boyutu 6l¢iildii.

Ayn1 formiilasyonlar sonikasyon uygulamasi ile hazirlandi ve partikiil boyutu dl¢iimleri
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yapildi. Tablo 3.23’te verilen formiilasyonlarin hazirlanmasinda sonikasyon isleminin

partikiil boyutu ve dagilimi lizerine etkisini incelendi.

Tablo 3-23: Hazirlama sonrasinda uygulanan sonikasyon isleminin etkisinin incelendigi
dendron temelli misel formiilasyonlari

PDC
. ADA (ng) . . .
Formiilasyon Kodu (mg/1,2 Dispersiyon ortam Sonikasyon
(baslangic)

ml)
DMc 0.7 A80 1PEG 0,7 80 %1 (a/h) PEG 400-Su -
DMc 0.7 A80 1PEG S 0,7 80 %1 (a/h) PEG 400-Su +
DMc 1 A80 1PEG 1 80 %1 (a/h) PEG 400-Su -
DMc 1 A80 1PEG S 1 80 %1 (a/h) PEG 400-Su +
DMc 1 A80 5PEG 1 80 %5 (a/h) PEG 400-Su -
DMc 1 A80 5PEG S 1 80 %5 (a/h) PEG 400-Su +
BosMisel-1PEG 1 0 %1 (a/h) PEG 400-Su -
BosMisel-1PEG S 1 0 %1 (a/h) PEG 400-Su +

Sonikasyonun hazirlama prosediiriine dahil edilmesiyle birlikte optimizasyon
calismalarinda son asamada; dendron temelli misel nanotasiyicilarina ilave edilen
adapalen miktarinin boyut tlizerindeki etkisini degerlendirmek ve yiiklenen adapalen
miktarlarini belirlemek i¢in, se¢ilen konsantrasyonda PDC igeren formiilasyonlara farkl

miktarlarda adapalen ilave edildi (Tablo 3.24).



92

Tablo 3-24: Farkh miktarlarda adapalen yiiklenen hazirlama sonrasinda sonikasyon
uygulanan dendron temelli misel formiilasyonlari

Formiilasyon Kodu PDC (mg/1,2 ml) ADA (ng) (baslangic)

DMc 1 A80 1PEG S 1 80

DMc 1 A200 1PEG S 1 200

DMc 1 A500 1PEG S 1 500

DMc 1 A1000 1PEG S 1 1000
Optimizasyonu tamamlanan adapalen yiikli dendron temelli misel

nanotastyicilarinin hazirlanmasi sematik olarak Sekil 3.3’°te gosterilmektedir.

Homojen
kansim
saglandi

PDC ADA - 4
THF'te

PDC ve ADA Organik fazin
tetrahidrofuranda damla damla
¢O0zUnmus halde suya ilavesi

Organk
¢ozicu
tamamen
ugana kadar
ceker ocakta
bekletildi
(18 saat)

Sonikasyon
islemi: ADA
Ultrasonik prob

Sekil 3-3: Adapalen yiiklii dendron temelli misel formiilasyonlarinin hazirlanmasi

(3 mm, Branson
Sonifier® 250)
— o
- I

3.2.9. Adapalen Yiiklii Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarinin Partikiil Boyutu
ve Partikiil Dagiliminin (Polidispersite Indeksi) Belirlenmesi

Adapalen yiiklii dendron temelli misel nanotasiyicilarinin ortalama partikiil

boyutu (hidrodinamik ¢ap) ve polidispersite indeksi (PDI) degerleri Yontem 3.2.5te

anlatildig1 sekilde ¢alisilarak ol¢iildii.
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3.2.10. Adapalen Yiiklii Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarimin Stabilite
Cahsmalan

Hazirlanan formiilasyonlar arasindan partikiil boyutu ve dagilimi sonuglarina gore
secilen formiilasyonlarin fiziksel stabilitesi buzdolabi kosullarinda (5°C+3°C) saklanarak

izlendi.

DMc 0.7 A8 C, DMc 0.7 A8 1PEG C, DMc 1 A8 C ve DMc 1 A8 1PEG C kodlu
formiilasyonlarin 2. hafta sonunda partikiil boyutu ve dagilimi oOlgiilerek fiziksel

kararliliklar1 degerlendirildi.

Diger formiilasyonlarin ve ayrica adapalen yliklenmeden hazirlanan bos misel
nanotasiyicilarinin stabilitesi 4 ay siireyle izlendi. 1. ve 4. ay sonunda partikiil boyutu ve

dagilimi 6lgiilerek fiziksel kararliliklar1 degerlendirildi.

3.2.11. Adapalen Yiiklii Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilar1 Uzerinde Yapilan
Karakterizasyon Calismalar:

Adapalen yikli dendron temelli misel nanotasiyicilarinin optimizasyon
asamasinda hazirlanan formiilasyonlar gorsel olarak, partikiil boyutu dagilimi ve
yiiklenen adapalen miktar1 incelenerek degerlendirildi ve daha kapsamli karakterizasyon
caligmalar1 i¢in uygun olan formiilasyonlar secildi. Segilen adapalen yiikli dendron
temelli misel formiilasyonlari tizerinde zeta potansiyel, adapalenin nanotasiyici sisteme
yiiklenme orani, enkapsiilasyon etkinligi, morfolojik 6zellikler gibi diger karakterizasyon
caligmalart yapildi. Ayrica, partikiil boyutu ve dagilimi ile formiilasyondaki adapalen
miktar: acisindan stabilite degerlendirme ¢alismalar1 yapildi. Adapalenin nanotasiyici

sisteme yiiklenme etkinligi tespit edildi.

3.2.11.1. Adapalen Yiikli Dendron Temelli Misel Nanotagsiyicilarinda Zeta
Potansiyelin Olgiilmesi

Adapalen yiiklii dendron temelli misel nanotasiyicilarinin partikiillerin yiizey
yiikleri, yani zeta potansiyel degerleri Yontem 3.2.7.2°de anlatildigr gibi caligilarak
olgtldi.

3.2.11.2. Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarina Yiiklenen Adapalen Miktarinin
Belirlenmesi

PDC ile hazirlanan misel nanotasiyicilarindaki toplam adapalen miktarin
saptamak i¢in formiilasyonlardan alinan Ornekler ACN/DMF (60:40) (h/h) ile

seyreltilerek ekstrakte edildi ve orneklerdeki adapalen konsantrasyonu HPLC analizi
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(Yontem 3.2.1) ile belirlendi. Boylece formiilasyona baslangigta ilave edilen etken madde

miktarina kiyasla “geri kazanilan” etken madde miktar1 saptandi.

Dendron temelli miseller tarafindan enkapsiile edilmeyen ortamda serbest
bulunan adapalen miktarini tespit ederek dendron temelli misellere yiiklenen adapalen
miktarin1 dolayli olarak saptamak iizere yontem 3.2.7.3’te anlatildigi sekilde

ultrafiltrasyon islemi yapildi.

Adapalenin dendron temelli misellere yiiklenme orani ve yiikleme etkinligi

asagidaki denklemler yardimiyla hesaplanda.

Yiikleme Oranmmmin (YO) Hesaplanmasi: Dendron temelli misellere yiiklenen
adapalen miktarini, nanotasiyici sistemde etken madde ile birlikte bulunan PDC miktarina
oran1 seklinde ifade etmek {lizere yiikleme oran1 hesaplandi. Yiikleme oraninin

hesaplanmasi i¢in Denklem 3.5 kullanildi.

Dendron temelli misellere yiiklenen etken madde miktari

YO (%) =

+100 (3-5)

G3 PDC+ Dendron temelli misellere yliklenen etken madde miktart

Dendron temelli misellere yiiklenen etken madde miktar1; formiilasyonda geri kazanilan etken madde
miktarindan, ultrafiltrasyon islemi sonrasinda tespit edilen serbest etken madde miktar1 cikarilarak
bulunmusgtur.

Yiikleme Etkinliginin (YE) Hesaplanmasi: Dendron temelli misellere yiiklenen
etken madde miktarini, formiilasyon hazirlama sirasinda ortama eklenen etken madde
miktarina orani seklinde ifade etmek iizere enkapsiilasyon etkinligi hesaplandi. Yiikleme

Etkinliginin hesaplanmasi i¢in Denklem 3.6 kullanildu.

Dendron temelli misellere yiiklenen etken madde miktart

YE(%) = «100  (3-6)

Formiilasyona baslangigta ilave edilen etken madde miktart

Dendron temelli misellere yiiklenen etken madde miktari; formiilasyonda geri kazanilan etken madde
miktarindan, ultrafiltrasyon iglemi sonrasinda tespit edilen serbest etken madde miktar1 ¢ikarilarak
bulunmustur.
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3.2.11.3. Adapalen Yiiklii Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarinda TEM Analizi
Adapalen yiiklii misel nanotastyicilarinin sekil ve yiizey morfolojileri TEM (JEM-
2100Plus, Jeol, Iingiltere) analizleri ile Yéntem 3.2.7.4’te bahsedildigi sekilde

goriintlilenerek karakterize edildi.

3.2.12. Adapalen Yiikli Dendritik Nanotasiyicilari (PAMAM Dendrimer ve
Dendron Temelli Miseller) Iceren Jel Formiilasyonlarmmm Hazirlanmasi ve
Karakterizasyonu

Adapalen yiiklii dendritik nanotasiyici sistemlerin topikal uygulanmasi igin
konvansiyonel bir formiilasyon ile kombine edilmesi diistiniildii. Bunun i¢in, optimize
edilen adapalen yiiklii nanotasiyicilarin son asamada bir jel sistemine dahil edilmesine
karar verildi. Boylece, adapalenin derideki birikiminin degerlendirilmesine yonelik in
vitro penetrasyon c¢alismalari ile kil folikiillerine hedeflenmesi agisindan gelistirilen
formiilasyonlarin performansinin pazarda bulunan jel farmasotik formundaki ticari
orijinal iiriin ile (Differin®Jel) karsilastirilmasi amaglandi. Optimize edilen iki farkli
dendritik nanotastyici sistemi (adapalen yiikli PAMAM dendrimer ve adapalen yiiklii

dendron temelli miselleri) i¢eren jel formiilasyonlari hazirlandi.

3.2.12.1. Dendritik Nanotasiyic1 Sistemleri iceren Formiilasyonlarin Jellestirilmesi
Optimize edilen adapalen yiikli PAMAM dendrimer ya da adapalen yiiklii
dendron temelli misellerin jel formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in hidroksi propil

seliiloz (HPC) polimeri jellestirici ajan olarak kullanildi.

Kullanilacak polimer yiizdesi 6n denemeler yapilarak belirlendi. Bunun i¢in HPC
saf suya ilave edilip diisiik devirde manyetik karistici iizerinde karistirilarak oda
sicakliginda sismesi saglandi. Farkli konsantrasyonlarda HPC (%1-2) ile hazirlanan etken
madde ya da nanotasiyict icermeyen jellerde tek noktali viskozite dlglimleri yapildi
(Tablo 3.25).
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Tablo 3-25: Farkh oranlarda HPC ile hazirlanan jeller ve kullanilan jel yapicit madde

yiizdeleri
Formiilasyon kodu HPC (%) (a/h)
1HPC 1
1.5 HPC 1,5
2 HPC 2

Segilen adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanotasiyict sistemi ile hazirlanan
jeller PAMAM-Jel ve segilen adapalen yiiklii dendron temelli misel nanotasiyici sistemi
ile hazirlanan jeller PDC-misel-Jel olarak adlandirildi. PAMAM-Jel ve PDC-misel-Jel’in
hazirlanmasinda sirasiyla; PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG kodlu adapalen yiiklii PAMAM
dendrimer nanotastyicilari ve DMc 1 AS0 1PEG S kodlu adapalen yiiklii dendron temelli

misel nanotastyicilari kullanildi.

PAMAM-Jel ya da PDC-misel-Jel formiilasyonlarini hazirlamak igin; 5 ml’lik
cam viyallerin darasi alindiktan sonra, hassas terazide 12 mg HPC (%]1,5 a/h) tartildi
tizerine 800 pl adapalen yiikli sulu koloidal PAMAM dendrimer nanotasiyict (PAMAM-
AQ) ya da adapalen yiiklii sulu koloidal dendron temelli misel nanotasiyic1 (Dendron-
AQ) mikropipet yardimiyla yavas yavas ilave edildi ve terazi ekraninda okunan deger jel
formiilasyonunun agirligi olarak kaydedildi. Teflon balik kullanilarak 2 saat boyunca en
diisiik devirde manyetik karistiricida (IKA°-Werke, RT15) karismaya birakild,

hazirlandiktan sonra bir gece dinlendirildi.

3.2.12.2. Jel Formiilasyonlarinin Viskozite Ol¢iimleri ve Reolojik Ozelliklerinin
Incelenmesi

Viskozite 6l¢limlerinden bir giin 6nce hazirlanan jeller hava kabarcig1 olmayacak
sekilde dlgiim tablasinda ilgili noktaya uygulandi. Olgiimler dijital bir reometre (Bohlin
C-VOR, Malvern Instruments) ile 25°C’de gerceklestirildi. Olciimlerde, Koni ve Plaka
(cone/plate) geometrisi 6l¢iim sistemi (CP 1°/20 mm, gap: 0,070 mm) ile ¢alisildi. Sabit
kayma hiz1 orani (shear rate) segilerek tek noktali viskozite 6lgtimii yapildi (Shear rate:

5,00 s ). Her bir 6rnekte 7°ser 6lgiim yapildi. Olgiimler 3 kez tekrarlandi.
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In vitro deriden penetrasyon g¢alismalarina dahil edilmek iizere secilen sulu
koloidal nanotastyici sistemlerle hazirlanan jel formiilasyonlar1 (PAMAM-Jel ya da PDC-
misel-Jel) ile bu nanotasiyici sistemlerin bulundugu dispersiyon ortaminda (%1 PEG 400-
Su) aymi oranda HPC ile hazirlanan plasebo jel formiilasyonu (1.5 HPC-1PEG) ve

Differin®Jel iizerinde tek noktal viskozite dl¢iimleri de yapildi.

Orneklerin reolojik 6zelliginin incelenmesinde, stres kontrollii reometre kullanildi
(HAAKE™ RheoStress™ 1 Rheometer, Thermo Scientific™, Karlsruhe, Germany).
Koni ve Plaka (cone/plate) 6lgtim geometrisi (CP 1°/35 mm, gap: 0,053 mm) ile 25°C’de
calisildi. Reolojik dlgtimler, 100 saniye boyunca lineer-devamli artan sekilde ayarlanan
kayma hizi oranma (1-100/s) karst olusan kayma gerilimi (c) degerlerinin
kaydedilmesiyle gerceklestirildi (Haake RheoWin software). Kayma hiz1 oranina (y) kars1

viskozitenin (1) degisimini gosteren reogramlar elde edildi.

3.2.12.3. Jel Formiilasyonlarinda Yayilabilirligin (Spreadability) Degerlendirilmesi

Daras1 alinmis bir lam iizerinde 25 mg jel tartildi. Jelin tartildig1 lamin iizerine
temiz ikinci bir lam dikkatli bir sekilde yavasc¢a birakildi ve iizerine 50 g agirlik
yerlestirildi. 5 dakika sonra iki lam arasinda kalan jel 6rneginin yayildigi alan cetvel

354

yardimiyla en az 3 noktada yapilan ¢ap dlgtimleri ile hesaplandi®*, islem her formiilasyon

i¢cin 3 kez tekrarlandi.

3.2.12.4. Jel Formiilasyonlarinin pH’sinin Olgiilmesi
Jel formiilasyonlarin pH degerleri pH endikator kagitlar1 (Fisherbrand/Merck)

kullanilarak tespit edildi. Her formiilasyon i¢in en az 3 pH endikatorii kullanildi.

Plasebo (1.5 HPC-1PEG) jelin pH’s1 dijital pH-metre (InoLab pH 720, WTW,
Weilheim Germany) kullanilarak 25°C’de 6lgiildii. 5 kez tekrarlanan 6lgtimlerin ortalama

ve SD degerleri hesaplandi.

3.2.12.5. Dendritik  Nanotasiyicilar1  iceren Jel Formiilasyonlarindan ve
Differin®Jel’den Adapalenin Geri Kazanim

Jel formiilasyonlarinda karakterizasyon c¢alismalar1 kapsaminda; buzdolabi
kosullarinda (5+3°C) 1 hafta siire ile saklanan jellerde adapalen miktarlar1 saptandi ve
geri kazanim yiizdeleri hesaplandi. Differin®Jel’de bulunan adapalen orani ayrica yapilan

geri kazanim calismalari ile saptandi.
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Jellestirme Oncesinde sivi formda bulunan nanotasiyict sistemlerdeki adapalen
konsantrasyonu bilindiginden hazirlanan jel formiilasyonlarinda bulunan teorik adapalen
yiizdesi (a/a) hesaplandi. Adapalen yiiklii nanotasiyicilar igeren jel formiilasyonlarinda

ve Differin®Jel’de bulunan adapalen oranlar1 Tablo 3.26’da verilmistir.

Tablo 3-26: Adapalen yiiklii nanotasiyicilari iceren jel formiilasyonlarinda ve
Differin®Jel’de bulunan adapalen yiizdesi

Formiilasyon kodu Adapalen (%o, a/a)
PAMAM-Jel 0,03
PDC Misel-Jel 0,04
Differin®Jel 0,1

Adapalen yiiklii nanotastyicilari iceren jel formiilasyonlarinda ve Differin®Jel’de
bulunan adapalen miktarlarinin geri kazanim ¢aligsmasi ile belirlenmesi i¢in darasi alinan
cam viyallerde en az 8 mg formiilasyon tartildi. Uzerlerine 4 ml ACN/DMF (60:40) (h/h)
¢oziicii karisimi ilave edildi ve ulltrasonik banyoda 30 dakika bekletildi. Boylece
ekstrakte esile edilen karisim 10 ml’lik balon jojelere aktarilarak ayni ¢oziicii karigimai ile
hacmine tamamlandi. Siringa ucu filtre (0,45 um, 4 mm, PTFE, Millex®-LH, Millipore)
ile siizlilerek HPLC viyallerine alinan 6rnekler, Yontem 3.2.1°de beliritildigi gibi HPLC

yontemi ile analiz edildi.

3.2.12.6. Adapalen Yiiklii Dendritik Nanotasiyicilar: i¢ceren Jel Formiilasyonlarinin
ve Differin®Jel’in Floresan Mikroskop ile incelenmesi

Adapalen etken maddesinin kendisi mavi floresan o6zellik gdstermektedir®.
Adapalen yiiklii nanotastyicilar1 igeren jel formiilasyonlar: ile Differin® Jel’deki etken
maddenin fiziksel durumu bir merkiir lambas1 kullanilarak floresan mikroskobu ile
goriintiilendi (Leica Microsystems, LasV 4.30 Software, 40X 0,55 objective, Switzerland,
eksitasyon filtresi: BP 340-380 nm ve emisyon filtresi: LP 425).

3.2.13. In Vitro Deriden Penetrasyon Calismalari
Adapalenin deriye penetrasyonu ve derideki folikiiler bolgelerde birikimini

degerlendirmek i¢in in vitro kosullarda deriden penetrasyon ¢alismalari yapildi. Yiiklenen
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adapalen miktar1 ve hazirlama yontemi parametrelerinin formiilasyonlarin stabilite,
yikleme oran1 ve enkapsiilasyon etkinligi {izerindeki etkileri ve hazirlanan
formiilasyonlarin zeta potansiyelleri degerlendirildikten sonra, in vitro penetrasyonu
degerlendirilecek en uygun nanotasiyici formiilasyonlar1 segildi. Adapalenin sulu
dispersiyon seklinde PAMAM dendrimer ve dendron temelli misel formiilasyonlarindan
ve ayrica jellestirilen formiilasyonlarindan in vitro penetrasyonu etken maddenin ticari

jel tipi farmasétik iiriin (Differin®Jel) ile karsilastirmali olarak incelendi.

Adapalen yiiklii nanotasiyicilart igeren formiilasyonlardan etken maddenin in
vitro deriden penetrasyonun degerlendirilmesi i¢in, membran olarak morfolojik yapisi,
kalinlik ve kil folikiilii icerigi, gegirgenligi bakimindan insan derisine benzerligi yiiksek,

literatiirde siklikla kullanilan ve memeli derisi olarak domuz derisi®®® kullanildi.

3.2.13.1. Deri Orneklerinin Hazirlanmasi

Kesim evinden temin edilen tam kalinlikta abdominal domuz deri dokusu
eksizyon sonrasi akan su altinda temizlendi. Daha sonra subkiitan yag tabakasi olan
adipoz deri alt1 dokusu ¢ikartildi. Bir pegete ile kurutulduktan sonra uygun boyutta
kesilen deri pargalart hemen diflizyon hiicrelerine monte edildi ya da —20°C’de

dondurularak maksimum 3 ay siire ile saklandi.

Franz hiicrelerine yerlestirilen deri orneklerindeki killar miimkiin oldugunca
yiizeye yakin bir mesafeden yaklagik 1 mm boyunda cerrahi makas yardima ile kesilerek
uzaklastirildi. Deri pargalart kullanilacagi zaman oda sicaklifina gelmesi beklenerek
hiicrelere yerlestirilmeden 6nce 20 dakika PBS (pH 7,4) cozeltisinde bekletilerek

hidratasyonu saglandi.

3.2.13.2. In vitro Penetrasyon Calismasi Prosediirii

In vitro deriden penetrasyon calismalarinda 7 ml reseptér hacmi ve 2,01 cm?
difiizyon alanina sahip Franz difiizyon hiicreleri (PermeGear, Hellertown, PA, ABD)
kullanildi. In vitro penetrasyon galismalarinda siklikla bagvurulan bir teknik olarak Franz
hiicrelerinin kullanim1 i¢in kabul edilen standart yontem ilgili OECD rehberinde
aciklanmaktadir®™®. Buna gore, Franz hiicrelerinin boyutuna uygun olarak kesilerek
hazirlanan tam kalinlikta abdominal domuz derisi 6rnekleri, sirkiilasyonlu bir su banyosu
ile 37°C’ye getirilmis Franz diflizyon hiicrelerinde her bir deri pargasinin epidermal yiizii

donore bakacak sekilde donor ve reseptor faz arasina yerlestirildi.
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Franz hiicrelerinde reseptor faz sink kosulu saglayacak ¢alisma sartlarina goére
uygun ¢Ozlicii ortami ile dolduruldu. Coziiniirliik calismasi sonuglari géz oniinde
bulundurularak, adapalenin reseptor fazda yeterince ¢oziinmesini (Sink kosul) saglamak
lizere reseptor faz olarak %4 BSA igeren pH 7,4 PBS kullanildi. Hiicreler etrafindaki
ceketten sirkiilasyonlu bir su banyosu kullanilarak gecirilen sicak su ile 37°C’ye getiren
reseptor faz manyetik karistirict ile devamli olarak karistirildi. Reseptor faz hiicrelere

yerlestirmeden 6nce ultrasonik banyoda 15 dakika degaze edildi.

Donor fazda ise; karakterizasyonu yapilan adapalen yiikli dendritik
nanotastyicilar (G2 PAMAM dendrimer nanotastyicilart ve G3 PDC yapist ile hazirlanan
dendron temelli miseller) dogrudan su bazli koloidal dispersiyon halinde veya bu
nanotasiyici sistemlerin HPC (%1,5) ile jellestirilmesi ile hazirlanan jel formu halinde
uygulandi. Kontrol olarak adapalenin pazarda bulunan ticari iiriinii (Differin®Jel)
kullanildi.

Jeller uygulanirken darasi alinmis temiz birer cam viyalin arkasi kullanildi. Bu
yontem ile jellerin uygulandiklar deri ylizeyinde homojen yayildigin1 dogrulamak icin
nanopartikiiler sistemlerin jellestirilmesinde kullanilan tasiyict ortama az miktarda boya
(Nil Kirmizisi) ilave edildi ve karigtirilarak boya ortamda iyice dagitildi. Nil Kirmizisi
iceren HPC (%1,5) jel Franz hiicresine sabitlenen domuz derisi 6rnegine viyallerin arkasi

ile uygulandu.

In vitro penetrasyon ¢aligmasinda formiilasyonlar domuz derisi {izerie 24 saat siire
ile uygulandi1 (n=5). 24 saat sonunda, hiicrelerden alinan deri 6rneklerinin yiizeyinde
kalan formiilasyonlarin fazlas1 %70 izopropil alkol igeren 1slak mendillerle (FASTAID*
Pre-Injection swabs-70% IPA alcohol, Robinson Healthcare) dikkatlice temizlenerek
uzaklastirildi. Deri 6rnekleri temiz kuru bir mendil ile kurulandi. Deriden penetrasyon
caligmalarini takiben deri 6rneklerindeki adapalenin folikiiler birikimini degerlendirmek
icin punch biyopsi ve stratum corneum’daki konsantrasyon profilini belirlemek igin

bantla soyma islemi uygulandi.

3.2.13.3. Adapalenin In Vitro Penetrasyonunun Punch Biyopsi Yontemi ile
Incelenmesi

Deriye uygulanan formiilasyonlardan deriye gecen madde miktarlarinin

belirlenmesi i¢in yapilan caligmalarda, literatiirde gegen, giincel “punch biyopsi”

8

teknigi'® kullanilarak adapalenin kil folikiillerinde birikimi kantitatif olarak
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degerlendirildi.  Adapalenin  nanotasiyicilar ile  folikiiler — hedeflendirilmesini
degerlendirmek igin; hem sadece nanotasiyicilari iceren su bazli koloidal
formiilasyonlarin (PAMAM-AQ ve PDC-misel-AQ) hem de nanotasiyicilar igeren jel
formiilasyonlarinin (PAMAM-Jel ve PDC-misel-Jel) hem de ticari iiriiniin (Differin®Jel)

gosterdigi performans degerlendirildi.

In vitro deriden penetrasyon ¢aligmalarini takiben Yontem 3.2.13.2°de bahsedilen
temizleme prosediiriiniin ardindan adapalenin folikiiler birikimini degerlendirmek {izere
punch biyopsi teknigi kullanildi. Punch biyopsi uygulamalarinda, bir kil folikiili ile
birlikte yag (sebase) bezlerinden olusan pilosebasoz iinite (PSU)’yi igeren folikiiler
birikim bolgeleri ve kontrol grubu olarak da kil folikiilli igermeyen deri alanlari kullanildi.
Deri 6rneklerinden 1 mm capindaki (0,785 mm?) tek kullanimlik biyopsi zimbalar
(Integra Miltex®) yardimu ile 10’ar adet kil folikiilii iceren (KF-Poz) ve 10’ar adet kil
folikiilii igermeyen (KF-Neg) biyopsi 6rnekleri alindi.

Biyopsi dokularinda bulunan adapalen miktarlarini saptamak igin; punch biyopsi
zimbalar1 kullanilarak alinan 10’ar adet KF-Poz ve KF-Neg biyopsi ornekleri eppendorf
tiiplerine alind1 ve tizerlerine ilave edilen 500 ul ACN/DMF (60:40) ile ekstraksiyon
yapildi. Punch biyopsi uygulamasi sonrasinda kalan deri 6rnekleri de makasla kii¢iik
parcalara ayrilarak 5 ml ayni ¢oziicii karigimi ile ekstrakte edildi. Ayrica, penetrasyon
siiresi sonunda deri yiizeyinde kalan formiilasyonun temizlenmesi i¢in kullanilan
mendiller de 15 ml ayni ¢oziicii karisimi ile ekstrakte edildi. Ekstraksiyon isleminde,
hazirlanan 6rnekler oda sicakliginda 15 saat stire ile 210 rpm de orbital karigtiricida (IKA
KS 501, Staufen, Germany) calkalandi. Karigimlar siringa ucu filtreden (0.45 um, PTFE,
Millex-LH, Milipore, Darmstadt, Germany) siiziilerek hazirlanan 6rneklerdeki adapalen
miktart HPLC analizi (Yontem 3.2.1) ile hesaplandi.

3.2.13.4. Adapalenin Stratum Corneum’daki Birikiminin Bantla Soyma (Tape
Stripping) Yontemi ile incelenmesi

Adapalen yiiklii PAMAM dendrimer nanotastyicilari ile yapilan in vitro deriden
penetrasyonu ¢aligmasi sonrasi stratum corneum’daki birkiminin degerlendirilmesi igin
“Tape Stripping” olarak bilinen bant ile soyma yontemi? kullanildi. Bu amagla yapiskan
bantlar (Scotch Book Tape 845, 3M) 2x2 cm ebatinda kesilerek dnceden hazirlandi. Deri
ornekleri, in vitro deriden penetrasyon caligmalarini takiben Yontem 3.2.13.2°de

bahsedilen temizleme prosediirii sonrasinda, stratum corneum tabakasi istte kalacak
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sekilde kopiik levhalar iizerine ignelerle sabitlendi. Her bir deri 6rnegi 20 adet bandin
arka arkaya yapistirilip pens yardimiyla tek seferde ¢ekilmesi yontemi ile tabakalar
halinde soyuldu. Ik iki bant ayr1 bir tiipe alindi, daha sonraki bantlar dért ayr1 grup olarak
dort farkli tiipte toplandi (3-5; 6-10; 11-15; 16-20). Boylece 5’erli gruplar halinde ayrilan
tiplere 3 ml ACN/DMF (60:40) ilave edilerek ekstraksiyon yapildi. Bantlardan
ekstraksiyonu yapilan adapalen miktar: stratum corneum tabakalarinda etken maddenin
lokalizasyonunu  gosterdi.  Adapalenin  stratum  corneum’daki  birikiminin

karsilastirilmasinda kontrol olarak Differin®Jel kullanildi.

Bant 6rneklerindeki adapalenin ekstraksiyonu i¢in tiipler oda sicakliginda 15 saat
stire ile 210 rpm de orbital karistiricida ¢alkalandi. Ekstraksiyon islemi Oncesi ve
sonrasinda tiipler 1’er dakika vorteks ile karistirildiktan sonra siringa ucu filtre (0.45 pm,
PTFE, Millex-LH, Milipore, Darmstadt, Germany) ile siiziildi. Stratum corneum’da
biriken adapalen miktarlar1 Yontem 3.2.1°de anlatildigi sekilde c¢alisilarak HPLC analiz

yontemi ile hesaplandi.

3.2.13.5. Adapalenin Deri Orneklerinden ve Bantlardan Ekstraksiyon Islemi ile
Geri Kazanim

Ekstraksiyon yonteminin etkinligini belirlemek i¢in in vitro deriden penetrasyon
caligmalarini takiben punch biyopsi ve bantla soyma uygulamalari sonrasinda, adapalenin
deriden ve bantlardan ekstraksiyonu i¢in uygulanan yontem kullanilarak deri ve yapiskan
bant Orneklerinden adapalen geri kazanimi g¢alismasi yapildi. Bu amagla, in vitro
penetrasyon calismalarinda Franz hiicrelerine yerlestirilen deri ebat1 ve bantla soyma
isleminde kullanilan bantlarin ebatina uygun boyutlarda kesilen tam kalinlikta domuz
derisi ve yapiskan bant (Scotch® 845 Book Tape, 3M) 6rmekleri iizerine adapalenin 3
farkli konsantrasyonda THF’de hazirlanan ¢ozeltilerinden ayr1 ayri ilave edildi (n=3). Bu
sekilde hazirlanan ornekler ¢eker ocakta bekletilerek organik ¢oziicli uguruldu ve her
birine 5’ser ml ACN/DMF (60:40) (h/h) ¢oziicii ilave edilerek, 1 gece oda sicakliginda
orbital karistiricida 250 rpm de ¢alkalanarak ekstrakte edildi. Deri ve bant ekstraktlar
siringa ucu filtre (0,45 um, 4 mm, PTFE, Millex®-LH, Millipore) ile siiziildii.
Orneklerdeki adapalen miktar1 Yontem 3.2.1°de anlatildigi sekilde HPLC yontemi ile
saptandi. Elde edilen veriler ile deri ve bant 6rnekleri iizerine ilave edilen adapalen

miktar1 iizerinden geri kazanim oranlar1 hesaplandi.
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3.2.13.6. Reseptor Fazda BSA’nin Coktiiriilmesi ve Adapalenin Geri Kazanim

Adapalenin deriden gecerek reseptore ulasip ulasmadigini, dolayisi ile ugrayan
etken madde miktarinin saptanmasi igin, 24 saat siire ile yapilan in vitro penetrasyon
caligmalarinin sonunda, Yontem 3.2.1°de anlatilan HPLC yontemi kullanilarak reseptor
fazdan alinan oOrneklerde adapalen miktar tayini analizi yapildi. Ancak, HPLC
analizlerinden 6nce reseptor ortaminda bulunan BSA c¢oktiiriildii. Bu amagla, reseptor
fazdan (pH 7,4 PBS, %4 BSA, a/h) ¢ozeltisi 1,5 ml hacimde alinan 6rnekler santrifiij
tiiplerine aktarildi. Buz banyosuna yerlestirilen tiiplere 4,5 ml ACN/DMF (60:40) (h/h)
ekstraksiyon ¢ozeltisi (buzdolabinda bekletilmig) ilave edildi ve ortamdaki BSA
coktirildi.

Reseptor fazda BSA’nin ¢oktiiriilmesinin ardindan, 6rneklerdeki adapalen analizi
igin, adapalenin pH 7,4 PBS (%4 BSA, a/h) ¢ozeltisinde 20; 100; 400 ng/ml olmak {izere
3 farkli konsantrasyondaki 3 seri ornek ¢ozeltisi hazirlandi. Bunun igin adapalenin
ACN/DMF (60:40) (h/h) ortaminda hazirlanan stok ¢6zeltisinden (40 ug/ml) 100 pl
alindi, 10 ml’lik balon jojede hacmine pH 7,4 PBS (%4 BSA, a/h) ¢ozeltisi ile
tamamlanarak seyreltildi ve manyetik karistiricida diisiik hizda karistirildi. Elde edilen
ara stoktan (400 ng/ml) da ayni ¢oziicti ile uygun seyreltmeler yapilarak iki farkli
kosantrasyonda ¢ozelti (20 ve 100 ng/ml) hazirlandi. Ardindan her bir seri ¢ozeltiden 1,5
ml aliarak santrifiij tiiplerine aktarildi. Buz banyosuna yerlestirilen tiiplere 4,5 ml
ACN/DMF (60:40) (h/h) ekstraksiyon ¢ozeltisi (buzdolabinda bekletilmis) ilave edildi ve
ortamdaki BSA ¢oktiiriildii. Ornekler 15.000 rpm de 15 dakika santrifiij edildikten sonra
siringa ucu filtreden (0,45 pm, 4 mm, PTFE, Millex®-LH, Millipore) gegirilerek elde
edilen siiziintii HPLC yontemi (Yontem 3.2.1) ile analiz edildi. HPLC analizi sirasinda
standartlar hazirlanirken ¢oziicii ortam1 olarak su ve ACN/DMF (60:40) (h/h)
ekstraksiyon ¢ozeltisinin 1:3 oraninda hazirlanan karistmi kullanildi. Kalibrasyon
dogrusuna ait dogru denklemi yardimiyla ¢ozeltilerdeki adapalen konsantrasyonu
hesaplandi. Orneklerin ¢oktiirme islemi sirasinda 4 kat seyreltilmis oldugu goz oniinde
bulundurularak HPLC ile elde edilen sonuclarin 4 kati almarak gerekli hesaplamalar

yapild1 ve % geri kazanim degerleri tespit edildi.

3.2.13.7. Reseptor Fazda Adapalenin Stabilitesi
In vitro deriden penetrasyon calismalart siiresince deneyler sirasinda reseptor

ortami olarak kullanilan pH 7,4 PBS (%4 BSA, a/h) ¢ozeltisinde adapalenin kararli
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kaldigin1 dogrulamak i¢in 37°C’de su banyosuna yerlestirilen 6rneklerde 24 saat siire ile

stabilitesi incelendi.

pH 7,4 PBS (%4 BSA, a/h) ¢ozeltisi ile 100 ng/ml konsantrasyonda adapalen
igeren ornekler hazirlandi. Adapalenin DMSO’daki stok ¢6zeltisinden (10 pug/ml) 10 pl
aliarak % pH 7,4 PBS (%4 BSA, a/h) ¢ozeltisi ile 100 kat seyreltildi ve 6rnekler 37°C’de
beklemeye birakildi. Belirlenen bekleme siireleri sonunda Yontem 3.2.13.6°da anlatildigi
gibi calisilarak ‘reseptor fazdaki BSA’nin ¢oktiiriilmesi’ isleminden sonra hazirlanan
ornekler HPLC yontemi ile analiz edildi. Bekleme siireleri sonunda 6rneklerden elde
edilen pik alanlar ile taze hazirlanarak kolona enjekte edilen standarda ait pik alanlar
karsilagtirilarak Orneklerdeki adapalen konsantrasyonunda degisiklik olup olmadig:

kontrol edildi.

3.2.13.8. Adapalenin Folikiiler Birikiminin Floresan Mikroskop ile Goriintiilenmesi

In vitro deriden penetrasyon ¢alismalarmi takiben deriye uygulanan
formiilasyonlardan adapalenin folikiiler birikimini dogrudan, adapalen molekiiliiniin
kendisinin gosterdigi floresan Ozellikten yararlanarak Konfokal Lazer Taramali
Mikroskop (CLSM) ile incelemek istememize ragmen on ¢alismalar sirasinda, herhangi
bir adapalen formiilasyonu uygulanmamis olan kontrol olarak kullanilan derinin
kendisinin otofloresansa sebep oldugu ve otofloresans kabul edilebilir derecede
onlenemedigi igin alternatif olarak, deri 6rneklerindeki adapalen, z ekseninde 3 boyutlu
tarama (z-stacks) 6zelligi bulunan modiile sahip bir epifloresan mikroskop (Leica Dmi8

Inverted Microscope, UK) kullanilarak goriintiilendi (20x).

Epifloresan mikroskopi analizleri, Yontem 3.2.13.2’de anlatildign gibi
gerceklestirilen in vitro deriden gecis c¢alismalarinin ardindan deri yilizeyi dikkatlice
temizlendikten sonra yapildi. 24 saat siire ile adapalen yiiklii formiilasyonlarin
uygulandigi deri 6rneklerinin floresan mikroskop goriintiileri alindi. Adapalen, floresan
mikroskobunda bir merkiir lamba (200 watt) (X-Cite® 200DC) ile uyarildi (DAPI
floresans kiip, eksitasyon filtresi: BP 325-375 nm ve emisyon filtresi: LP 460/50).
Adapalenden gelen mavi floresan sinyali, deri kaynakli otofloresanstan agik¢a ayirt

edilebildi.
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3.2.14. Konfokal Lazer Taramal Mikroskop ile Yapilan Goriintilleme Calismalar:
Konfokal Lazer Taramali Mikroskop (CLSM) analizleri ile tarama yapilan deri
orneklerinde floresan 6zellikte bir maddenin lokalize oldugu bolge ve penetrasyon yolagi

hakkinda bilgi edinilebilmektedir®®’.

In vitro deriden penetrasyon ¢alismalarmi takiben deriye uygulanan
formiilasyonlardan adapalenin folikiiler birikimini incelemek i¢in adapalen molekiiliiniin
kendisinin gosterdigi floresan 6zellikten yararlanilarak dogrudan CLSM ile goriintiileme
calismasi yapildi. Fakat on calismalar sirasinda, herhangi bir adapalen formiilasyonu
uygulanmamis olan kontrol olarak kullanilan derinin kendisinin otofloresansa sebep
oldugu ve otofloresans kabul edilebilir derecede 6nlenemedigi i¢cin dendritik nanotasiyici
sistemlerle deriye penetrasyonun ve kil folikiilerinde birikimin degerlendirilmesi
kapsaminda Floresein Izotiyosiyanat (FITC) ile isaretlenen PAMAM dendrimerler ve Nil
Kirmizis1 (Nile Red) (NK) yiiklenen dendron temelli miseller ile CLSM ¢aligmalari
gerceklestirildi.

3.2.14.1. PAMAM Dendrimerler ile Yapilan CLSM Cahismalari

PAMAM  dendrimerlerin  derideki  birikiminin ~ ve  penetrasyonunun
degerlendirilmesi ve penetrasyon derinliginin aydinlatilmasit amaci ile; floresan boya
(FITC) ile isaretlenen PAMAM dendrimerler in vitro kosullarda Franz difiizyon hiicreleri
kullanilarak tam kalinlikta domuz derisine uygulandi ve floresan boya yiiklenen PAMAM
dendrimerlerin deriye penetrasyonu CLSM teknigi ile incelendi. Bu kapsamda yapilan

caligmalar asagida ayrintili olarak aciklanmistir.

PAMAM dendrimerlerin uygulandiklar1 deri ylizeyinden penetrasyonunu
degerlendirmek i¢in, amin yiizey grubuna sahip ikinci jenerasyon PAMAM dendrimer
(G2-PAMAM-NHy) yapist konfokal goriintiillemede siklikla kullanilan bir floresan boya
olan FITC ile isaretlendi. PAMAM dendrimerlerin Floresan boya ile isaretlenmesi
Bogazigi Universitesi Kimya Boliimii ile is birligi yapilarak gerceklestirildi. Literatiirde
yer alan yonteme benzer olarak 100 mg PAMAM dendrimer (5 ml) kuru DMSO
icerisinde ¢oziindiiriildii®*®. Ayr bir viyalde 5 ml kuru DMSO da ¢dziindiiriilen FITC
manyetik karistirici iizerinde karismakta olan dendrimer ¢ozeltisi lizerine damla damla
ilave edildi. 24 saat reaksiyon siiresi sonrasinda DMSO ve serbest boyadan kurtulmak
i¢in FITC ile isaretlenen PAMAM dendrimerlerin metanol ortaminda diyaliz (MWCO:
1000 Da) (SpectroPor, USA) edildi. En son diyaliz torbasindaki madde ugurularak 1 gece
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vakumda bekletildi. Boylece, PAMAM dendrimerlerin kovalan konjugasyon olanagi
saglayan yiizey gruplarina floresan boya (FITC) baglanarak G2 PAMAM(NH>)-FITC
(1:2) konjugati olusturuldu.

Yontem 3.2.13.2°de anlatildigi gibi calisilarak floresan boya (FITC) bagh
PAMAM dendrimerler ile in vitro deriden ge¢is ¢alismasi yapildi.

PBS (pH 7,4) ¢ozeltisinde ¢oziindiiriilerek hazirlanan G2 PAMAM(NH»)-FITC
konjugat (5 uM) formiilasyonu in vitro kosullarda Franz difiizyon hiicreleri kullanilarak
domuz derisine 200 pl hacimde uygulandi®*®. Donér kompartmanin iistii aluminyum

folyo ile sarilarak 1s1iktan korunmasi saglandi. En az iki Franz hiicresinde ¢alisildi.

Kontrol grubu olarak; serbest FITC’in PBS (pH 7,4)’deki 10 uM ¢ozeltisi
kullanildi. Kontrol FITC ¢ozeltisi hazirlanirken 3,9 mg FITC tartildi, 1 ml etanolde
¢ozlindiriildi. 10 pl ¢ozelti PBS (pH 7,4) ¢ozeltisi ile 1000 kat seyreltildi.

Uygulandiklar1 deri 6rneklerinde 8 saat birakildiktan sonra deri yiizeyinde kalan
formiilasyon PBS (pH 7,4) ¢ozeltisi ile yikanarak ve temiz bir bez ile kurulanarak

uzaklastirildi.

Deri dokusundan keskin bir bisturi yardimi ile kii¢iik parcalar ayrildi, ardindan
doku gomme ortami (tissue embedding medium) olarak bilinen OCT matrikste
(TissueTek™ Cryo) kriyotom cihazi Thermo Scientific™ Cryotome™, USA) igerisinde
-20°C’de donduruldu ve kesit alma bolmesinde sabitlenerek deri 6rneklerinden 20 pm

kalinliginda dikey kesitler alindi.

Lam tizerine alinan kesitler bir CLSM (Leica TCS SPE) yardimu ile incelenerek
FITC bagli PAMAM dendrimerlerin derideki birikimi ve deri tabakalarindaki
lokalizasyonu goriintiilendi. CLSM goriintiilerde 10x ya da 40x biiylitme 0Olgegi
uygulandi.

Sahip oldugu maksimum eksitasyon (ex:490 nm) ve emisyon (Aem:520 nm) dalga
boylar1 dikkate alinarak, orneklerdeki FITC Argon lazer kullanilarak 488 nm dalga

boyunda uyarild1 ve alinan sinyaller (emisyon) uygun dalga boyunda filtrelendi®>®°.

3.2.14.2. Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilari ile Yapilan CLSM Calismalari
Deriden penetrasyonun incelendigi gériintiileme ¢alismalarinda, 6zellikle lipofilik

karakterde etken maddeler igin model floresan boya olarak Nil Kirmizisi1 (NK) yaygin
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olarak kullanilmaktadir. NK’nin en 6nemli 6zelligi, deri bilesenlerinin sinyal verdigi
dalga boyu araligindan uzak olan 630 nm dalga boyunda floresan sinyali vermesidir. Bu

sayede derinin kendisinden gelen otofloresanstan kaginilmas1 miimkiin olmaktadir°,

Dendron temelli misel nanotasiyicilarimin  derideki kil folikiillerine
hedeflendirilme potansiyelinin degerlendirilmesinde; model olarak segilen lipofilik
karakterdeki floresan bir boya olan NK Yontem 3.2.8.3’te anlatildigi sekilde nanotasiyict

sisteme kosolvan evaporasyon teknigi ile yiiklendi.

In vitro kosullarda domuz derisine uygulanan dendron temelli misellerden NK’nin
penetrasyonu sonrasi gergeklestirilen CLSM c¢alismasi ile model boyanin derideki
lokalizasyonunun goriintiillenmesi amaglandi. Model boyanin derideki birikiminin ve
penetrasyonunun degerlendirilmesine yonelik yapilan CLSM analizleri i¢in 8 saat
maruziyet siiresi ile Yontem 3.2.13.2°de anlatildigi gibi c¢alisilarak NK yiiklii dendron

temelli miseller ile in vitro deriden penetrasyon ¢alismalar1 yapildi.

NK yiiklenen (128 pg/ml, a/h) dendron temelli miseller Franz difiizyon hiicreleri
kullanilarak domuz derisine 150 pl hacimde uygulandi. Dondr fazin {izeri aluminyum

folyo sarilarak 1s1iktan korunmasi saglandi. En az iki Franz hiicresinde ¢aligildi.

Calisma sirasinda kontrol olarak NK’nin PBS (pH 7,4)’te hazirlanan dispersiyonu
kullanildi. Bunun ig¢in nanotasiyict sistemde kullanilan NK konsantrasyonu dikkate
almarak ayni1 konsantrasyonda NK (128 ug/ml, a/h) PBS i¢inde siispande edildi.
Uygulamay1 takiben penetrasyon siiresi sonunda deri yiizeyinde kalan formiilasyonlar

PBS ile yikanarak uzaklastirild1 ve deri 6rnekleri temiz bir bez ile kurulandi.

Yontem 3.2.11.1°de anlatildig1 gibi calisilarak deri Ornekleri doku gomme
ortaminda kriyotom cihazi igerisinde -20°C’de donduruldu ve kesit alma bélmesinde
sabitlenerek deri 6rneklerinden 20 um kalinliginda dikey ve 7 um kalinliginda yatay
kesitler alindi. Deriden stratum corneum yiizeyinden baslamak sureti ile yatay olarak
alian her bir kesit dikkatli bir sekilde sayildi; boylece uzaklastirilan doku ile beraber

deride inilen derinlik yaklasik olarak saptandi.

Lam iizerine alinan kesitler bir CLSM (Leica TCS SPE) yardimiyla incelenerek
model boyanin, NK, derideki birikimi ve deri tabakalarindaki lokalizasyonu goriintiilendi.

Konfokal goriintiiler, 7 um kalinligindaki kesitlerin 2 pm lik araliklar seklinde taranmasi
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ile Xy ve xz (z-stack mode) diizlemlerinde elde edildi. Uygun objektif lenslerle 10 x

biiyilitme 6l¢egi uygulandi.

Sahip oldugu maksimum eksitasyon (Aex:549 nm) ve emisyon (Aem:630 nm) dalga
boylar1 dikkate alinarak; orneklerde NK, HeNe lazer kullanilarak 543 nm eksitasyon

dalga boyunda uyarildi ve alinan sinyaller (emisyon) uygun dalga boyunda filtrelendi®®*.

3.2.15. Adapalenin Dendron Temelli Yapilara Kovalan Baglanmasiyla Olusturulan
Konjugatlarla Misel Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi

Polyester dendron-polimer konjugat (PDC) temelli nanotasiyicilar ile adapalenin
deriden penetrasyon profilinin arastirilmasi ve derideki birikiminin degerlendirilmesine
yonelik yapilan calismalar kapsaminda; adapalenin dendron temelli nanotasiyicilara
yiikklenmesinde alternatif olarak ester bagi ile kimyasal olarak baglanmasi planlandi.
Adapalenin dendron temelli yapilara kovalan baglanmasiyla olusturulan konjugatlar,

Bogazici Universitesi Kimya Boliimii'nde hazirlandi.

Adapalen molekiillerinin PDC yapisina konjugasyon ile baglanmasi ile 6n ilag
yaklagimi uygulandi. Bu amagla sentezlenen hidroksil yiizey gruplarina sahip polyester
dendron polimer konjugat yapisi ve adapalen fizyolojik ortamda kopmas1 6n goriilen ester

bagi ile kovalan baglanarak “PDC-ADA” konjugat yapisi olusturuldu.

3.2.15.1. Adapalen Bagh Polyester Dendron Polimer Konjugat (PDC-ADA)
Yapisinin Hazirlanmasi

[k olarak, u¢ dallarinda hidroksil gruplar1 bulunan iigiincii jenerasyon polyester
dendron yapis1 sentezlendi. Ardindan bu yapiya poli(metil metakrilat) yapisinda lineer bir
polimer zinciri konjuge edilerek AB tipi dendritik lineer diblok kopolimer yapisinda G3
polyester dendron-polimer konjugat (PDC-OH) yapisi olusturuldu. G3 PDC-OH’in
temsili yapis1 Sekil 3.4°te gosterilmektedir.

%3
o
-OH
OH Hidrofobik Polyester G3 Dendron
: | o“& (Dendron periferinde —OH gruplan)
' Y

Hidrofilik Polimer Zinciri

Sekil 3-4: Hidroksil yiizey gruplu G3 PDC-OH yapisi

G3 PDC-OH (Ma): 11890 g/mol (Bogazigi Univeristesi Kimya Béliimii’nde karakterize edilmistir).
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Ardindan adapalen molekiillleri G3 PDC-OH yapisina ester bagi ile kovalan
baglanarak PDC-ADA yapisi sentezlendi. Sentez igin, G3 PDC-OH yapisindaki hidroksil
yiizey gruplar1 (-OH) ve adapalen molekiilii yapisindaki karboksil grubundan (-COOH)
yararlanildi (Sekil 3.5). Sentez ve karakterizasyon ¢aligmalari Bogazici Universitesi

Kimya Boliimii’nde gerceklestirildi.

G3 PDC-OH + HO-C-ADA —» G3 PDC-O-C-ADA
1] 1]
O O

Sekil 3-5: PDC-ADA’min kimyasal sentezi

3.2.15.2. PDC-ADA Yapisi ile Misel Nanotasiyicilarimin Hazirlanmasi

Sentezlenen PDC-ADA yapisi ile laboratuvarimizda Yontem 3.2.8.3’te anlatilan
kosolvan evaporasyon yontemi kullanilarak misel nanotasiyicilari hazirlandi. 1,1 mg
PDC-ADA, 200 ul THF’de ¢6ziindiiriildii ve PDC-ADA’nin THF deki ¢ozeltisi cam bir
viyal i¢indeki 1 ml ultra saf suya damla damla ilave edildi (PDC-ADA’nin sudaki son
konsantrasyonu >10 M (kritik misel konsantrasyonu) 18 saat siire ile organik ¢oziiciiniin
ceker ocak altinda u¢gmasi beklenerek misel yapisinin olusumu saglandi. Adapalen bagl
polyester dendron polimer konjugat (PDC-ADA) yapisi ve PDC-ADA vyapist ile

hazirlanan miseller temsili olarak Sekil 3.6’da gosterilmektedir.

ADA+- ,
YR
— AL <Y

G3 PDC-ADA

Sekil 3-6: PDC-ADA yapisi ile misel nanotastyicilarinin hazirlanmasi
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3.2.16. PDC-ADA ile Hazirlanan Misel Nanotasiyicillarinin Partikiil Boyutu ve
Dagilimi (Polidispersite Indeksi) ile Zeta Potansiyelinin Belirlenmesi

PDC-ADA yapist ile hazirlanan misel nanotasiyicilarinin ortalama partikiil
boyutu (hidrodinamik ¢ap) ve polidispersite indeksi (PDI) degerleri ile zeta potansiyel
degerleri sirasiyla yontem 3.2.5 ve yontem 3.2.7.2°de anlatildig1 gibi c¢alisilarak ol¢iildii.

3.2.17. PDC-ADA Yapisimin Miktar Tayini icin Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografisi (HPLC) Analiz Yontemi ve Validasyon Calismalari

Orneklerde bulunan PDC-ADA igeriginin kantitatif olarak belirlenmesinde
Yontem 3.2.1°de belirtilen analiz yontemi kullanildi. Yalniz bu yontemde farkli olarak
PDC-ADA konjugat yapisinda bulunan ester baginin analiz sartlarinda kopmamasi i¢in

hareketli faz trifloroasetik asit ilave edilmeksizin hazirlandi.

Optimize edilen HPLC yontemi PDC-ADA’nin derideki birikiminin
degerlendirilmesi i¢in, in vitro deriden penetrasyon c¢alismalarini takiben hazirlanan
punch biyopsi orneklerinde ve stratum corneum’un soyulmasi isleminde kullanilan

bantlarda bulunan konjugat miktar1 analizlerinde kullanildi.

3.2.17.1. Hareketli fazin hazirlanmasi
Analizlerde hareketli faz olarak, yukarida da belirtildigi gibi PDC-ADA yapisinin
analiz sartlarinda hidrolizini Onlemek i¢in yontem 3.2.1.1°de belirtilen ¢oziicii

karisimindan farkli olarak trifloroasetik asit ilave edilmemis asetonitril/tetrahidrofuran/su

(43/36/21) (h/h/h) karisimi kullanilda.

3.2.17.2. PDC-ADA’nin HPLC Analizinde Kromatografik Kosullar

Analizler Yontem 3.2.1.2°de belirtilen kromatografik kosullarda yapildi. Ayni
sekilde floresan dedektorlii bir HPLC sistemi (Aabs = 320 nm; Aem = 390 nm) (Shimadzu)
ve sabit faz olarak HPLC kolonu (LiChrospher 100 RP-18 (5 um) LiChroCART 4,6 x
150 mm, Merck, Germany) kullanildi.

3.2.17.3. Standart Cozeltilerin Hazirlanmasi

Standart kalibrasyon dogrusunun olusturulmasi igin, hassas terazide tartilan PDC-
ADA ekstraksiyon ortami olarak kullanilan asetonitril/dimetilformamit (ACN/THF)
(60:40) (h/h) ¢oziicii karisiminda vorteks ile karistirilarak ¢oziindiiriildii, birka¢ dakika
ultrasonik banyoda bekletildi ve balon jojede hacmine tamamlanarak stok ¢ozelti (15

pg/ml) hazirlandi. Ayni ¢oziicii karigimi ile uygun seyreltmeler yapilarak farkl
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konsantrasyonlarda (0,25-3 pg/ml) bir seri standart ¢dzelti hazirlandi. Ornekler siringa
ucu filtre (0,45 pm, 4 mm, PTFE, Millex®-LH, Millipore) ile siiziildiikten sonra HPLC

yonetemi ile analiz edildi. Her konsantrasyon igin ii¢ paralel 6rnek ile ¢alisildi.

3.2.17.4. PDC-ADA’nin HPLC Analizi Yontemi Validasyonu
Gelistirilen miktar tayini yonteminin giivenilirligini kanitlamak ic¢in ydntem

3.2.2°de anlatildig1 sekilde validasyon g¢alismalari yapildi.

Segicilik: Analiz yonteminin segiciliginin degerlendirilmesi amaci ile; PDC-ADA
yapisinin sentezlenmesi agamasinda kullanilan her bir bilesen (G3 PDC-OH, G3 polyester
dendron, poli(metil metakrilat) temelli lineer polimer, adapalen) ve ayrica domuz derisi,
yapigkan bant, ekstraksiyon c¢oziiclisi ya da mobil faz kaynakli olasi piklerin,
kromatogramda PDC-ADA’ya ait alikonma zamaninda gelip gelmedigi yontem
3.2.2.1’de anlatildig1 gibi calisilarak kontrol edildi. Ekstraksiyon ¢dziiciisii ortaminda
hazirlanan 6rnekler PDC-ADA ilave edilmeksizin ayr1 ayri kolona enjekte edilerek HPLC
yontemi ile analiz edildi. Ornekler analiz dncesinde siringa ucu filtre (0,45 um, 4 mm,

PTFE, Millex®-LH, Millipore) ile siiziildii.

Dogrusalhik: PDC-ADA i¢in standart dogrunun olusturulmasi igin, stok
¢ozeltiden (15 pg/ml) uygun seyreltmeler yapilarak, 0,25-3 pg/ml konsantrasyon

araliginda standart ¢6zelti serisi hazirlandi.

Yontem 3.2.2.2°de belirtildigi gibi ¢alisilarak, kalibrasyon dogrusu ¢izildi ve
regresyon analizi yapildi. Regresyon dogru denklemi olusturularak determinasyon

katsayis1 (r%) hesaplandi.

Kesinlik: PDC-ADA miktar tayininde kullanilan analiz yOnteminin
tekrarlanabilirligini test etmek i¢in, yontem 3.2.2.3’te anlatildigr gibi ¢alisilarak giin igi

ve giinler arasi kesinlik ¢aligmalar1 yapildi.

Teshis Limiti, TL ve Miktar Tayini Limiti: Yontem 3.2.2.5 ve 3.2.2.6’da

belirtilen gecen formiiller (3-1 ve 3-2) kullanilarak hesaplandi.

Orneklerin Stabilitesi: In vitro deriden penetrasyon ¢alismalar1 kapsaminda
hazirlanan orneklerdeki PDC-ADA’nin ekstraksiyon ortaminda ve analiz siiresince
kararli kaldigim1 dogrulandi. PDC-ADA’nin ekstraksiyon ortami olarak kullanilan
(ACN/THF) (60:40) ¢oziiciisii ile 1 pg/ml konsantrasyonda ornek ¢ozeltileri hazirland.

Hazirlanan 6rneklerin belirlenen siire (0., 24. ve 72. saat) sonunda HPLC yontemi ile
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analizi yapildi. Elde edilen pik alanlari ile taze hazirlanarak kolona enjekte edilen 6rnege

ait pik alani1 karsilastirildi. Her zaman noktasi i¢in {i¢ paralel 6rnek ile ¢alisildi.

3.2.18. Adapalenin PDC-ADA ile Hazirlanan Misel Nanotasiyicilarindan In Vitro
Salimi Calismalari

In vitro salim c¢alismalar1 igin adapalenin ¢Oziiniirlik verileri goz Oniinde
bulundurularak reseptér fazda sink kosulu saglayacak g¢alisma sartlarina gore uygun
¢coziicii ortami belirlendi ve dondr fazda kullanilacak maksimum konsantrasyonu

hesaplandi.

Hazirlanan PDC-ADA yapisindan adapalen salimini degerlendirmek i¢in in vitro
salim g¢alismalarinda kullanmak tizere derinin pH sim taklit edecek bir salim ortami
kullanildi. Akneli derinin pH’sinin 5,5-6 araliginda oldugu bilinmektedir®®2. Bu nedenle,
in vitro salim c¢alismalarinda reseptor ortam olarak pH 5,5 PBS ¢6zeltisi kullanildi. Sink
kosulu saglamak igin, bu ¢oéziinme ortamina lipofilik etken maddelerin ¢oziiniirliigi
arttirmak icin in vitro salim calismalarinda olarak siklikla kullanilan®%26* Tween 80
(%1,75, a/h) ilave edildi.

Epidermis 'te ve kil folikiillerinde aktivite gdsteren esterazlar ilag metabolizmasi

365

ve 6n ilag aktivasyonunda biiyiik rol oynamaktadir®*®®. On ilag olarak hazirlanan tasiyict

sistemlerden ila¢ salim1 pH-bagimli olabilecegi gibi enzimatik hidroliz mekanizmasi ile

de gergeklesebilir®®®-%7,

Adapalen bagli dendritik konjugatlardan (PDC-ADA) adapalen salimini
degerlendirmek tzere, derideki esterazlara bagli enzimatik aktiviteyi taklit edecek bir
salim ortami da kullanildi. In vitro salim caligmalar1 kapsaminda derideki enzimatik
aktivite gbz Oniine alinarak, reseptdr ortama esteraz ilavesi yapilmasi diisiiniildii. Bu
amacla, enzim ortaminda yapilan salim ¢aligmalari, kovalan olarak ester bagi ile adapalen
baglanarak hazirlanan konjugatlardan etken maddenin, hidrolitik biyotransformasyondan
sorumlu enzimler olan esterazlar araciligiyla salim profilininin gosterilmesi seklinde

tasarlandi.

3.2.18.1. pH 5,5 PBS Ortaminda Yapilan In Vitro Salim Calismalar:

In vitro salim ¢aligmalarinda sentetik membran olarak diyaliz membran (MWCO:
2000 Da) (SpectroPor, USA) kullanildi. 50 pl formiilasyon (1,1 mg/ml) alinarak pH 5,5
PBS (%1,75 Tween 80, a/h) ¢ozeltisi ile 1 ml’ye tamamlandi ve diyaliz torbasina (3,9x10°
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® M PDC-ADA; 8,6 pg adapalen) dolduruldu. Diyaliz torbalar sicaklig1 32°C de sabit
tutulan 50 ml reseptor faz pH 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h) ¢ozeltisi bulunan beherlere
yerlestirildikten sonra manyetik bir karistiric1 ile karistirildi. Onceden belirlenen zaman
noktalarinda reseptor fazdan 1 ml 6rnek alinarak her defasinda, alinan hacim kadar ayni

sicakliktaki reseptor faz ilave edildi.

Kontrol olarak, adapalenin DMSO’da hazirlanan stok ¢ozeltisinden pH 5,5 PBS
(%1,75 Tween 80, a/h) ¢ozeltisi ile seyreltmeler yapildi ve PDC-ADA yapisinda bulunan
adapalen ile ayni1 baslangi¢ konsantrasyonunda (8,6 pg/ml) serbest adapalen iceren

ornekler ile de ayni1 sekilde ¢aligilark in vitro salim ¢alismasi yapildi.

In vitro salim g¢alismalarinda konjugattan salinan adapalen miktarlar1 Yontem

3.2.1°de belirtildigi gibi calisilarak HPLC analizi ile saptandi.

3.2.18.2. Esteraz iceren Ortamda In Vitro Salim Calismalar:
Konjugatlardan enzimatik aktiviteye bagli adapalen saliminin arastirilmasi igin,
domuz karaciger esterazi (Porcine Liver Esterase: PLE) ilave edilen pH 7,4 PBS

ortaminda salim ¢alismalar1 yapilarak degerlendirildi®®®.

Enzim ortaminda yapilan in vitro salim c¢aligmalari, 10 ml’lik cam viyaller ve
1siticili manyetik karistiricr kullanilarak ile 37°C°de yiiriitiildii (DAIHAN® Systematic
Multi-Hotplate Stirrers SMHS-6). Enzim igeren reseptor ortami hazirlamak igin, 5,6 mg
PLE (18 IU/mg) tartildi ve 5 ml PBS i¢inde ¢oziindiiriildii (20 IU/ml). Hidroliz i¢in
ortamda 2 ve 5 IU/ml konsantrasyonlarinda esteraz, PLE, kullanildi. Her bir viyale 37°C
de su banyosunda 15 dakika boyunca inkiibe edilen pH 7,4 PBS (0,01 M)’ten 3,160 pl
kondu. Uzerine pH 7,4 PBS (37°C’de inkiibe edilmis) ortaminda taze hazirlanan PLE nin
stok ¢ozeltisinden (20 U/ml ya da 50 U/ml PLE) 400 pl alinarak ilave edildi. 250 rpm
hizda yavasca karistirilan PBS ortamina 400 pl DMSO ilave edildi. Boylece viyallerde
3,96 ml %10 DMSO iceren pH 7,4 PBS ortami1 hazir bekletildi.

Ardindan PDC-ADA yapist ile hazirlanan misel formiilasyonundan (1,1
mg/mlI=7,9*10"° M) 40 ul alind1 alind1 ve viyallerde hazir bulunan PLE iceren pH 7,4
PBS ortamina ilave edilir edilmez reaksiyon baslatildi (Viyallerdeki son hacim 4 ml,
PDC-ADA konjugat konsantrasyonu=7,9*10" M). Belli saat araliklarinda alinacak
ornekleri temsilen her bir saat i¢in ayr1 viyale ayni baslangic konsantrasyonunda misel

formiilasyonu konmus oldu. Reaksiyonun baglatildig1 0. zaman noktasindan itibaren her
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viyalde reaksiyonun dnceden belirlenen zaman boyunca siirmesine izin verildi. Boylece

her bir saat 6rnegi i¢in reaksiyon ayr1 viyallerde siirdiiriildii.

Uygun zaman araliklarinda viyallerden 150 pl ornekler alinarak 1,5 ml lik
ependorflara aktarildi. Uzerlerine enzim ektivitesinin sonlandirilmasi ve protein yapisinin
¢oktiiriilmesi igin buz banyosunda hazir bekletilen 600 ul soguk ACN/DMF (60:40) (h/h)
organik ¢oziici karistmi derhal ilave edildi, vortekslendi. Enzim ektivitesinin
sonlandirilmasi ve protein yapisinin ¢oktiiriilmesi sonrasinda ornekler 5 dakika siire ile
15.000 rpm hizda santrifiijlendi ve siringa ucu filtre (0,45 pm, 4 mm, PTFE, Millex®-LH,
Millipore) yardimiyla siiziilerek Yontem 3.2.1°de anlatildigi gibi calisilarak HPLC
yontemi ile analiz edildi. Enzimatik hidroliz reaksiyonu sonucu ortamda agiga ¢ikan

adapalenin ACN/DMF (60:40) (h/h) ekstraksiyon ortaminda konsantrasyonu tespit edildi.

Kontrol olarak PLE ilave edilmeksizin %10 DMSO igeren pH 7,4 PBS salim

ortaminda ayni ¢alismalar yiiriitiildi.

Yapilan 6n denemelerde PBS ortamina g¢aligma sirasinda enzim aktivitesini
sonlandirma basamaginda protein yapisini ¢oktiirmek i¢in kullanilan oranlarda organik
ACN/DMF (60:40) coziicli ilave edildiginde tuz iceriginin ¢oktligli i¢in standartlar
hazirlanirken ¢6ziicii olarak, 9:1 oraninda Su:DMSO (40 ul miselden gelen su+3560 pl
PBS’ten gelen Su+400 pl DMSO) karisimina hacminin 4 kati kadar ACN/DMF (60:40)

ekstraksiyon ¢oziiciisii ilave edilmesi ile hazirlanan ¢6ziicii ortami kullanildi.

Caligsma sirasinda enzim aktivitesinin sonlandirildigindan emin olmak igin 1. saat
sonunda ortamdan alinan Ornekte enzim aktivitesi yukarida anlatildig:i sekilde derhal
sonlandirildi ve hemen Yontem 3.2.1°de anlatildig: gibi ¢alisilarak HPLC ile miktar tayini
analizi yapildi. Enzim aktivitesi sonlandirilmis ayn1 6rnek 1 saat sonra tekrar HPLC ile

analiz edildi. Elde edilen sonuglar karsilastirildi.

3.2.19. PDC-ADA ile Hazirlanan Misel Nanotasiyicilarinmm In Vitro Deriden
Penetrasyon Calismalar:

PDC-ADA ile hazirlanan misel nanotasiyicilarinin in vitro kosullarda deriye
uygulanmasi ile deriye gecen PDC-ADA ve PDC-ADA yapisindan serbestlesen etken

maddenin penetrasyonu Franz diflizyon hiicreleri kullanilarak incelendi.
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Deri ornekleri yontem 3.2.13.1°de anlatildigi sekilde hazirlandi. PDC-ADA ile
hazirlanan misel nanotasiyicilari ile yapilan in vitro penetrasyon calismalarinda kesim

evinden temin edilen taze deri bekletilmeden iki giin i¢erisinde kullanildi.

Taze domuz derisinden in vitro penatrasyonun degerlendirilmesi amaci ile yontem
3.2.13.2’de belirtilen kosullarda ¢alisildi. Reseptor faz sink kosulu saglamak iizere pH
7,4 PBS (%4 BSA, a/h) ¢ozeltisi ile dolduruldu. Donoér faza 240 pl PDC-ADA yapisini
igeren sulu misel formiilasyonu (1,1 mg/ml) (264 pg PDC-ADA yapisi ile uygulanan
esdeger ADA miktari=23,3 pg/cm?) ya da Differin®Jel (23,3 pg ADA/cm?) uygulandi.

24 saat sirdiiriilen in vitro penetrasyon c¢alismalarmin sonunda deriden
permeasyona ugrayan etken maddenin saptanmasi i¢in reseptor fazdan alinan 6rneklerde
ACN/THF (60:40) (h/h) ekstraksiyon ¢ozeltisi ile Yontem 3.2.13.6 anlatildigi gibi
BSA’nin ¢oktiiriilmesi isleminden sonra Yontem 3.2.1°de anlatilan kosullarda HPLC

analizi yapild1.

In vitro penetrasyon galismalarinin ardindan deri yilizeyinde kalan formiilasyon
fazlas1 dikkatli bir sekilde silinerek uzaklastirildi. Adapelenin kil folikiillerinde ve folikiil
icermeyen deri bolgelerindeki birikimi Yontem 3.2.13.3’te anlatildigi gibi calisilarak
punch biyopsi yontemi ile incelendi. Adapalenin stratum corneum’daki birikimi ise

Yontem 3.2.13.4°te anlatildigi gibi ¢alisilarak bantla soyma yontemi ile incelendi.

3.2.19.1. Adapalenin In Vitro Deriden Penetrasyonunun Punch Biyopsi Yontemi ile
Incelenmesi

PDC-ADA ile hazirlanan misel nanotasiyicilarinin in vitro kosullarda 24 saat
deriye uygulanmasi ile deriye gecen PDC-ADA ile birlikte deride serbestlesen adapalen
miktarlarmin belirlenmesi icin yapilan ¢caligmalarda, PDC-ADA konjugat yapisinda bagli
bulunan ve serbestlesen adapalenin kil folikiillerindeki birikimi kantitatif olarak
degerlendirildi. Karsilastirma amaciyla kontrol olarak adapalenin ticari iirlinii de

(Differin®Jel) kullanilda.

Temizleme prosediiriiniin ardindan folikiiler birikimi degerlendirmek tizere punch
biyopsi teknigi kullanildi. Punch biyopsi yontem 3.2.13.3’te anlatildigi sekilde
uygulandi.

Biyopsi dokularinda bulunan PDC-ADA konjugat ve adapalen miktarlarini
belirlemek i¢in; punch biyopsi ile 10’ar adet alinan KF-Poz (PSU igeren) ve KF-Neg
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(PSU igermeyen) ornek gruplart 500°er ul ACN/THF (60:40) ile eppendorf tiiplerde
Yontem 3.2.13.3’te anlatildigi sekilde ekstraksiyona tabi tutuldu. Punch biyopsi
uygulamasi sonrasinda kalan deri makasla kiigiik pargalara ayrilarak 5 ml ACN/THF
(60:40) ile ayrica ekstrakte edildi. Biyopsi 6rneklerinde ve kalan deride bulunan adapalen
ve PDC-ADA konjugat miktarlari sirastyla Yontem 3.2.1 ve Yontem 3.2.17°de belirtilen
kosullarda yapilan HPLC analizleri ile saptandi.

3.2.19.2. Adapalenin Stratum Corneum’daki Birikiminin Bantla Soyma (Tape
Stripping) Yontemi ile Incelenmesi

Yontem 3.2.13.4’te anlatildig1 gibi calisilarak stratum corneum tabakasi 20 kez
bantla soyuldu ve ekstraksiyon islemi yapildi. Bantla soyma islemi sonrasinda kalan deri
(canli epidermis/dermis) de ayrica kiigiik pargalar halinde kesilerek ayri bir tiipte 3 ml
ekstraksiyon ¢oziiciisii ile ayni sekilde ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Ekstraksiyon
sonunda bant gruplarini i¢eren tiiplerdeki ekstraksiyon sivilari bir araya getirildi (20 bant)
ve 3’er dakika vortekslendikten sonra HPLC analizleri gergeklestirildi. Bantlardan bir
araya getirilerek ekstrakte edilen miktarlar stratum corneum’daki toplam birikimi, kalan
deride eksrakte edilen miktarlar ise epidermis/dermis tabakalarindaki birikimi gdsterdi.

Stratum corneum (SC) ve canli epidermis/dermis tabakalarinda biriken adapalen
ve PDC-ADA miktarlar1 sirasiyla Yontem 3.2.1 ve Yontem 3.2.17°de belirtilen
kosullarda yapilan HPLC analizleri ile saptandi.

3.2.20. Istatiksel Analiz

In vitro deriden penetrasyon ¢aligmalarinda, veri gruplarina ait sonuglar GraphPad
Prism 6 bilgisayar programi yardimiyla One Way ANOVA analizi yapilarak Dunnet’s
multiple comparison test veya Tukey's multiple comparisons test ile istatiksel agidan
degerlendirildi, anlamlilik diizeyi p < 0,05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Adapalenin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar
Tayini Gelistirilmesine Ait Bulgular

HPLC analizlerinde standart ¢ozeltilerin hazirlanmasinda kullanilacak ¢6ziiciliniin
belirlenmesi igin in vitro penetrasyon ¢alismalarindaki deri 6rneklerinden adapalenin
ekstraksiyonunda kullanilacak ¢oziicii dikkate alindi. Bu amagla farkli ¢oziicii sistemleri
arasindan asetonitril/dimetilformamit (ACN/DMF) (60/40) (h/h) ¢oziicii karisiminin
ekstraksiyonlarda kullanilmasina karar verildi. Se¢ilen bu ¢oziicii sistemi ile hazirlanan
orneklere ait kromatogramlarda; domuz derisinden kaynaklanan pikler ile adapalen
pikinin birbirinden net sekilde ayrildig1 ve adapalenin alikonma zamaninda herhangi bir

girigsim olmadig1 saptandi.

HPLC cihazi her ne kadar klimali ortamda bulunsa da yaz aylarinda da
stirdiiriilecek analizler géz Oniine alinarak pik alanlarinda sicakliga bagli herhangi bir

dalgalanma, degisiklik olmamasi i¢in kolon sicakligir 30°C’ye ayarlandi.

Alikonma zamani kisa olan adapalenin HPLC analizleri i¢in akis hiz1 0,9 ml/dk.
olarak belirlendi. Bu akis hiz1 ile iyi bir pik ¢oziiniirligii ve keskin pikler elde edildigi
saptand1. Diisiik konsantrasyonlarin tespit edebilmesi ve ayn1 zamanda diizgiin bir pik

keskinligi saglanabilmesi i¢in uygun enjeksiyon hacminin 20 ul oldugu saptandi.

4.2. Adapalenin Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar
Tayini Validasyonuna Ait Bulgular

Yontem 3.2.1°de anlatilan miktar tayini yontemi kullanilarak elde edilen

adapalene ait HPLC kromatogrami Sekil 4.1°de gosterilmektedir.

my Max Intensity : & 501
JDetector AEx:320nm,Em:330nm Time 2.539 . Inten. 5 .496]

0948

] )
UU T T T T JT‘I T T T T T T
0.0 1.0 2.0 3.0 40 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 10.0 11.0 min

Sekil 4-1: HPLC analizinde adapalene ait kromatogram

Ekstraksiyon ortami olan ACN/DMEF (60:40) (h/h) ¢6ziicii karisiminda hazirlanan 6rnekten gelen adapalen piki
(500 ng/ml). Calisilan kromatografik kosullarda adapalenin alikonma zamani 5,26 dakika olarak saptandi.
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4.2.1. Segicilik

Yontem 3.2.2.1°de anlatildig1 sekilde calisilarak yontemin segiciligi belirlendi.
Yapilan HPLC analizlerinde, ACN/DMF (60:40) (h/h) ortaminda hazirlanan 6rneklerin
kolona enjeksiyonu sonucu penetrasyon calismalarinda kullanilan domuz derisi ve
bantlardan kaynaklanan piklerle, adapelen piki arasinda bir girisim olmadigi; ayrica
formiilasyon bilesenleri, mobil faz ve ¢oziicii ortamindan kaynakli, adapalenin alikonma

zamaninda gelen herhangi bir pik olmadig: saptandi.

ACN/DMF (60:40) (h/h) ortaminda ekstraksiyon islemi ile hazirlanan deri ve bant
orneklerine ait kromatogram goriintiileri sirasiyla Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’te

gosterilmektedir.

my Max ntenstty : 665
1 etector AEx 320nm Emagonm Time  BE1% Tnten =

1.545/11948

Sekil 4-2: HPLC analizinde kontrol deri 6rneginden gelen pik goriintiisii
ACN/DMF (60:40) (h/h) ortaminda hazirlanan deri 6rneginden gelen pik

mv Max Intensity . 84
0.0g-{Petector AEx:320nm Em:330nm Time _ 0.560 _Inten. 0.069]

00 10 20 30 40 50 80 70 g0 90 min

Sekil 4-3: HPLC analizinde kontrol bant 6rneginden gelen pik goriintiisii
ACN/DMF (60:40) (h/h) ortaminda hazirlanan bant 6rneginden gelen pik
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Ayni sekilde in vitro salim ¢alismalarinda kullanilan reseptor ortami, pH 5,5 PBS
(%1,75 Tween 80, a/h), kaynakli adapalen piki ile girisim yapan veya adapalenin

alikonma zamaninda gelen herhangi bir pik olmadig1 dogrulandi.

4.2.2. Dogrusallik

ACN/DMF  (60:40) (h/h) ¢oOziici karisiminda hazirlanan  standartlarla
konsantrasyona kars1 elde edilen egri altinda kalan alan (AUC) degerlerinin ortalamalari,
standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (% RSD) degerleri Tablo 4.1°de
gosterilmektedir. Regresyon dogrusuna ait denklem ve hesaplanan determinasyon

Katsayis (r?) Sekil: 4.4’te verilmistir.

Tablo 4-1: Adapalenin ACN/DMF (60:40) (h/h) ortaminda HPLC ile analizi yontemine ait
dogrusallik bulgular1 (n=3)

Konsantrasyon (ng/ml) Ortalama alan SD () RSD (%)

1 295,2 42,2 17,2

5 1226,4 84,6 6,9

10 2351,2 79,9 3,4

25 4645,1 190,4 4,1

50 10976,9 153,7 1,4

100 222734 623,7 2,8

250 53839,9 861,4 1,6

500 110785,4 1369,4 1,2

1000 215891,7 3454,3 1,6
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Sekil 4-4: Adapalenin ACN/DMF (60:40) (h/h) ortaminda kalibrasyon egrisine
ait dogru denklemi ve determinasyon katsayisi

In vitro penetrasyon ¢aligsmalarinda reseptor ortami olarak kullanilmasi planlanan
pH: 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h) ¢ozeltisinde hazirlanan standartlarla konsantrasyona
kars1 elde edilen egri altinda kalan alan (AUC) degerlerinin ortalamalari, standart sapma
(SD) ve bagil standart sapma (% RSD) degerleri Tablo 4.2°de gosterilmektedir.
Regresyon dogrusuna ait denklem ve hesaplanan determinasyon katsayis1 (%) Sekil:

4.5’te verilmistir.

Tablo 4-2: Adapalenin pH 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h) ortaminda HPLC ile analizi
yontemine ait dogrusallik bulgular1 (n=3)

Konsantrasyon (ng/ml) Ortalama alan SD (3) RSD (%0)
25 4375,0 133,6 31
50 7753,3 1749 2,3
100 15086,0 266,4 1,8
250 35383,7 563,6 1,6

500 71053,3 1031,3 1,5
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Sekil 4-5: Adapalenin pH 5,5 PBS (%01,75 Tween 80, a/h) ortaminda
kalibrasyon egrisine ait dogru denklemi ve determinasyon katsayisi

4.2.3. Kesinlik

Adapalenin HPLC ile analiz ydnteminin validasyonu kapsaminda, yontem
3.2.2.3’te anlatilan kesinlik ¢alismalarinda ACN/DMF (60:40) (h/h) ortaminda hazirlanan
standart ¢ozeltiler i¢in elde edilen giin i¢i ve giinler aras1 kesinlik bulgular sirasiyla Tablo

4.3 ve Tablo 4.4’te verilmistir.

Tablo 4-3: Adapalenin HPLC ile analizi yontemine ait giin ici kesinlik bulgular1 (n=3)

Konsantrasyon (ng/ml) Ortalama alan SD () RSD (%)
5 1259,8 76,6 6,1
50 10782,7 138,4 1,2

500 109319,6 1750,3 1,6
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Tablo 4-4: Adapalenin HPLC ile analiz yontemine ait giinler arasi kesinlik bulgulari (n=3)

Ortalama alan
Konsantrasyon Ortalama RSD

(ng/ml) . ) . alan 5D &) (%)
1. giin 2. giin 3. giin

5 1259,8 1323,1 1194.3 1259,1 64,4 51
50 10782,7 11133,7 11307,1 11074,5 267,2 2,4
500 109319,6 105774,4  107816,2 107636,7 1779,4 17

Yontem 3.2.3.3’te anlatildigr gibi ¢alisilarak pH 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h)
cozeltisinde hazirlanan standart ¢ozeltiler igin elde edilen giin i¢i ve giinler arasi kesinlik

bulgular1 sirasiyla Tablo 4.5 ve Tablo 4.6’da verilmistir.

Tablo 4-5: Adapalenin HPLC ile analizi yontemine ait giin ici kesinlik bulgular1 (n=3)

Konsantrasyon (ng/ml) Ortalama alan SD () RSD (%)
25 43457 168,6 39
50 7681,3 124,1 1,6
250 35084,7 597,3 1,7

Tablo 4-6: Adapalenin HPLC ile analiz yontemine ait giinler arasi Kesinlik bulgular1 (n=3)

Ortalama alan
Konsantrasyon Ortalama RSD

(ng/ml) . ) . alan SD &) (%0)
1. giin 2. giin 3. giin

25 4345,7 4229,7 4452,0 43424 111,2 2,6

50 7681,3 7884,7 7697,7 7754,6 113,0 1,5

250 35084,7 35948,3 35774,0 35602,3 456,7 1,3
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4.2.4. Dogruluk

Yontem 3.2.2.4°te anlatildig1 gibi calisilarak, ACN/DMF (60:40) (h/h) ¢oziicii
karisiminda hazirlanan standart ¢ozeltiler i¢in elde edilen dogru denkleminin {i¢ farkli
konsantrasyon i¢in geri kazanma (%), standart sapma (SD) ve relatif standart sapma

(%RSD) degerleri Tablo 4.7’ de verilmistir.

Tablo 4-7: Adapalenin HPLC ile analiz yontemine ait dogruluk bulgulari (n=3)

Kullanilan Teorik Hesaplanan ort. Ortalama
tasiyier  konsantrasyon konsantrasyon geri kazammm  SD (¥) RSD (%)
(plasebo) (ng/ml) (ng/ml) (%)
25 24,8 99,4 1,4 14
PAMAM 50 50,7 101,3 4,7 4,6
dendrimer
500 498,5 99,7 1,0 1,0
25 26,3 105,0 5,8 55
PDC 50 49,7 99,3 2,8 2,8
500 501,4 100,3 0,7 0,7

4.2.5. Teshis Limiti

ACN/DMF (60:40) (h/h) ¢oziicii karisimi ile hazirlanan standart ¢ozeltiler icin
adapalenin teshis limiti, Yontem 3.2.2.5’te anlatildig1 gibi cevabin standart sapmasi ve
kalibrasyon egrisinin egimi yardimu ile ilgili formiil kullanilarak hesaplandi ve 0,4 ng/ml

olarak belirlendi (3-1).

pH 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h) ¢6zeltisi ile hazirlanan standart ¢ozeltiler igin
adapalenin teshis limiti, ayn1 sekilde hesaplandi ve ve 2,4 ng/ml olarak belirlendi (3-1).

4.2.6. Miktar Tayini Limiti
ACN/DMF (60:40) (h/h) ¢oziicli karisimi ile hazirlanan standart ¢ozeltiler igin
adapalenin miktar tayini limiti, Yontem 3.2.2.6’da anlatildig1 gibi cevabin standart
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sapmasi ve kalibrasyon egrisinin egimi yardimu ile ilgili formiil kullanilarak hesaplandi

ve 1,2 ng/ml olarak belirlendi (3-2).

pH 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h) ¢ozeltisi ile hazirlanan standart ¢ozeltiler icin
adapalenin miktar tayini limiti, ayn1 sekilde hesaplandi ve 7,3 ng/ml olarak belirlendi (3-
2).

4.2.7. Orneklerin Stabilitesi
Yontem 3.2.2.7°de belirtildigi sekilde calisilarak ACN/DMEF (60:40) (h/h) ¢oziici
karisiminda adapalen ile hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerde 0. giin, 1. glin ve 5. glinde yapilan

HPLC analizi sonucu stabilite bulgular1 Tablo 4.8’de verilmistir.

Tablo 4-8: Adapalenin ekstraksiyon ortaminda hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerine ait stabilite
bulgular1 (n=3)

Hesaplanan Ortalama
Zaman kon;ii::‘gyon kon;:g;r;e:jyon kon;:;t;a:;yon SD (3) RSD (%)
(gin) (ng/mil)

Karanlik ortam
0 25,0
1 25 24,9 24,8 0,2 1,0
5 24,5

Oda kosullari
0 25,2
1 25 25,4 25,0 0,6 2,2
5 24.4

Pencere 6nii
0 25,2
1 25 25,1 24,9 0,4 15

5 24,5
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Reseptor ortami olan pH 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h) ¢ozeltisinde adapalen

ile hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerde ise 0., 8. 24. ve 72. saatte yapilan HPLC analizleri ile

elde edilen stabilite bulgular1 Tablo 4.9°da verilmistir.

Tablo 4-9: Adapalenin in vitro salim ortaminda stabilite bulgular:

Zaman Konsantrasyon

(saat) (ng/ml) Alan Ortalama alan SD (%) RSD (%)
0. 28591,3
8. 100 27493,0 26874,9 14715 55
24, 26178,3
72. 26236,9

4.3. Adapalenin Farkh Coziicii Ortamlarindaki Coziiniirlik Cahsmalarmma Ait
Bulgular

Yontem 3.2.3’te anlatildigi gibi calisilarak, adapalenin farkli c¢oziiciilerdeki
¢oziinlirliigh belirlendi. Cozliniirliik bulgular1 Tablo 4.10°da ve ilgili grafik Sekil 4.6’da

verilmigtir.

Tablo 4-10: Farkh ¢oziinme ortamlarinda adapalenin ¢oziiniirliigii (n=3)

Céziinme ortami Doymus Adapalen konsantrasyonu (ug/ml)
pH 5,5 PBS:Etanol (60:40) (h/h) 4,51+1,25
pH 5,5 PBS:Etanol (50:50) (h/h) 46,35+2,53
pH 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h) 34,87+1,38
pH 7,4 PBS:PEG 400 (70:30) (h/h) 0,97+0,03
pH 7,4 PBS:DMSO (90:10) (h/h) 0,74+0,08

pH 7,4 PBS (%4 BSA a/h) 8,96+0,83
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Adapalenin ¢éziintrlagi (pug/ml)

60

50 4635
40
34,87
T
30
20
8,96
10
4,51
1

M pH5,5 PBS:EtOH (60:40) M pH5,5 PBS:Etanol (50:50)

M %1,75 Tween 80-pH5,5 PBS M %4 B5A-pH7,4 PBS
M pH7,4 PBS:DMSO (90:10) & pH7,4 PBS:PEG400 (70:30)

Sekil 4-6: Farkh ¢oziicii ortamlarinda adapalenin ¢oziiniirliigii

4.4. Adapalenin  PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarimin  Hazirlanmasi  ve
Optimizasyon Calismalarina Ait Bulgular

PAMAM dendrimer nanotastyicilarinin hazirlanmasi ¢alismalar1 kapsaminda,
etken madde yiiklenmeyen dendrimerlerin partikiil boyutu karakterizasyonunu yapmak
i¢in; metanol igerisinde temin edilen PAMAM (G2-PAMAM-NH2) dendrimerlerin kendi
dispersiyon ortami olan metanolde herhangi bir filtrasyon islemi uygulanmadan
gerceklestirilen  ortalama partikiil boyutu ve polidispersite indeksi oOlglimlerinde
dendrimerlerin agregat olusturma egiliminde oldugu goriildii. Bu Ol¢limlerde pm

boyutlarinda (2000-3000 nm) (PDI:1) sonuglar alind1.

Metanol ortamindaki Orneklerin siringa ucu filtre (0,45 pm, 4 mm, PTFE,
Millex®-LH, Millipore) ile siiziilmesi ile tekrarlanan partikiil boyutu dlgiimlerinde alman

sonuglar Tablo 4.11°de verilmistir.
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Tablo 4-11: PAMAM dendimerlerin metanol ortaminda él¢iilen partikiil boyutu ve
dagilimi (n=3)

Formiilasyon kodu Boyut (nm) PDI

PAMAM-G2-NH2 (MetOH) 12,3+4,0 0,3140,05

%0,1°lik konsantrasyonda hazirlanan etken madde icermeyen PAMAM-G2-NH2 dendrimerlerin boyut l¢iimii metanol
ortaminda gergeklestirilmistir. Filtrasyon uygulanmustir.

Ayrica temin edilen PAMAM dendrimerlerin su ortamindaki partikiil boyutu ve

dagilimini incelemek iizere yapilan 6l¢timlere ait sonuglar Tablo 4.12°de verilmistir.

Tablo 4-12: PAMAM dendimerlerin saf su ortaminda él¢iilen partikiil boyutu ve dagilim

(n=3)
Formiilasyon kodu Boyut (nm) PDI
PAMAM-G2-NH; (Saf su) 379,7 £92,2 0,51+0,1

%0,1°lik konsantrasyonda hazirlanan etken madde igermeyen PAMAM-G2-NH2 dendrimerlerin boyut 6l¢iimii saf su
ortaminda gerceklestirilmistir. Filtrasyon uygulanmamuisgtir.

4.4.1. Adapalenin Dendrimerin Sudaki Cozeltisine Kati Halde ilavesi ile Hazirlanan
Formiilasyonlara ait Bulgular

Adapalenin, PAMAM dendrimerlerin sudaki ¢ozeltisine kat1 halde ilave edilmesi
ile yapilan yiikleme galigmalari bulgularina gére, bu yontem ile adapalenin dendrimerlere

yiiklenme oraninin diisiik oldugu saptandi (Tablo 4.13).

Tablo 4-13: Adapalenin dendrimerin sudaki ¢ozeltisine toz halde ilavesi ile hazirlanan
nanotasiyicilardan adapalenin geri kazamim bulgular:

Formiilasyon kodu ADA (ng/ml)
PMM 0 K 0,28+0,04
PMM 0.05 K 3,36+0,24

PMM 0.1 K 7,06+0,27
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4.4.2. Adapalenin Tetrahidrofuranda Coziindiiriilerek Dendrimerin Metanoldeki
Céozeltisine Ilavesi ile Hazirlanan Formiilasyonlara ait Bulgular

Ikinci yontem olarak; adapalenin rahat ¢dziinebildigi ugucu bir organik ¢dziicii
icinde c¢oziindiiriilerek formiilasyona ilave edildiginde, adapalen ve PAMAM
dendrimerin organik c¢oziicii karisitminda beraber daha iyi ¢Oziindiigli saptandi.
Adapalenin PAMAM dendrimer nanotasiyicilarinin hazirlanmasi sirasinda dispersiyon
ortami1 olarak PBS (pH 7,4) kullanildiginda formiilasyonlarda ¢6kme gozlendigi i¢in, bu
ve diger tiim ¢alismalarda ultra saf su (18.2 Q) kullanilmasina kara verildi. Bu yontemle
hazirlanan formiilasyonlarda ilk yonteme gore daha basarili sonuglar alinsa da adapalenin
dendrimerlere yiiklenme oraninin diisiik oldugu saptandi (Tablo 4.14). Bu formiilasyonda
santrifiij edilmeksizin elde edilen ortalama partikiil boyutu 8194116 nm ve PDI degeri
0,26+0,16 olarak tespit edildi.

Tablo 4-14: Adapalenin tetrahidrofuranda ¢oziindiiriilerek dendrimerin metanoldeki
cozeltisine ilavesi ile hazirlanan nanotasiyicilara ait bulgular

ADA -
Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu PDI
(ug/ml) (nm)
PMM0.1C 28.,4+4,1 364+14,6 0,28+0,06

4.4.3. Adapalenin PAMAM Dendrimerlere Problu Sonikasyon Yontemi ile
Yiiklendigi Nanotasiyicilara ait Bulgular

Adapalenin PAMAM dendrimerlere yiiklenmesi ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan
ilk denemelerde beklenen adapalen yilikleme orani saglanamayinca, yiikleme etkinliginin
arttirtlmasi igin sonikasyon islemi uygulandi. Sonikasyon islemi ile bagarili sonuglar elde

edildigi goriildii. Yiiklenemeyen etken maddenin vial ¢eperlerinde biriktigi gézlendi.

Nanotasiyicilarin optimizasyonu amaciyla basamak basamak yapilan ¢alismalar
kapsaminda elde edilen ortalama partikiil boyutu ve polidispersite indeksi (PDI) degerleri

asagida ilgili tablolarda sirastyla verilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda PAMAM igeren 0,1 mg adapalen ile hazirlanan ve 10
Watt (OP 1) giicte 1 dakika siire ile sonikasyon PAMAM dendrimer nanotasiyicilarinin
partikiil boyutu ve dagilimi bulgular1 Tablo 4.15°te verilmistir.
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Tablo 4-15: Farkh oranlarda PAMAM ve 0,1 mg adapalen ile hazirlanan PAMAM
dendrimer nanotasiyicilarimin partikiil boyutu ve dagihimi (Sonikasyon: OP 1, 1

dk) (n=3)
Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu (nm) PDI
PMM 0.05 528+109 0,42+0,07
PMM 0.1 706307 0,44+0,1
PMM 0.2 2796+214 0,27+0,16

Hazirlanan nanotasiyicilarin ortalama partikiil boyutu ve PDI degerleri yiiksek
bulundugu igin, secilen konsantrasyonda PAMAM i¢eren formiilasyonlarda sonikasyon
giicli sabit tutularak sonikasyon siiresinin arttirilmasina karar verildi. Bu amagla yapilan

calismalara ait sonuclar Tablo 4.16’da verilmistir.

Tablo 4-16: Farkh siirelerde OP 1°de sonikasyon islemi uygulanarak hazirlanan adapalen
yiiklii PAMAM dendrimer nanotasiyicilarimin partikiil boyutu ve dagilimi (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu (nm) PDI

PMM 0.1 706307 0,44+0,1
PMM 0.1-3d 434+188 0,36+0,12
PMM 0.1-6d 391+26 0,27+0,05

Sonikasyon siiresi sabit tutularak, sonikasyon giicli arttirildiginda elde edilen

bulgular Tablo 4.17’de verilmistir.
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Tablo 4-17: Farkh siddette sonikasyon islemi ile hazirlanan adapalen yiikli PAMAM
dendrimer nanotasiyicilarimin partikiil boyutu ve dagilimi (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu (nm) PDI
PMM 0.1 706+307 0,44+0,1
PMM 0.1-G2 682+34 0,39+0,08
PMM 0.1-G3" - -

*Bu formiilasyon sonikasyon siddeti fazla geldigi i¢in kopiirdii.

Sonikasyon giiciiniin arttirilmasi ile daha kabul edilebilir partikiil boyutu ve
dagilim1 degerleri elde edildigi i¢in, daha yiiksek seviyede belirlenen 25 Watt sonikasyon
giici (OP 2) sabit tutularak, bu gii¢ seviyesinde farkli siirelerle sonikasyon

uygulanmasiyla elde edilen bulgular Tablo 4.18’de verilmistir.

Tablo 4-18: Farkh siirelerde OP 2’de sonikasyon uygulanarak hazirlanan adapalen yiiklii
PAMAM dendrimer nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilimi (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu (nm) PDI

PMM 0.1-G2 682434 0,39+0,08
PMM 0.1-G2-2d 499+163 0,34+0,08
PMM 0.1-G2-3d 411£27 0,29+0,09

PMM 0.1-G2-6d*

36848 0,27+0,01
(PMM 0.1-S)

# Kodlamada kisaltmaya gitmek igin bu ve sonraki formiilasyonlarda G2-6d, S olarak ifade edilmistir.

PMM 0.1-S kodlu formiilasyonda yapilan HPLC analizleri sonucunda yiiklenen adapalen miktar1 48,4+2,6 pg/ml
olarak saptandi.

llerleyen calismalarda farkli dispersiyon ortamlarinda %0,1 konsantrasyonda
PAMAM ve 0,1 mg adapalen ile hazirlanan PAMAM nanotastyicilarinin partikiil boyutu

ve dagilimi degerleri Tablo 4.19°da verilmistir.



Tablo 4-19: Farkh dispersiyon ortamlarinda %0,1 PAMAM ve 0,1 mg adapalen ile
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hazirlanan PAMAM dendrimer nanotasiyicilarimin partikiil boyutu ve dagihimi

(n=3)
Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu (nm) PDI
PMM 0.1-S 368+8 0,27+0,01
PMM 0.1-S-1Gliserin 578+67 0,41+0,10
PMM 0.1-S-1PEG 319+40 0,12+0,09
PMM 0.1-S-1PGDA 603221 0,54+0,11
PMM 0.1-S-1BA 567+71 0,36+0,17

Sonikasyon prosediiriiniin  optimizasyonu saglandiktan

sonra, PAMAM

dendrimer nanotasiyicilarinda kullanilan PAMAM konsantrasyonunun partikiil boyutu ve

dagilimma etkisinin tekrar degerlendirilmesi amaciyla, farkli konsantrasyonlarda

PAMAM ve adapalen (0,1 mg) ile hazirlanan, optimize edilen sonikasyon prosediirii (OP

2, 3+3 dk) uygulanan nanotasiyicilarin partikiil boyutu ve dagilimi degerleri Tablo

4.20’de verilmistir.

Tablo 4-20: Farkh oranlarda PAMAM iceren adapalen yiikli PAMAM dendrimer
nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilim (Sonikasyon: OP 2, 3+3 dk) (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu (nm) PDI

PMM 0.1-S 368+8 0,27+0,01
PMM 0.05-S 315458 0,28+0,05
PMM 0.02-S 265+19 0,27+0,04
PMM 0.01-S 227+12 0,20+0,04
PMM 0.004-S 223+10 0,26+0,02
PMM 0.002-S 391467 0,47+0,05

ADA/PMM mol oranlart; PMM 0.1-S, PMM 0.05-S, PMM 0.02-S, PMM 0.01-S, PMM 0.004-S ve PMM 0.002-S

kodlu formiilasyonlar i¢in sirastyla 0,7; 1,3; 3,3; 6,6; 16,4 ve 32,9.
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Formiilasyondaki PAMAM konsantrasyonuna bagli ortalama partikiil boyutu ve
PDI degerleri saptandiktan sonra caligmalarin devaminda kullanmak iizere PAMAM

konsantrasyon aralig1 daraltildi.

Elde edilen partikiil boyutu ve dagilimi ile kullanilan adapalen/ PAMAM mol
oranlar1 dikkate alinarak Oncelikle 3,3 mol orani ile hazirlanan, PMM 0.02-S kodlu
formiilasyon baz alinarak kullanilan %0,02 PAMAM konsantrasyonu sabit tutuldu ve
formiilasyona ilave edilen adapelen miktar1 kademeli olarak arttirildi. Bu

nanotastyicilarin partikiil boyutu ve dagilimi degerleri Tablo 4.21°de verilmistir.

Tablo 4-21: Farkh miktarlarda adapalen ve %60,02 PAMAM ile hazirlanan PAMAM
dendrimer nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilimi (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu (nm) PDI

PMM 0.02-S 265£19 0,27+0,04
PMM 0.02-S-A5 349465 0,29+0,10
PMM 0.02-S-A10 365+16 0,36+0,06

ADA/PMM mol oranlari; PMM 0.02-S, PMM 0.02-S-A5 ve PMM 0.02-S-A10 kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla 3,3;
16,4 ve 32,9.

Adapalen miktarindaki artiga bagli olarak artan mol oranlar1 (Tablo 4.21) ile
birlikte formiilasyonlarda ortalama partikiil boyutu ve PDI degerleri artis gosterince;
calismalarin devaminda PMM 0.02-S-A5 kodlu formiilasyon baz alinarak
ADA/PAMAM mol oranini diisiirmek {izere PAMAM oraninin arttirilmasi sonucu
hazirlanan nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilimi degerleri Tablo 4.22°de

verilmistir.
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Tablo 4-22: Farkh oranlarda PAMAM ve 0,5 mg adapalen ile hazirlanan PAMAM
dendrimer nanotasiyicilarimin partikiil boyutu ve dagilhim

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu (nm) PDI
PMM 0.02-S-A5 349+65 0,29+0,10
PMM 0.05-S-A5 284+42 0,27+0,09

ADA/PMM mol oranlari; PMM 0.02-S-A5 ve PMM 0.05-S-A5 kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla 16,4 ve 6,6.

Stabilizan olarak PEG 400’iin formiilasyon iizerindeki etkisinin daha kapsamli
incelenmesi amaciyla yapilan c¢alismalarda; segilen konsantrasyonda PAMAM (%0,5)
igeren, ayn1 miktarda adapalen ve dispersiyon ortaminda farkli oranlarda PEG 400 ile
hazirlanan nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilimi1 degerleri Tablo 4.23°te

verilmigtir.

Tablo4-23: Farkh oranlarda kullanilan formiilasyon bilesenleri ile 960,05 PAMAM iceren
PAMAM dendrimer nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilimi (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu (nm) PDI

PMM 0.05-S-A5 284+42 0,27+0,09
PMM 0.05-S-A5-1PEG 255+22 0,21+0,03
PMM 0.05-S-A5-3PEG 276+9 0,22+0,04
PMM 0.05-S-A5-5PEG 284+9 0,19+0,03
PMM 0.05-S-A7.5 299425 0,24+0,05
PMM 0.05-S-A7.5-1PEG 277+17 0,21+0,02
PMM 0.05-S-A7.5-5PEG 296+13 0,23+0,03
PMM 0.05-S-A10-1PEG 285+8 0,25+0,05
PMM 0.05-S-A10-5PEG 325+10 0,26+0,02

PMM 0.05-S-A10-10PEG 404+33 0,25+0,03
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PAMAM konsantrasyonu (%0,05 ve %0,07) sabit tutularak formiilasyona ilave
edilen adapelen miktar1 kademeli olarak arttirildiginda; PAMAM  dendrimer
nanotastyicilariin partikiil boyutu ve dagilimi bulgular sirasiyla Tablo 4.24 ve Tablo

4.25’te verilmistir.

Tablo 4-24: Farkh miktarlarda adapalen ve %0,05 PAMAM ile hazirlanan PAMAM
dendrimer nanotasiyicilarimin partikiil boyutu ve dagilimi (n=3)

Ortalama partikiil boyutu

Formiilasyon kodu PDI
(hm)

PMM 0.05-S-A5-1PEG 255422 0,21+0,03

PMM 0.05-S-A7.5-1PEG 277+17 0,21+0,02

PMM 0.05-S-A10-1PEG 285+8 0,2540,05

ADA/PMM mol oranlart; PMM 0.05-S-A5, PMM 0.05-S-A7.5 ve PMM 0.05-S-A10 kodlu formiilasyonlar i¢in
sirastyla 6,6; 9,9 ve 13,2.

Tablo 4-25: Farkh miktarlarda adapalen ve %60,07 PAMAM ile hazirlanan PAMAM
dendrimer nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilimi (n=3)

Ortalama partikiil boyutu

Formiilasyon kodu PDI
(hm)

PMM 0.07-S-A5-1PEG 269+5 0,17+0,02

PMM 0.07-S-A7.5-1PEG 272+14 0,18+0,03

PMM 0.07-S-A10-1PEG 294433 0,22+0,05

ADA/PMM mol oranlar;; PMM 0.07-S-A5, PMM 0.07-S-A7.5 ve PMM 0.07-S-A10 kodlu formiilasyonlar igin
sirasiyla 4,7; 7 ve 9,4.

Optimizasyon ¢aligmalar1  sirasinda  hazirlama asamasinda  kullanilan
MetOH/THF oraninin elde edilen nanotasiyicilarin partikiil boyutu ve dagilimim
etkiledigi fark edildi. Se¢ilen nanotasiyicilarda farkli oranlarda MetOH/THF bir araya
getirildigi zaman elde edilen partikiil boyutu ve dagilimi1 bulgular1 sirasiyla Tablo 4.26-
Tablo 4.28°de verilmistir.
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Tablo 4-26: Farkh c¢oziicii oranlar1 kullamlarak 960,05 PAMAM ve 0,75 mg adapalen ile
hazirlanan PAMAM dendrimer nanotasiyicilarimin partikiil boyutu ve dagihimi

(n=3)
MetOH THF Ortalama partikiil
Formiilasyon kodu PDI
|) (D) boyutu (nm)
PMM 0.05-S-A7.5-1PEG 800 200 277+17 0,21+0,02
PMM 0.05-S-A7.5-1:1-1PEG 500 500 325+69 0,33+0,09

MetOH/THF oran1 disiiriildiigiinde, nanotasiyicilarin ortalama partikiil boyut ve
PDI degerlerinde artis oldugu saptandi. Bu sebeple sonraki caligmalarda adapalenin

THEF te ¢oziiniirliigii dikkate alinarak, bu oran miimkiin oldugunca yiiksek tutuldu.

Tablo 4-27: Farkh ¢oziicii oranlar: kullanilarak %0,05 PAMAM ve 1 mg adapalen ile
hazirlanan PAMAM dendrimer nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilim

(n=3)
MetOH THF  Ortalama partikiil
Formiilasyon kodu PDI
m)  (uD) boyutu (nm)
PMM 0.05-S-A10-1PEG 600 400 28548 0,25+0,05
PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG 750 250 256+12 0,19+0,01

Tablo 4-28: Farkh ¢oziicii oranlar1 kullamlarak %0,07 PAMAM ve 1 mg adapalen ile
hazirlanan PAMAM dendrimer nanotasiyicilarimin partikiil boyutu ve dagihim

(n=3)
Ortalama
MetOH  THF
Formiilasyon kodu partikiil boyutu PDI
(ul) (ul)
(nm)
PMM 0.07-S-A10-1PEG 600 400 294433 0,22+0,05

PMM 0.07-S-A10-3:1-1PEG 750 250 245+13 0,20+0,03
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PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG kodlu adapalen yiikli PAMAM dendrimer
nanotastyicilarina ait partikiil boyutu dagilim grafigi Sekil 4.7°de gosterilmektedir.
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Sekil 4-7: PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG kodlu adapalen yiiklii PAMAM dendrimerlere ait
partikiil boyutu dagilim grafigi

4.5. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarimin  Stabilite
Calhismalarina ait Bulgular

Optimizasyon ¢aligsmalar1 sonuglarina gore uygun bulunarak segilen adapelen
yikli PAMAM dendrimer nanotastyicilarinin 5+3°C’de 6 hafta siire ile takip edilen
partikiil boyutu ve dagilimina ait stabilite bulgulari, Tablo 4.29-Tablo 4.32°de verilmistir.
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Tablo 4-29: PAMAM (%0,02) ve farkh miktarlarda adapelen ile hazirlanarak 5+3 °C’de 6
hafta siire ile takip edilen PAMAM dendrimer nanotasiyicilarinin partikiil

boyutu ve dagilimi (n=3)

Ortalama
Formiilasyon kodu Zaman partikiil boyutu PDI
(nm)

PMM 0.02-S 0. hafta 265+19 0,27+0,04
2. hafta 269+21 0,23+0,05
4. hafta 278+60 0,23+0,06
6. hafta 283+6 0,20+0,01

PMM 0.02-S-A5 0. hafta 349+65 0,29+0,10
2. hafta 398+101 0,29+0,10
4. hafta 4444134 0,27+0,08
6. hafta 4834299 0,34+0,15

PMM 0.02-S-A10 0. hafta 365+16 0,36+0,06
2. hafta 746+£109 0,31+0,10
4. hafta 813+128 0,25+0,09
6. hafta -* -*

ADA/PMM mol oranlari; PMM 0.02-S, PMM 0.02-S-A5 ve PMM 0.02-S-A10 kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla 3,3;

16,4 ve 32,9. *Bu dl¢limler yapilamamustir.



Tablo 4-30: PAMAM (%0,05), adapalen (0,5 mg) ve farkl oranlarda PEG 400 ile
hazirlanarak 5+3 °C’de 6 hafta siire ile takip edilen PAMAM dendrimer

nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilimi (n=3)
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Ortalama
Formiilasyon kodu Zaman partikiil boyutu PDI
(nm)
0. hafta 284442 0,27+0,09
2. hafta 283426 0,26:0,09
PMM 0.05-S-A5
4. hafta 278+44 0,23+0,05
6. hafta 280+73 0,22+0,04
0. hafta 255422 0,21+0,03
2. hafta 254+18 0,19+0,03
PMM 0.05-S-A5-1PEG
4. hafta 267+18 0,23+0,06
6. hafta 26949 0,19+0,03
0. hafta 276+9 0,224+0,04
2. hafta 272411 0,20+0,03
PMM 0.05-S-A5-3PEG
4. hafta 271423 0,19+0,04
6. hafta 270+3 0,19+0,04
0. hafta 284+9 0,19+0,03
2. hafta 318+22 0,22+0,05
PMM 0.05-S-A5-5PEG
4. hafta 294423 0,27+0,06
6. hafta 355448 0,31+0,19

Formiilasyonlarda ADA/PMM mol orani: 6,6.
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Tablo 4-31: PAMAM (%0,05), farkli miktarda adapalen (0,75 ve 1 mg) ve PEG 400 ile
hazirlanarak 5+3 °C’de 6 hafta siire ile takip edilen PAMAM dendrimer
nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilim (n=3)

Ortalama
Formiilasyon kodu Zaman PDI
partikiil boyutu (nm)

0. hafta 277+17 0,21£0,02

2. hafta 277+34 0,19+0,02
PMM 0.05-S-A7.5-1PEG

4. hafta 279458 0,19+0,05

6. hafta 289437 0,20+0,04

0. hafta 325+69 0,33+0,09

2. hafta 437+174 0,41£0,10
PMM 0.05-S-A7.5-1:1-1PEG

4, hafta -* -*

6. hafta -* -*

0. hafta 296+13 0,23+0,03

2. hafta 371494 0,49+0,28
PMM 0.05-S-A7.5-5PEG

4, hafta -* -*

6. hafta -* -*

0. hafta 285+8 0,25+0,05

2. hafta 29445 0,26+0,06
PMM 0.05-S-A10-1PEG

4. hafta 290+10 0,22+0,05

6. hafta 295+7 0,21+0,03

0. hafta 256+12 0,19+0,01

2. hafta 277424 0,200,03
PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG

4. hafta 27115 0,19+0,02

6. hafta 26742 0,19+0,03

0. hafta 325£10 0,260,02

2. hafta 1261£256 0,78+0,31
PMM 0.05-S-A10-5PEG

4, hafta -* -*

6. hafta -* -*

0. hafta 404433 0,25+0,03

2. hafta 23504459 0,63+0,45
PMM 0.05-S-A10-10PEG

4, hafta -* -*

6. hafta -* -*

ADA/PMM mol oranlari; PMM 0.05-S-A7.5 ve PMM 0.05-S-A10 kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla 9,9 ve 13,2. *Bu

Ol¢timler yapilmamustir.



Tablo 4-32: PAMAM (%0,07), PEG 400 (%]1) ve farkh oranlarda adapalen ile
hazirlanarak 5+3 °C’de 6 hafta siire ile takip edilen PAMAM dendrimer
nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilim (n=3)
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Ortalama
Formiilasyon kodu Zaman partikiil boyutu PDI
(nm)

PMM 0.07-S-A5-1PEG 0. hafta 269+5 0,17+0,02
2. hafta 27342 0,19+0,01
4. hafta 270,6+7 0,19+0,02
6. hafta 277+5 0,19+0,01

PMM 0.07-S-A7.5-1PEG 0. hafta 272+14 0,18+0,03
2. hafta 275+7 0,19+0,03
4. hafta 256+5 0,18+0,01
6. hafta 2797 0,18+0,02

PMM 0.07-S-A10-1PEG 0. hafta 294+33 0,22+0,05
2. hafta 278+32 0,21+0,03
4. hafta 278+17 0,18+0,02
6. hafta 287421 0,19+0,02

PMM 0.07-S-A10-3:1-1PEG 0. hafta 245+13 0,20+0,03
2. hafta 278+2 0,29+0,01
4. hafta 259+14 0,25+0,02
6. hafta 267+19 0,23+0,03

ADA/PMM mol oranlar;; PMM 0.07-S-A5, PMM 0.07-S-A7.5 ve PMM 0.07-S-A10 kodlu formiilasyonlar igin

sirasiyla 4,7; 7 ve 9,4.

Kabul edilebilir partikiil boyutu ve PDI degerlerinin elde edilmesi ile segilen

nanotagtyicilarda etken madde miktar tayini ¢caligmasi yapilarak geri kazanilan adapalen

miktarlari belirlendi. Stabilite calismalar1 kapsaminda segilen bu formiilasyonlarda altinci



141

haftada adapalenin geri kazanim calismasi tekrarlandi. Geri kazanilan adapelen miktarlari

Tablo 4.33 ve Tablo 4.34’te sirastyla verilmistir.

Tablo 4-33: 90,05 PAMAM ve 0,5-1 mg adapalen ile hazirlanan PAMAM dendrimer
nanotasiyicilarindan geri kazanilan adapalen miktarlari (n=3)

Formiilasyon kodu ADA (pg/ml)

0. hafta 6. hafta
PMM 0.05-S-A5-1PEG 159,5+21,1 149,9+22.2
PMM 0.05-S-A7.5-1PEG 190,0+22,3 188,9+£32,5
PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG 283,3+29.9 284,1+42.1

Tablo 4-34: 90,07 PAMAM ve 0,5-1 mg adapalen ile hazirlanan PAMAM dendrimer
nanotasiyicillarindan geri kazanilan adapalen miktarlar: (n=3)

Formiilasyon kodu ADA (ng/ml)

0. hafta 6. hafta
PMM 0.07-S-A5-1PEG 183,4+23,2 175,1+£29.,8
PMM 0.07-S-A7.5-1PEG 218,8+£38.,9 208,7+£36,8
PMM 0.07-S-A10-3:1-1PEG 278,5+17,1 273,1+45,9

4.6. Secilen  Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarinin
Karakterizasyon Calismalarina Ait Bulgular

Hazirlanan naanotasiyicilar arasindan partikiil boyutu ve dagilimi sonuglarina
gore ve adapalen/PAMAM mol oranlar1 da dikkate alinarak secilen adapalen yiiklii
PAMAM dendrimer nanotasiyicilarinin karakterizasyon caligmalari kapsaminda FTIR
analizleri gergeklestirildi. Ayrica zeta potansiyel, yiikleme orani, yiikleme etkinligi ile

yap1 ve morfoloji karakterizasyonu yapildi.
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4.6.1. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarin FTIR Spektroskopisi
ile Analiz Bulgular

Yontem 3.2.7.1°de belirtildigi gibi gerceklestirilen caligmalar ile elde edilen
adapalene ait FT-IR spektrumu Sekil 4.8’de ve G2 PAMAM-NH>’ye ait FT-IR spektrumu
Sekil 4.9°da gosterilmektedir.

1629.3¢40m1, 78.ATHT
2842 00cm 1, T8.63%T

T

6773 0m1, 71.39%T

8040401, 44.37%T

4000 3500 3000 2500 cm'! 2000 1500 1000 650

Sekil 4-8: Adapalenin IR spektrumu

1686 cm ’de adapalene ait COOH fonksiyonel grubundan kaynaklanan giiclii
karbonil bandi; 2899 ve 2848 cm !’de adamantan grubundan kaynakli giiclii pikler

goriilmektedir.

89
86

[ ‘

2971 43em, 85.04%T

1638 61om-1, 81 345 1954 73om-, 823147 |
1050 34cm-1, 8251%T

4000 3500 3000 2500 cm! 2000 1500 1000 650

%T

ekil 4-9: G2 PAMAM-NH>’nin IR spektrumu
p
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Dendrimerin karakteristik pikleri: 1638 cm™’de amit I band1: amit gruplarindan
kaynaklanan karbonil (C=0) gerilme (stretching), 1554 cm '’de amit II bandi: N-C
gerilme (streching) ve N-H egilme (bending) titresimleri; ayrica 2901, 2971, 3074, 3280

bantlar1 goriilmektedir.

PAMAM dendrimer ve adapalen arasindaki etkilesimi gostermek amaciyla
yapilan FTIR analizi ile elde edilen bulgular asagida sirayla verilmistir (Sekil 4.10-Sekil
4.13).

1141 737 21857

%T

1,85.02%T
§11.5786.348%7

2850 458 03%7)

2903 56cm+1, 83.71%T

TT0om 1, 83.07%T

§2 ——
4000 3500 3000 2500  em! 2000 1500 1235 1000 650

Sekil 4-10: Adapalenin PAMAM dendrimer kompleksinin IR spektrumu
PMM 0.05-S-AS kodlu formiilasyona ait FTIR karakterizasyonu
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w — PMM0.05-8
— PMM 0.05-5-A5

%T

1641.33cm-1, 85,259
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2903.56cm1, 43.71%T
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Sekil 4-11: Farkh miktarda adapalen yiiklenen PAMAM dendrimer komplekslerinin IR

spektrumu

Ustteki 100 pg adapalen ile hazirlanan PMM 0.05-S kodlu formiilasyon ve alttaki 500 pg adapalen ile hazirlanan PMM

0.05-S-A5 kodlu formiilasyon

%

fl, 85.25%T
g 3278 750m-1, 86 35%T
8.1 i

3278.07cm1, 8¢ 21%T

2903 S6eme1, 83 71%T

154556, 366%T
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G 1 — PMM0.05S
8]  — PMM0.05-S-AS
5 —— Adapalen
&
4000 3500 3000 2500 om’! 2000 1500 1235 1000 ggp 650

Sekil 4-12: Farkh miktarda adapalen yiiklenen PAMAM dendrimer kompleksleri ile

beraber adapalenin karsilastirmah IR spektrumu

Ustteki 100 pg adapalen ile hazirlanan PMM 0.05-S kodlu formiilasyon ve ortadaki 500 pg adapalen ile hazirlanan

PMM 0.05-S-A5 kodlu formiilasyon ve en alttaki adapalen
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Sekil 4-13: PMM 0.05-S-A5 kodlu dendrimer kompleksi, adapalen ve PAMAM
dendrimere ait (sirasiyla yukaridan asagiya dogru) karsilastirmali IR spektrumu

Yapilan FTIR analizlerinde komplekslerde adapalene ait karbonil bandinin (1686)
kayboldugu (1686’dan 1640’a kayma), serbest adapalen kristallerinin bulunmadigi

saptandi.

4.6.2. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarina ait Zeta Potansiyel
Bulgular:

Segilen adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanotasiyicilart ile Yontem
3.2.7.2°de belirtildigi gibi gergeklestirilen ¢alismalar ile elde edilen ait zeta potansiyel

sonuglar1 Tablo 4.35°te verilmistir.
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Tablo 4-35: Secilen adapalen yiiklii PAMAM dendrimer nanotasiyicilarina ait zeta
potansiyel sonug¢lar: (n=3)

Formiilasyon kodu Zeta potansiyel (mV)
C-PMM (0.05) 25,4420
PMM 0.05-S 24,4+6,4
PMM 0.05-S-A5 20,242,6
PMM 0.05-S-A7.5 18,5+4,9
PMM 0.05-S-A7.5-1PEG 20,34+2,2
PMM 0.05-S-A10-3:1 18,443,5
PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG 19,043,1
PMM 0.07-S-A10-3:1 29,7+2,5
PMM 0.07-S-A10-3:1-1PEG 27,6+2,3

4.6.3. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarinda Yiikleme Bulgular:
Yontem 3.2.7.3’te anlatildig1 gibi calisilarak ve 3.3 ve 3.4 nolu denklemler
kullanilarak adapalen yiiklii PAMAM dendrimer nanotasiyicilara ait ylikleme orani ve

yiikleme etkinligi bulgular1 Tablo 4.36’da verilmistir.

Ultrafiltrasyon isleminin ardindan filtratta ihmal edilecek derecede diisiik bulunan
adapalen miktarlar1 ile yiiklemenin %99,99 oraninda gerceklestigi belirlendigi igin;
yiikleme orani1 ve yiikleme etkinligi degerleri dogrudan nanotastyicilarda bulunan toplam

“geri kazanilan” adapalen miktar lizerinden hesaplanmuistir.
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Tablo 4-36: Adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanotasiyicilarina ait yiikleme oram ve
yiikleme etkinligi bulgular1 (n=3)

Formiilasyon kodu Yiikleme oram (%) Yiikleme etkinligi (%)
PMM 0.05-S-A5-1PEG 24,9+1,5 42,7+ 3,5
PMM 0.05-S-A7.5-1PEG 28,6+£2,9 34,5+4,9
PMM 0.05-S-A10-1PEG 32,5+1,5 31,1£2,1
PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG 34,3+1,0 33,7£1,6
PMM 0.07-S-A5-1PEG 24,5421 50,4+£5,6
PMM 0.07-S-A7.5-1PEG 25,1£2.9 34,8+5,3
PMM 0.07-S-A10-1PEG 20,2+0,6 19,6+0,8
PMM 0.07-S-A10-3:1-1PEG 30,2+0,5 33,4+0,9

4.6.4. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicllarin TEM Analizi
Bulgular:

Yontem 3.2.7.4’te bahsedilen TEM analizleri sonucunda elde edilen PMM 0.05-
S-A10-3:1-1PEG kodlu adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanotasiyicilarin TEM

gorintiileri Sekil 4.14°te gosterilmektedir.
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Sekil 4-14: PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG kodlu adapalen yiiklii PAMAM dendrimer
nanotasiyicilaria ait TEM (JEM-1011) goriintiileri

4.7. Adapalenin Dendron Temelli Misel Nanotasiyicillarinin Hazirlanmasi ve
Optimizasyon Calismalarina Ait Bulgular

Adapalenin dendron temelli misel nanotasiyicilarinin hazirlanmasinda etken
maddenin yiiklenmesi i¢in ultrasonik banyoda sonikasyon, film olusturma ve kosolvan
evaporasyon teknikleri denendi. Hazirlanan misellerin partikiil boyutu ve dagilimi
Olctimleri gerceklestirildi, secilen formiilasyonlarda geri kazanilan etken madde

miktarlar1 saptandi.

4.7.1. Ultrasonik Banyoda Hazirlanan Adapalen Yiikli Dendron Temelli Misel
Formiilasyonlarina Ait Bulgular

Yontem 3.2.8.1°de anlatildig1 sekilde uygulanan yontem ile elde edilen dendron
temelli misel nanotastyicilarinin boyut Sl¢limlerde basarili sonuglar elde edilemedi

(ortalama partikiil boyutu: 692,44+229,3; PDI: 0,72+0,14).

4.7.2. ince Film Hidrasyon Yontemi ile Hazirlanan Adapalen Yiikli Dendron
Temelli Misel Nanotasiyicilarina Ait Bulgular

Yontem 3.2.8.2°de anlatildig1 gibi calisilarak elde edilen DMc 0.7 A35 FH.C
kodlu nanotasiyici ile, yontem 3.2.8.3’te anlatildig1 gibi calisilarak elde edilen DMc 0.7
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A35 C kodlu nanotasiyiciya ait PDI degerleri ve geri kazanilan adapalen miktarlar1 Tablo
4.37’de verilmistir.

Tablo 4-37: iki farkh yonteme gére hazirlanan dendron temelli misel nanotastyicilarinin
partikiil boyutu ve dagilimi ile geri kazamlan ADA miktar1 (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu PDI ADA
(nm) (ng/ml)

DMc 0.7 A35 FH.C 97,12+12,7 0,29+0,04 0,9+0,3

DMc 0.7 A35C 192,8+11,3 0,19+0,02 7,3+£3,2

4.7.3. Ko-solvan Evaporasyon Yontemi ile Hazirlanan Adapalen Yiikli Dendron
Temelli Misel Nanotasiyicilarina Ait Bulgular

Adapalenin dendron temelli misel nanotastyicilarinin hazirlanmasi  ve
optimizasyonu amaciyla basamak basamak yapilan ¢alismalar kapsaminda elde edilen
ortalama partikiil boyutu ve polidispersite indeksi (PDI) degerleri asagidaki tablolarda
sirastyla verilmistir (Tablo 4.38-4.42).

Tablo 4-38: Farkh oranlarda PDC ve 35 png adapalen ile hazirlanan dendron temelli misel
nanotasiyicillarinin partikiil boyutu ve dagilimi ile geri kazanilan ADA miktari

(n=3)
Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu PDI ADA
(nm) (ng/ml)
DMc 0.5A35C 168,1+15,7 0,28+0,05 2,9+1,3

DMc 0.7 A35C 192,8+11,3 0,19+0,02 7,3£3,2
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Tablo 4-39: Farkh miktarlarda adapalen ve 0,7 mg PDC ile hazirlanan dendron temelli
misel nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilim ile geri kazanilan ADA
miktar1 (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu PDI ADA
(nm) (ng/ml)

DMc 0.7 A35C 192,8+11,3 0,19+0,02 7,3+3,2

DMc 0.7 A80 C 218,4+14,2 0,26+0,01 11,0+4,9

Tablo 4-40: Farkh oranlarda PDC ve 80 ng adapalen ile hazirlanan dendron temelli misel
nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilimi ile geri kazanilan ADA miktar:

(n=3)
Formiilasyon kodu Ortalama IZ;“r;gkﬁl boyutu PDI (;ﬁ\g[/)l'rbl\l)
DMc 0.7 A80 C 218,4+14,2 0,26+0,01 11,0+4,9
DMc 1 A80C 231,5+14,2 0,34+0,01 23,2458
DMc 1.5 A80C 194,9+22.8 0,43+0,05 26,8+8,6
DMc 3 A80 C* 185,9+23,6 0,21+0,03 19,5+2,7

* DMc 3 A8 C kodlu misel formiilasyonunda hazirlama esnasinda santrifiij edilmeden sulu fazda ¢6kme gézlemlendi.

Tablo 4-41: Dispersiyon ortamina ilave edilen %1 (a/h) PEG 400’iin etkisinin incelendigi
dendron temelli misel nanotasiyicilarin partikiil boyutu ve dagilimi ile geri
kazanilan ADA miktari (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu PDI ADA
(nm) (ng/ml)
DMc 0.7 A80 C 218,4+14,2 0,26+0,01 11,0+4,9
DMc 0.7 A80 1PEG C 187,0+5,8 0,21+0,01 12,5+3,1
DMc 1 A80C 231,5+14,2 0,34+0,01 23,2458

DMc 1 A80 1PEG C 181,2+10,6 0,23+0,01 27,8+4,7
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Tablo 4-42: Segilen oranlarda PDC ile ve dispersiyon ortamina farkh oranlarda PEG 400
ilave edilerek hazirlanan dendron temelli misel nanotasiyicilarinin partikiil
boyutu ve dagilimi (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu (nm) PDI

DMc 0.7 A80 363,1+19,2 0,46+0,07
DMc 0.7 A80 1PEG 345,4+33,3 0,37+0,04
DMc 1 A80 393,7+53,9 0,51+0,07
DMc 1 A80 1PEG 360,4+31,7 0,36+0,10
DMc 1 A80 5PEG 294,5+36,4 0,35+0,07

Bu formiilasyonlarda hazirlama sonrasinda santrifiij islemi uygulanmamustir.

4.7.3.1. Sonikasyon Uygulamas1 ile Hazirlanan Dendron Temelli Misel
Nanotasiyicilarina Ait Bulgular:

Adapalen yiiklii dendron temelli misel nanotastyicilar1 hazirlanirken organik
¢oziicii ortamdan uzaklastirilmadan yapilan sonikasyon uygulamasi ile etkili sonug

alinamadi.

Misel formiilasyonlar1 hazirlandiktan sonra en son asamada yontem 3.2.8.4’te
“Organik faz tamamen ugurulduktan sonra sonikasyon uygulamasi” basligi altinda
anlatildig1 sekilde yapilan sonikasyon isleminin boyut agisindan dendron temelli misel

nanotastyicilari lizerindeki etkisini gosteren sonuglar Tablo 4.43’te verilmistir.

Sonikasyonun hazirlama prosediiriine dahil edilmesiyle birlikte optimizasyon
calismalarinda son asamada; secilen oranda PDC igeren ve ilave edilen adapalen
miktarinin kademeli olarak arttirildigi dendron temelli misel nanotasiyicilarinin partikiil
boyutu ve dagilimi degerleri ile segilen formiilasyonlarda ayrica miktar tayini

analizleriyle belirlenen geri kazanilan etken madde miktarlar1 ilgili tablolarda

gosterilmektedir (Tablo 4.44-Tablo 4.46).
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Tablo 4-43: Hazirlama sonrasinda uygulanan sonikasyon isleminin etkisinin incelendigi
dendron temelli misel nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilimi (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu (nm) PDI

DMc 0.7 A80 1PEG 345,4+33,3 0,37+0,04
DMc 0.7 A80 1PEG S 289,1+20,6 0,25+0,04
DMc 1 A80 1PEG 360,4+31,7 0,36+0,10
DMc 1 A80 1PEG S 301,0+29,5 0,22+0,04
DMc 1 A80 5PEG 294,5+36,4 0,35+0,07
DMc 1 A80 5PEG S 261,2+£26,4 0,22+0,07
DMc 1 A80 393,7+£53,9 0,51+0,07
DMc 1 A80S 313+41,2 0,27+0,05
BosMisel-1PEG 160,4+4,6 0,23+0,01
BosMisel-1PEG S 252,4+29,1 0,40+0,04

Tablo 4-44: Farkh oranlarda PDC ve %1 (a/h) PEG 400 ile hazirlanan ve sonikasyon
uygulanan dendron temelli misel nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilim
ile geri kazanilan ADA miktar:1 (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu PDI ADA
(nm) (ng/ml)
DMc 0.7 A80 1PEG S 296,1+27,6 0,25+0,04 53,4+3,1

DMc 1 A80 1PEG S 301,0£29,5 0,22+0,04 62,3123




Tablo 4-45: Farkh oranlarda PEG 400 ilave edilen ve sonikasyon islemi uygulanan
dendron temelli misel nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilimu ile geri
kazamilan ADA miktar1 (n=3)
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Ortalama partikiil boyutu ADA
Formiilasyon kodu PDI
(nm) (ng/ml)
DMc 1 A80 1PEG S 301,0+29,5 0,22+0,04 62,3+2,3
DMc 1 A80 5PEG S 261,2+26,4 0,22+0,07 65,5+3,2

Tablo 4-46: Farkh miktarlarda adapalen yiiklenen hazirlama sonrasinda sonikasyon

uygulanan dendron temelli misel nanotasiyicilarinin partikiil boyutu ve dagilim

ile geri kazanillan ADA miktar1 (n=3)

Formiilasyon kodu Ortalama partikiil boyutu PDI ADA
(nm) (ng/ml)
DMc 1 A80 1PEG S 301,0429,5 0,22+0,04 62,3423
DMc 1 A200 1PEG S 306,2+43.8 0,21%0,03 156,4+11,1
DMc 1 A500 1PEG S 297,1+£21,3 0,19+0,02 394,3+7,6
DMc 1 A1000 1PEG S 294,4+21,7 0,19+0,03 757,3+53,1

DMc A500 1PEG S kodlu dendron temelli misel nanotasiyicilarina ait partikiil

boyutu dagilim grafigi Sekil 4.15°te gosterilmektedir.
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Sekil 4-15: DMc A500 1PEG S kodlu dendron temelli misellere ait partikiil boyutu dagilim
grafigi

4.8. Adapalen Yiikli Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarmmin Stabilite
Calhismalarina ait Bulgular

Optimizasyon c¢aligmalar1 kapsaminda; partikiil boyutu ve dagilimi sonuglarina
gore uygun bulunarak segilen adapelen yiiklii dendron temelli misel nanotasiyicilarinin
543 °C’de takip edilen partikiil boyutu ve dagilimina ait stabilite bulgular1 Tablo 4.47 ve
Tablo 4.48°de verilmistir.



Tablo 4-47: Sonikasyon uygulanmadan hazirlanan se¢ilmis dendron temelli misel

nanotasiyicilarinin fiziksel stabilite bulgular:
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0.hafta 2.hafta
Formiilasyon kodu Ortalama Ortalama
partikiil boyutu (PDI) partikiil boyutu (PDI)
(nm) (nm)
DMc 0.7 A80 C 218,4+14,2 0,26+0,01 607,3+36,2 0,38+0,06
DMc 0.7 A80 1PEG C 187,045,8 0,21+0,01 441,4442,2 0,59+0,07
DMc1A80C 231,5+14,2 0,34+0,01 881,5+168,9 0,58+0,09
DMc 1 A80 IPEG C 181,2+10,6 0,23+0,01 1261£157,6 0,96+0,04
Tablo 4-48: Sonikasyon uygulanarak hazirlanan se¢ilmis dendron temelli misel
nanotasiyicilarinin fiziksel stabilite bulgular:

Formiilasyon kodu Zaman Ortg‘;;ﬁltz [()rz:lr;:;kﬁl PDI
DMc 1 A80 1PEG S 0. ay 301,0+29,5 0,22+0,04

1. ay 302,8+37,5 0,23+0,10

4. ay 311,2+40,3 0,25+0,09
DMc 1 A200 1PEG S 0.ay 306,2+43,8 0,21+0,03

1. ay 342,6+49,7 0,23+0,02

4. ay 397,1£19,1 0,26+0,04
DMc 1 A500 1PEG S 0.ay 297,1£21,3 0,19+0,02

1. ay 281,3+11,0 0,22+0,03

4. ay 298,7+29,2 0,25+0,04
DMc 1 A1000 1PEG S 0.ay 294,4+21,7 0,19+0,03

1. ay 341,0+£27,2 0,31+0,11

4. ay 342,8+45,0 0,32+0,14
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Adapalen yiiklenmeden hazirlanan bos misel nanotasiyicilarinin fiziksel stabilite

bulgulart Tablo 4.49’da verilmistir.

Tablo 4-49: Adapalen yiiklenmeden hazirlanan bos dendron temelli misel
nanotasiyicilarinin fiziksel stabilite bulgular:

Formiilasyon Ortalama partikiil
Zaman PDI
kodu boyutu (nm)
0 160,4+4,6 0,21+0,01
BosMisel-1PEG 1. ay 178,0+13.4 0,18+0,03
4. ay 712,9+136,0 0,62+0,18

PDC (1 mg/1,2 ml); bu formiilasyonda sonikasyon uygulanmamustir.

4.9. Adapalen Yiiklii Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarinin Karakterizasyon
Calismalarina Ait Bulgular

Optimizasyon ¢alismalarinda gorsel olarak, partikiil boyutu dagilimi ve yiiklenen
adapalen miktar1 incelenerek uygun oldugu degerlendirilen adapalen yiiklii dendron
temelli misel nanotasiyicilar1 Segilerek hazirlanan formiilasyonlar zeta potansiyel,
adapalenin nanotastyici sisteme yiiklenme orani, enkapsiilasyon etkinligi, morfolojik

Ozellikler acisindan karakterize edildi.

4.9.1. Adapalen Yiiklii Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarina ait Zeta Potensiyel
Bulgular:

Segilen adapalen yiiklii dendron temelli misel nanotasiyicilarinin zeta potansiyel

sonuglart Tablo 4.50°de verilmistir.
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Tablo 4-50: Secilen adapalen yiiklii dendron temelli misel nanotasiyicilarina ait zeta
potansiyel sonug¢lar: (n=3)

Formiilasyon kodu Zeta potansiyel (mV)
DMc 1 A20 1PEG S -0,3+0,04
DMc 1 A500 1PEG S -1,2+0,7
DMc 1 A1000 1PEG S -17,7+1,2
BosMisel-1PEG -1,9+0,2

4.9.2. Adapalen Yiikli Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarinda Yiikleme
Bulgular:

Yontem 3.2.11.2°de anlatildigi gibi ¢aligilarak ve 3.5 ve 3.6 nolu denklemler
kullanilarak adapalen yiiklii dendron temelli misel nanotasiyicilarina ait yiikleme orani

ve ylikleme etkinligi bulgular1 Tablo 4.51°de verilmistir.

Ultrafiltrasyon isleminin ardindan filtratta ihmal edilecek derecede diisiik bulunan
yiikklenmeyen adapalen miktarlar1 ile yiikklemenin %99,99 oraninda gergeklestigi
belirlendigi i¢in; yiikleme oram1 ve yiikleme etkinligi degerleri dogrudan
nanotagtyicilarda bulunan toplam geri kazanilan adapalen miktar1 {izerinden

hesaplanmuistir.

Tablo 4-51: Adapalen yiiklii dendron temelli misel nanotasiyicilarina ait yiikleme oram ve
yiikleme etkinligi bulgular1 (n=3)

Formiilasyon kodu Yiikleme oram (%) Yiikleme etkinligi (%)
DMc 0.7 A80 1PEG S 8,4+0,5 80,2+4,7
DMc 1 A80 1PEG S 7,0+0,2 93,5+3.5
DMc 1 A200 1PEG S 15,8+0,9 93,9+6,7

DMc 1 A500 1PEG S 32,1+0,4 94,2+1,7
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4.9.3. Adapalen Yiikli Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarin TEM Analizi
Bulgular:

Yontem 3.2.11.3’te belirtildigi gibi calisilarak yapilan TEM analizleri sonucunda
elde edilen DMc 1 AS500 1PEG S kodlu adapalen yiikli dendron temelli misel

nanotastyicilarin goriintiileri Sekil 4.16’da gosterilmektedir.

Sekil 4-16: DMc 1 A500 1PEG S kodlu adapalen yiiklii dendron temelli misel
nanotasiyicilarma ait TEM (JEM-1011) goriintiileri
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4.10. Adapalen Yiiklii Dendritik Nanotasiyicilar (PAMAM Dendrimer ve Dendron
Temelli Miseller) ile Hazirlanan Jel Nanotasiyicilarimin Karakterizasyon
Calismalarina Ait Bulgular

4.10.1. Jel Formiilasyonlariin Viskozitesi ve Reolojik Ozelliklerine ait Bulgular
Yontem 3.2.12.2°de anlatildigi sekilde yapilan tek nokta viskozite dl¢iimleri
(Tablo 4.52 ve Tablo 4.53) ile reolojik ozelliklerin belirlenmesine (Tablo 4.54) ait

bulgular sirasiyla verilmistir.

In vitro deriden penetrasyon calismalar1 ic¢in segilen jel formiilasyonlarinin

reolojik 6zelliklerini gdsteren reogrami Sekil 4.17°de verilmistir.

Tablo 4-52: Farkh oranlarda HPC ile hazirlanan jellerde yapilan tek noktah viskozite
tayinine ait bulgular (y=5 s*) (n=3)

Formiilasyon kodu Viskozite (Pas)
1 HPC 2,40+0,12
1.5 HPC 9,19+0,09
2 HPC 16,26+0,19

Jel formunda deriye siiriilerek uygulanabilecek, ama ayn1 zamanda nanopartikiiler
sisteme yiiklenen etken maddenin salimin1 geciktirmeyecek bir tagtyict ortami saglamak
icin minimal konsantrasyonda jellestirici madde kullanilmasi amacglandi. % 1,5 (a/h)

oraninda HPC igeren jel formiilasyonun uygun olduguna karar verildi.
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Tablo 4-53: Farkh jel formiilasyonlarinda yapilan tek noktal viskozite tayinine ait

bulgular (y=5s!) (n=3)

Formiilasyon kodu Viskozite (Pa s)
1.5 HPC 9,19+0,09
1.5 HPC-1PEG 4,23+0,12
PAMAM-Jel 4,72+0,21
PDC-misel-Jel 5,70+0,19
Differin®Jel 24.44+0,17

Tablo 4-54: Farkl jel formiilasyonlarinin reolojik 6zelliklerine ait bulgular (y=1-100 s)

(n=3)
Formiilasyon Plastik viskozite Esik kayma gerilimi (1o )
Kodu (mc) (Pas) (Yield stress) (Pa)
Plasebo 0,16+0,01 33,1£2,7
PAMAM-Jel 0,17+0,01 35,8+1,9
PDC-misel-Jel 0,21+0,01 36,843,2
Differin®Jel 0,28+0,02 121,6+7,3

Plasebo: 1.5 HPC-1PEG kodlu formiilasyon

Plastik vizkozite ve esik kayma geriliminin Casson modeli kullanilarak hesaplanmigtir®4,
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Sekil 4-17: Hazirlanan jel formiilasyonlar: ve Differin®Jel’e ait reogram

Kontrol olarak 1.5 HPC-1PEG kodlu, adapalen veya nanotasiyici sistem igermeyen, plasebo sadece dispersiyon
ortaminin %1,5 HPC ile jellestirilmesi ile hazirlanmigtir.

4.10.2. Jel Formiilasyonlarimin Yayilabilirlik (Spreadability) Bulgular:
Yontem 3.2.12.3’te belirtildigi gibi caligilarak elde edilen yayilabilirlik bulgulari

Tablo 4.55te verilmistir.

Tablo 4-55: Farkh jel formiilasyonlarinin yayilabilirlik bulgulari (n=3)

Formiilasyon kodu Yayilabilirlik (¢cm?)
PAMAM-Jel 5,2+0,2
PDC-misel-Jel 5,4+0.4
Differin®Jel 2,4+0,3

4.10.1. Jel Formiilasyonlarimin pH Bulgular
Yontem 3.2.12.4°de belirtildigi gibi ¢alisilarak elde edilen pH olgiimleri

sonucunda plasebo (1.5 HPC-1PEG) jelin pH’s1 6,4+0,2 olarak belirlenmistir.
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PAMAM-Jel ve PDC-misel-Jel’e ait pH bulgular Sekil 4.18°de, Differin®Jel’e
ait pH bulgusu ise Sekil 4.19°da gosterilmektedir.

Sekil 4-18: pH indikator skalasi ile beraber elde edilen pH sonuglar1 a) PAMAM-Jel b)
PDC-misel-Jel

|
T S T T

Sekil 4-19: pH indikator skalasi ile beraber Differin®Jel ile elde edilen pH sonucu

0

4.10.2. Dendritik  Nanotasiyicillari  Iceren  Jel Formiilasyonlarindan ve
Differin®Jel’den Adapalenin Geri Kazanimi Bulgular:

Yontem 3.2.12.5te belirtildigi gibi ¢alisilarak elde edilen geri kazanim bulgular
Tablo 4.56°da verilmistir.
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Tablo 4-56: Nanotasiyicilari i¢eren jel formiilasyonlarindan ve Differin®Jel’den
adapalenin geri kazamim oranlar1 (n=3)

Tartilan miktar Teorik ADA Bulunan ADA Geri kazanim

(mg) miktar (ng)  miktar (ug) (%)
9,67 9,67 9,79

Differin®Jel 9,64 9,64 9,60 98,31+3,74
8,48 8,48 7,98
11,01 3,42 3,27

PAMAM Jel 7,99 2,26 2,29 96,49+4,47
9,35 2,54 2,35
8,00 3,24 2,99

PDC-misel Jel 9,09 3,68 3,71 97,25+4,44
9,16 3,71 3,66

4.10.3. Adapalen Yiiklii Dendritik Nanotasiyicilar1 iceren Jel Formiilasyonlarinin
ve Differin®Jel’in Floresan Mikroskop Bulgulari

Yontem 3.2.12.6’da anlatildig1 gibi floresan mikroskop ile yapilan analizler
kapsaminda PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG (PAMAM-AQ) ve DMc 1 A500 1PEG S
(Dendron-AQ) kodlu nanotasiyicilarda; bu nanotasiyicilar ile hazirlanan jel
formiilasyonlarinda ve Differin®Jel’de bulunan adapalenin fiziksel durumu Sekil 4.20-

4.24°te gosterilmektedir.
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Sekil 4-20: PAMAM dendrimer nanotasiyicilarinda (PAMAM-AQ) bulunan adapalenin
floresan mikroskop goriintiisii

Olgek gubugu: 50 pm

Sekil 4-21: PDC misel nanotasiyicilarinda (Dendron-AQ) bulunan adapalenin floresan
mikroskop goriintiisii

Olgek gubugu: 50 um
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Sekil 4-22: PAMAM Jel’de bulunan adapalenin floresan mikroskop goriintiileri

Olgek ¢gubugu: 50 pm

Sekil 4-23: PDC Misel Jel’de bulunan adapalenin floresan mikroskop goriintiileri

Olgek cubugu: 50 pm

Sekil 4-24: Differin®Jel’de bulunan adapalenin floresan mikroskop goriintiileri

Olgek gubugu: 50 um
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4.11. In Vitro Deriden Penetrasyon Calismalarina Ait Bulgular

In vitro deriden gecis calismalarinda kullanilacak jel formiilasyonlariin deri
yiizeyine homojen sekilde yayilmasini saglanmasi agisindan uygulanabilirligini
gostermek i¢in; Nil Kirmizisi iceren HPC (%1,5) ile hazirlanan jel 6rnegi Franz hiicresine
sabitlenen domuz derisine cam bir vialin dig tabani ile uygulandiginda elde edilen

goriiniim Sekil 4.25°te gosterilmektedir.

Sekil 4-25: Nil Kirmizisi iceren HPC (%1,5) jellerin deriye uygulanmasi ile deri yiizeyinde
olusan goriiniim

In vitro penetrasyon ¢alismalari sonunda, adapalenin deriden gecisinin
degerlendirilmesi igin reseptor fazdan (pH 7,4 PBS (%4 BSA, a/h)) alinan 6rnekler
yontem 3.2.13.6’da anlatildig1 gibi BSA’ nin ¢oktiiriilmesi islemi sonrasinda HPLC ile
analiz edildi. Kullanilan analitik yontemin adapalen i¢in teshis limiti 0,4 ng/mL olarak
belirlenmisti. Adapalen yiiklii nanotasiyicilar ile yapilan in vitro deriden penetrasyon

calismalarinda 24 saat sonunda reseptor fazda adapalen tespit edilmedi.

4.11.1. Adapalenin In vitro Deriden Penetrasyonunun Punch Biyopsi Yontemi ile
Incelenmesine Ait Bulgular

Adapalenin nanotasiyicilar ile folikiiler hedeflendirilmesini degerlendirmek i¢in;
sadece nanotastyicilari iceren su bazli koloidal formiilasyonlarin (PAMAM-AQ ve PDC-
misel-AQ); nanotastyicilart i¢eren jel formiilasyonlariin (PAMAM-Jel ve PDC-misel-
Jel) ve ticari iiriiniin (Differin®Jel) gdsterdigi performansi incelenmistir. Alinan biyopsi

orneklerinin mikroskop altinda gériiniimii Sekil 4.26’da gosterilmektedir.
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Sekil 4-26: Punch Biyopsi teknigi ile deriden alinan 6rneklerin mikroskop altindaki
goriintiisii: Kil folikiilii icermeyen biyopsi 6rnegi, KF-Neg (Soldaki) ve kil folikiilii iceren
biyopsi 6rnegi, KF-Poz (Sagdaki)

Isik mikroskobu yardimiyla 100X bilyiitme ile goriintilenmistir (Motic BA210, 3W LED, EF-N Plan Achromatic
objectives 4X, Moticam 5.0 MP dijital kamera, Motic Images Plus 3.0 software (Wetzlar, Germany).

Yontem 3.2.13.3’te anlatilan sekilde yapilan punch biyopsi uygulamalarinda deri

goriiniimi Sekil 4.27°de gosterilmektedir.

Sekil 4-27: Punch biyopsi uygulamalarinda deri é6rnegindeki goriiniim

PAMAM dendrimerler ile hazirlanan adapalen yiiklii nanotasiyiciyr igeren su
bazli koloidal nano formiilasyonu (PAMAM-AQ); bu nanotasiyiciyr igeren jel
formiilasyonu (PAMAM-Jel) ve pazarda bulunan ticari preparatindan (Differin® Jel),
adapalenin in vitro penetrasyonun punch biyopsi yontemi ile incelenmesi igin deriye
uygulanan formiilasyonlar ile bu formiilasyonlardaki adapalen miktarlar1 Tablo 4.57°de

gosterilmektedir.
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Tablo 4-57: PAMAM dendrimer nanotasiyici formiilasyonlar ve ticari preparattan
adapalenin deriye penetrasyonunun punch biyopsi yontemi ile incelenmesi i¢in
deriye uygulanan formiilasyon ve adapalen miktarlari

Formiilasyonlar ADA Uygulal.lan formiizlasyon U)./gulanan AD,ZA\
(%) miktari (cm?) miktar (ug/cm?)
PAMAM-Jel 0,03 3,6+0,38 mg 1,1+0,11
PAMAM-AQ 0,03 11,5 pl 3,4
Differin®Jel 0,1 3,4+0,14 mg 3,440,14

Karakterizasyon calismalar1 tamamlanmis, adapalen yiliklii PAMAM dendrimer
nanotasiyicilarini  iceren su bazli koloidal formiilasyon (PAMAM-AQ), bu
nanotastyicilar1 igeren jel formiilasyonu (PAMAM-Jel) ve pazarda bulunan ticari
preparatindan (Differin® Jel) adapalenin in vitro deriden penetrasyonu sonrasida punch

biyopsi ¢alismalar ile elde edilen sonuglar Tablo 4.58 ve 4.59°da verilmistir.

Tablo 4-58: PAMAM dendrimer nanotasiyici formiilasyonlar: ve ticari preparattan
adapalenin in vitro deriden penetrasyonunun incelenmesine yonelik punch
biyopsi ¢calismalari ile elde edilen bulgular-1 (n=5)

Formiilasyon ~ KF-Poz (PSU+) KF-Neg (PSU-)  Kalan deri FHF

kodu (ng/7,85 mm#)  (ng/7,85 mm?) (nglem?)  (KF-Poz/KF-Neg)
PAMAM-Jel 9,6+5,2 1,3+0,4 71,3+28,4 8,8+2,6
PAMAM-AQ 15,5+4,7 2,241,2 203,0+£50,2 7,4+2,1
Differin®Jel 7,3+2,9 1,9+1,0 72,4426,2 5,9+2,5

#7,85 mm?=10*biyopsi alani
FHF: Folikiiler Hedefleme Faktorii
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Tablo 4-59: PAMAM dendrimer nanotasiyici formiilasyonlari ve ticari preparattan
adapalenin in vitro deriden penetrasyonunun incelenmesine yonelik punch

biyopsi calismalari ile elde edilen bulgular-2 (n=5)

Deri Deriye gecen Toplam geri Deriye
Formiilasyonlar Uygulanza n yuzeyln:l ¢ miktar kazanilan penetrasyon
(ng/em?)  kalan (nglcm?) (%) etkinligi (%)
(ng/em?) 8
PAMAM-Jel 1,1£0,11  0,89+0,16 76,7+£28,6 91,8+7,4 7,3+£2,7
PAMAM-AQ 3,4 2,50+0,18 211,9£51,0 81,7423 6,4+1,5
Differin®Jel 3,4+0,14  2,85+0,15 77,0+£29,2 86,9+5,7 2,3+0,8

Adapalen yiikli PAMAM-AQ, PAMAM-Jel ve Differin® Jel ile yapilan
caligmalarda, kil folikiilii igeren (KF-Poz) ve kil folikiilii igermeyen (KF-Neg) biyopsi

orneklerinde saptanan adapalen miktarlarini gosteren karsilastirmali grafik Sekil 4.28°de

gosterilmektedir.

% Em PAMAM-Tel
BB PAMAM-AQ
B3 Differin®JIel

ADA (ng/mm?)

KF-Poz KF-Neg

Sekil 4-28: PAMAM-Jel, PAMAM-AQ formiilasyonlar: ve ticari preparattan KF-Poz ve
KF-Neg biyopsi érneklerinde saptanan adapalen miktarlar1 (n=5)

Holm-Sidak metodu ile multiple t test (KF-Poz ve KF-Neg bulgularmin karsilastiriimasi): PAMAM-Jel*p=0,0078;
PAMAM-AQ*p=0,0002; Differin®Jel*p=0,0128
Tukey's multiple comparisons test (One Way ANOVA) (KF-Poz bulgularim Karsilagtirilmasi): PAMAM-AQ vs.

Differin®Jel * p<0,05

Adapalen yiikli PAMAM-AQ, PAMAM-Jel ve Differin® Jel ile yapilan
caligmalarda, folikiiler hedefleme faktorii (FHF) olarak ifade edilen kil folikiilii igeren

biyopsilerde bulunan adapalen miktarinin kil folikiilii icermeyen biyopsilerde bulunan
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adapalen miktarina oranin1 (KF-Poz/KF-Neg) gosteren karsilagtirmali grafik Sekil

4.29’da gosterilmektedir.

15
B8 PAMAM-Jel
B PAMAM-AQ

EM Differin®Jel

HF/Bulk

N

Sekil 4-29: Folikiiler hedefleme agisindan adapalen yiikli PAMAM dendrimer
nanotasiyici formiilasyonlar: ve ticari preparata ait KF-Poz/KF-Neg oranlari

(n=5)

Adapalen yiikli PAMAM-AQ, PAMAM-Jel ve Differin® Jel’den deriye gegen

adapalen miktarlarini gosteren karsilastirmali grafik Sekil 4.30°da gosterilmektedir.

300 -
Bl PAMAM-Jel
BEa PAMAM-AQ

200 B3 Differin®Jel

ADA (ng/cm?)
g

Sekil 4-30: Adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanotasiyici formiilasyonlar: ve ticari
preparattan deriye gecen etken madde madde miktarlar: (n=5)

Tukey's multiple comparisons test (One Way ANOVA): Differin®Jel vs. PAMAM-AQ *** p<0,001; PAMAM-Jel

vs. PAMAM-AQ *** p<0,001
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PAMAM dendrimer nanotasiyici formiilasyonlari (PAMAM-AQ, PAMAM-Jel)
ve ticari preparattan adapalenin deriye penetrasyon etkinliklerini gosteren karsilastirmali

grafik Sekil 4.31°de gosterilmektedir.

15-
B PAMAM-Jel

E PAMAM-AQ
Bl Differin®Jel

Penetrasyon etkinligi (%)

Sekil 4-31: PAMAM dendrimer nanotasiyici formiilasyonlari ve ticari preparattan
adapalenin deriye penetrasyon etkinlikleri (n=5)

Dunnett's multiple comparisons test (One Way ANOVA): Differin®Jel vs. PAMAM-Jel **p<0,01 ve Differin®Jel vs.
PAMAM-AQ ** p<0,01

PDC ile hazirlanan adapalen yiiklii misel nanotasiyicilarini igeren su bazli
koloidal formiilasyon (PDC-misel-AQ); bu nanotasiyicilart igeren jel formiilasyonu
(PDC-misel-Jel) ve pazarda bulunan ticari preparatindan (Differin® Jel), adapalenin in
vitro penetrasyonun punch biyopsi yontemi ile incelenmesi i¢in deriye uygulanan
formiilasyonlar ile bu formiilasyonlardaki adapalen miktarlar1 Tablo 4.60’ta

gosterilmektedir.
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Tablo 4-60: Dendron temelli misel nanotastyic1 formiilasyonlari ve ticari preparattan
adapalenin deriye penetrasyonunun punch biyopsi yontemi ile incelenmesi i¢in
deriye uygulanan formiilasyon ve adapalen miktarlar

Formiilasyonlar % ADA Uygurllill? tl;::)z‘znnl;izl)asyon i?gr;inangéz%
PDC-misel-Jel 0,04 3,5+0,09 mg 1,4+0,04
PDC-misel-AQ 0,04 8 ul 3,4
Differin®Jel 0,1 3,4+0,14 mg 3,440,14

Karakterizasyon ¢alismalar1 tamamlanmis, adapalen yiiklii dendron temelli misel
nanotasiyicilarini  igeren su bazli koloidal formiilasyonu (PDC-misel-AQ), bu
nanotastyicilart igeren jel formiilasyonu (PDC-misel-Jel) ve pazarda bulunan ticari
preparatindan (Differin® Jel) in vitro deriden penetrasyonu sonrasinda punch biyopsi

calismalari ile elde edilen sonuglar Tablo 4.61 ve 4.62°de verilmistir.

Tablo 4-61: Dendron temelli misel nanotasiyic1 formiilasyonlari ve ticari preparattan
adapalenin in vitro deriden penetrasyonunun incelenmesine yonelik punch
biyopsi ¢alismalari ile elde edilen bulgular-1 (n=5)

Formiilasyon ~ KF-Poz (PSU+) KF-Neg (PSU-)  Kalan deri FHF
kodu (ng/7,85 mm%)  (ng/7,85 mm?%) (ng/cm?) (KF-Poz/KF-Neg)
PDC-misel-Jel 5,1£1,3 0,5+0,1 29,3+6,5 13,3+4,1
PDC-misel-

7,7£2,8 0,7+0,2 106,1+21,9 11,7£4,0
AQ
Differin®Jel 7,3£2,9 1,9+1,0 72,4+26,2 5,94+2.5

#7,85 mm?=10*biyopsi alani
FHF: Folikiiler Hedefleme Faktorii
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Tablo 4-62: Dendron temelli misel nanotastyic1 formiilasyonlari ve ticari preparattan
adapalenin in vitro deriden penetrasyonunun incelenmesine yonelik punch
biyopsi calismalari ile elde edilen bulgular-2 (n=5)

Deri

. Deriye gecen Toplam geri Deriye
Formiilasyonlar Uygulanza n yuzeyln:l ¢ miktar kazanilan penetrasyon
(ng/em?)  kalan (nglcm?) (%) etkinligi (%)
(ng/em?) &
PDC-misel-Jel  1,4+0,04 1,06+0,05 32,1+6,2 83,1+£5,8 2,3+0,5
PDC-misel-AQ 3,4 2,71£0,11 110,3£22,7  84,445,6 3,2+0,7
Differin®Jel 3,4+0,14  2,85+0,15 77,0+£29,2 86,9+5,7 2,3+0,8

Adapalen yiiklii PDC-misel-AQ, PDC-misel-Jel ve Differin® Jel ile yapilan
calismalarda, kil folikiilii igeren (KF-Poz) ve kil folikiilii igermeyen (KF-Neg) biyopsi

orneklerinde saptanan adapalen miktarlarini gosteren karsilagtirmali grafik Sekil 4.32°de

gosterilmektedir.
1.5- i
Bl PDC-misel-Jel
- EA PDC-misel-AQ
E 1.0 B= Differin®7Tel
=)
£
< o054
<

KF-Poz KF-Neg

Sekil 4-32: PDC-misel-Jel, PDC-misel-AQ formiilasyonlar ve ticari preparattan KF-Poz
ve KF-Neg biyopsi érneklerinde saptanan adapalen miktarlari (n=5)

Holm-Sidak metodu ile multiple t test (KF-Poz ve KF-Neg bulgularinin karsilastirilmasi): PDC-misel-Jel*p<0,0001;
PDC-misel-AQ*p=0,0061; Differin®Jel*p=0,0128

Adapalen yiiklii PDC-misel-AQ, PDC-misel-Jel ve Differin® Jel ile yapilan
caligmalarda, kil folikiilii iceren biyopsilerde bulunan adapalen miktarinin kil folikiilii
igermeyen biyopsilerde bulunan adapalen miktarina oranini (KF-Poz/KF-Neg) gésteren

karsilastirmali grafik Sekil 4.33’te gosterilmektedir.
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Sekil 4-33: Folikiiler hedefleme agisindan adapalen yiiklii dendron temelli misel
nanotasiyici formiilasyonlar ve ticari preparata ait KF-Poz/KF-Neg oranlar:

(n=5)
Tukey's multiple comparisons test (One Way ANOVA): PDC-misel-Jel vs. Differin®Jel * p<0,05

Adapalen yiiklii PDC-misel-AQ, PDC-misel-Jel ve Differin® Jel’den deriye gegen

adapalen miktarlarini gosteren karsilastirmali grafik Sekil 4.34°te gosterilmektedir.
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Sekil 4-34: Adapalen yiiklii dendron temelli misel nanotasiyic1 formiilasyonlar: ve ticari
preparattan deriye gecen etken madde madde miktarlar: (n=5)

Tukey's multiple comparisons test (One Way ANOVA): Differin®Jel vs. PDC-misel-Jel * p<0,05; PDC-misel-Jel vs.
PDC-misel-AQ * p<0,001

Dendron temelli misel nanotasiyici formiilasyonlar: (PDC-misel-AQ, PDC-misel-

Jel) ve ticari preparattan adapalenin deriye penetrasyon etkinliklerini gosteren

karsilastirmali grafik Sekil 4.35°te gosterilmektedir.
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ER PDC-misel-Jel
EZ PDC-misel-AQ

B3 Differin®Jel

Penetrasyon etkinligi (%)

Sekil 4-35: Dendron temelli misel nanotasiyici formiilasyonlar: ve ticari preparattan
adapalenin deriye penetrasyon etkinlikleri (n=5)

PAMAM dendrimer nanotasiyici formiilasyonlari (PAMAM-AQ, PAMAM-Jel)
ile dendron temelli misel nanotasiyici formiilasyonlart (PDC-misel-AQ, PDC-misel-Jel)
ve pazarda bulunan ticari preparattan deriye gecen adapalen miktarlarini goésteren

karsilastirmali grafik Sekil 4.36°da gosterilmektedir.

Differin®Jel PAMAM-Jel
g PAMAM-AQ
PDC-misel-Jel
PDC-misel-AQ

B Differin®Jel

G
G

PDC-misel-AQ

N N o o
S S oS

ADA (ng/cm?)

Sekil 4-36: PAMAM dendrimer nanotastyici formiilasyonlari ile dendron temelli misel
nanotasiyici formiilasyonlarindan ticari preparat ile karsilastirmah olarak deriye gecen
adapalen miktarlar:1 (n=5)

Tukey's multiple comparisons test (One Way ANOVA): Differin®Jel vs. PAMAM-AQ **** p<0,0001; PAMAM-
Jel vs. PAMAM-AQ **** p<0,0001; PAMAM-AQ vs. PDC-misel-AQ ** p<0,01; PDC-misel-Jel vs. PDC-misel-
AQ * p<0,05
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PAMAM dendrimer nanotasiyici formiilasyonlari (PAMAM-AQ, PAMAM-Jel)
ile dendron temelli misel nanotasiyici formiilasyonlart (PDC-misel-AQ, PDC-misel-Jel)
ve pazarda bulunan ticari preparatindan adapalenin deriye penetrasyon etkinliklerini

gosteren karsilagtirmali grafik Sekil 4.37°de gosterilmektedir.

15 -

3 <0.05
& ik
= —

= 104

_

ey

@

c

o

) 5.

(3]

=

@ M—
c RO
Q. .....
o ol Bt lsmped 1

\l*‘!'a\ \h‘P‘o : e\'!’e\ : e\'ho \0’3‘3\
P\&P‘ P,\"‘F 0.(“‘5 G.‘C{‘\g 0\"@‘
Q Q o® <©

it ooy Ul btns Ui 0
PAMAM-Jel 0,03 3,60,38 mg 110,11
PAMAM-AQ 0,03 11,5 34
PDC-Misel-Jel 0.04 3,520,09 mg 1420,04
PDC-Misel-AQ 0,04 sul 34
Differin Jel 0,1 3,440,14 mg 340,14

Sekil 4-37: PAMAM dendrimer nanotasiyici formiilasyonlar: ile dendron temelli misel
nanotasiyici formiilasyonlar ile ticari preparattan adapalenin deriye
penetrasyon etkinlikleri gosteren karsilastirmah grafik (n=5)

Dunnett's multiple comparisons test (One Way ANOVA): Differin®Jel vs. PAMAM Jel***p<0,001 ve Differin®Jel vs.
PAMAM-AQ ** p<0,01

PAMAM dendrimer nanotasiyici formiilasyonlari (PAMAM-AQ, PAMAM-Jel)
ve dendron temelli misel nanotasiyici formiilasyonlar: (PDC-misel-AQ, PDC-misel-Jel)

ile ticari preparatindan kil folikiilii igeren (KF-Poz) ve kil folikiilii igermeyen (KF-Neg)
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biyopsi 6rneklerinde saptanan adapalen miktarlarini gosteren karsilastirmali grafik Sekil

4.38’de gosterilmektedir.
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Sekil 4-38: PAMAM-Jel, PAMAM-AQ formiilasyonlari ile PDC-misel-Jel, PDC-misel-AQ
formiilasyonlari ve ticari preparattan kil folikiilii iceren (KF-Poz) ve kil folikiilii
icermeyen (KF-Neg) biyopsi é6rneklerinde saptanan adapalen miktarlarim

gosteren karsilastirmah grafik (n=5)

Holm-Sidak metodu ile multiple t test (KF-Poz ve KF-Neg bulgularinin karsilagtirilmasi): PDC-misel-Jel*p<0,0001;
PAMAM-Jel*p=0,0078; PAMAM-AQ*p=0,0002; PDC-misel-AQ*p=0,0061; Differin®Jel*p=0,0128

Tukey's multiple comparisons test (One Way ANOVA) (KF-Poz bulgularmm Karsilagtirilmasi): PAMAM-AQ vs.
PDC-misel-AQ * p<0,05; PAMAM-AQ vs. Differin®Jel * p<0,05

PAMAM dendrimer nanotastyict formiilasyonlart (PAMAM-AQ, PAMAM-Jel)
ile dendron temelli misel nanotasiyict formiilasyonlar: (PDC-misel-AQ, PDC-misel-Jel)
ve ticari preparat ile yapilan calismalarda kil folikiilii igeren (KF-Poz) ve kil folikiilii
icermeyen (KF-Neg) biyopsi orneklerinde saptanan adapalen miktarlar1 ile birlikte
hesaplanan FHF (KF-Poz/KF-Neg oranlari) degerlerini gosteren karsilagtirmali grafik

Sekil 4.39°da gosterilmektedir.
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Sekil 4-39: PAMAM-Jel, PAMAM-AQ ile PDC-misel-Jel, PDC-misel-AQ formiilasyonlar:
ve ticari preparattan KF-Poz ve KF-Neg biyopsi 6rneklerinde saptanan adapalen
miktarlari ile birlikte hesaplanan FHF (KF-Poz/KF-Neg oranlari) degerlerini
gosteren karsilagtirmal grafik (n=5)

Siitunlarin tizerindeki sayilar, FHF (KF-Poz/KF-Neg oranlari) degerlerini ifade etmektedir.

Adapalen yiiklii dendritik nanotasiyicilar ve Differin®Jel ile yapilan in vitro
deriden penetrasyon c¢alismalarinda; 24 saat sonunda reseptor fazdan alinan 6rneklerde
yontem 3.2.13.6’da anlatilan islemlerin ardindan gergeklestiren HPLC analizlerinde
adapalen konsantrasyonunun TL degerinin altinda kaldig1 saptandi. Bu bulgu ile, etken
maddenin deri tabakalarinda lokalize oldugu ve etken maddenin sistemik dolasima

gecisinin ithmal edilebilir diizeyde oldugu belirlendi.

4.11.2. Adapalenin Stratum Corneum’daki birikiminin In Vitro Deriden Penetrasyon
Cahismalar1 Sonrasinda Bantla Soyma (Tape Stripping) Yontemi ile Incelenmesine
Ait Bulgular

Adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanotasiyiciyt igeren PAMAM-Jel ve
pazarda bulunan ticari preparati ile 24 saat siire ile gerceklestirilen in vitro penetrasyon
caligmalarinda deriye uygulanan formiilasyon ve etken madde miktarlar1 Tablo 4.63’te
gosterilmektedir. Bu calisma sonrasinda, bantla soyma islemi yapilarak adapalenin

stratum corneum’daki birikimi degerlendirildi.
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Tablo 4-63: Adapalen yiikli PAMAM-Jel ve ticari preparat ile bantla soyma islemi
yapmak iizere 24 saat siire ile gerceklestirilen in vitro penetrasyon ¢calismalarinda
deriye uygulanan formiilasyon ve etken madde miktarlari

Uygulanan formiilasyon Uygulanan ADA
Formiilasyon
miktar1 (mg/cm?) miktar1 (ug/cm?)
PAMAM-Jel 3,60+0,11 1,05+0,03
Differin®Jel 3,42+0,07 3,42+0,07

Karakterizyon c¢alismalari tamamlanmis, adapalen yiikli PAMAM dendrimer
nanotastyicty iceren PAMAM-Jel ve Differin®Jel ile yapilan in vitro deriden penetrasyon
calismalari sonrasinda bantla soyma yontemi ile stratum corenum tabakalarinda saptanan

adapalen miktarlar1 Tablo 4.64’te verilmistir.

Tablo 4-64: PAMAM-Jel’den ve ticari preparattan adapalenin stratum corenum’daki
birkiminin bantla soyma yontemi ile incelenmesine ait bulgular (n=4)

Bant sayisi Ti-2 Tss Te-10 T11-15 T16-20
PAMAM-Jel
24,2+7,0 13,0+3,9 8,8+4,5 5,1+4.4 3,7+1,4
(ng/cm?)
Differin®Jel
48,3+11,4  16,9+£3,8 10,61,7 9,5+0,8 6,9+5,3
(ng/cm?)

PAMAM-Jel ile kontrol olarak ticari preparattan (Differin®Jel) deriye penetre
olan adapalenin stratum corneum’un tabakalarindaki birikim ve lokalizasyonunu

gosteren karsilagtirmali grafik Sekil 4.40’ta verilmektedir.
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ADA (ng/cm?)

Sekil 4-40: Adapalen yiiklii PAMAM Jel ve ticari preparat ile yapilan in vitro penetrasyon
calismalarinda bantla soyma islemi yapilarak belirlenen stratum corneum

tabakasindaki adapalen miktarlari1 (n=4)

4.11.3. Adapalenin Deri ve Bantlardan Ekstraksiyon islemi ile Geri Kazanim

Yontem 3.2.13.5’te anlatildig1 gibi ¢alisilarak, deri ve bantlardaki geri kazanilan

adapalen miktarlar1 ve geri kazanim oranlar1 Tablo 4.65°te verilmistir.

Tablo 4-65: Adapalenin deri ve bant 6rneklerinden geri kazanim bulgulari (n=3)

Uygulanan ADA Geri kazanilan ADA Geri kazamim

miktar1 (ng/cm?) miktar1 (ng/cm?) (%)
Deri 6rnekleri 59,2438 95,0+6,1
62,2
57,2+5.5 91,8+8.8

Bant 6rnekleri

4.11.4. Reseptor Fazda BSA’min Coktiiriilmesinin Ardindan Adapalenin Geri
Kazanim Calismasina Ait Bulgular
Yontem 3.2.13.6’da anlatildigi gibi ¢alisilarak reseptdor fazda BSA’nin

coktiiriilmesi islemi ile adapalenin ekstraksiyon ortaminda geri kazanim oranlar1 Tablo

4.66°da verilmistir.



181

Tablo 4-66: Reseptor fazda adapalenin, BSA’min ¢oktiiriilmesi islemi sonrasinda
ekstraksiyon ortaminda geri kazanim bulgular1 (n=3)

Bulunan Hesaplanan Geri kazanim (%)

Konsantrasyon

(ng/mi) ortalama ortalama deger*

n

: deger (ng/ml) (ng/ml) ortalama  SD(#)  RSD (%)

20 5,8 23,3 116,3 15,8 13,6

100 25,8 103,2 103,2 7,2 7,0

400 96,3 385,2 96,3 3,6 3,7

*Bulunan konsantrasyon degerlerinin 4 kati alinarak hesaplanmigtir.

4.11.5. Adapalenin Reseptor Fazdaki Stabilitesine ait Bulgular
Yontem 3.2.13.7°de anlatildig1 gibi yapilan ¢aligmalar kapsaminda reseptdr fazda
pH 7,4 PBS (%4 BSA, a/h) adapalenin stabilite bulgular1 Tablo 4.67°de verilmistir.

Tablo 4-67: Adapalenin pH 7,4 PBS (%4 BSA, a/h) ortamindaki stabilite bulgulari

Zaman KOMSAIEON  pgy  OMEEME g g oy
0. 6129,0
8. 25* 6060,3 6311,3 376,84 5,97
24, 6744,7

* BSA’nin ¢oktiiriilmesi sirasinda ACN/DMF (60:40) ile yapilan 4 kat seyreltme hesaba katildi.

4.11.6. Adapalenin Folikiiller =~ Birikiminin Floresan Mikroskop ile
Goriintiilenmesine ait Bulgular

Yontem 3.2.13.8’de anlatildig1 sekilde caligilarak floresan mikroskopla yapilan
gorlintiilleme caligmalar1 sonucu elde edilen goriintiiler Sekil 4.41 ve Sekil 4.42°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4-41: Dendritik nanotasiyicilari iceren jel formiilasyonlari ile Differin®Jel’in 24 saat
siire ile deriye uygulanmasim takiben floresan mikroskop ile deri yiizeyinde elde
edilen goriintiiler; karsilastirmali olarak a, b) PAMAM-Jel ¢, d) PDC-misel-Jel e,
f) Differin®Jel
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b ——

Sekil 4-42: Sulu koloidal nanotasiyici sistemlerin 24 saat siire ile deriye uygulanmasim
takiben floresan mikroskop ile deri yiizeyinde elde edilen goriintiiler a) PAMAM-
AQ ve b) PDC-misel-AQ

4.12. Konfokal Lazer Taramah Mikroskop ile Yapilan Goriintiileme Calismalarina
Ait Bulgular

In vitro deriden penetrasyon ¢alismalarin1 takiben deriye uygulanan
formiilasyonlardan adapalenin folikiiler birikimini incelemek i¢in adapalen molekiiliiniin
kendisinin gosterdigi floresan Ozellikten yararlanilarak dogrudan Konfokal Lazer

Taramali1 Mikroskop (CLSM) ile goriintiileme ¢alismas1 yapildi.

Fakat 6n ¢aligmalar sirasinda, herhangi bir adapalen formiilasyonu uygulanmamas
olan kontrol olarak kullanilan derinin kendisinin otofloresansa sebep oldugu goriildii.
Baska bir deyisle, deri 6rneklerinde goriintiileyip lokalizasyonunu belirlemek istedigimiz
floresan sinyali veren adapalen molekiilii ile arka planda floresansa sebep olan deri
bilesenleri birbirine ¢ok yakin eksitasyon ve emisyon dalga boyu araliklarina sahip
oldugu i¢in elde edilen goriintiilerde adapalenden gelen floresans sinyal ile derinin
kendisinden; 6zellikle de kil folikiilllerinden gelen sinyaller birbirinden ayirt edilemedi.
Mikroskop donaniminda mevcut lazerler, deri bilesenlerinin uyarilmasini Onleyerek
otofloresansi azaltacak sekilde, adapaleni 405 nm dalga boyundan daha diisiik bir dalga
boyunda uyarmaya olanak vermedi. Otofloresans kabul edilebilir derecede dnlenemedigi

icin CLSM analizleri ile glivenilir sonuglar elde edilemedi.

Model floresan boya yiiklii dendritik nanotasiyicilar ile deriye penetrasyonun ve

kil folikiilerinde birikimin degerlendirilmesi i¢in Floresein Izotiyosiyanat (FITC) ile
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isaretlenen PAMAM dendrimerler ve NK yiiklenen dendron temelli miseller ile CLSM

analizleri yapilarak goriintiileme galigsmalar1 gergeklestirildi.

4.12.1. PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilar ile Yapilan CLSM Analizi Bulgulari
Yontem 3.2.14.1’de anlatildign gibi c¢aligilarak fluoresans veren FITC bagh
PAMAM dendrimer formiilasyonun ve FITC’in pH 7,4 PBS’deki kontrol ¢ozeltisinin 8
saat deriye uygulanmasii takiben, FITC bagli PAMAM dendrimer yapisinin deri
tabakalarindaki lokalizasyonu ve folikiiler birikimine ait deriden alinan dikey kesitler ile

elde edilen CLMS goriintiileri asagida gosterilmektedir (Sekil 4.43-4.45).

Sekil 4-43: PAMAM-NH_-FITC nanotasiyicisinin deriye uygulanmasim takiben 20 pm
kalinhikta alinan dikey kesiti ile elde edilen CLMS goriintiilerinde tespit edilen
kil folikiiliiniin a) iist parcas1 (10X) b) alt parcasi (10X) c) immersiyon objektifi
ile 40X biiyiitiilmiis hali d) folikiiler acikhik
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Stratum corneum

Kil folikult

/

Sekil 4-44: PAMAM-NH,-FITC nanotasiyicisinin deriye uygulanmasim takiben 20 pm
kalinhikta alinan dikey kesiti ile elde edilen CLMS goriintiileri (10X)

Stratum corneum

Sekil 4-45: FITC in PBS (pH 7,4) icindeki kontrol ¢ozeltisinin deriye uygulanmasini takiben
20 pm kahinlhkta alinan dikey Kesiti ile elde edilen CLMS goriintiisii (10X)

Elde edilen goriintiilerde FITC konjuge edilmis PAMAM dendrimerlerin derideki
kil folikiillerinde biriktigi gozlendi.
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4.12.2. Adapalenin Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilar ile Yapilan CLSM
Analizi Bulgular

Yontem 3.2.14.2°de anlatildig1 gibi ¢alisilarak model boya olarak floresan bir
boya olan Nil Kirmizis1 (NK) yiikli dendron temelli misel nanotasiyicilari ve NK’nin pH
7,4 PBS ile hazirlanan kontrol dispersiyonunun 8 saat deriye uygulanmasini takiben,
NK’nin derinin tabakalarindaki lokalizasyonuna ait deriden alinan dikey ve yatay kesitler
ile elde edilen CLMS goriintiileri asagida gosterilmektedir (Sekil 4.46-4.49).

/ Kil folikiil

Stratum corneum \

Sekil 4-46: Nil Kirmizis1 yiiklii dendron temelli misellerin deriye uygulanmasim takiben 20
pm kalinlikta alinan dikey Kesiti ile elde edilen CLMS goriintiileri (10X) a)
Stratum corneum b) Kil folikiilii

|

Stratum corneum

Sekil 4-47: Nil Kirmizis’nin PBS (pH 7,4)’teki kontrol dispersiyonunun deriye
uygulanmasini takiben 20 pm kahnhkta alinan dikey Kesiti ile elde edilen CLMS
goriintiisii (10X)
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7 pm (SC)

Sekil 4-48: Nil Kirmizis yiiklii dendron temelli misellerin deriye uygulanmasim takiben
7’ser pnm kalinlikta alinan yatay Kesitler ile elde edilen CLMS goriintiileri (10X)
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Sekil 4-49: Nil Kirmizsi yiiklii dendron temelli misellerin deriye uygulanmasim takiben 7
pm kalinhkta alinan yatay kesitte elde edilen ii¢ boyutlu CLMS goriintiileri (10X)

Yatay kesit 6rneginde stratum corneum’dan dermise dogru 224-231 pum derinlikte tespit edilen folikiiler
kanal farkli agilardan, sirastyla {istten yandan ve alttan, goriintiilenmistir. En altta 7 pum kalinliktaki yatay
kesitin ti¢ boyutlu elde edilen xz-diizlemsel goriintiisii yer almaktadir.

Lipofilik yapida floresan model boya (NK) enkapsiile edilen dendron temelli
nanotasiyicilarinin in vitro kosullarda domuz derisine uygulanmasi sonrasinda yapilan

CLSM analizleri ile NK’nin deride kil folikiillerinde lokalize oldugu gériintiilendi.
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4.13. Adapalenin Dendron Temelli Nanotasiyicilara Kovalan Baglanmasiyla
Olusturulan Konjugatlarla Misel Nanotasiyicilarimin Hazirlanmasina  ait
Bulgular

4.14. Adapalen Bagh Polyester Dendron Polimer Konjugat (PDC-ADA) Yapisinin
Hazirlanmasina Ait Bulgular

Sentez ve karakterizasyon ¢alismalar1 Bogazici Universitesi Kimya Boliimii'nde
gergeklestirilen PDC-ADA yapisinda yiiklenen adapalen miktariin molar orani 1:5,3
olarak tespit edilmistir. PDC-ADA yapisinin hidrolizi ile agi8a ¢ikacak adapalen orant
agirlikca % 15,64 tiir.

4.15. PDC-ADA ile Hazirlanan Misel Nanotasiyicillarinin Partikiil Boyutu ve
Dagilhim (Polidispersite Indeksi) ile Zeta Potansiyel Bulgulari

Yontem 3.2.15.2’de anlatildigi gibi PDC-ADA ile hazirlanan misel
nanotasiyicilarinda Yontem 3.2.5°te anlatildigi sekilde yapilan boyut 6lgiimlerinde
saptanan ortalama partikiil boyutu 180+22 nm (PDI: 0,08+0,01); Yontem 3.2.7.2°de

anlatildig1 gibi calisilarak Olciilen zeta potansiyel degeri -1,4+0,9 olarak belirlenmistir.

PDC-ADA ile hazirlanan misel nanotasiyicilarina ait drnek partikiil boyutu
dagilim grafigi Sekil 4.50°de gosterilmektedir.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)
s

5 e
ol LN :
1000 10000
Size (d.nm
Size (d.nm): % Intensity: St Dew (d.nm):
Z.average (d.nm): 1800 Peak 1: 1948 100,0 54,70
Pdi: 0,032 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0945 Peak 3: 0,000 0.0 0,000
Result quality : Gooc
Size Distribution by Volume
20
g
2
o
< 10
g
F s
o+
0.1 1 10 100 1000 10000
Size (d.nm)
Size (d.nm): % Volume: St Dev (d.nm):
Z-Average (dam): 180.0 Peak 1: 1926 100,0 50,50
Pdr: 0,082 Peak 2 0,000 0.0 0.000
Intercept: 0,945 Peak 3: 0.000 0.0 0.000

Result quality : Good

Sekil 4-50: PDC-ADA ile hazirlanan misel nanotasiyicilarina ait 6rnek partikiil boyutu
dagilim grafigi
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4.16. PDC-ADA’nin Miktar Tayini i¢in Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi
(HPLC) Analiz Yontemi ve Validasyonu

4.16.1. Secicilik

Yontem 3.2.17.4°te belirtildigi gibi, HPLC analizlerinde PDC-ADA yapisinin
sentezlenmesinde kullanilan bilesenlerin, domuz derisinin ve bantla soyma isleminde
kullanilan bantin ekstraksiyon ortaminda hazirlanan o6rneklerinden kaynakli, PDC-
ADA’nin alikonma zamaninda gelen ve ¢akigsmaya sebep olan herhangi bir pik olmadig:

saptandi.

4.16.2. Dogrusalhk

Hazirlanan standartlarla konsantrasyona karsi elde edilen egri altinda kalan alan
(AUC) degerlerinin ortalamalari, standart sapma (SD) ve bagil standart sapma (% RSD)
degerleri Tablo 4.68’de gosterilmektedir. Regresyon dogrusuna ait denklem ve

hesaplanan determinasyon katsayisi (r?) Sekil: 4.51°de verilmistir.

Tablo 4-68: PDC-ADA’nin HPLC ile analiz yontemine ait dogrusallik bulgulari (n=3)

Konsantrasyon (ng/ml) Ortalama alan SD (3) RSD (%)
0,25 236,7 10,07 4,25
0,5 481 5,57 1,16
1 1029,7 21,73 2,11
2 2135 17,35 0,81

3 3281,3 42,59 1,30
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Sekil 4-51: PDC-ADA’nin kalibrasyon dogrusuna ait dogru denklemi ve determinasyon
katsayisi

4.16.3. Kesinlik
Yontem 3.2.17.4’te anlatildig1 gibi kesinlik calismalarinda hazirlanan standart

cozeltiler icin elde edilen giin ici ve giinler aras1 kesinlik bulgular1 sirasiyla Tablo 4.69

ve Tablo 4.70°te verilmistir.

Tablo 4-69: PDC-ADA’nin HPLC ile analizi yontemine ait giin i¢i kesinlik bulgulari (n=3)

Konsantrasyon (ug/ml) Ortalama alan SD (¢) RSD (%0)
0,5 496 24,6 4,96
1 1030,3 20,8 2,02

2 2142,3 23,5 1,09
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Tablo 4-70: PDC-ADA’nin HPLC ile analiz yontemine ait giinler arasi Kesinlik bulgular

(n=3)
Konsantrasyon Ortalama alan Ortalama SD (&) RSD
(ng/mb) 1. giin 2. giin 3. giin alan (%)
0,5 496 530,6 477,2 501,3 27,1 54
1 1030,3 1058,7 1021,9 1037 19,3 19
2 2142,3 2175,6 2103,4 2140,4 36,1 1,7

4.16.4. Teshis Limiti (TL)
Yontem 3.2.17.4’te anlatildig1 gibi cevabin standart sapmasi ve kalibrasyon
egrisinin egimi yardimu ile ilgili 3-1 nolu formiil kullanilarak, TL 0,069 ng/ml olarak

hesaplanda.

4.16.5. Miktar Tayini Limiti (MTL)

Yontem 3.2.17.4’te anlatildigi gibi cevabin standart sapmasi ve kalibrasyon
egrisinin egimi yardima ile ilgili 3-2 nolu formiil kullanilarak, MTL 0,229 9 pg/ml olarak
hesaplanda.

4.16.6. Orneklerin Stabilitesi

PDC-ADA’nin ekstraksiyon islemi ve analiz siiresince stabil kaldigini
dogrulamak i¢in yapilan c¢alismalarda (ACN/THF) (60:40) ortaminda hazirlanan
orneklerin stabil oldugu dogrulandi. Ekstraksiyon ortaminda hazirlanan 6rnek
¢ozeltisinin HPLC analizlerinde 3 giinlin sonunda agiga ¢ikan serbest adapalen pikinin

olmadig saptandi.

PDC-ADA ile hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerde ise 0., 24. ve 72. saatte yapilan HPLC

analizleri ile elde edilen stabilite bulgular1 Tablo 4.71’°de verilmistir.
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Tablo 4-71: PDC-ADA’nin ekstraksiyon ortaminda hazirlanan 6rnek cozeltilerine ait
stabilite bulgular1 (n=3)

Zaman  Konsantrasyon

(saat) (ng/ml) Alan Ortalama Alan SD (&) RSD (%)
0. 1053
24. 1 1021 1049,7 27,2 23
72. 1075

4.17. Adapalenin PDC-ADA ile Hazirlanan Misel Nanotasiyicilarindan In Vitro
Salimi1 Calismalarina Ait Bulgular

4.17.1. pH 5,5 PBS Ortaminda Yapilan In Vitro Salim Calismalari

Cozinlirlik caligmast sonuglari g6z Oniinde bulundurularak, in vitro salim
calismalarinda reseptor fazda adapalenin yeterince ¢oziinmesi ve sink kosulun saglanmasi
igin salim ortami olarak pH 5,5 PBS (%1,75 a/h Tween 80) kullanilmasi uygun bulundu.
pH 55 PBS’te yapilan in vitro salim g¢alismalarinda kullanilan HPLC miktar tayini

yonteminin validasyon ¢alismalarina ait sonuglar Bulgular 4.2°de verilmistir.

Kontrol olarak, serbest adapalen igeren 6rneklerde diyaliz membran ile yapilan in
vitro salim c¢alismasinda 71. saatte %76,4+1,8 oraninda adapalenin reseptdr ortama
gectigi saptandi. Yontem 3.2.18.1°de belirtildigi gibi yapilan in vitro salim ¢aligmalarina
ait bulgular Tablo 4.72’de ve salim profilini gosteren ilgili grafik Sekil 4.52°de

verilmistir.



194

Tablo 4-72: PDC-ADA yapisindan % salinan kiimiilatif adapalen miktarlari ile 50 ml
reseptor ortaminda saptanan salinmis adapalen miktarlar: bulgular1 (n=3)

Kiimiilatif adapal Kiimiilatif adapal
Zaman umulatit adapalen SD (:I:) umuiatit aaapalen SD (:l:)
(saat) konsantrasyonu (%6) miktar1 (ng/50 ml)
1 1,35 0,27 116,3 22,9
2 1,48 0,20 127,1 17,5
5 1,68 0,26 1445 22,6
24 2,41 0,49 207,7 42,0
50 2,87 0,53 246,4 45,2
71 3,12 0,34 268,1 29,6
10+ ‘—E‘ 400 -

- o

£ 8 S 300

- 9 300-

% 6- g % ............ E

£ E L

N P

< Fi ® :

<
0k . ; v 2 0 . ; . .
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
zaman (sa) zaman (sa)

Sekil 4-52: PDC-ADA yapisindan adapalenin pH 5,5 PBS ortaminda (%1,75 Tween 80) in
vitro salim profili

4.17.2. Esteraz iceren Ortamda In Vitro Salimi Calismalarina Ait Bulgular
Yontem 3.2.18.2°de anlatildigi gibi gercgeklestirilen ¢alismalarda soguk
ACN/DMF (60:40) (h/h) organik ¢6ziicii karisiminin salim ortamindan alinan 6rneklerin
tizerine ilavesi ile enzim aktivitesinin sonlandirilmasi isleminin etkinligi degerlendirildi.
Enzim aktivitesi sonlandirilmis 6rnekte derhal ve 1 saat sonra tekrar yapilan HPLC
analizleri ile elde edilen alan degerleri karsilastirildiginda bir degisiklik olmadig: goriildii;
boylece enzim aktivitesini sonlandirmak i¢in ilave edilen organik ¢oziicii miktarinin
yeterli oldugu dogrulandi. Enzim ortaminda yapilan in vitro salim ¢alismalarinda PDC-

ADA ile hazirlanan misel nanotasiyicilarindan enzimatik hidroliz mekanizmas: ile
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adapalenin serbestlesmesi incelendi. Sentezlenen ADA-PDC konjugatindan in vitro
kosullarda PLE iceren salim ortaminda adapalenin serbestlesmesini gosteren grafik Sekil

4.53’te verilmistir.

150 +
-m- 5IU/ml

-- 2IU/ml

ADA (ng/ml)

0 24 48 72 96 120
zaman (sa)

Sekil 4-53: 2 ve 5 IU/ml PLE ortaminda PDC-ADA yapisindan enzimatik hidroliz ile
adapalenin serbestlesmesi

4.18. PDC-ADA ile Hazirlanan Misel Nanotasiyicilarmmin In Vitro Deriden
Penetrasyon Calismalarina Ait Bulgular

In vitro deriden penatrasyon calismalari sonunda 24 saatlik maruziyet siiresi
sonunda donérde emilmeden kalan PDC-ADA yapisini tespit etmek i¢in deri yiizeyi 1 ml
PBS ile yikanarak bu 6rneklerde ayrica HPLC analizi yapildi. Deri yilizeyinde 24 saat
temas siiresi igerisinde konjugat yapisinin bozulmadigi, dondrde adapalen pikine

rastlanmadig: tespit edildi.

4.18.1. Adapalenin In Vitro Deriden Penetrasyonunun Punch Biyopsi Yontemi ile
Incelenmesine Ait Bulgular

PDC-ADA ile hazirlanan misel nanotasiyicilari ile yapilan in vitro deriden
penetrasyon calismalarinda; 24 saat sonunda reseptor fazdan alinan 6rneklerde yontem
3.2.13.6’da anlat1ld181 gibi yapilan islemlerin ardindan gerceklestiren HPLC analizlerinde
adapalen konsantrasyonunun TL degerinin altinda kaldig1 saptandi. Bu bulgu ile, etken
maddenin deri tabakalarinda lokalize ve sistemik dolagima geg¢isinin ithmal edilebilir

diizeyde oldugu belirlendi.
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Karakterizasyon galismalar1 tamamlanmis PDC-ADA misel nanotasiyicilart ve
pazarda bulunan ticari preparat ile yapilan in vitro deriden penetrasyon caligmalari

sonrasinda punch biyopsi ¢alismalari ile elde edilen sonuglar Tablo 4.73’te verilmistir.

Tablo 4-73: PDC-ADA ile hazirlanan misel nanotasiyicilari ve ticari preparattan
adapalenin in vitro deriden penetrasyonunun incelenmesinde punch biyopsi
calismalari ile elde edilen bulgular (n=4)

Formiilasyon KF-Poz (PSU+) KF-Neg (PSU-) Kalan deri  Deriye gecen

kodu (ng/7,85 mm#) (ng/7,85 mm?)  (ng/cm?) miktar (ng/cm?) FHF
PDC-ADA

- + + -
(serbest ada) 11,317 11,317
PD?'ADA 63,1+8,1 24,9455 721,5¢123,7 809,5+154,4  2,6+024
(bagl ada)
PDC-ADA 63,1£8,1 24,9455 732,8+144,4  820,3+£155,3 2,6+£0,24
(toplam ada)
Differin®Jel 11,442,9 5,3+1,5 207,2+37,5 220,4+41,2 2,240,1

#7,85 mm?=10*biyopsi alani
*FHF: Folikiiler Hedefleme Faktorii (KF-Poz/KF-Neg)

PDC-ADA ile hazirlanan misel nanotasiyicilarindan ve pazarda bulunan ticari
preparatindan deriye gecen serbest ve PDC-ADA yapisinda bagli halde (prodrug) bulunan
adapalen miktarlari ile kil folikiilii iceren (KF-Poz) ve kil folikiilii igermeyen (KF-Neg)
biyopsi 6rneklerinde saptanan adapalen (prodrug/on ilag) miktarlarin1 gosteren grafikler

sirasiyla Sekil 4.54 ve Sekil 4.55°te gosterilmektedir.
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Sekil 4-54: PDC-ADA ile hazirlanan misel nanotasiyicilarindan ve ticari preparattan
deriye gecen serbest ve PDC-ADA yapisinda bagh halde (prodrug) bulunan

adapalen miktarlari (n=4)

Unpaired t test (deride tespit edilen, serbest+bagli, toplam adapalen miktarlarmin karsilastirilmasi): Differin®Jel vs.
PDC-ADA * p<0,05

p< 0.0001
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Sekil 4-55: PDC-ADA ile hazirlanan misel nanotasiyicilarindan ve ticari preparattan kil
folikiilii iceren (KF-Poz) ve kil folikiilii icermeyen (KF-Neg) biyopsi érneklerinde
saptanan adapalen miktarlar1 (n=4)

Holm-Sidak metodu ile multiple t test (KF-Poz ve KF-Neg bulgularinin karsilastirilmast): PDC-ADA *p<0,0001;
Differin®Jel* p<0,05

4.18.2. Adapalenin In Vitro Deriden Penetrasyonunun Bantla Soyma Yontemi ile
Incelenmesine Ait Bulgular

Yontem 3.2.19.2°de anlatildigi gibi ¢alisilarak deriye gegen PDC-ADA ile birlikte
deride serbestlesen adapalenin deriye penetrasyonunun ve stratum corneum’daki

birikiminin bantla soyma yontemi ile degerlendirilmesine ait sonuglar Tablo 4.74’te

verilmistir.
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Stratum corneum (SC) ve canli epidermis/dermis tabakalarinda serbest ve bagli
(prodrug) halde bulunan adapalen miktarlarim1i gosteren grafik Sekil 4.56’da

gosterilmektedir.

Tablo 4-74: Bantla soyma yontemi kullamlarak deri tabakalarinda bulunan serbest ve
PDC-ADA yapisinnda bagh halde bulunan adapalen miktarlar: (n=4)
(Sonsuz/infinite doz)

Serbest ADA miktari PDC-ADA yapisinda bagh ADA
(ng/cm?) miktar1 (ng/cm?)
SC 47,7+8,1 829,2+178,3
Canh' epidermis/ 3.941.5 77.1415.4
dermis
Toplam deri 52,4+8,1 939,5+71,5
1000+
700
& E& Serbest ADA
__g_ B\ Prodrug ADA
2
< 400
o
<C
1004

sC canli epidermis+dermis

Sekil 4-56: SC ve canli epidermis/dermis tabakalarinda serbest ve bagh (prodrug) halde
bulunan adapalen miktarlar1 (n=4)
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5. TARTISMA

5.1. Giris

Dermatolojik hastaliklarin topikal tedavisinde ilag molekiillerinin dogrudan
hastaligin gelistigi hedef bolgeye uygulanma avantaji yaninda, ilacin sistemik yan etki ve
komplikasyonlarindan da kaginilmaktadir!. Topikal tedavide ilaglarin oldukca kompleks
bir membran olan derinin hedef tabakalarina ulastirilmasi tedavi etkinliginin
iyilestirilmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Ancak, derinin en dis tabakasi olan
stratum corneum, miikemmel bir bariyer Ozelligine sahip bir yapida oldugu igin
organizmaya yabanci maddelerin girisini engelledigi gibi, topikal uygulanan ilag
molekiillerinin de derinin daha derin hedef tabakalarina ulastirilmasinda hiz kisitlayici
Ozellik gosterebilmektedir. Dolayis1 ile, dermatolojik hastaliklarin topikal tedavi
etkinligininin kisitlanmasina da yol acabilmektedir’. Bu durum, ilaglarin deriden
penetrasyonunun arttirilmast  ve derideki hedef tabakalarinda lokalizasyonun
saglanmasia yonelik yaklasimlarin gelistirilmesini gerekli kilmaktadir. Son yillarda,
aragtiricilarin oldukca fazla ilgisini ¢ceken nanoteknoloji alanindaki gelismelere bagh
olarak gelistirilen yenilik¢i nanotasiyici sistemler ile ilaglarin derinin belirli tabakalarina

hedeflendirilmesi de bu stratejilerin arasinda yer almaktadir®*,

Akne, lezyonlar1 kil folikiilleri ve folikiile agilan yag bezlerinden olusan
pilosebase iinitede olusan ve sik karsilasilan dermatolojik hastaliklardandir. Aknenin
patofizyolojisinin kompleks oldugu ve aslinda tam olarak anlagilamadig1 vurgulanmakla
birlikte, aknenin olusumunda kil folikiiliindeki patofizyolojik olaylarin rol aldig:
goriilmektedir®. Bu nedenle, akne tedavisinde dnemli bir yer tutan topikal uygulamada
ilaglarin pilosebase iinitede lokalizasyonu ve kil folikiillerindeki birikimi 6nem
tasimaktadir'®,

Aknenin topikal tedavisinde benzoil peroksit, retinoitler ve antibiyotikler yaygin

241 Ozellikle, bu ilaglarin ¢ogu ile uzun siireli topikal tedavide

olarak kullanilmaktadir
siklikla goriilen yanma, soyulma, eritem, kuruluk, 1518a duyarlilik gibi kiitandz yan etkiler

hasta uyuncunu olumsuz etkilemektedir?3824,

Adapalen, igiincli kusak bir retinoit tiirevi olarak akne tedavisinde topikal

kullanilan retinoliin (vitamin A) sentetik bir analogudur?®

. Adapalenin, niikleer
transkripsiyon faktorii olarak gdrev yapan retinoik asit reseptorlerine (RARP ve RARY)

secici baglanarak insan keratinositlerinde gen transaktivasyonu ile gen ekspresyonunun
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diizenlenmesinde rol oynadigr gosterilmistir. Boylece, folikiiler keratinizasyonu
degistiren genlerin ekspresyonunu etkileyerek akne lezyonlarinin olusumuna giden
stirecte mikrokomedon gelisiminden sorumlu keratinosit hiperproliferasyonunu
Onleyerek, bu hiicrelerin ¢cogalmasi ve farklilasmasini kontrol ettigi diistiniilmektedir.
Adapalenin komedolitik etkisi, keratinosit hiperproliferasyonunu ve farklilagmasini
normallestirme yetenegine baglanmaktadir®®?°. Ayrica anti-enflamatuar etkisinin

bulundugu da gosterilmistir®*,

Adapalenin orijinal topikal iiriinii Differin®Jel (%0,1) (Galderma Labs L.P.)
isimli orijinal farmasdtik {iriin, 12 ve {istli yas hastalarda akne vulgarisin tedavisi igin
receteli bir iiriin olarak akne tedavisinde kullanilmak iizere ilk kez 1996 yilinda ABD
Gida ve Ilag Dairesi (U.S. Food and Drug Administration: FDA) tarafindan

260 Adapalenin Differin® ismiyle ayrica; %0,1’lik soliisyon?®?, %0,1°lik

onaylanmistir
krem?®2 ve %0,31iik?%® jel formlar1 da aym sekilde FDA tarafindan farkl1 yillarda onay
almigtir. Avrupa’da orijinal iriin olarak %0,1 adapalen igeren krem ve jel formu
kullanima sunulmaktadir. Diinya ila¢ pazarinda halihazirda farkli firmalarin drettigi

krem, jel, losyon ve soliisyon dozaj sekilleri mevcuttur®.

Topikal adapalen tedavisinde, “retinoit reaksiyonu” olarak bilinen ve doza baglh
olarak uygulama bolgesinde gozlenen eritem, kuruluk, kasinti, yanma hissi ve soyulma
ile karakterize olan advers etkilerle karsilasilmaktadir. Bu reaksiyon adapalen
molekiiliiniin kimyasal yapisinda polar kismi olusturan karboksilik asit grubunun
varligina baglanmaktad1r36. Fizikokimyasal ozellikleri (412,52 g/mol; pKa:4,23;
logP:8,04) nedeni ile suda ¢oziiniirliigii cok diisiik ve son derece lipofilik bir molekiil®’
olan adapalenin perkiitan penetrasyon kabiliyetinin zayif oldugu literatiirde
vurgulanmaktadir. Asirt lipofilik karakteri, topikal uygulanmasinin ardindan stratum
corneum‘un iist kistmlarinda birikmesine ve daha alt tabakalara ge¢isinin sinirlanmasina
neden olmaktadir®”%, Bu sekilde lipofilik 6zelligi yiiksek ilaglarin stratum corneum’da
lokalize olmakta ve stratum corneum bariyerini asarak canli epidermis ve dermis

tabakalarma ge¢meleri cok uzun siirebilmektedir®®8372,

Adapalenin suda ¢6ziiniirliigiiniin ¢ok diisiik olmasi topikal formiilasyonlarinin
gelistirilmesini de zorlastirmaktadir. Konvansiyonel preparatlarinin deriye uygulanmasi
ile ortaya ¢ikan yan etkileri adapalenin topikal uygulanmasini kisitlayabilmektedir. Ticari

preparatlarin formiilasyonlarinda, adapaleninin sudaki gii¢ ¢oziliniirliigliniin {istesinden
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gelmek iizere, propilen glikol, fenoksietanol gibi bazi alkollere ve siirfaktanlara yer
verilmektedir. Bu eksipiyanlarin stratum corneum ile etkilesime girerek deride iritasyona
sebep olabildigi ileri siiriilmektedir!®°. Uzun siireli ve sabir isteyen bir siireci gerekli
kilan akne tedavisinde; topikal uygulanan etken maddenin haftalar siirecek siirekli
kullanim1 s6z konusu oldugundan bu siiregte ortaya ¢ikacak iritasyon hasta uyuncunu

onemli 6lciide azaltmaktadir®#2,

Adapalenin topikal tedavisinin etkinliginin arttirilmasi i¢in yeni ilag tasiyici
sistemlerin gelistirilmesi; 6zellikle ilacin derideki hedef bolgelere ulagmasini saglanmasi
ve yan etkilerin en aza indirilmesi agisindan 6nem tasimaktadir. Adapalenin sulu bir
dispersiyon ortaminda dagitilmak iizere koloidal tasiyici sisteme yiiklenmesi ile;
¢Oziiniirliik arttirict olarak formiilasyona dahil edilen alkollerin ve siirfaktanlarin
kullaniminin ortadan kaldirilabilecegi ya da en aza indirilebilecegi, boylece tasiyiciya

bagl deri iritasyonunun azaltilabilecegi dnerilmektedir'®2°,

Topikal tedavi i¢in siklikla arastirilan ilag tasiyici sistemlerden olan
mikropartikiiller stabil olduklar1 ve etken maddeleri kontrollii sekilde saldiklar1 i¢in tercih
edilmektedirler®. Literatiirde, ilag konsantrasyonuna ve tasiyiciya bagl iritasyona ¢dziim
olarak adapalenin mikropartikiiler sistemlere yiiklenmesi diisliniilmiistiir. Boylece yiiksek
dozda etken maddenin uygulama bdlgesinde hizla salimimi 6nlemek, kontrollii veya
uzatilmis salim saglayarak yan etkilerin azaltilmasi hedeflenmistir®” 28273 Adapalenin
iritasyon yan etkisine ¢oziim olarak nanopartikiillerin kullanilmasi1 da alternatif bir

yaklagim olarak ele alinmaktadir'®17:372,

Nanopartikiiler tasiyict  sistemlerin  ilag  molekiillerinin  farmakokinetik
ozelliklerinin iyilestirilmesi, fiziksel, kimyasal veya biyolojik bozunmadan korunmasi,
dokulara hedeflendirilmesi ve kontrollii salimi, 6zellikle hidrofobik molekiillerin
coziindiiriilmesi ve biyoyararlanimlarinin  arttinllmast  gibi  pekcok avantaji
bilinmektedir®”®, Nanotasiyicilarin deriye topikal uygulanmasmin da benzer sekilde
avantajlar1 yaninda, ila¢g molekiillerinin derinin belirli tabakalarina hedeflendirilmesi ve
hedef bolgede uzun siireli/kontrollii ilag salimi saglamasi acisindan da stiinliigi
vurgulanmaktadir®”#37, Ayrica, nanopartikiiler sistemlerin deriden sistemik dolasima ilag
gecisini arttirmadan deride kalis siiresini uzattig1 da kanitlanmistir>®,

Nanopartikiillerin kil folikiillerine hedeflendirilebilecegi de gdsterilmistir®?’.

Dermatolojik tedavi i¢in folikiiler yolagin olaganiistii bir firsat saglayacagi
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diisiiniilmektedir®. Kil folikiilleri, topikal olarak uygulanan ilaglar icin rezervuar gorevi
gormesi sebebiyle umut vaadetmektedir’. Ozellikle, akne gibi folikiiler bolge ile iliskili
dermatolojik hastaliklarin tedavisinde nanopartikiiler sistemler ile uygulanan ilaglarin
hedef bolge olarak kabul edilen kil folikiillerinde®’ lokalizasyonu ile tedavinin
iyilestirilmesi, daha diisik doz ile hedef konsantrasyonun saglanmasit ve
kontrollii/uzatilmig salim ile ilaca bagli yan etkilerin azaltilmasina bagli olarak hasta

uyuncunun arttirilmasinin miimkiin olabilecegi vurgulanmaktadir.

[la¢ molekiillerinin 6zellikle kil folikiillerine hedeflendirilme agisindan potansiyel
topikal tasiyici olarak mikropartikiillere gore nanopartikiiler daha iistiin olabilecegi
ongoriilmektedir. Zira, yapilan son calismalarda, kiitan6z uzantilar (kil folikiilleri, ter
kanallar1) yoluyla mikropartikiillerin deriden penetrasyonunun, boyutlar1 ile orantili
olarak sinirlanabilecegi gosterilmistir. Bu kapsamda 10 pm'den biiyilik partikiillerin
folikiiler acikliktan penetre olamadigi, 9-10 pm arasindaki boyutta partikiillerin
penetrasyon olmaksizin folikiil agiklig1 etrafinda konsantre olduklari, 7 pm boyutunda
partikiillere folikiiler hatta biraz daha derin bolgelerde rastlandigi, 3-5 pm boyutunda

partikiillerin folikiiler hatta daha yiiksek konsantrasyona ulastig1 gosterilmistir®3',

Aknenin topikal tedavisine yonelik nanotastyici sistemler iizerine son yillarda pek
cok aragtirma yapilmaktadir. Akne tedavisinde kullanilan ilaglarin penetrasyonunun
tyilestirilerek ytliksek topikal biyoyararlanim saglanmasi ile tedavi etkinliginin
arttirtlmasi, derideki hedef bolgede lokalizasyonlarinin saglanmasi, yan etkilerinin
azaltmasi, stabilitelerinin arttirilmas1 ve kontrollii salimi amaglanmaktadir?®2C,
Nanotastyict sistemler ile akne tedavisinde kullanilan topikal retionoitlerin gilines 15181na
duyarhilik, iritasyon, eritem gibi advers etkilerinin azaltilmasi, hasta uyuncunun

arttirilmasi da s6z konusudur®#2,

Adapalenin literatlirdeki yenilik¢i topikal formiilasyon yaklagimlar1 arasinda

mikroemiilsiyonlar®® ve kat1 lipit nanopartikiiller**®’

, nanokapsiiller™®, aside duyarl
polimerik  nanotastyicilar'®,  polimerik misel nanotasiyicilari'’,  lipozomlarse
bulunmaktadir. Adapalenin  PAMAM dendrimer ve dendron temelli misel
nanotagtyicilarinin hazirlanmasi1 ve formiilasyon optimizasyonuna yonelik bildigimiz

kadaryla literatiirde kayitli bir caligma bulunmamaktadir.

Dendritik polimerler, 6zgiin sekilde tasarlanabilen ¢ok fonksiyonlu nano boyutlu

tasiyict sistemler olarak biyomedikal uygulamalar igin biiyiik bir potansiyele sahiptir®.
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Dendritik, yani agac benzeri*® ¢ok dalli, polimerler grubunda yer alan dendrimerler, lineer
polimerlere gore daha yeni, ¢ok sayida dala ve belli molekiiler agirliga sahip monodispers

yapida polimerik nanopartikiillerdir.

Dendrimerler, merkezde bir cekirdek kismi ile fonksiyonel yiizey gruplari
bulunan li¢ boyutlu dallanmis dendritik yapilardir. Baglica avantajlari arasinda;
yiizeylerinde bulunan ¢ok sayida fonksiyonel gruplarin kontrol edilebilir olmasi, yilizey
gruplarinin yapisina bagli olarak membran lipitleri ile etkilesme ve permeasyon arttirici
ozellik gosterme potansiyellerinin bulunmasi siralanabilir®®®?. Yiizeyinde polar gruplar
tagityan dendrimerlerin, 6zellikle hidrofobik ilaglarin sudaki ¢oziiniirliiklerini arttirdiklari,
ayrica dayanikli olmayan ilag molekiillerinin kimyasal stabilitesini de iyilestirdikleri
gosterilmektedir. Ayn1 zamanda, hidrofilik dis kabuk ve hidrofobik bir i¢ bosluga sahip
bu yapilarin penetrasyon arttirici dzelliginin de bulundugu vurgulanmaktadir®®%°, Amin
yiizey gruplarina sahip PAMAM dendrimerlerin sahip olduklari pozitif yiiklii terminal
gruplar1 ve negatif yiiklii hiicre membranlari arasindaki etkilesim ile hem epidermal hem
de dermal tabakalarda etkin sekilde biriktigi gosterilmistir ve topikal tedavide potansiyel

nanotastyicilar olabilecekleri belirtilmektedir®®®?,

Dendronlar ise, dendrimerlerin yapisal bileseni olarak tanimlanmaktadir. Dendron
yapilar1 kullanilarak, dendrimerlerde bulunan ¢ok sayida yiizey fonsiyonel grubuna sahip
olma &zelliklerini*’®*"® barindiran ¢ok cesitli ve 6zgiin polimerik tasiyici sistemler
hazirlanabilir. Ozellikle, amfifilik 6zellikte dendron temelli blok kopolimerlerin tasarimi
ile kendiliginden olusan misel sistemlerinin hazirlanabilen nanotastyicilardandir®’62%5,
Ornegin, dendritik yapilarin lineer blok kopolimerlerle hibridizasyonu sonucu, amfifilik
PEG'lenmis dendron temelli kopolimerlerin (PDC) hazirlanmasi ile sulu ortamda olusan
misellerin ¢ekirdek kisminda hidrofobik molekiillerin etkin bir sekilde enkapsiilasyonu
saglanabilir. Dendron temelli misellerin diisiik kritik misel konsantrasyonlari®®3
hidrofobik ilaglarla termodinamik ag¢idan kararli tasiyict sistemler hazirlanmasini
miimkiin kilmaktadir®. Ozellikle, polyester yapisinda biyopargalanabilir dendritik
sistemlerle hazirlanan polimer-dendron konjugatlari, sahip olduklar1 hidrolizle
parcalanabilen ester yapisi nedeniyle biyouyumlu ve biyopargalanabilir tastyic sistemler

olarak bircok biyomedikal uygulama alaninda kullanilabilir®'®-317,

Aknenin topikal tedavisinde etken maddenin uygulandig1 dozaj formu (krem, jel,

losyon veya ¢ozelti) da 6nemlidir. Krem formundaki preparatlar, kurutmayan ve tahrig
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etmeyen bir formiilasyona ihtiya¢ duyan hassas veya kuru ciltler i¢in uygun kabul
edilirken®”’, akneye meyilli ve yagl ciltler igin ise topikal uygulamada su bazl iiriinler

378 Ornegin su bazli jeller daha az iritan oldugu igin tahrise ve yanmaya neden

onerilir
olabilen hidroalkolik preparatlara gore daha fazla tercih edilmektedir®’®3%. Pazarda
onayl1 akne prepratlarinin da su bazli jel tagiyici sistemleri ile hazirlandig1 goriilmektedir.
Su bazli jeller ozellikle lipofilik etken maddelerin deriden penetrasyonunu arttirma,
yiiksek oranda su igerigi, kozmetik kabul edilebilirlik, uygulama kolaylig: gibi avantajlar

sunart,

Bu doktora tez calismasi kapsaminda; akne tedavisine yonelik adapalen etken
maddesi yiiklii yenilikgi dendritik nanotagiyict sistemlerin  optimizasyonu ve
karakterizasyonu 1ile bu nanotasiyicilar1 igeren topikal jel formiilasyonlarinin

gelistirilmesi ve karakterizasyonu ¢alismalar yiiriitiildii.

Adapalenin enkapsiilasyon teknigi ile yiiklendigi PAMAM dendrimer ve dendron
temelli misel nanotasiyicilarin optimizasyon ¢alismalarinda; partikiil boyutu ve dagilimi
analizleri ile segilen nanotasiyicilarin; fiziksel stabilitesi, zeta potansiyel analizi, ilag
yiikleme orani ve yiikleme etkinligi ve TEM analizleri yapilarak optimize edilen dendritik
nanotasiyici sistemlerin karakterizasyonu gerceklestirildi. PAMAM (G2) dendrimerler
ile hazirlanan nanotasiyici sistemlerde kompleks olusumunu degerlendirmek i¢in ayrica

FTIR analizleri yapildi.

In vitro kosullarda topikal uygulama sonrasinda dendritik nanotasiyict
sistemlerden adapalenin derideki lokalizasyonu, penetrasyon derinligi ve kil
folikiilerindeki birikimin degerlendirilmesi icin FITC ile isaretlenen PAMAM
dendrimerler ve NK yiiklenen dendron temelli miseller ile CLSM teknigi kullanilarak

goriintlileme caligmalar1 gergeklestirildi.

Hazirlanan nanotasiyici sistemlerin topikal uygulamaya yonelik konvansiyonel
bir formiilasyon ile kombine edilmesi diisiiniildiigii i¢in, karakterizasyon bulgularina gore
secilen adapalen yiiklii dendritik nanotasiyici sistemleri (adapalen yiikli PAMAM
dendrimerler ve adapalen yiiklii dendron temelli miseller) igeren jel formiilasyonlari
hazirlandi. Hazirlanan topikal formiilasyonlarin reolojik 6zellikleri incelenerek viskozite,

yayilabilirlik 6zellikleri ile pH degerleri belirlendi.

Adapalenin  deriye penetrasyonun ve kil folikiilerinde  birikiminin

degerlendirilmesi i¢in; adapalen yiikli PAMAM dendrimer ve dendron temelli miseller
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(sulu koloidal dispersiyon halinde) ve ayrica bunlarin jel formiilasyonlari ile yapilan in
vitro penetrasyon calismalarinda gelistirilen formiilasyonlarin performansi pazarda
bulunan ticari orijinal iriin ile (Differin®Jel) karsilastirildi. Bu amagla in vitro
penctrasyon c¢alismalarini takiben deri Orneklerindeki adapalenin kantitatif olarak
folikiiler birikimini degerlendirmek iizere punch biyopsi veya stratum corneum’daki

konsantrasyon profilini belirlemek iizere bantla soyma islemi yapildi.

Tez calismasi kapsaminda ayrica; adapalenin dendron temelli yapilara kovalan
konjugasyon yolu ile baglandig1 dendritik konjugat yapilarinin sentezlenmesi diistiniildii.
Sentez ve karakterizasyon calismalar1 Bogazici Universitesi Kimya Béliimii’nde
gerceklestirilen PDC-ADA konjugatlari ile hazirlanan misel formiilasyonlarinin partikiil
boyutu ve polidispersite indeksi ile zeta potansiyel degerleri belirlendi. Hazirlanan PDC-
ADA yapisindan adapalen salimini degerlendirmek {izere, diyaliz membran kullanilarak,
pH 5,5 PBS ortaminda ve ayrica derideki enzimatik aktiviteyi taklit etmek i¢in PLE ilave
edilen pH 7,4 PBS ortaminda in vitro salim ¢aligmalar1 yapildi. PDC-ADA yapisi ile
hazirlanan misel nanotasiyicilarinin derideki lokalizasyonu degerlendirilmesine yonelik
in vitro deriden penetrasyon ¢alismalar yapildi, deriye gecen PDC-ADA ve PDC-ADA
yapisindan serbestlesen adapalen miktarlar1 kantitatif olarak tayin edildi. Folikiiler
birikimin saptanmasi i¢in punch biyopsi teknigi kullanildi. Kil folikiillerinde birikimini
kontrol olarak pazarda bulunan ticari orijinal iriin ile (Differin®Jel) karsilagtirmali
olarakdegerlendirildi. PDC-ADA ve PDC-ADA yapisindan serbestlesen etken maddenin
stratum corneum ve canli epidermis/dermis’teki konsantrasyonunu bantla soyma teknigi

ile incelendi.

5.2. Adapalenin Miktar Tayini Yontemi Validasyonunun Degerlendirilmesi

Tez kapsamindaki ¢aligmalarda hazirlanan 6rneklerdeki adapalen (ADA) igeriginin
kantitatif analizinde kullamlmak iizere, literatiirde kayith®’ yiiksek performansl sivi
kromatografisi (HPLC) analiz yOnteminin {izerinde gelistirme ve optimizasyon

calismalar1 yapildu.

Adapalenin farkli ortamlardaki ¢oziiniirligiiniin belirlenmesinde, PAMAM
dendrimer ve polyester dendron-polimer konjugatlart (PDC) ile hazirlanan adapalen
yiiklii nanotasiyici sistemlerde bulunan etken madde miktar: ile yiikleme etkinligi ve
yikleme oranlarinin  saptanmasinda, etken maddenin derideki birikiminin

degerlendirilmesine yonelik yapilan in vitro deriden penetrasyon c¢aligmalarinda
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orneklerde bulunan adapalenin miktar tayini igin, literatiirde kayitlr® HPLC yontemi
tizerinde baz1 degisiklikler yapilarak kullanildi. Optimize edilen yontemin validasyon
caligmalar1 kapsaminda ICH kilavuzlar1 dogrultusunda, secicilik, dogrusallik, dogruluk,

kesinlik, teshis limiti ve miktar tayini limiti tespiti i¢in gereken analizler yapildi®*.

Optimize edilen HPLC yontemi ayrica; dendron temelli nanotasiyicilarda kovalan
bagli bulunan adapalenin (PDC-ADA) in vitro kosullarda salimmin degerlendirilmesi
amaciyla in vitro salim ¢alismalarda adapalenin miktar tayini i¢in kullanildi. In vitro
salim caligsmalar1 sirasinda sink kosulu saglayacak sekilde secilen reseptér ortaminda,
pH:55 PBS (%1,75 Tween 80, a/h) ¢oOzeltisi, hazirlanan standartlarla validasyon

calismalar1 tekrarlandi®#2,

Adapalenin ekstraksiyonu i¢in kullanilan ACN/DMF (60:40) (h/h) ¢oziiciisii ile
hazirlanan standartlarin kullanildigi segicilik ¢alismalarinda; in vitro deriden penetrasyon
deneyleri sirasinda kullanilan domuz derisi ve bantlarin; ayrica formiilasyon bilesenleri,
mobil faz ve ¢ozlinme ortaminin adapelenin alikonma zamaninda girisim yapmadigi
dogrulandi. Dogrusallik calismalarinda elde edilen kalibrasyon egrisine (Sekil 4.4) ait
dogru denkleminin (r?>= 0,9999) miktar tayininde kullamilabilecegi saptandi. Giin igi ve
giinler arasi1 kesinlik ¢caligsmalar ile yontemin kesinligi gosterildi (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4).
Dogruluk c¢alismasinda formiilasyonlarda kullanilan yardimer maddeleri, PAMAM
dendrimer ya da PDC, igeren orneklerde adapalenin %99-105 oraninda geri kazanildig
tespit edildi (Tablo 4.7). ACN/DMF (60:40) (h/h) ¢oziiciisii ile hazirlanan standart
cozeltiler i¢in adapalenin teshis limiti 0,4 ng/ml; miktar tayini limiti 1,2 ng/ml olarak
belirlendi. Adapalenin ACN/DMF (60:40) (h/h) ¢oziicii karisgiminda hazirlanan standart
cozeltilerinde karanlikta, oda kosullarinda ya da pencere Oniinde giin 1s18ina maruz

birakilacak sekilde ti¢ farkli ortamda 5 giin stabilitesini korudugu saptandi (Tablo 4.8).

In vitro salim ¢aligmalarinda kullanilan reseptor ortami olan pH 5,5 PBS (%1,75
Tween 80, a/h) ¢ozeltisi ile hazirlanan standartlarin kullanildig: secicilik ¢alismalarinda;
adapalen piki ile girisim yapan ya da adapalenin alikonma zamaninda gelen ¢oziicii
sistemden kaynakl1 herhangi bir pik olmadig1 dogrulandi. Dogrusallik ¢alismalarinda elde
edilen kalibrasyon egrisine (Sekil 4.5) ait dogru denkleminin (r’= 0,9999) miktar
tayininde kullanilabilecegi saptandi. Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ¢caligmalari ile i ile
yontemin kesinligi gosterildi (Tablo 4.5 ve Tablo 4.6). Adapalenin teshis limiti 2,4 ng/ml;

miktar tayini limiti 7,3 ng/ml olarak belirlendi. Adapalenin reseptor ortaminda (pH:5,5
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PBS (%1,75 Tween 80, a/h) ¢dzeltisi) hazirlanan standart ¢ozeltilerinde 72 saat siire
stabilitesini korudugu saptandi (Tablo 4.9).

Bu bulgular ile, optimize edilen analitik yéntemlerin ilgili ICH kilavuzunda®*

belirtilen validasyon kriterlerini karsiladigi gosterilerek, calismamizda hazirlanan

orneklerdeki adapalen analizi i¢in kullanilabilecegine karar verildi.

5.3. Adapalenin Farkh Coziicii Ortamlarindaki Coziiniirliigiiniin Degerlendirilmesi

In vitro salim ¢alismalarinda kullanilacak resept6r fazin belirlenmesi igin, Sink
kosulun (sonsuz seyrelme) saglandigi uygun ¢oziinme ortamini se¢gmek {lizere adapalenin
farkli ortamlarindaki ¢6ziiniirligii saptand1 (Tablo 4.10). Elde edilen bulgulara gore,
denenen ¢oziiciiler arasinda en yiiksek ¢oziintirligi; pH 5,5 PBS-Etanol (50:50) (h/h)
karisimi sagladi. Ancak, dendron temelli nanotasiyicilarda kovalan bagli adapalenin
(PDC-ADA) in vitro kosullarda salim ortaminda transesterifikasyon sonucu
serbestesmesini, bir bagka deyisle PDC-ADA yapisindaki ester baginin salim ortamindaki
etanole bagli olarak kopmasini (transesterifikasyon®?-34) &nlenmesi gerektigine karar
verildi. Bu nedenle, PDC-ADA yapisindan adapalenin pH’ya bagh saliminin
degerlendirilmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda reseptor faz olarak kullanmak tizere sink

kosulu da saglayan (Tablo 4.10) pH 5,5 PBS (%1,75 Tween 80, a/h) ¢ozeltisi kullanildi.

5.4. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarinin Optimizasyon
Calhismalarimin Degerlendirilmesi

PAMAM dendrimer nanotasiyicilarinin optimizasyon calismalari kapsaminda;
oncelikle etken madde yliklenmeyen dendrimerlerin partikiil boyutu karaktrizasyonunu
yapildi. Kendi dispersiyon ortami olarak metanol (MetOH) i¢inde temin edilen G2-
PAMAM-NH: dendrimerlerin herhangi bir filtrasyon islemi uygulanmadan partikiil
boyutu oGlglimleri gergeklestirildiginde, dendrimerlerin agregat olusturma egiliminde
oldugu gériildii (2000-3000 nm; PDI:1). Orneklerin membran filtreden siiziilmesi ile G2-
PAMAM-NH: partikiil boyutu ve dagilimin uygun oldugu (12,3+4,0 nm; PDI: 0,31+0,05)
saptand1 (Tablo 4.11). Etken madde yiiklenmeden PAMAM-G2-NH> dendrimerlerin saf
sudaki (%0,1) boyutlar1 DLS teknigi kullanilarak 6l¢iildiigiinde; birkac yiiz nanometre
boyutunda agregatlar olusturdugu goriildii (Tablo 4.12). Diisiik 151k siddeti yogunlugunda
sinyal veren tek basma (agregat olusturmayan) yaklagik 2,6 nm boyutunda dendrimer
molekiilleri ile birlikte, dendrimerlerin bir araya gelerek olusturdugu agregatlarin

(379,7£92,2 nm; PDI: 0,51£0,1) oldugunu gosteren pikler elde edildi. Benzer sekilde
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literatiirde; pH 6,5'de saf tamponlanmamis suda PAMAM-NH: dendrimerlerin (20 pM)
partikiil boyutu ol¢iimlerinde, agragatlarin varligina isaret eden yaklasik 200 nm’lik
boyutlar1 (212 + 37 nm) gosteren tek bir pik ile beraber yiizde degeri diisiik bir 151k siddeti
sinyali veren yaklasik 2,9 nm boyutundaki molekiillere ait piklerin gozlendigi, bu
sinyallerin orneklerde bulunan birbirinden ayr1 (agregat olusturmayan) dendrimer
molekiillerine ait oldugu bildirilmistir®®®. Bir baska ¢alismada da; G3 PAMAM-NH;
dendrimerlerin (10 uM) birka¢ yiiz nanometre (486+68 nm) boyutunda agregatlar
olusturdugu gozlemlenmistir’®®, PAMAM-OH (3., 4. ve 5. jenerasyon) dendrimerlerin
(14,4-144 uM) partikiil boyutu dl¢iimlerinde yiiksek polidispersite gozlendigi ve 6rnek
konsantrasyonundan bagimsiz olarak, 20 ile 500 nm arasinda ¢apa sahip agregatlarin
bulundugu ifade edilmistir®®’. Elde edilen sonuglarin literatiirde bildirilen bulgular ile

uyumlu oldugu saptanda.

Adapalen yiiklii PAMAM dendrimer formiilasyonlarinin hazirlanmasina yonelik
calismalarda; adapalene ait karboksilli asit grubu (-COOH) ve PAMAM dendrimerlere
(G2-PAMAM-NH2) ait amin gruplarindan kaynakli kimyasal etkilesim ongoriilerek
PAMAM-ADA komplekslerinin olusturulmasi amaciyla c¢alismalar yiiriitiildi.
Literatiirde bu sekilde elektrostatik etkilesim mekanizmasina baghh PAMAM
dendrimerlerle asidik (-COOH tasiyan) ilag molekiilleri ya da negatif yiiklii iyonlarla
kompleks olusturulmasi kayitlidir346-348351388 Jyoun pH kosullarinda pozitif yiiklii amin
gruplari ile negatif yiiklii karboksilat iyonlar1 arasinda kurulan kovalan olmayan baglarla

ilag tastyici sistemler hazirlanmistir®’.

PAMAM dendrimerlerin anyon tutma kabiliyetinin pH diistiikge arttigi, yiiksek
pH’larda ise azaldig1 bilinmektedir®®. 16 adet yiizey grubu yani sira internal tersiyer amin
ve internal amit gruplarina sahip olan PAMAM dendrimerlerin pH 10,5’te yapisindaki
biitiin amin gruplarinin iyonize olmayan halde; pH 7,7’de yiizeydeki biitiin primer amin
gruplarinin iyonize, igteki tersiyer amin gruplarinin iyonize olmayan halde halde,
dolayisiyla nominal yiikiin 16 oldugu; pH 5,5’te tersiyer amin gruplarimin %55’inin
Iyonize, sonugta nominal yiikiin 24 oldugu; pH 3’te ise biitiin amin gruplarinin iyonize
oldugu ifade edilmektedir®®. Benzer sekilde PAMAM (G3-G7) dendrimer yiizeyindeki
primer amin gruplarinin protonlanmasinin pH ~7 civarinda tamamlandigi, pH ~3
civarinda ise ¢ekirdegi olusturan etilendiamin grubu disinda tiim tersiyer amin gruplarinin

iyonize hale gectigi gosterilmistir®®.
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“Henderson-Hasselbach” denklemine!?212 ggre; adapalenin pKa degeri 4,2%'
oldugu icin pH’s1 en az 6 olan formiilasyonlarda %90’1n iizerinde iyonize olacaktir.
PAMAM dendrimerlerin nétral ve zayif asidik kosullarda yiizey amin gruplarinin da
iyonize halde olmasi dikkate alinarak, pH 6-7 oldugunda dendrimere ait pozitif yiiklii
amin gruplari ile adapalene ait karboksilat anyonu (R-COO ) arasinda elektrostatik

etkilesimin olmas1 beklenmektedir.

5.4.1. Adapalenin Dendrimerin Sudaki Cézeltisine Kati Halde ilavesi ile Hazirlanan
Nanotasiyicilara ait Calismalarin Degerlendirilmesi

Adapalenin PAMAM dendrimere yiiklenmesi i¢in yiiriitilen formiilasyon
calismalar1 kapsaminda, ilk olarak adapalenin dendrimerin sudaki ¢6zeltisine kat1 halde
ilavesi yontemi ile yiikleme calismalar1 yapildi. Adapalenin dogrudan dendrimer igeren
ortamda ¢Ozlindiiriildi. Yapilan ilk ¢alismalarda ilacin yliklenme etkinligini arttirmak igin
yiiksek konsantrasyonlarda PAMAM ile hazirlanan dendrimerin sudaki ¢ozeltilerinde,
konsantrasyondan dolay:1 artan pH’y1 (6rnegin, PAMAM oranm1 %0,3’e ¢ikarildiginda
¢ozelti pH’siin ~ 9 oldugu saptandi) uygun degerlere ¢ekmek i¢in yiikkleme dncesinde 1
N HCI ile pH (pH 6 ve 7,5) ayarlandi. Ancak, bu kosulda yiikleme c¢alismalarinda
adapalenin ortamda ¢oktiigii gozlendi. Adapalenin ¢okmesinin, pH ayari i¢in kullanilan
HCl’den gelen Cl iyonlarmin PAMAM dendrimerler tarafindan yarismali olarak
tutulmasina ve adapalen ile etkilesebilecek gruplarin kapanmasina baglandi. Amin ylizey
gruplart olan PAMAM dendrimerlerin sahip oldugu net pozitif yiik ile sudaki iyonlar

baglamada elektrostatik etkilesim imkani sundugu literatiirde agiklanmugtir>00-30,

Ayrica, ikinci yontem olarak adapalenin THF’de ¢oziindiiriilerek dendrimerin
metanoldeki ¢6zeltisine ilavesi ile PAMAM dendrimer nanotasiyicilarin hazirlanmasi
icin; hidrasyon asamasinda dispersiyon ortami olarak PBS ¢ozeltisi (pH 7.4)
kullanildiginda da ayni sekilde adapalenin ¢oktiigii gozlendi. Adapalenin bu sekilde PBS
(pH 7,4) ile hazirlanan formiilasyonlarda ¢6kmesi; benzer olarak PBS (pH 7,4)’den gelen
farkli iyonlarm PAMAM dendrimerler tarafindan tutulmasina ve adapalen ile
etkilesebilecek gruplarin kapanmasina baglandi. Cesitli iyonlarin PAMAM dendrimerler
tarafindan tutulmasi ile iyon ¢iftlerinin olusturulabilecegi literatiirde farkli caligmalarda
gosterilmistir**®®!,  Bu sonuglara gore, adapalen yiikli PAMAM dendrimer

nanotastyicilarin hazirlanmasinda ultra saf su (18.2 Q) kullanilmasina karar verildi.
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Adapalenin dendrimerin sudaki ¢ozeltisine kat1 halde ilavesi yontemi ile yapilan
yiikkleme caligmalarinda da pH ayar1 yapilmaksizin ultra saf su kullanilmasina karar
verildi. Bu kapsamda; farkli konsantrasyonlarda (%0-0,1) PAMAM dendrimerlerin saf
suda hazirlanan ¢ozeltilerine ve ayrica kontrol olarak yalnizca saf suya asir1 miktarda
adapalen ilave edildi (Tablo 3.2). Kontrol olarak, adapalenin PAMAM dendrimer
icermeyen saf sudaki ¢oziiniirligii 0,28+0,04 pg/ml olarak saptandi. Saf su ortamina %0-
0,1 konsantrasyon araliginda artan oranda PAMAM ilavesi ile son derece lipofilik®*® ve
sudaki ¢ozlintirligli ¢ok diisiik olan adapalenin ¢oziintirliigiinde artis oldugu belirlendi.
Ancak, bu yontem ile sisteme yiiklenen adapalen miktarinin beklenenden daha diisiik
bulundu (%0,1 (a/h), PAMAM igeren saf suda geri kazanilan adapalen: 7,06+0,27 pg/ml)
(Tablo 4.13).

5.4.2. Adapalenin Tetrahidrofuranda Coziindiiriilerek Dendrimerin Metanoldeki
Cozeltisine Ilavesi ile Hazirlanan Nanotasiyicilara ait Cahismalarin
Degerlendirilmesi

Adapalenin PAMAM dendrimer nanotastyicilarina yiiklenmesine yonelik ikinci
bir yontem olarak; adapalenin rahat ¢o6ziinebildigi ucucu bir organik c¢oziiciide,
tetrahidrofuranda (THF) c¢oziindiiriilerek dendrimerin metanoldeki ¢ozeltisine ilave
edilmesine karar verildi. Bu yontemle hazirlanan formiilasyonlarda yiiklenen adapalen
miktarinin Onceki yontem ile elde edilenin yaklasik dort katina ¢iktigr (%0,1 (a/h)
PAMAM iceren PMM 0.1 C kodlu formiilasyonda yiiklenen adapalen: 28,4+4,1 pg/ml)
saptandi (Tablo 4.14). Ilk yonteme gore daha basarili sonuglar almsa da ilacin yiiklenme

orani beklenen miktarda olmadigina karar verildi.

Adapalenin PAMAM dendrimerlere yiikleme ¢alismalar1 sirasinda hazirlanan
formiilasyonlarin santrifiij edilmeden sonikasyonu yapildiginda; ortalama partikiil boyutu
ve PDI degerlerinde diizelme oldugu gdzlendi. Bu nedenle, tercih edilen partikiil boyutu
ve dagilimi degerlerine sahip nanotasiyicilar elde edilmesi ve ayn1 zamanda yiikleme
etkinliginin de arttirilmasi i¢in sonraki ¢aligmalarda adapalenin THF de ¢oziindiirtilerek
dendrimerin metanoldeki ¢ozeltisine ilave edilmesine karar verildi. Bu sekilde hazirlanan
ADA-PAMAM dendrimer kompleksini igeren formiilasyonlara en son asamada
ultrasonik prob (Branson Sonifier® 250, 3 mm ¢ap) kullamlarak sonikasyon islemi

uygulandi.
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5.4.3. Adapalenin PAMAM Dendrimerlere Problu Sonikasyon Yontemi ile
Yiiklendigi Nanotasiyicilara ait Calismalarin Degerlendirilmesi

Adapalenin PAMAM dendrimerlere problu sonikasyon yontemi ile yiiklenmesi
yonteminde; formiilasyonda kullanilan PAMAM ve diger bilesenlerin oraninin;
hazirlama sirasinda uygulanan sonikasyon isleminin prosediiriin; baglangigta ilave edilen
adapalen miktar1 ile kullanilan ¢6zilicii hacimlerinin optimizasyonuna ydnelik bir seri
calisma gergeklestirildi. Optimizasyon calismalar1 kapsaminda hazirlanan nanotasiyicilar

partikiil boyutu ve dagilim ile fiziksel kararliliklart agisindan degerlendirildi.

Diger yontemler ile daha oOnce hazirlanan formiilasyonlardaki PAMAM
konsantrasyonlar1 dikkate alinarak; ili¢ farkli konsantrasyonda (%0,05-0,2) PAMAM
igerecek sekilde PAMAM-ADA kompleksleri hazirland1 ve diisiik giicte (OP 1: 10 Watt)
kisa siireli sonikasyon uygulandi. Elde edilen komplekslerin partikiil boyutunun
PAMAM konsantrasyonuna bagli olarak giderek arttigi goriildii (Tablo 4.15). Bunun
tizerine segilen konsantrasyonda (%0,1) PAMAM igeren formiilasyonlara uygulanan
sonikasyon giicli sabit tutularak sonikasyon siiresi arttirildi. Sonikasyon uygulama
stiresindeki artig ile partikiil boyutu ve PDI degerlerinde kiigiilme oldugu saptandi.
Toplam 6 dakika OP=1 de uygulanan sonikasyon islemi ile ortalama 391+£26 nm
boyutunda (PDI: 0,27+0,05) nanotasiyicilar elde edildi (Tablo 4.16). Sonikasyon siiresi
sabit tutularak, gii¢ arttirildiginda (OP 1: 10 Watt’tan OP 2: 25 Watt’a); goreceli olarak
daha 1yi partikiil boyutu ve PDI degerleri elde edilince (Tablo 4.17) sonikasyon
yonteminin optimizasyonunun OP=2’de uygulanacak siireyi belirlemek iizere
yapilmasina karar verildi. Sonikasyon giicii daha arttirildiginda (OP 3: 40 Watt);
formiilasyonlarda kopilirme tespit edildi ve uygulanan giiciin 25 Watt’t gegmemesi

gerektigi sonucuna varildi. OP=2 i¢in sonikasyon siiresi tekrar optimize edildi.

Optimize edilen sonikasyon prosediirii ile hazirlanan PMM 0.1-S kodlu
formiilasyonda (36848 nm; PDI: 0,27+0,01) yiiklenen adapalen miktar1 48,4+2.6 pg/ml
olarak saptandi (Tablo 4.18). Ilerleyen galismalarda dispersiyon ortamina farkli yardimei
bilesenler (%1, a/h) kullanilarak hazirlanan formiilasyonlarin partikiil boyutu ve dagilimi
incelendiginde; dispersiyon ortamina PEG 400 ilave edilen PMM 0.1-S-1PEG kodlu
formiilasyonda partikiil boyutu ve PDI degerinin diistiigii goriildi (Tablo 4.19).

Sonikasyon prosediiriiniin  optimizasyonu saglandiktan sonra, PAMAM

dendrimer formiilasyonlarinda kullanilacak PAMAM konsantrasyonunu tekrar optimize



212

etmek amaciyla farkli konsantrasyonlarda (%0,002-0,1) PAMAM igeren, optimize
edilmis sonikasyon prosediirii ile hazirlanan formiilasyonlarin partikiil boyutu ve dagilimi
degerlendirildi. 0,1 mg adapalen yiiklenerek hazirlanan formiilasyonlarda PAMAM
konsantrasyonunun %0,004’¢ kadar distiriilebilecegi goriildi. PMM 0.004-S kodlu
formiilasyona ait partikiil boyutu ve PDI degeri sirasiyla 223410 nm ve 0,26+0,02 olarak
saptand1. %0,002 oraninda PAMAM ile hazirlanan PMM 0.002-S kodlu formiilasyonun
partikiil boyutu ile beraber 6zellikle PDI degerindeki artis dikkat ¢ekti (Tablo 4.20). Bu
konsantrasyonun ortamdaki adapalen molekiillerinin tamaminin enkapsiile edilmesi igin
yeterli olmadig1 saptandi. ADA/PAMAM mol orani hesaba katildiginda; bu durumun 16
adet ylizey amin grubuna sahip her bir PAMAM dendrimerin baglayabileceginden

ortamda daha fazla adapalen molekiilii olmasindan kaynaklandig1 sonucuna varildi.

Calismalarin devaminda formiilasyonlarda kullanilan PAMAM konsantrasyon
araligr daraltildi. Daha once elde edilen partikiill boyutu ve PDI degerleri ve
formiilasyonlarda kullanilan ADA/PAMAM mol oranlar dikkate alinarak ve adapalen
miktariin arttirillacagi goéz o6niinde bulundurularak; dncelikle 3,3 mol orani ile hazirlanan
PMM 0.02-S kodlu formiilasyon temel alindi ve kullanilan PAMAM konsantrasyonu
(%0,02) sabit tutularak formiilasyona ilave edilen adapelen miktar1 kademeli olarak
arttirildi. Partikiil boyutu ve dagilimi degerleri incelendiginde; sirasiyla 3,3 ve 16,4
ADA/PMM mol oranlari ile PMM 0.02-S ve PMM 0.02-S-AS5 kodlu formiilasyonlarin
uygun oldugu sonucuna varildi. PMM 0.02-S-A10 kodlu formiilasyonda PDI degeri
0,3’1in lizerine ¢ikmas1 ortama ilave edilen ADA/PMM mol oraninin 32,9 oldugu dikkate
alindiginda; 16 adet ylizey amin grubuna sahip her bir PAMAM dendrimerin
baglayabilecegincen ortamda daha fazla adapalen molekiilii olmasina baglanarak olagan

karsiland1 (Tablo 4.21).

Adapalen miktarindaki artisa bagli olarak artan mol oranlar1 ile birlikte
formiilasyonlarin partikiil boyutu ve PDI degerleri artis gosterince (Tablo 4.21),
calismalarin  devaminda PMM 0.02-S-AS5 kodlu formiilasyon baz alinarak
ADA/PAMAM mol oranimi disiirmek iizere, formiilasyon hazirlama sirasinda ortama
ilave edilen adapalen miktar1 (0,5 mg) sabit tutuldu, boylece PAMAM oraninin
arttirtlmasima karar verildi. ADA/PMM mol oranlar sirasiyla 16,4 ve 6,6 olan PMM
0.02-S-A5 ve PMM 0.05-S-A5 kodlu formiilasyonlar incelendiginde; 0,5 mg adapalen

ilave edilen ortamda PAMAM konsantrasyonunun arttiritlmasi ile ortalama partikiil



213

boyutunda diisiis oldugu gozlendi (Tablo 4.22). Bu durumun ADA/PMM mol oranindaki
artisa bagli oldugu diistiniilmektedir.

Stabilizan olarak PEG 400 iin formiilasyonlar tizerindeki etkisinin daha kapsamli
incelenmesi amaci ile ¢alismalar yiirtitiildii. Se¢ilen konsantrasyonda PAMAM (%0,05)
ile ayn1 miktarda adapalen (0,5 mg) ve dispersiyon ortaminda farkli konsantrasyonlarda
PEG 400 kullanilan formiilasyonlarin partikiil boyutu ve PDI degerleri incelendiginde;
dispersiyon ortamina PEG 400 (%]1; a/h) ilave edilen formiilasyonlarin PEG 400 ilave
edilmeyenlere gore partikiil boyutunun ve o6zellikle PDI degerinin kiiciildiigii dikkat
cekmektedir. PEG 400 %1’in iizerine ¢ikartildiginda ise, formiilasyonlarin partikiil

392 ve

boyutunun arttig1 goriilmiistiir (Tablo 4.23). Bunun muhtemel bir sebebinin polar
son derece hidrofilik3®® bir molekiil plan PEG 400 zincirlerinin, polar amin yiizey
gruplarina sahip PAMAM dendrimer ile etkilesmesine bagli olabilecegi diistiniilmektedir.
Zira, pozitif yiiklii amino asitlerin PEG ile etkilesimi bir calismada bildirilmistir®®*. Baska
bir calismada 6zellikle PEG 400’iin sahip oldugu eter oksijen atomlari ile amin grubunun

etkilesebilecegi belirtilmistir®®.

Tablo 4.23’te elde edilen PDI degerleri incelendiginde; PEG 400’iin seyreltik
cozeltilerinde, PEG zincirlerinin PAMAM agregatlariin  etrafin1  sararak
formiilasyonlarda daha homojen bir boyut dagilimi saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
Dispersiyon ortaminda PEG 400 konsantrasyonunun arttirilmasinin ise PEG zincirlerinin
olusan adapalen yiikli PAMAM dendrimer partikiilleri arasinda kopriiler kurarak, daha
biiyiik agregatlarin olusmasina yol agmis olabilecegi sonucuna varildi. Nitekim, Pluronic
F127 ile hazirlanan misel formiilasyonlarinda daha uzun zincirli PEG’ler kullanilarak,
misellerin hidrodinamik ¢ap1 tiizerine PEG’lerin etkisi incelendiginde; polietilen
glikollerin misel koronasi ile uyumlu oldugu One siriilmis ve seyreltik PEG
¢Ozeltilerinde misel koronalarmin PEG zincirleri tarafindan bir ortam olarak tercih
edildigi bildirilmistir. PEG konsantrasyonundaki artisa bagh olarak partikiil boyutlarinin
arttig1 bildirilmis ve konsantre PEG ¢d6zeltilerinde misel koronasina olan ilginin PEG
zincirleri arasinda kurulan kopriilerle misellerin kiimelesmesine neden olabilecegi

yorumu yapilmistir®®

. Sonug¢ olarak, daha homojen bir boyut dagilimina sahip
oldugundan bundan sonraki formiilasyonlar dispersiyon ortamina PEG 400 (%1) ilave

edilerek hazirlandi.
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Belirlenen PAMAM konsantrasyonu orani (%0,05 ve %0,07) sabit tutularak
formiilasyona ilave edilen adapelen miktar1 kademeli olarak arttirildiginda (0,1°den 1
mg’a) elde edilen tiim formiilasyonlarin ortalama partikiil boyutu (<300 nm) ve
dagiliminin (PDI<0,3) kabul edilebilir degerlerde oldugu goriildii (Tablo 4.24 ve Tablo
4.25). PMM 0.05-S-A5, PMM 0.05-S-A7.5 ve PMM 0.05-S-A10 kodlu formiilasyonlar
icin sirastyla 6,6; 9,9 ve 13,2 olan ADA/PMM mol oranlari (Tablo 4.24) ve PMM 0.07-
S-A5, PMM 0.07-S-A7.5 ve PMM 0.07-S-A10 kodlu formiilasyonlar i¢in sirasiyla 4,7; 7
ve 9,4 olan ADA/PMM mol oranlar1 (Tablo 4.25) dikkate alindiginda; bu

formiilasyonlardan beklenildigi gibi basarili sonuglar alindi.

Optimizasyon ¢aligmalart  sirasinda hazirlama asamasinda  kullanilan
MetOH/THF oraninin elde edilen formiilasyonlarin partikiill boyutu ve dagilimini
etkiledigi farkedildigi i¢in, secilen formiilasyonlarin olusturulmas: icin farkh
MetOH/THF oranlarinin etkisi de incelendi. MetOH/THF orani 4 olan PMM 0.05-S-
AT7.5-1PEG kodlu formiilasyon (277+17 nm; PDI: 0,21+0,02) ile MetOH/THF oran 1
olan PMM 0.05-S-A7.5-1:1-1PEG kodlu formiilasyonun (325+69 nm; 0,3340,09)
partikiil boyutu ve dagilimi Kkarsilastirildiginda; MetOH/THF oranmnin 4’ten 1’e
diisiiriilmesinin partikiil boyutu ve PDI degerlerini olumsuz etkiledigi tespit edildi (Tablo
4.26). Bu nedenle, sonraki ¢alismalarda, adapalenin metanolde pratikte ¢6ziinmedigi,
metanol/THF karisiminda ortamda PAMAM bulunsa bile THF oram diistiriildiigiinde
adapalenin ¢oktiigii goz oniinde bulundurularak, en diisiik hacimde THF’de ¢6ziindiiriilen
adapalenin metanoldeki PAMAM ¢ozeltisine ilave edilirken MetOH/THF oranit miimkiin
oldugunca yiiksek tutulmaya c¢alisildi. Secilen PMM 0.05-S-Al10-1PEG kodlu
formiilasyonda MetOH/THF oranmi 1,5 (600/400) kullanildigindan sisteme ilave edilen
adapalen miktarinin arttirilabildigi ve adapalenin THF te ¢oziiniirliigii dikkate alinarak,
PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG kodlu formiilasyonda MetOH/THF oran1 3’e c¢ikarildu.
Sonugta partikiil boyutu ve PDI degerlerinde kii¢iilme oldugu tespit edildi (Tablo 4.27).
PMM 0.07-S-A10-1PEG ve PMM 0.07-S-A10-3:1-1PEG kodlu formiilasyonlarda da
benzer sekilde MetOH/THF oranmin 3’e ¢ikarilmasi ile partikiil boyutu ve PDI
degerlerinde kiigiilme tespit edildi (Tablo 4.28).
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5.5. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarin Stabilite Bulgularinin
Degerlendirilmesi

Adapalen yiikkli PAMAM dendrimer nanotasiyicilarmin fiziksel stabilitesini
degerlendirmek i¢in, Se¢ilen nanotasiyicilar 5+3°C’de buzdolabinda saklandi ve belirli
zaman araliklarinda ornekler, gorsel olarak ve partikiil boyutu ve dagilimi agisindan
incelendi. Alt1 hafta siire ile izlenen partikiil boyutu ve dagilimi bulgular1 Tablo 4.29-
Tablo 4.32°de verilmistir.

PMM 0.02-S (ADA/PMM=3,3) kodlu formiilasyonun partikiil boyutu ve
dagiliminda altinci hafta sonunda belirgin bir degisme gézlenmezken; PMM 0.02-S-A5
(ADA/PMM=16.4) kodlu formiilasyonda doérdiincii haftada partikiil boyutunda (444+134
nm; PDI: 0,27+0,08) belirgin bir artig gorilmiistiir. PMM 0.02-S-A10
(ADA/PMM=32,9) kodlu formiilasyonun ise ikinci haftada partikiil boyutu belirgin
derecede artmustir (746+109 nm; PDI: 0,31+0,10) (Tablo 4.29). PMM 0.05-S-A5
(ADA/PMM=6,6) kodlu formiilasyonla beraber, ayni formiilasyonun %1 ve %3 oraninda
PEG 400 dispersiyon ortami ile hazirlananlarin da (PMM 0.05-S-A5-1PEG ve PMM
0.05-S-A5-3PEGQG) partikiil boyutu ve dagilimi agisindan altinci hafta sonunda stabilitesini
korudugu saptanmuistir. %5 PEG 400 igeren PMM 0.05-S-A5-5PEG kodlu formiilasyonun
ise ilk dort hafta boyutunun c¢ok fazla degismedigi; fakat altinci haftada partikiil boyutu
ve dagiliminda artis oldugu goriildii (Tablo 4.30). ilave edilen adapalen miktarmin
arttirildigt; dolayiyla daha yiiksek ADA/PMM mol oranina sahip PEG 400 (%1) igeren
formiilasyonlarin da (PMM 0.05-S-A7.5-1PEG (ADA/PMM=9,9); PMM 0.05-S-A10-
1PEG (ADA/PMM=13,2) ve PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG (ADA/PMM=13,2)) partikiil
boyutu ve dagilimi agisindan altinct haftada kararliligimi korudugu goriilmiistiir.
MetOH/THF=1 orani ile hazirlanan PMM 0.05-S-A7.5-1:1-1PEG kodlu formiilasyonun
daha ikinci haftada PDI degerinin hizhi artisi (0,49+0,28) kararli kalmadigin
gostermektedir. PMM 0.05-S-A10-1PEG formiilasyonuna kiyasla; bu formiilasyonun %5
ve %10 PEG 400 ile hazirlananlarinda, PMM 0.05-S-A10-5PEG ve PMM 0.05-S-A10-
10PEG, daha ikinci haftada partikiil boyutu ve PDI degerlerinde ciddi bir artis oldugu
gbzlenmistir (Tablo 4.31). Adapalen miktarinin kademeli arttirildigi, %1 PEG 400 igeren
diger formiilasyonlarin ((%0,07 PAMAM), PMM 0.07-S-A5-1PEG (ADA/PMM=4,7);
PMM 0.07-S-A7.5-1PEG (ADA/PMM=7); PMM 0.07-S-A10-1PEG (ADA/PMM=9,4);
PMM 0.07-S-A10-3:1-1PEG (ADA/PMM=9,4)) partikiil boyutu ve dagiliminda da
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altinc1 haftada belirgin bir degisme olmadig1 ve kararli kaldigi goriilmektedir (Tablo
4.32).

5.6. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarin Karakterizasyon
Calismalarinin Degerlendirilmesi

Optimizasyon c¢alismalari ile hazirlanan PAMAM dendrimer nanotasiyicilarinin
arasindan, partikiil boyutu ve dagilimi ile fiziksel stabilite bulgular dikkate alinarak en
iyi sonuglar1 veren formiilasyonlar secildi. Se¢ilen PAMAM dendrimer nanotasiyicilarina
yiiklenen etken madde miktarlar1 belirlendi. Ayrica bu formiilasyonlarda stabilite
caligmalar1 kapsaminda sifirinci ve altinci haftada adapalenin geri kazanim calismasi
yapildi. Secilen konsantrasyonlarda PAMAM (%0,05 ve %0,07) iceren formiilasyonlara
ilave edilen adapalen miktarinin artis1 ile orantili olarak geri kazanilan etken madde
miktarinin artti§i  ve altinct haftada yapilan geri kazanim c¢alismalari ile bu
formiilasyonlarda adapalenin kararli kaldig1 saptanmistir. 1ki farkli oranda PAMAM ile
hazirlanan formiilasyonlarda geri kazanilan adapalen miktarlar1 yakin bulunmustur
(Tablo 4.33 ve Tablo 4.34). Formiilasyona yiiklenen en yiiksek adapalen miktart PMM
0.05-S-A10-3:1-1PEG kodlu formiilasyon igin 283,3+29,9 ug/ml ve PMM 0.07-S-A10-
3:1-1PEG kodlu formiilasyon igin 278,5+17,1 pug/ml olarak tespit edilmistir.

Bu bulgulara gore, in vitro deriden penetrasyon ¢aligmalari igin alt1 hafta sonunda
kararliligin1 koruyan ve partikiil boyutu dagilimi homojen (PDI<0,2) olan ve en yliksek
oranda adapalen yliklenen PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG ve PMM 0.07-S-A10-3:1-1PEG

kodlu nanotasiyicilarin se¢ilmesine karar verildi.

5.6.1. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarin FTIR Spektroskopisi
Bulgularinin Degerlendirilmesi

Adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanaotasiyicilarin karakterizasyon
caligmalar1 kapsaminda, G2-PAMAM-NH; ve adapalen arasinda sahip olduklar
fonksiyonel gruplar arasinda beklenen elektrostatik etkilesim ile kompleks olusumunu
incelendi. Bu amagla, optimizasyonu tamamlanan ve in vitro deriden penetrasyon
caligmalari i¢in karar verilen %0,05 konsantrasyonda PAMAM igeren formiilasyonlar iKi
farkli yiikleme (100 ve 500 pg) adapalen ilavesi ile hazirland1 ve olusan PAMAM
dendrimer komplekslerinin (PMM 0.05-S ve PMM 0.05-S-AS kodlu formiilasyonlar)
FTIR analizi yapildi.



217

IR spektroskopisi, kimyasal yapilarin hassas ve segici sekilde tespiti ve
taninmasinda kullanilan ve iyi bilinen bir analiz yontemidir. Elektromanyetik spektrumun
uzun dalga boylu diisiik frekansli infrared alanindaki isinlarin organik bir molekiil
tarafindan absorplanmasiyla molekiiliin vibrasyonal (titresimsel) enerjileri etkilenir. IR
spekroskopisi ile “parmak izi” bolgesinde maddeye 6zgii molekiiler yapidan kaynaklanan
titresim frekanslarina bagli karakteristik absorbsiyon bantlarinin taninmasi ¢esitli
kimyasal yapilarin ve hatta yapisal izomerlerin dogrudan kesin ayirimini saglamaktadir.
Titresim frekanslar1 molekiillerde atomlarin geometrik diizenindeki ve baglarindaki ¢ok
kiictik degisikliklere karst son derece duyarlhidir. IR spektroskopisi molekiiler yapi ile

molekiildeki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi verir®®’.

Fourier transform kizilotesi (FT-IR) spektroskopisi ise, sistemdeki H-bagi
etkilesimlerini de aydinlatma imkani1 sunar. Sicaklik degisimleri sirasinda gergek zamanli
konformasyonel ve yapisal degisiklikleri tespit etmek miimkiindiir. Ornege zarar
vermeden ve az miktarda Ornekle kisa siirede sonu¢ alinabildigi i¢in kullanimi

yayginlasmistir, kimyasallarin rutin analizinde kullanilmaktadir®®,

FTIR spektroskopisi, ilag molekiilii-dendrimer etkilesiminin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Esas olarak dendrimerlerin yiizeyinde meydana gelen kimyasal
doniistimlerin tespiti i¢in yapilan FTIR analizlerinde, karakteristik bantlarin ortaya
¢ikmas1 ya da kaybolmasi 6zellikle yiizey gruplarimin modifikasyonunun kanitlanmasi
icin amaglanmaktadir. Bununla birlikte, literatiirde ilag-dendrimer komplekslerinin
karakterizasyonu icin de kullamldig: goriilmektedir®®3994%  Dendrimerlerin ilaglarla
kompleks olusturma yetenegi dendrimer yiizey gruplarinin dogasina ve dendrimer ile ilag
arasindaki elektrostatik etkilesimlere baglidir. ilag-dendrimer arasindaki etkilesime bagl
titresim frekanslarinin belirlenmesi, ancak etkilesim halinde olan sistem ile dendrimere

ve ilaca ait spektrumlarin karsilastirilmasi ile miimkiin olmaktadir®®.

PAMAM dendrimer ve adapalen arasindaki etkilesimi gostermek amaci ile;
gerceklestirilen FTIR analizleri ile ayr1 ayr1 spektral analizi yapilan adapalen, PAMAM
dendrimer ve ADA-PAMAM kompleksinin spektrumlart karsilastirildi.  Yapilan
calismalarda oncelikle etken maddenin toz halinde IR spektrumu alindi. Sekil 4.8°de
sunulan IR spektrumunda elde edilen piklerin literatiirde adapalen i¢in kayith veriler ile
uyumlu oldugu gériildii*®. Adapalenin IR spektrumunda, 1686 cm™!”de karboksilik asit (-
COOH) fonksiyonel grubundan kaynaklanan gii¢lii bir karbonil band ile 2899 ve 2848
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cm ’de adamantan grubundan kaynakli giiclii pikler goriilmektedir (Sekil 4.8).
Literatiirde, 4-(l-adamantil) fenol yapisindaki adamantan grubundan kaynaklanan
bantlarm 2900 ve 2846 cm ’de pik verdigi kayithdir*®?4%, Baska bir ¢alismada da
benzer sekilde, 2905 and 2849 cm ’de ortaya c¢ikan iki keskin pikin adamantil
grubundaki C—H simetrik ve asimetrik gerilme titresimlerinden (stretching vibrations)

404

kaynaklandig1 ifade edilmektedir

PAMAM-NH; dendirimere ait IR spektrumunda, 1638 cm !’de dendrimer
yapisindaki amit gruplarindan kaynaklanan karbonil (C=0) gerilme titresimleri (amit [
band1), 1554 cm ’de N-C gerilme ve N-H egilme (bending) titresimlerinden (amit II
band1) kaynaklanan karakteristik bantlar ile birlikte 2901, 2971, 3074, 3280 bantlar1 da
goriilmektedir (Sekil 4.9). Elde edilen spektrum literatiir bilgisi ile uyumludur. Benzer
bolgelerde (1636, 1537, 3051, 3255 cm!’de) karakteristik bantlar elde edildigi
kayithdir®®, G4 PAMAM-NH; dendrimerlerle yapilan baska bir ¢alismada da 1644
cm ’te goriilen bantin amit grubundaki karbonil (C=0) gerilme titresimlerinden

kaynaklandig1 bildirilmistir®®®.

Sahip olduklar1 fonksiyonel gruplar géz oniine alinarak, amin yiizey gruplar
bulunan PAMAM-NH dendrimerler ile karboksilik asit grubu bulunan adapalen
molekiilleri arasindaki etkilesim sonucu adapalenin PAMAM dendrimerlere ytliklendigini
gostermek tlizere, optimizasyonu tamamlanan formiilasyon i¢in farkli miktarda adapalen
yiiklenerek hazirlanan PAMAM dendrimer  komplekslerinin IR  spektrumlar
degerlendirildi. 100 pg adapalen ile hazirlanan PMM 0.05-S kodlu ve 500 ng adapalen
ile hazirlanan PMM 0.05-S-A5 kodlu formiilasyonlarda parmak izi bdlgesinde, 1235
cm ’de ve 882 cm !’deki, bantlarin yiikleme oram ile orantili olarak arttig
goriilmektedir (Sekil 4.10-Sekil 4.12). PMM 0.05-S-A5 kodlu dendrimer kompleksi ile
adapalen ve PAMAM dendrimere ait IR spektrumu karsilagtirildiginda; PMM 0.05-S-A5
kodlu dendrimer kompleksine ait spektrumda adapalene ait karakteristik karbonil
bandinin (1686 cm™!) kayboldugu, karbonil (C=0) gerilme titresimlerinden (amit I bandr)
kaynaklanan pikin 1640’ta ortaya ¢iktig1 saptandi. Elde edilen sonuglar ortamda serbest
adapalen kristallerinin bulunmadigin1 gosterdi (Sekil 4.13). Bu sekilde hazirlanan ilag-
PAMAM dednrimer kompleklerinde adapalene ait karakteristik piklerin kaybolusu ve

yeni bir noktada pikin olusmas1 kompleks olusumunun kanit1 seklinde yorumlanmigtir88,
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5.6.2. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarin Zeta Potansiyel
Bulgularimin Degerlendirilmesi

Formiilasyon optimizasyon ¢alismalarinda; partikiil boyutu ve dagilimi ile fiziksel
stabilitesi a¢isindan segilen ve farkli miktarlarda adapalen yiliklenen nanotasiyicilarin zeta
(©) potansiyel Ol¢iimleri degerlendirildiginde; %0,05 PAMAM ve degisen miktarlarda
adapalen yiiklenen formiilasyonlarin {-potansiyel degerleri (+) 18,4 ile (+) 24,4 olarak
oOlgiildii. Ayni konsantrasyonda adapalen icermeyen PAMAM-NH: dendrimerlerin (C-
PMM (0.05) kodlu formiilasyon) saf sudaki (-potansiyel degeri (+) 25,4+2,0 olarak
olciildii. %0,07 PAMAM igeren ve en yliksek miktarda adapalen yiiklenen PMM 0.07-S-
A10-3:1ve PMM 0.07-S-A10-3:1-1PEG kodlu formiilsyonlarin {-potansiyel degerleri ise
strastyla (+) 29,7+2,5 ve (+) 27,6+2,3 olarak saptandi (Tablo 4.36).

Elde edilen bulgulara gére, PAMAM dendrimerlere adapalen yiiklenmesiyle zeta
potansiyel degerlerinde hafif bir diisiis goriilse de anlamli bir degisiklik olmadigi, aym
sekilde iyonize olmayan PEG 400 iin de beklendigi sekilde formiilasyonlarda zeta
potansiyel tlizerinde etkisi olmadig1 saptandi (Tablo 4.36). Ortamdaki PAMAM oraninin
artigina (%0,05’ten %0,07 e ¢ikmasi) bagl olarak, adapalen yiiklii PAMAM dendrimer
nanotasiyicilarin zeta potansiyel degerinin artmasinin, konsantrasyonun yiikselmesiyle
dendrimer yapisindan kaynaklanan yilizey amin gruplari ile beraber tersiyer amin
gruplarinin yogunlugunun artmasina bagli olagan oldugu sonucuna varildi (Tablo 4.35).
PAMAM dendrimerlerin zeta potansiyel degerlerinin konsantrasyona bagli olarak arttigi

literatiirde de kaytldir®®®,

Nanopartikiiler sistemlerin kararlilig1 (stabilitesi), zeta potansiyel degerleri ile
dogrudan iliskilendirilmekte, zeta potansiyelinin belli bir esik degerin iizerinde olmas1
stabilite gostergesi olarak degerlendirilmektedir. Zeta potansiyel degerinin -20 mV’tan
kiiciik veya +20 mV’tan biiylik oldugu sistemlerde yiiklii partikiiller arasinda giiclii bir
elektriksel itme kuvveti etkili oldugu igin agregasyon egiliminin daha disiik bir ihtimal
olacag: diisiiniilmektedir®®. Ayrica, pozitif yiiklii sistemlerin genellikle negatif yiik
tasiyan ¢ogu hiicresel membranlardan gegis lizerindeki belirgin etkisi de
vurgulanmaktadir. Ancak, asir1 pozitif yiike sahip sistemlerin muhtemel membran
biitiinltiglinlin bozulmasiyla 6nemli hiicre i¢i bilesenlerin kaybi sonucu hiicre toksisitesini

indiikleyebileceginin de dikkate alinmas1 gerekmektedir®®’.
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Amin ve hidroksil ylizey gruplu 2., 3. ve 4. jenerasyon PAMAM dendrimerlerin
arastirildigr literatiirde kayitli bagka bir ¢alismada, saf suda (pH 6,5) hazirlanan tim
dendrimerlerin (5-20 uM) yiikii pozitif bulunmustur. G2-PAMAM-NH2 (20 uM) ve G2-
PAMAM-OH (20 uM) dendrimerlere ait zeta potansiyel degerleri sirasiyla (+) 7,18+0,58
ve (+) 8,99+0,75 olarak saptanmistir. Elde edilen net pozitif yiikiin dendrimer yapisini
olusturan tersiyer amin gruplarina atfedilebilecegi vurgulanmistir®®®, Berberin konjuge
edilen ve berberin enkapsiile edilen G4 PAMAM dendrimerler ile yapilan baska bir
calismada da ilag yiikli G4 PAMAM dendrimerlerin (-potansiyel degerleri sirasiyla
30,3+0,69 mV ve 30.6+ 1.38 mV; tek basina G4 PAMAM dendrimerlerin {-potansiyel
degeri ise 30.4+0.8 mV olarak saptanmstir®®. Yani PAMAM dendrimerlere
enkapsiilasyon ya da konjugasyon ile ilag yiiklenmesi PAMAM dendrimerlerin zeta
potansiyelinde anlamli bir degisiklige yol agmamistir. Bu bulgular da dendrimer yapisini
olusturan tersiyer amin gruplarinin elde edilen zeta potansiyel degerlerine katkisini

distindiirmektedir.

5.6.3. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarin Yiikleme Orani ve
Yiikleme Etkinligi Bulgularinin Degerlendirilmesi

PAMAM dendrimerler ile hazirlanan nanotasiyict sistemlerdeki adapalen
yiikleme orani ve yiikleme etkinligini belirlemek i¢in drnekler santrifiij edildikten sonra
HPLC ile analiz edildi. Boylece formiilasyona baslangigta ilave edilen etken madde
miktarma kiyasla “geri kazanilan” etken madde miktar1 belirlendi. Dendrimerler
tarafindan tutulmayan serbest adapalen molekiillerinin filtrelenerek, sadece nanotasiyici
sistem icerisinde enkapsiile olan adapalen miktarini saptamak i¢in ultrafiltrasyon yontemi
kullanild: ve filtrattan alinan 6rnekler de HPLC ile analiz edildi. Bu sekilde dendrimerlere
yiiklenmeyen serbest adapalen miktarinin belirlenmesi ve nanotasiyici sistemlerde
bulunan “geri kazanilan” adapalen miktarindan ¢ikarilarak nanotasiyici sistem tarafindan
enkapsiile olan adapalen miktariin dolayli yoldan saptanmasi amaglandi. Ultrafiltrasyon
isleminin ardindan filtratta ihmal edilecek derecede diisiik (miktar tayini limiti altinda)
bulunan adapalen miktarlar1 ile yiiklemenin %99,99 oraninda gergeklestigi sonucuna

varildi.

Adapalen yiiklii PAMAM dendrimer formiilasyonlarinin yiikleme orani (YK) ve
yiikleme etkinligi (YE) dogrudan nanotasiyicida bulunan geri kazanilan adapalen miktari

tizerinden hesaplandi (Denklem 3.3 ve 3.4). Tablo 4.36’daki bulgular incelendiginde, YK
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(%) tiim formiilasyonlarda birbirine yakin oldugu (~%25-30) bulunmustur. Adapalen ile
PAMAM dendrimerlerin etkilesimi biiyiikk 6l¢iide dendrimere ait yilizey gruplarindan
kaynaklandig i¢in 16 adet yiizey amin grubuna sahip her bir PAMAM dendrimere belli
oranda adapalen molekiilii baglanacag: i¢in bu durum zaten beklenmektedir“®®, Yani,
PAMAM dendrimerlere yiiklenebilecek en yiiksek etken madde miktari dogrudan
dendrimerin yilizey gruplarinin sayisina bagli olacaktir. Zaten adapalenin PAMAM
dendrimer formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve optimizasyonu caligmalar1 sirasinda
partikiil boyutu ve dagilimi agisindan basarili sonuglar alinmasinda da kullanilan ADA/
PAMAM mol oranmin etkili oldugu gorilmiistiir. YE (%) sonuglarina bakildiginda;
formiilasyonda kullanlan PAMAM konsantrasyonu sabit tutularak baslangicta ilave
edilen adapalen miktar1 arttikca dendrimere yiiklenen etken madde oraninin doygunluga
ulagmasina bagli olarak YE (%) degerlerinin giderek diistiigii goriilmektedir (Tablo 4.36).
Bu da, aymi sekilde yiiklenen adapalen miktarinda dendrimerin yiizey gruplarinin

sayisinin biiyiik dl¢iide belirleyici olmasina baglanmaktadir.

%0,05 oraninda PAMAM igeren ve sirastyla 500, 750 ve 1000 pg adapalen ile,
MetOH/THF oran1 miimkiin oldugunca yiiksek tutularak hazirlanan PMM 0.05-S-A5-
1PEG (MetOH/THF:4); PMM 0.05-S-A7.5-1PEG (MetOH/THF:4); PMM 0.05-S-A10-
3:1-1PEG (MetOH/THF:3) kodlu formiilasyonlarda YE (%) degerleri sirasiyla
%42,743,5; %34,5+4,9 ve %33,7+1,6 olarak hesaplanmistir. %0,07 oraninda PAMAM
iceren ve sirastyla 500, 750 ve 1000 pg adapalen ile, MetOH/THF orani miimkiin
oldugunca yiiksek tutularak hazirlanan PMM 0.07-S-A5-1PEG (MetOH/THF:4); PMM
0.07-S-A7.5-1PEG (MetOH/THF:4); PMM 0.07-S-A10-3:1-1PEG (MetOH/THF:3)
kodlu formiilasyonlarda YE (%) degerleri sirasiyla %50,4+5,6; %34,8+5,3 ve %33,4+0,9
olarak hesaplanmigtir. MetOH/THF oraninin 1,5 oldugu PMM 0.07-S-A10-1PEG kodlu
formiilasyonun PMM 0.07-S-A10-3:1-1PEG (MetOH/THF:3) kodlu formiilasyona
kiyasla belirgin dercede diisiik YE (%) degeri (%19,6+0,8) dikkat ¢ekmektedir. Bu durum
PAMAM dendrimerlerin metanolde THF’a gore daha iyi ¢6ziinmesine baglandi.

5.6.4. Adapalen Yiikli PAMAM Dendrimer Nanotasiyicilarin TEM Bulgularinin
Degerlendirilmesi

Kararl1 oldugu saptanan, partikiil boyutu dagilimi homojen (PDI<0,2) olan ve en
yiiksek oranda etken madde ytiklenen PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG ve PMM 0.07-S-A10-
3:1-1PEG kodlu formiilasyonlar arasindan daha diisiik konsantrasyonda PAMAM
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(%0.05) ile hazirlanan, partikiil boyutu ve dagilimi, stabilite ile yiiklenen adapalen orani
acisindan daha yiliksek konsantrasyonda PAMAM (%0.07) igeren formiilasyona gore
anlamli farki bulunmayan PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG kodlu formiilasyon, zeta
potansiyeli daha diisiik oldugu i¢in deriye uygulama agisindan daha giivenli oldugu

diistintilerek in vitro deriden penetrasyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere segildi.

Segilen PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG kodlu formiilasyonun TEM analizleri
yapilarak, adapalen yiikli PAMAM dendrimerlere ait sekil ve yiizey morfolojisi
incelendi. Adapalen yiikli PAMAM dendrimerlerin nano boyutta ve kiiresel bir morfoloji

gdstermistir (Sekil 4.14), bu goriintiiler literatiir ile uyumludur*®®-42,

TEM ile 6lgiilen boyutlarin, DLS 6l¢iimlerinde elde edilen boyutlara gére daha
kiiciik olmasinin sebebi, DLS teknigi ile dlgiilen boyutun partikiillerin hidrodinamik
boyutu; yani bir siv1 icerisinde hareket halinde olan partikiillerin dl¢tilen ¢ap1 olmasina
baglanmaktadir. Ayrica DLS tekniginin biiylik partikiillerin girisimlerine daha duyarl
oldugu vurgulanmaktadir®®. Literatiirde ayrica; TEM analizlerinde DLS &lgiimlerine
gore kiigiik boyutlarin olmasi, TEM numunelerinin hazirlanma prosesi sirasinda
nanopartikiillerin dehidrasyonuna ya da negatif boyama ile boyutlarin degismesine bagh

olabilecegi de vurgulanmaktadir®!41,

5.7. Adapalen Yiikli Dendron Temelli Misel Nanotasiyicillarinin Formiilasyon
Optimizasyon Calismalarmin Degerlendirilmesi

Adapalen yikli dendron temelli misel nanotasiyicilarin hazirlanmasi ve
optimizasyonu ¢alismalar1 kapsaminda; etken maddenin enkapsiilasyon yontemi ile
PDC’lerle hazirlanan nanotasiyict sistemlere yiliklenmesi i¢in ultrasonik banyoda
sonikasyon, film olusturma ve kosolvan evaporasyon teknikleri denendi. Hazirlanan
dendron misellerin partikiil boyutu ve dagilimi oOl¢iimleri gerceklestirildi, secilen
formiilasyonlarda adapalen geri kazanma c¢alismalar1 yapilarak yiiklenen adapalen

miktarlar1 saptandi.

Adapalen yiiklii dendron temelli misel nanotasiyicilarinin hazirlanmasinda;
ultrasonik banyoda sonikasyon uygulanmasi yontemi ile hazirlanan nanotasiyicilarin elde
edilen partikiil boyutu (692,4+229,3 nm) ve PDI (0,72+0,14) degerleri ¢ok yiiksek
bulundu. Adapalenin dendron temelli misellere yiiklenmesi i¢in yiiriitiilen formiilasyon
caligmalar1 kapsaminda ikinci bir yontem olarak ince film hidrasyon teknigi kullanildi.

DMc 0.7 A3.5 FH.C kodlu formiilasyonun partikiil boyutu analizinde 0,29+0,04 PDI
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degeri ile partikiil boyutu (97,12+12,7) kiigiik miseller elde edildigi goriildii (Tablo 4.38).

Adapalen yiikkleme calismalarinda {iglincli bir yontem olarak ise, ko-solvan
evaporasyon teknigi kullanildi. Bu yontem ile hazirlanan DMc 0.7 A3.5 C kodlu
formiilasyonun boyut analizinde dendron temelli misellerin partikiil boyutu ve dagilimi
192,8+11,3 nm ve PDI: 0,19+0,02 olarak saptand: (Tablo 4.38). ince film hidrasyon
teknigi ile elde edilenlere gore daha biiyiik boyuta sahip, fakat daha homojen bir dagilim

gosteren miseller elde edildigi saptandi.

Ince film hidrasyon ve ko-solvan evaporasyon, ile elde edilen misellerde yapilan
etken madde geri kazanim ¢aligsmalarinda sirasiyla DMc 0.7 A35 FH.C ve DMc 0.7 A35
C kodlu formiilasyonlarda misellere yiiklenen adapalen 0,9+0,3 ve 7,34+3,2 pg/ml olarak
saptand1 (Tablo 4.37). Sonug olarak, DMc 0.7 A35 FH.C kodlu formiilasyonun PDI
degeri, DMc 0.7 A3.5 C kodlu formiilasyona kiyasla goreceli yiiksek, geri kazanilan
adapalen miktar1 ise diisiikk bulundu. Partikiil boyutu agisindan daha homojen bir dagilim
gosterdigi ve yiikleme orani daha fazla (~7 kat) oldugu i¢in adapalen yiklii dendron
temelli misel nanotasiyicilarinin optimizasyon ¢alismalari i¢in ko-solvan evaporasyon

yonteminin Kullanilmasina karar verildi.

5.7.1. Ko-solvan Evaporasyon Yontemi ile Hazirlanan Adapalen Yiiklii Dendron
Temelli Misel Nanotasiyicilara ait Calismalarin Degerlendirilmesi

Ko-solvan evaporasyon yontemi hidrofobik bir ilag molekiilii ile birlikte suda
¢oziinebilen amfifilik 6zellikte polimerin bir araya getirilmesinde avantaj saglar, bu
yontem ile hidrofilik polimerlerin enkapsiilasyon etkinliginin arttig1 ileri siirilmiistiir.
Yontem, ila¢ ve polimerin ugucu ve suyla karigabilen organik bir ¢oziiciide (yardime1
¢oziicii/ko-solvan) birlikte ¢oziindiiriilmesi prensibine dayanir. Organik fazin, misel
cekirdegini olusturan blogun ¢oziinmedigi sulu faza ilavesi ya da tam tersi sekilde (sulu
fazin organik faza ilavesi), ardindan organik c¢Oziiciiniin buharlastirilarak ortamdan
uzaklastirllmasi sonucu ilacin enkapsiile oldugu misel yapist kendiliginden olusur.
Paklitaksel, doksorubisin, adriyamisin, fenofibrat, siklosporin A gibi 6nemli terapotik
ajanlarin ko-solvan evaporasyon yontemi kullanilarak polimerik misellere enkapsiilasyon

calismalar1 yapilmigtir*6-421,

Ko-solvan evaporasyon yontemi ile hazirlanan adapalen yiiklii dendron temelli
misel nanotasiyicilarin optimizasyonunda; kullanilan PDC ve adapalen miktari,

dispersiyon ortami ve hazirlama yontemi parametrelerinin dendron temelli misellerin
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partikiil boyutu ve enkapsiilasyon verimi {izerindeki etkileri degerlendirildi. Uygun olan
formiilasyonlar ¢alismanin ilerleyen doneminde karakterizasyon c¢aligmalart yapilmak
tizere secildi. Adapalen yiiklii polyester dendron temelli misel nanotasiyici sistemlerinde

kullanilan formiilasyon bilesenleri ve miktarlar1 Tablo 3.19’da verilmistir.

Bu kapsamda, ilk olarak kullanilan PDC miktarin1 optimize etmeye yonelik
caligmalar yapildi. Daha 6nce denenen diger yontemlere kiyasla, ko-solvan evaporasyon
yontemi ile dendron temelli misellere yliklenen adapalen orami goreceli olarak daha
yiiksek (7,3+3,2 pg/ml) bulundugu i¢in, segilen DMc 0.7 A35 C kodlu formiilasyon (~43
uM PDC; 192,8+11,3 nm; PDI: 0,19+0,02) optimizasyon i¢in temel olarak alindu.
Adapalen miktar1 sabit tutularak, PDC miktarmin diistiriilmesiyle (~31 uM) hazirlanan
DMc 0.5 A35 C kodlu formiilasyon i¢in birim hacimde yiiklenen adapalen miktarinin
distigi (2,9+1,3 pg/ml) goriildii. Bu formiilasyona ait ortalama partikiil boyutu
(168,1+15,7 nm) ve PDI (0,28+0,05) degerleri incelendiginde; boyutta ¢cok az bir kiigiilme
ile birlikte dagilimin 6nceki kadar homojen olmadigi saptandi (Tablo 4.38). DMc 0.7 A35
C kodlu formiilasyon baz alinarak bu defa ilave edilen adapalen miktar: arttirildiginda;
DMc 0.7 A80 C kodlu formiilasyonda birim hacimde ytiklenen adapalen miktarinda artis
(11,0+4,9 ng/ml) tespit edildi (Tablo 4.39).

Bir sonraki asamada; 1,2 ml sulu formiilasyonda PDC konsantrasyonunu
miktarinin ne kadar arttirilabilecegini saptamak tizere, ilave edilen etken madde miktari
sabit tutularak farkli miktarlarda, 0,7; 1; 1,5 ve 3 mg (~43; ~62; ~93; ~180 uM), PDC ile
misel formiilasyonlar1 hazirlandi. PDC miktarinin teorikte 180 uM’a ulastigi DMc 3 A80
C kodlu formiilasyonda hazirlama esnasinda daha santrifiij edilmeden sulu fazda ¢cokme
gbzlendi. Bu durum kullanilan miktar ile PDC’nin sudaki doygunluk konsantrasyonunun
astlmasina baglandi. Tablo 4.40’te formiilasyonda birim hacimde tespit edilen adapalen
miktarlarma bakildiginda; ortamda ¢oziinebileceginden daha fazla miktarda bulunan
PDC ile beraber, bir miktar etken maddenin muhtemelen ¢okmesiyle, geri kazanilan
adapalen miktarinin, PDC oraninin daha az oldugu formiilasyonlarda geri kazanilan
adapalen miktarina kiyasla daha diisiik oldugu goriilmektedir. DMc 0.7 A80 C, DMc 1
A80 C ve DMc 1.5 A80 C kodlu misel formiilasyonlarinda, sirastyla 11,0+4,9; 23,2+5.8
ve 26,8+8,6 ng/ml olarak tespit edilen adapalen konsantrasyonlari; PDC miktart arttikca
dendron misellere yliklenen adapalen miktarinin da arttigin1 géstermektedir. DMc 0.7

A80 C (218,4+14,2nm; PDI: 0,26+0,01) ve DMc 1 A80 C (231,5+14,2 nm; PDI:
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0,34+0,01) kodlu formiilasyonlar karsilastirildiginda; 1,2 ml hacimde PDC miktar1 0,7
mg’dan 1 mg’a ¢ikarildiginda (~43 uM’dan ~62 uM’a) ortalama partikiil boyutu ve PDI
degerlerinin bir miktar biiyiidiigi goriilmektedir. Bu durum, PDC konsantrasyonunun
artmasiyla ortamdaki misel agregatlarindaki monomer sayisindaki artisa®*?
baglanmaktadir. Nitekim, literatiirde agregasyon sayisi ile partikiil boyutunun iliskili
oldugu kayithdir*?2, Bununla birlikte, 1,2 ml formiilasyonda 1 mg’in {izerinde PDC
bulunan DMc 1.5 A80 C ve DMc 3 A80 C kodlu formiilasyonlarda elde edilen ortalama
partikiil boyutu degerleri DMc 0.7 A80 C, DMc 1 A80 C kodlu formiilasyonlarda elde
edilenlere gore daha kiigiik bulunmustur (Tablo 4.40). Bu durumun konsantrasyon
artistyla birlikte dendron misel yapisinda belli bir degere ulasan PDC monomeri
sayisindaki artigina bagli olarak monomerlerin birbiriyle etkilesimi ile iliskili olabilecegi
disiiniilmektedir.  Literatiirde  benzer  sekilde; amfifilik blok  ko-polimer
konsantrasyonunun artmasiyla, miseller agregasyon sayisinin artt1$1*?%; baska bir ifadeyle
ortamdaki partikiillerin sayisinin artmasiyla, yogunlugun arttigir ve partikiil boyutunun
kiigiildiigiinii gdsteren calismalar mevcuttur®44%, Fakat bunun tam tersi bir durum
olarak, giderek artan PDC konsantrasyonu ile misel agregasyon sayisindaki artisa bagl
olarak daha biiylik boyutlu elde edilen partikiillerin bir kismimin (biiyiik misel
agregatlarin1) santrifiij islemi sirasinda ¢okmesi sonucu daha diisiik partikiil boyut
degerleri elde edilmis olabilecegi de diislinlilmektedir. Bu ¢aligmalarin sonucunda, ¢okme
gozlenen DMc 3 A80 C kodlu formiilasyon elendi. Ayrica, DMc 1.5 A80 C kodlu
formiilasyon da PDI degeri (0,43+0,05) yiiksek bulundugu i¢in bu formiilasyonda

kullanilan PDC miktariin yiiksek oldugu sonucuna varilarak elendi.

Diger formiilasyonlarda (DMc 0.7 A80 C ve DMc 1 A80 C) stabilizan olarak
PEG 400 kullanilmasinin etkisi incelendi. Adapalen miktar1 sabit tutularak, segilen iki
farkl1 PDC miktart ile, dispersiyon ortamina %1 (a/h) oraninda PEG 400 {in ilave edildigi
dendron temelli misel nanotasiyicilari hazirlandi. PEG 400 igeren ve igermeyen
formiilasyonlar ortalama partikiil boyutu ile PDI degerleri agisindan degerlendirildi.
Dispersiyon ortamina PEG 400 ilave edilen misel formiilasyonlarin (DMc 0.7 A80 1PEG
C ve DMc 1 A80 1PEG C) partikiil boyutu ve PDI degerlerinin PEG 400 ilave
edilmeyenlere gore (DMc 0.7 A80 C ve DMc 1 A80 C) kiigtildiigii goriildii (Tablo 4.41).

[lerleyen galismalarda, uygun stabilite bulgular1 gosteren kabul edilebilir boyut ve

PDI degerlerina sahip dendron misel nanotasiyicilar1 hazirlayabilmek i¢in daha basarili
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sonuglar verecek ve ayni zamanda ylikleme etkinligini arttiracak bir yontem arayist
sirasinda ultrasonik prob ile sonikasyon denenmesine karar verildi. Bu yiizden
optimizasyon ¢alismalar1 kapsaminda sonikasyon isleminin etkisini de ortaya ¢ikarmak
igin se¢ilen iki farkli miktarda (0,7 mg ya da 1 mg) PDC ile hazirlanan dendron temelli
misel formiilasyonlarin dispersiyon ortaminda stabilizan olarak PEG 400 kullanilmasinin

partikiil boyutu ve dagilimi lizerindeki etkisi santriflij uygulanmadan degerlendirildi.

Tablo 4.42 incelendiginde DMc 0.7 A80 ve DMc 1 A80 kodlu formiilasyonlar
esas alinarak, disperisyon ortamina PEG 400 ilavesi yapilan DMc 0.7 A80 1PEG; DMc¢
1 A80 IPEG ve DMc 1 A80 5PEG kodlu formiilasyonlarda goreceli olarak daha kiigiik
boyutta dendron miseller elde edildigi ve daha homojen bir partikiil boyutu dagilimi

392 e hidrofilik3®® bir molekiil plan

saglandig1 saptandi. Bunun muhtemel bir sebebi; polar
PEG 400 zincirlerinin, iki bloktan olusan PDC’lerin hidrofilik kuyruk kismini, yani
olusan misel agregatlarinin sulu ortamla etkilesim halinde olan kabuk bdlgesini meydana
getiren poli(metil metakrilat) yapisinda uzun lineer bir polimer zincirinden ibaret blogu
ile etkilesmesi soz konusu olabilir. Dispersiyon ortaminda bulunan PEG 400 zincirlerinin
kendisi gibi son derece hidrofilik 6zellikte olan PDC yapisindaki polimere ilgisinden
dolayr misel agregatlarinin etrafin1 sararak formiilasyonlarda daha homojen boyut

dagilim1 saglamis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ayrica, ortamda PEG 400 konsantrasyonunun %5’e ¢ikarilmasinin, dendron
temelli misellerde daha biiylik agregatlarin olugsmasina yol agmadig1 gézlendi. Daha dnce
de aciklandig1 gibi; Pluronic F127 ile hazirlanan misel formiilasyonlarinda ortama ilave
edilen PEG’in elde edilen misellerin hidrodinamik ¢api iizerindeki etkisinin incelendigi
bir ¢alismada, polietilen glikollerin misel koronasi ile uyumlu oldugu i¢in seyreltik PEG
¢Ozeltilerinde misel koronalarmin PEG zincirleri tarafindan bir ortam olarak tercih
edilmesine sebep oldugu One siiriilmiistiir. Bahsedilen caligmada, konsantre PEG
cozeltilerinde Pluronic F127 ile hazirlanan misellerin partikiil boyutlarinda biiylime
gbzlenmis, bu durumun PEG zincirleri arasinda kurulan kopriilerin misellerin
kiimelesmesine neden olabilecegi yorumu yapilmistir. Yalniz bu ¢aligmada ¢ok daha
uzun zincirli olan PEG6000 ve PEG35000 kullanilmistir®®, Bu durum gbz oniine
alindiginda; calismamizda dendron temelli misellerde dispersiyon ortaminda %5
oraninda diisiik zincirli PEG 400 kullanilmasiin agregat kiimelesmesine yol agmamis

olmast makuldiir. Sonug olarak, PEG 400 iin eklenmesiyle daha homojen bir partikiil
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boyutu dagilimi ile daha kiigiik boyutlu miseller elde edildigi i¢in, sonraki ¢alismalarda
formiilasyonlarin dispersiyon ortamina PEG 400 ilave edilerek hazirlanmasina karar

verildi.

Adapalenin dendron temelli misellere yiiklenmesi igin hazirlama yonteminin
optimizasyonu kapsaminda; ultrasonik prob ile sonikasyon uygulamalar: sirasinda misel
formiilasyonlar1 hazirlandiginda, organik ¢oziicii ortamdan uzaklastirilmadan yapilan
sonikasyon uygulamasi ile etkili sonug¢ alinamadi. Bunun yerine, kosolvan evaporasyon
yontemine gore hazirlanan formiilasyonlarda organik faz tamamen ugurulduktan sonra en
son asamada ultrasonik probla sonikasyon uygulandi. Literatiirde de sulu fazda misel
formiilasyonlarinin ¢gok modlu boyut dagilimin1 6nlemek igin sonikasyon ya da yiiksek

basingli bir ekstruderden gecirme isleminin yapildigi goriilmektedir®?’.

Uygulanan sonikasyon isleminin dendron temelli misellerin boyutu agisindan
etkisi Tablo 4.43’te acikca goriilmektedir. Adapalen yiikli dendron temelli misel
formiilasyonlarinin tamaminda PDI degerlerinin belirgin derecede diizeldigi (PDI <0,3)
saptanmistir. Ayn1 zamanda partikiil boyutunun da belirgin derecede kiigiildiigii (30 ila
60 nm daha kii¢iik) gézlenmistir. Ayni kosullarda ayn1 miktarda PDC ile hazirlanan bos
misellerde ise sonikasyon uygulamasinin misel agregatlarinda biiylimeye ve boyut

dagiliminda heterojeniteye yol agtig1 goriilmektedir (Tablo 4.43).

Sonikasyonun hazirlama prosediiriine dahil edilmesiyle birlikte optimizasyon
caligmalarinda son asamada; iki farkli PDC miktari ile hazirlanan DMc 0.7 A80 1PEG S
ve DMc 1 A80 1PEG S kodlu misellere yiiklenen etken madde miktarlar incelendiginde;
saptanan adapalen konsantrasyonlar1 sirasiyla 53,4+3,1 ve 62,3+2,3 pg/ml’dir (Tablo
4.44). Artan PDC konsantrasyonuna bagli olarak yiiklenen adapalen miktarinin arttigi
goriilmektedir. Bu durum literatiir bulgulari ile uyumludur®'t. Ayrica DMc 1 A80 1PEG
S kodlu formiilasyonda kullanilan PEG 400 oraninin %5’e ¢ikarilmasi ile iki farkli oranda
(%1 ve %5) PEG 400 iceren formiilasyonlar arasinda saptanan adapalen
konsantrasyonlar1 agisindan anlamli bir fark olmadig1 goriilmektedir. DMc 1 A80 1PEG
S ve DMc 1 A80 5PEG S kodlu formiilasyonlar i¢in birim hacimde misellere yiliklenen
adapalen miktarlart sirasiyla 62,3+2.3 ve 65,5£3,2 pg/ml olarak saptanmistir (Tablo
4.45).

Elde edilen bu bulgular sonucunda DMc 1 A80 1PEG S kodlu formiilasyon

secilerek dendron temelli misel formiilasyonlara ilave edilen adapalen miktar1 kademeli
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olarak arttirildi. Segilen miktarda PDC igeren ve farkli miktarlarda adapalen yiiklenen
misel formiilasyonlarin partikiil boyutlarinin birbirine ¢ok yakin oldugu (294,4 ile 306,2
nm arasinda), ayni sekilde PDI degerlerinin de olduk¢a homojen oldugu (0,19-0,22) ve
yiiklenen adapalen miktarininin da giderek arttig1 tespit edildi (Tablo 4.46). Ayn1 oranda
PDC ile hazirlanan BosMisel-1IPEG koldu etken madde yiikklenmeyen misel
formiilasyonu (160,4+4,6 nm; PDI: 0,23+£0,01) ile karsilagtirildiginda; adapalen yiikli
misellerin hidrodinamik ¢apindaki artis, misel agregatlarinin ¢ekirdek bolgesinin etken
madde molekiillerine yer agmak tlizere genislemesine baglandi (Tablo 4.43). Bu durum
literatiir bulgular1 ile uyumludur®!!428429  Karakterizasyon calismalarinda da secilen
formiilasyonlarda hesaplanan yiikleme oranlar ile yiikleme etkinliklerinin (Tablo 4.51)

yiiksek bulunmasi bu durumu desteklemektedir.

5.8. Adapalen Yiikli Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarin Stabilite
Bulgularinin Degerlendirilmesi

Adapalen yiiklii dendron temelli misel nanotasiyicilarinin fiziksel stabilitesini
degerlendirmek amaciyla, partikiil boyutu ve dagilimi bulgularina gore secilen
formiilasyonlarin fiziksel stabilitesi buzdolabi kosullarinda (5°C+3°C) saklanarak
izlendi. Hazirlandiktan sonra sonikasyon uygulanmayan DMc 0.7 A8 C, DMc 0.7 A8
1PEG C, DMc 1 A8 C ve DMc 1 A8 1PEG C kodlu formiilasyonlarin fiziksel
kararliliklarin1 degerlendirmek {izere 2. hafta sonunda partikiil boyutu ve dagilimlart

olgiildiigiinde misellerin stabil kalmadig1 gozlendi (Tablo 4.47).

Ultrasonik probla sonikasyon uygulanarak hazirlanan DMc 1 A80 1PEG S, DMc
1 A200 1PEG S, DMc 1 A500 1PEG S kodlu formiilasyonlarin ise 1. ay sonunda yapilan
boyut dl¢limlerinde boyutlarda gbzlenen hafif artisla birlikte partikiil boyutu ve dagilimi
acisindan stabilitelerini biiylik 6l¢iide koruduklart (rh<340 nm ve PDI<0,23) tespit edildi
(Tablo 4.48). DMc 1 A1000 1PEG S kodlu formiilasyonun 1. ay sonunda tespit edilen
partikiil boyutunun ilk hazirlandigi zaman Olgililen boyut degerlerine ve diger
formiilasyonlara gore daha belirgin sekilde biiyiidiigii, PDI degerinin 0,3’iin iizerine
ciktigl, dolaysiyla boyut dagiliminda bozulma oldugu gozlendi. Ayrica adapalen
yiiklenmeden hazirlanan bos misel nanotastyicilarinin (BosMisel-1PEG) da stabilitesini
1 ay boyunca korudugu; tazeyken 0. ayda elde edilen partikiil boyutu ve PDI (160,4+4,6
nm ve 0,2140,01) degerlerinin 1. ayda yapilan dl¢timlerde (178,0+13,4 nm ve 0,18+0,03)
cok fazla degismedigi tespit edildi (Tablo 4.49).
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Bos misel nanotastyicilarinda (BosMisel-1PEG) 4. ayda partikiil boyutu ve
dagiliminda belirgin derecede bozulma gozlendi (712,9+136,0 nm; PDI: 0,62+0,18)
(Tablo 4.49) ve etken madde yiiklenmeyen PDC ile hazirlanan dendron temelli misellerin
bu kosullarda uzun bir siire (4 ay) stabilitelerini koruyamadiklar1 sonucuna varildi. Fakat
adapalen yiikli DMc 1 A80 IPEG S, DMc 1 A200 1PEG S, DMc 1 A500 1PEG S kodlu
formiilasyonlarda misellerin 4. ay sonunda boyutlarinda ve PDI degerlerinde gozlenen bir
miktar artigla birlikte partikiil boyutu ve dagilimi agisindan etken madde igcermeyen bos
misellere kiyasla stabilitelerini biiyiik 6l¢iide koruduklari (rh<397 nm ve PDI<0,26)
dikkat ¢ekmektedir (Tablo 4.48). Bu sonuglar literatiir bulgular1 ile de uyumludur.
Polimerler ve ilaglar arasindaki etkilesimin polimerik misellerin yapisal olarak
kararliligini arttirmanin disinda ayni1 zamanda misellerden ilacin sizmasini da 6nledigi
vurgulanmaktadir. Hidrofobik ilaglarin miseller tarafindan enkapsiilasyonunun amfifilik
polimerler i¢in misel olusumu sirasinda hidrofobik kuvveti arttiracagi, boylece polimerik
misellerin kinetik stabilitesini iyilestirdigi bildirilmistir'® 439431 Ornegin, amfifilik bir
polimer olan a-hidroksi PEO-PBLA (poli (a-hidroksi etilen oksit-ko-p-benzi-aspartat))
ile hazirlanan doksorubisin yiiklii misellerin bos a-hidroksi PEO-PBLA miselleri ile

karsilastirildiginda in vitro kosullarda daha kararl1 oldugu gosterilmistir*°.

5.9. Adapalen Yiikli Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarin Karakterizasyon
Calhismalarimin Degerlendirilmesi

Adapalen yiiklii dendron temelli misel formiilasyonlarinin optimizasyon
calismalarinda gorsel olarak, partikiil boyutu dagilimi ve yiiklenen adapalen miktar
incelenerek degerlendirilen formiilasyonlar arasindan uygun olan formiilasyonlar segildi.
Secilen formiilasyonlarin zeta potansiyel, adapalenin nanotasiyici sisteme yiiklenme

orani, yiikkleme etkinligi, morfolojik 6zellikleri karakterize edildi.

5.9.1. Adapalen Yiiklii Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarin Zeta Potensiyel
Bulgularmin Degerlendirilmesi

Optimizasyon c¢aligmalari ile partikiil boyutu ve dagilimi ile fiziksel stabilitelerine
gore secilen; farkli oranda adapalen yiiklii nanotasiyicilarin (DMc 1 A20 1PEG S ve DMc
1 A500 1PEG S kodlu formiilasyonlar) zeta ({) potansiyel ol¢iimleri degerlendirildi.
Adapalen yiiklii miseller ile etken madde yiiklenmeyen misellerin (BosMisel-1PEG)
ortalama (-potansiyel degerleri sirasiyla, (-) 0,3+0,04; (-) 1,2+0,7 ve (-) 1,9+0,2 oldugu
saptand1 (Tablo 4.50). Misellerin hazirlanmasinda kullanilan PDC yapisinin non-iyonize

karakteri goz oniine alindiginda 0 degerine yakin bir yiizey ytikii bulunmasi1 beklenen bir
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durumdur. Bu sonuglar literatiir bulgulari ile uyumludur®®. Cok az da olsa elde edilen
negatif yiikk degerleri literatiirde agiklandig1 gibi; ara ylizeyde adsorbe edilen su
molekiillerine ait hidrojen atomlarmin suyun kendi kendine iyonlagsmasindan gelen
anyonik hidroksil iyonlarinin partikiillere adsorpsiyonunu kolaylastirarak hidrofobik

polimerik partikiillerin yiizeyinin negatif yiik kazanmasina bagland1*32433,

Neredeyse notral sayilabilecek yiike sahip misellerin gosterdigi kararlilik (Tablo
4.48) stabilitenin sadece zeta potansiyele bagli olmadigini gostermektedir. Bu durumun
sistemde sterik stabilizasyonun saglanmasina bagli oldugu diisliniilmektedir. Zira, non-
iyonize Tween 80 kullanilarak hazirlanan nanopartikiillerin fiziksel olarak stabil bir
koloidal sistem elde etmek i¢in ideal kabul edilen £20/30 mV zeta potansiyel degerinden
daha diisiik zeta potansiyel degerine sahip olmasmna ragmen, Tween 80’in
nanotastyicilara sterik stabilizasyon sagladig1 gosterilmistir***4%°. DMc 1 A1000 1PEG S
kodlu formiilasyonda ise misellerin ytikii (-) 17,7+1,2 olarak bulundu (Tablo 4. 50). Daha
diisiik miktarda etken madde yiiklenen misellere gore elde edilen bu yogun negatif yiikiin
misel yiizeyinde enkapsiile olmamus, asidik (pKa:4,2) yapida oldugu i¢in suda (pH:~6,4)
negatif yiik kazanan adapalen (anyon) molekiillerinin bulunmasindan kaynaklandigi

distiniilmektedir.

5.9.2. Adapalen Yiiklii Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarin Yiikleme Orani ve
Yiikleme Etkinligi Bulgularinin Degerlendirilmesi

Dendron temelli misellerde adapalen yiikleme orani ve yiikleme etkinligini
belirlemek i¢in formiilasyonlarda oncelikle HPLC analizleri ile geri kazanilan etken
madde miktar1 belirlendi. Ultrafiltrasyon yontemi ile dendron temelli misel
nanotagtyicilarina yiliklenmeyen serbest adapalen miktarmin belirlenmesi i¢in yapilan
ultrafiltrasyon islemi ile filtratta ihmal edilecek derecede diisiik (miktar tayini limiti
altinda) miktarda adapalen bulundu; yiiklemenin %99,99 oraninda gergeklestigi sonucuna
varildi. Adapalen yiiklii dendron temelli misel formiilasyonlarmin yiikleme orani (YO)
ve yiikleme etkinligi (YE) dogrudan nanotasiyict sistemlerde bulunan geri kazanilan

adapalen miktar1 iizerinden hesaplandi (Denklem 3.5 ve 3.6).

Tablo 4.51°deki bulgular incelendiginde; farkli oranlarda PDC kullanilarak sabit
miktarda adapalen ile hazirlanan DMc 0.7 A80 IPEG S ve DMc 1 A80 1PEG S kodlu
formiilasyonlarda, PDC miktarinin artigina bagl olarak, YO’ nun %38,4 (£0,5)’ten %7,0
(£0,2)’ye diistiigli; fakat YE’nin 80,2 (+4,7)’den %93,5 (£3,5)’e ¢iktig1 gozlendi. PDC
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miktar1 sabit tutularak farkli miktarlarda adapalen ile hazirlanan DMc 1 A80 1PEG S;
DMc 1 A200 1PEG S ve DMc 1 A500 1PEG S kodlu formiilasyonlarda, hazirlama
sirasinda ilave edilen etken madde miktarindaki artisla beraber, YO’ ’nun %7,0 (£0,2)’den,
%15,8 (£0,9)’e ve % 32,1 (£0,4)’e ciktig1 gbzlendi. YE ise bu formiilasyonlar icin
strastyla, %93,5+3,5; %93,9+6,7 ve %94,2+1,7 olarak hesaplandi.

YO degerlerinin, ayn1 miktar1 PDC igeren formiilasyonlarda ilave edilen adapalen
miktar1 ile orantili sekilde artmasi, misellere yiiklenen etken madde oraninin doygunluga
ulasmamasina baglandi. Literatiirde benzer sekilde, kendiliginden olusan polimerik
misellerin arastirildig1 bir caligmada, yiiklenen ila¢ oranit ~%20 ve yiikleme etkinligi

%90< {izerinde bulunmustur??®

. Baska bir c¢alismada ise; misellerin hidrofobik
¢ekirdegini olusturacak lineer blok poli-g-kaprolakton (PCL) polimeri ile hidrofilik
kabugunu olusturacak poli (etilen glikol) (PEG) zincirlerini tasiyan tiglincii jenerasyon
(G3) polyester dendronun hibridizasyonu sonucu elde edilen amfifilik PEG'lenmis
dendron temelli kopolimerler (PDC'ler) kullanilarak endoksifen yiiklii misel
nanotagtyicilart hazirlanmig; yiliklenen etken madde orani %0,3-3 arasinda, yiikleme
etkinligi ise %2-20 arasinda bulunmustur. Bu ¢alismayla kiyaslandiinda, bizim
calismamizdaki yiikkleme orani ve yiikleme etkinligi degerleri ¢ok daha yiiksektir. Bu
durum bahsedilen c¢alismada hazirlanan misellerin ¢ekirdegini meydana getiren
PDC’lerin hidrofobik kismini olusturan lineer PCL blogun, bizim c¢aligmamizda
hazirlanan misellerin c¢ekirdegini meydana getiren PDC’lerin hidrofobik kismim
olusturan G3 polyester dendron yapisina gore daha kiiciik bir alan isgal etmesinden
kaynaklaniyor olabilecegi diisiniilmektedir. Zira, elde ettikleri misel boyutlar1 (~40-50
nm) da hidrofobik ilacin yerlesecegi cekirdek bdlgesinin daha kiigiik oldugunu

gostermektedir®?,

5.9.3. Adapalen Yiiklii Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilarin TEM Bulgularinin
Degerlendirilmesi

DMc 1 A500 1PEG S kodlu formiilasyonun fiziksel stabilitesinin uygun oldugu,
4. ayda elde edilen partikiil boyutu (298,7+29,2 nm) ve dagilimi1 (PDI: 0,2540,04)
bulgular ile saptandi (Tablo 4.48). Makul partikiil boyutu (297,1+21,3 nm) ve homojen
boyut dagilimi gosteren (PDI: 0,19+0,02), yiliksek oranda etken madde yiiklenen
(394,3+£7,6 pg/ml) ve 4 aylik izleme siiresi igerisinde partikiil boyutu ve dagilimi
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acisindan kararli oldugu saptanan DMc 1 A500 1PEG S kodlu formiilasyon, in vitro

penetrasyon ¢alismalarinda kullanilmak tizere segildi.

Secilen DMc 1 A500 1PEG S kodlu formiilasyonun TEM analizleri yapilarak,
adapalen yiiklii dendron temelli misellere ait sekil ve yiizey morfolojisi incelendi. Elde
edilen goriintiiler Sekil 4.16°da gosterilmektedir. TEM goriintiileri adapalen ytiklii
misellerin kiiresel, nano boyutta oldugunu ve homojen dagildigimi gosterdi. TEM
analizlerinde goriintiilenen misel boyutlarinin, DLS teknigi ile elde edilen boyutlara gére
daha kiiciik bulunmalar1 daha 6nce de belirtildigi gibi, DLS ile partikiillerin hidrodinamik
caplarinin Olgiilmesine; sulu dispersiyon ortami molekiilleri ile sarilan partikiillerin
Ol¢iilen hidrodinamik ¢aplarinin ger¢ek geometrik boyutlardan daha biiyiik bulunmasinin

413 Bu bulgular literatiir ile uyumludur®!3%® Literatiirde ayrica;

olagan olmasina baglandi
TEM analizlerinde DLS olclimlerine gore kiiciik boyutlarin gozlenmesi, TEM
numunelerinin hazirlanma prosesi sirasinda nanopartikiillerin dehidrasyonuna ya da

negatif boyama ile boyutlarin degismesine bagl olabilecegi de agiklanmaktadir!4%,

5.10. Adapalen Yiikli Dendritik Nanotasiyicillarin Jel Formiilasyonlarinin
Hazirlanmasi ve Jellerin Karakterizasyon Calismalarimin Degerlendirilmesi

Uygulama kolayligi, dogru dozlama, reolojik 6zellikler ve deriye daha iyi adezyon
saglamas1 i¢in adapalen yiiklii optimum dendritik nanotasiyicilart iceren sistemler
jellestirildi. Secilen iki farkli dendritik nanotasiyici sistemin; adapalen yiikli PAMAM
dendrimerler ve adapalen yiikli dendron temelli misellerin (PDC-misel) jel
formiilasyonlari, jellestirici ajan olarak hidroksi propil selilloz (HPC) kullanilarak
hazirlandi. Boylece, adapalenin derideki birikiminin degerlendirilmesine yonelik in vitro
penetrasyon calismalar1 ile kil folikiillerine hedeflenmesi acisindan gelistirilen
formiilasyonlarin performansinin pazarda bulunan ticari orijinal iiriin ile (Differin®Jel)

karsilastirilmasi amaglandi.

HPC, farmasotik ve kozmetik endiistrisinde viskoziteyi arttirmak veya jel
formiilasyonlar1 hazirlamak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. Jellestirici ajam
olarak sagladig1i avantajlar arasinda; diisiik konsantrasyonlarda yiiksek viskozite
saglamak, sicakliga kars1 dayaniklilik, formiilasyonlarin stabilitesini arttirmak, hos bir
dokuya sahip olmak sayilabilir. Bakteri veya mantar iiremesine son derece dayaniklidir,
iritasyona sebep olmaz**®. pH 6-8 arasinda diisiik sicaklikta HPC’nin hidrolizi minimal

seviyede oldugu belirtilmektedir*3’4%,
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Farkli konsantrasyonlarda HPC (%1-2, a/h) ile hazirlanan adapalen veya
nanotastyict icermeyen jellerde yapilan tek noktali viskozite &lgiimlerinde (y=5 s™),
dispersiyon ortaminda HPC konsantrasyonu arttirildiginda, jelin viskozitesinde de
beklendigi gibi artis gézlendi. %1 HPC ile hazirlanan jelin viskozitesinin yetersiz; fakat
%1,5 ve % 2 HPC ile hazirlanan jellerin viskozitelerinin ise kabul edilebilir oldugu
sonucuna varildi (Tablo 4.52). Jel formunda deriye siiriilerek uygulanabilecek; ama ayn1
zamanda etken madde ylkli nanotasiyicilarin ii¢ boyutlu jel matriksinden salimini
geciktirmeyecek bir tasiyici ortami saglamak i¢in diisiik konsantrasyonda jellestirici
madde kullanilmas1 amaglandi. En yaygin kullanilan topikal tasiyicilardan olan krem ve
jellerin nanopartikiillerde yiiklii bulunan etken maddelerin yeterli diizeyde salimini
onleyebilecegi, bunun da koloidal yar1 kati topikal formiilasyonlar kullanilan bazi
calismalarda elde edilen zayif penetrasyon etkinligi bulgularinin baglica sebeplerinden
biri oldugu literatiirde agiklanmistir*’>#¥, Bu yiizden dendritik nanotastyicilara yiiklenen
adapalenin deriye uygulandiginda etkili sekilde salimin1 saglayacak, bir yar1 kati tastyici
ortami saglamak i¢in dendritik nanotasiyicilarin % 1,5 (a/h) oraninda HPC ile jel

formiilasyonlarinin hazirlanmasina karar verildi.

Reolojik 6zellikler, eczacilikta bilhassa emiilsiyon, siispansiyon ve yar1 kat1 ilag
sekillerinde hazirlanan preparatin kararlilik, kivam, uygulanabilirlik ve goriiniim
ozelliklerini belirler. Viskozite, bir akiskanin akmaya karsi gosterdigi direng olarak
tanimlanir. Viskozite arttikca akisa gosterilen direng de artar. Bu durumda viskosite
akigkanin akmaya kars1 gosterdigi direng ile dogru, akiskanhk ile ters orantilidir*4°,
Secilen adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanotasiyicilart (PMM 0.05-S-A10-3:1-
1PEG/ PAMAM-AQ) igeren PAMAM-Jel, secilen adapalen yiiklii dendron temelli misel
nanotasiyicilart (DMc 1 AS0 1PEG S/ Dendron-AQ) igeren PDC-misel-Jel
formiilasyonlar1 ile bu nanotasiyict sistemlerin bulundugu dispersiyon ortaminda (%1

PEG 400-Su) ayni oranda (%]1,5) HPC ile hazirlanan plasebo jel formiilasyonu (1.5 HPC-

1PEG) ve Differin®Jel iizerinde viskozite dlgiimleri yapilds, reolojik dzellikleri incelendi.

%1,5 HPC ile hazirlanan jellere (n1.5 Hpc=9,19+0,09 Pa s) %1 (a/h) oraninda PEG
400 ilave edildiginde (1.5 Hpc-1PEG =4,23+0,12 Pa s) viskozitenin azaldigi gozlendi (Tablo
4.53). Literatiir taramasinda benzer sekilde hazirlanan topikal jel formiilasyonlarinda
PEG 400’iin viskoziteyi azalttig1 bildirilmistir***. Plasebo jel ile PAMAM-Jel ve PDC-

misel-Jel’in viskozitesi karsilastirildiginda, PDC-misel-Jel’in viskozitesinde hafif bir
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artis olmakla birlikte aralarinda ¢ok fark olmadigi (Tablo 4.53), jel ortamina ilave edilen
nanotastyicilarin viskoziteyi ¢ok etkilemedigi sonucuna varildi. Hazirlanan dendritik
nanotastyicilari igeren jeller ile Differin®Jel’in viskozitesi (pitferinwiel =24,44+0,17 Pa s)
arasinda belirgin bir fark oldugu saptandi. Daha 6nce agiklanan sebep yiiziinden,
dendritik nanotasiyicilarin jellestirilmesinde, Differin®Jel’in viskozitesine esdeger
viskozite yakalanmasi da amaglanmadi. Ayni1 formiilasyonlarin reolojik o6zellikleri
incelendiginde, Casson modeli**? kullanilarak hesaplanan plastik viskozite (nc) ve esik
kayma gerilimi (t0) (yield stress) degerlerinin PAMAM-Jel ve PDC-misel-Jel’de
Differin®Jel’e gére belirgin sekilde daha diisiik oldugu gériilmektedir (Tablo 4.54).
Kayma hizit oranma (y) karst viskozitenin (1)) degisiminin verildigi karsilastirmali
reogram formiilasyonlarin psddoplastik (shear thinning) davranis sergiledigini
gostermektedir (Sekil 4.17).

Psodoplastik akis, Newtonian olmayan bir akis tipidir. Kayma geriliminin kayma
hiz1 oran1 (kayma deformasyonunun degisme hizi, shear rate) ile orantili olarak arttig
Newtonian akig gosteren sivilarin aksine, Newtonian olmayan akis, kayma hizi orani ile
kayma geriliminin ayn1 oranda artmadigi; bu yiizden viskoziteleri kayma hizina bagli olan
sistemlerde gozlenir. Newtonian olmayan akis gosteren sistemlere emiilsiyonlar,
siispansiyonlar, losyonlar ve merhemler 6rnek gosterilebilir. Psddoplastik akis gdsteren
sistemlerde kayma hiz1 arttikca viskozite azalir. Bunlara kayma ile incelen (Shear
thinning) sistemler tanimlamr*%443, Psgdoplastik akis, hazirlanan bir preparatin primer
ambalajina kolay doldurulmasi, kullanim sirasinda, tiipten rahat ¢ikmasi, siseden akmast,
enjektor ignesinden gecebilmesi veya deri ylizeyinde diizgiin sekilde yayilabilmesini

saglar®0,

Yayilabilirlik bulgular1 incelendiginde; adapalen yiiklii dendritik nanotasiyicilar
iceren jellerin, PAMAM-Jel (5,2+0,2 cm?) ve PDC-misel-Jel (5,4£0,4 cm?),
Differin®Jel’e (2,4+0,3 cm?) kiyasla ayn1 siirede daha biiyiik bir alana yayildig1 gozlendi
(Tablo 4.55). Bu durum PAMAM-Jel ve PDC-misel-Jel formiilasyonlarinin
viskozitelerinin Differin®Jel e gore daha diisiik olmas1 yoniinden beklenen bir durumdur.
Elde edilen bu sonuglarla hazirlanan dendritik nanotasiyicilari igeren jellerin uygulandigi
bolgede kolayca ve homojen olarak yayilabilecegi; bu yiizden topikal uygulama ig¢in

uygun olduklari sonucuna varildi®’.
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PAMAM-Jel ve PDC-misel-Jel formiilasyonlar: ile Differin®Jel’in pH’lari
indikator kagitlari ile tespit edildi. Dijital pH metre ile 25 °C’de yapilan olgiimlerde
plasebo jelin (1.5 HPC-1PEG) pH’s1 6,4+0,2 olarak olgiildii. Formiilasyonlarin
hazirlanmasinda kullanilan ultra saf suyun (Milli-Q® water, 18.2 MQ.cm) normal
sartlarda pH’s1 6,998 olarak bilinmektedir. Fakat su aritma cihazi (Millipore Milli-Q,
Merck) ile elde edilen suyun pH degerinin sistemden alindiktan sonra hizla degisebildigi
bildirilmektedir**. Zaten deneyler sirasinda cesitli zamanlarda aritma cihazindan alman
saf suda yapilan olgiimlerde pH degerinin ~6,5 civarinda oldugu saptandi. Bu durum
havada dogal olarak bulunan karbon dioksitin suda ¢ézlinmesiyle bikarbonat iiretimine
bagl olarak saf suyun pH degerini diisiirmesine baglanmaktadir*?®. 1.5 HPC-1PEG kodlu
jelin pH’sinin da 6,4+0,2 olarak bulunmasi, PEG 400 ve HPC’nin de non-iyonik*46:447
karakterde oldugu dikkate alindiginda beklenen bir sonugtur. PAMAM-Jel ve PDC-
misel-Jel’e ait pH’larin ise sirasiyla, 7-7,5 ve 6-6,5 arasinda (Sekil 4.18a ve 4.18b)
oldugu, Differin®Jel’in pH’simin ise ~5 civarinda (Sekil 4.19) oldugu tespit edildi.
PAMAM-AQ ve Dendron-AQ kodlu sulu koloidal dispersiyonlarin pH’larinin da
strastyla ~7 ve ~6-6,5 civarinda oldugu gozlendi. Bu sonuglar ile elde edilen pH’larin
uyumlu oldugunu gdstermektedir. Differin®Jel’in pH’smin 5 oldugu literatiirde de
kayithdir*®, Deriye uygulanacak topikal preparatlar icin pH 5-7 aralif1 uygun kabul
edilmektedir4°.

Hazirlanan PAMAM-Jel ve PDC-misel-Jel formiilasyonlarinda, buzdolabi
kosullarinda (5°C+£3°C) 1 hafta siire ile saklandiktan sonra, adapalen miktarlari
saptanarak etken maddenin dendritik nanotasiyicilar1 igeren jellerden geri kazanimi
belirlendi. Differin®Jel’de bulunan adapalen miktar1 ayrica yapilan geri kazanim
calismalar1 ile dogrulandi. Jellestirme Oncesinde sivi formda bulunan nanotasiyici
sistemlerdeki adapalen konsantrasyonu bilindigi i¢in, hazirlanan jel formiilasyonlarinda
bulunan teorik adapalen yiizdeleri (a/a) hesaplandi. Adapalen yiiklii nanotasiyicilar
iceren PAMAM-Jel ve PDC Misel-Jel formiilasyonlar: ile Differin®Jel’de bulunan
adapalen konsantrasyonlar1 sirasiyla, %0,03 (a/a), %0,04 (a/a) ve %0,1 (a/a) olarak
belirlendi (Tablo 3.26). Jel formiilasyonlarinda adapalenin geri kazanim bulgular1 uygun
bulundu (PAMAM-Jel igin %98,31+3,74, PDC Misel-Jel i¢in %96,49+4,47 ve
Differin®Jel icin %97,25+4,44) (Tablo 4.56).
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Adapalen yiiklii dendritik nanotasiyicilari igeren jel formiilasyonlarinda ve
Differin®Jel’de etken maddenin fiziksel durumu, bir floresan mikroskop (Leica
Microsystems, 40X) ile goriintiilendi. PMM 0.05-S-A10-3:1-1PEG (PAMAM-AQ) ve
DMc 1 A500 1PEG S (Dendron-AQ) kodlu formiilasyonlar ile bu sistemlerle hazirlanan
nanopartikiiler jel formiilasyonlari, PAMAM-Jel ve PDC Misel-Jel, ve ayrica
Differin®Jel’de bulunan adapalenin fiziksel durumu incelendi. Adapalen yiiklii PAMAM
dendrimerler ve dendron temelli misel nanotasiyicilarin sulu koloidal dispersiyon ve jel
ortaminda homojen bir sekilde dagildigi gozlendi (Sekil 4.20-4.24). Formiilasyon ana
bilesenleri karbomer 940, poloksamer 182, edetat disodyum, propilen glikol, saf su olarak
bildirilen®*° ticari iiriinde (Differin®Jel) ise adapalenin heterojen bir dagilim gosteren
mikro kristaller halinde dagilmis bulundugu gézlendi. Differin®Jel daha 6nce de adapalen

mikro kristallerinin (3-10 pm) bir siispansiyonu olarak tamimlanmistir®®,

5.11. In Vitro Deriden Penetrasyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

Topikal hedeflendirmede son yillarda ¢ikan makalelerde in vitro perkiitan
absorbsiyon caligmalarinda daha ¢ok epidermis ve dermisin bir biitiin halde bulundugu
tam kalinlikta deri kullanildig1 dikkat ¢ekmektedir®*#%3, Bu yiizden in vitro deriden
penetrasyon ¢aligsmalari sirasinda deri tabakalarindaki birikim 6n planda oldugu i¢in yerel
bir kesim evinden temin edilen domuz derisinin dermatom edilmeden “tam kalinlikta”

(full-thickness) kullanilmasi uygun goriildii.

Finite doz uygulamasi1 yapilacak in vitro deriden penetrasyon ¢aligmalarinda jel
formiilasyonlarinin  kullanilacak yontem ile (PAMAM-Jel, PDC Misel-Jel ve
Differin®Jel) Franz difiizyon hiicrelerine yerlestirilen deri yiizeyine homojen sekilde
yayilmasini saglanmasi agisindan, uygulanabilirligini degerlendirildi. Bu amacla;
penetrasyon ¢alismalari1 6ncesinde NK igeren %1,5 oraninda HPC ile hazirlanan jel 6rnegi
Franz hiicresine sabitlenen domuz derisine uyguland: ve formiilasyonlarin deriye tatbik

yonteminin uygun oldugu sonucuna varildi (Sekil 4.25).

Finite doz kosullarinda, formiilasyonda etken madde konsantrasyonu deneyler
sirasinda etken maddenin deriye penetrasyonu ile veya ek olarak evaporasyon sebebiyle
degisir®®. Genel olarak gergekei veriler elde etmek igin deneysel kosullarda in vivo
durumun olabildigince yakin bir sekilde taklit edilmesi istenir. Deri ylizeyine
uygulanacak olan ve penetrasyona ugrayan etken maddeyi iceren formiilasyonun miktari

ve konsantrasyonu, uygulama siiresi gibi parametreler ¢alismanin amacina baghdir.
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Topikal formiilasyonlarin klinik durumlarda yaygin olarak nispeten kiigiik miktarlarda
(finite dozda) uygulandig: dikkate alindiginda; in vivo kosullarin taklidi igin in vitro
deneyler sirasinda da kii¢iik miktarlarda formiilasyon uygulanmasi ideal kabul edilir**.
Finite doz uygulamasmin dogasi geregi, in vitro kosullarda kiigiik miktarlarda dozlarin
deri gibi bir membrana esit sekilde uygulanmasi zor oldugu i¢in deneyler arasi
varyasyona sebep olabilir*®. Finite dozda deriye uygulanan ilaglarin topikal

biyoyararlanimi birim alan basina uygulanan ila¢ miktarma bagli**

oldugu i¢in deney i¢i
ve deneyler arasinda varyasyonu en aza indirmek i¢in dondrde uygulama alani lizerinde
homojen ilag dagilimmi saglamak son derece Onemlidir. Finite dozda yapilan
caligmalarda smirli miktarda etken madde uygulandigi i¢in, deneylerin bitiminde
uygulanan toplam dozun geri kazanim oraninin tespit edilmesi beklenir. OECD
rehberlerine gore etken maddenin ve metabolitlerinin ortalama geri kazanim degerlerinin
%100+£%10 araliginda olmasi; eger bu kriter karsilanamiyorsa da sebebinin ortaya

konmasi istenir326:494:457,

In vitro deriden penetrasyon ¢alismalarin1 takiben deriye uygulanan
formiilasyonlardan adapalenin folikiiler birikimini kantitatif olarak degerlendirmek ve
ayrica deriye gegen etken madde miktarlarini belirlemek tizere punch biyopsi ¢aligmalari
yapildi. Deride kil folikiillerine hedeflendirmeye yonelik son yillarda yapilan
aragtirmalarda yeni bir yontem olan punch biyopsi yonteminin kullanilmasi dikkat
cekmektedir'®®, Punch biyopsi uygulamalarinda, bir kil folikiilii ile birlikte yag (sebase)
bezlerinden olusan pilosebasoz iinite (PSU)’yi igeren folikiiler birikim bolgeleri ve
kontrol grubu olarak da kil folikiilii icermeyen deri bolgelerinden yararlanildi. Herhangi
bir uygulama yapilmamis deri 6rneklerinden, kil folikiilii igermeyen (KF-Neg) ve kil
folikiilii iceren (KF-Poz) bolgelerden alinan biyopsilerin 151k mikroskobu altinda
goriniimii Sekil 4.26°da, punch biyopsi uygulamas: sonrasinda derinin goriiniimii ise

Sekil 4.27°de gosterilmistir.

Folikiiler hedefleme agisindan hem salt dendritik nanotasiyicilart igeren su bazl
koloidal dispersiyonlar (PAMAM-AQ ve PDC-misel-AQ) hem de hazirlanan dendritik
nanotastyicilart igeren jel formiilasyonlarinin (PAMAM-Jel ve PDC-misel-Jel)

gosterdikleri performans Differin®Jel ile karisilastirilarak degerlendirildi.

PAMAM dendrimerler ile hazirlanan adapalen yiiklii dendritik nanotasiyici

sistemler ve adapalenin pazarda bulunan ticari preparati ile 24 saat in vitro penetrasyon
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caligmalar1 gerceklestirildikten sonra punch biyopsi ile derideki adapalen miktarlar1 tespit
edildi. Bu amag ile, deriye uygulanan formiilasyon ve etken madde miktarlar;; PAMAM-
Jel (%0,03) igin 3,6+0,38 mg jel/cm? ile 1,1+0,11 pg adapalen/cm? PAMAM-AQ
(%0,03) icin 11,5 ul sulu koloidal dispersiyon/cm? ile 3,4 pg adapalen/cm?; Differin®Jel
(%0,1) igin 3,4+0,14 mg jel/cm? ile 3,4+0,14 ng adapalen/cm? olarak hesaplanmistir
(Tablo 4.57). Bu sekilde finite doz kosullar1 saglanmistir. Cozeltiler icin 10 ul/cm?’ye
kadar, yar1 kat1 preparatlar i¢in 10 mg/cm?’ye kadar uygulanan dozlar finite doz kabul

edilmektedir°84%,

Ayni sekilde, dendron temelli miseller ile hazirlanan adapalen yiiklii dendritik
nanotasiyici sistemler ve adapalenin pazarda bulunan ticari preparati ile 24 saat in vitro
penetrasyon ¢alismalar1 gergeklestirildikten sonra punch biyopsi ile adapalenin deriden
penentrasyonu incelendi. Bu amag ile, deriye uygulanan formiilasyon ve etken madde
miktarlar;; PDC-misel-Jel (%0,04) icin 3,5£0,09 mg jel/lcm? ile 1,4+0,04 png
adapalen/cm?; PDC-misel-AQ (%0,04) i¢in 8 pl sulu koloidal dispersiyon/cm? ile 3,4 pg
adapalen/cm?; Differin®Jel (%0,1) igin 3,4+0,14 mg jel/cm? ile 3,4+0,14 pg adapalen/cm?
olarak hesaplanmistir (Tablo 4.60). Bu sekilde finite doz kosullart saglanmustir.

Adapalen yiiklii dendritik nanotastyicilar (PAMAM dendrimer ve dendron temelli
misel nanotastyicilarinin sulu dispersiyonlari ile bunlarin jel formiilasyonlar) ve ticari
preparat ile elde edilen punch biyopsi bulgular: (Tablo 4.58-4.59 ve Tablo 4.61-4.62) de
verilmistir. Bu tabloda da goriildiigi gibi; KF igeren 10 adet biyopsi 6rneginde (KF-Poz)
saptanan adapalen miktarlar: (ng/7,85 mm?); KF igermeyen 10 adet biyopsi érneginde
(KF-Neg) saptanan adapalen miktarlar: (ng/7,85 mm?); biyopsi 6rnekleri alindiktan sonra
kalan deride saptanan adapalen miktarlari (ng/cm? KF igeren biyopsi orneklerinde
saptanan adapalen miktariin KF igermeyen biyopsi 6rneklerinde saptanan adapalen
miktarina orani olarak ifade edilen folikiiler hedefleme faktorii (FHF: KF-Poz/KF-Neg);
24 saat uygulama siiresi sonunda deri ylizeyinden silinerek uzaklastirilan formiilasyon
fazlasinda saptanan penetre olmadan kalan adapalen miktarlar: (ug/cm?); deriye gectigi
saptanan toplam adapalen miktarlari (ng/cm?); uygulanan doza kiyasla saptanan toplam
geri kazanilan adapalen orani (%) ve uygulanan doza kiyasla deriye gegtigi saptanan

toplam adapalen miktarini ifade eden deriye penetrasyon etkinligi (%) degerlendirilmistir.

PAMAM-Jel, PAMAM-AQ ve Differin®Jel’den; KF-Poz biyopsi &rneklerinde

saptanan adapalen miktarlar1 sirasiyla; 9,6+5,2 ng/7,85 mm?, 15,5+4,7 ng/7,85 mm? ve
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7,3£2,9 ng/7,85 mm?, KF-Neg biyopsi orneklerinde, 1,3£0,4 ng/7,85 mm?, 2,2+1,2
ng/7,85 mm?ve 1,9+1,0 ng/7,85 mm?; FHF (KF-Poz/KF-Neg) degerleri 8,8+2,6; 7,4+2,1
ve 5,9+2,5 olarak saptanmustir (Tablo 4.58).

PAMAM-Jel, PAMAM-AQ ve Differin®Jel’den; deri yiizeyinde kalan adapalen
miktarlar sirastyla 0,89+0,16 pg/cm?, 2,50+0,18 pg/cm? ve 2,85+0,15 pg/cm?; deriye
gecen toplam adapalen miktarlar1 76,7+28,6 ng/cm?; 211,9+51,0 ng/cm? ve 77,0+29,2
ng/cm?; adapalenin geri kazanim oranlar1 %91,8+7,4; %81,7+2,3 ve %86,9+5,7; deriye
penetrasyon etkinlikleri %7,3+2,7; %6.,4+1,5 ve %2,3+0,8 olarak hesaplanmistir (Tablo
4.59).

PAMAM-Jel, PAMAM-AQ ve Differin®Jel formiilasyonlarindan adapalenin kil
folikiillerinde (KF-Poz) birikimi deride kil folikiilii olmayan alanlara (KF-Neg) gore
anlamli derecede yiiksek bulunmustur. PAMAM-Jel, KF-Poz’da KF-Neg alanlara gore
en az 7 kat (p=0,0078); PAMAM-AQ, KF-Poz’da KF-Neg alanlara gore en az 7 kat
(p=0,0002) ve Differin®Jel, KF-Poz’da KF-Neg alanlara gore en az 4 kat (p=0,0128) fazla
birikmistir. PAMAM-AQ ile, Differin®Jel’e gore kil folikiillerine ulasan adapalen miktari
anlamli olarak (p<0,05) artmistir (yaklasik 2 katina) (Sekil 4.28). Kil folikiillerine
hedeflendirme potansiyeli agisindan karsilastirma yapmak {izere hesaplanan FHF (KF-
Poz/KF-Neg) degerleri incelendiginde; formiilasyonlar arasinda anlamli bir fark olmadigi

sonucuna varilmistir (Sekil 4.29).

Formiilasyonlardan deriye geg¢en adapalen miktarlart karsilastirildiginda
PAMAM-AQ ile, Differin®Jel (p<0.001) ve PAMAM-Jel’e (p<0.001) goére deride
yaklasik 3 kat fazla adapalen birikmistir (Sekil 4.30). Uygulanan doza oranla deriye gecen
adapalen miktarlar1 agisindan degerlendirildiginde PAMAM-AQ’nun penetrasyon
etkinligi Differin®Jel’e gore yaklasik 2,8 kat (p<0.01); PAMAM-Jel’in penetrasyon
etkinligi Differin®Jel’e gore yaklagik 3,2 kat (p<0.01) fazla bulunmustur (Sekil 4.31).

Sonugta, PAMAM-Jel formiilasyonu adapaleni kil folikiillerine hedeflendirme
potansiyeli, adapalenin kil folikiilleri ile birlikte derinin tamamindaki birikimi agisindan
Differin®Jel ile benzer performans gdstermistir. Diger taraftan, PAMAM jel
formiilasyonundaki adapalen igerigi, Differin®Jel’de bulunan miktarin yaklagik 1/3 ii
oraninda olmasina ragmen tasarlanan bu yenilik¢i jel formiilasyonu ile ilacin deriye
penetrasyon etkinligi ~3,2 Kat artmistir. 24 saat icinde PAMAM-Jel’den uygulanan dozun

%7,3 (£2,7)’0 ve ticari urlinden uygulanan dozun %2,3 (+0,8)’li deriye ge¢cmistir.
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Dolayis1 ile, ticari iirline gore ¢ok daha diisilk doz ile benzer performans edildigi

gosterilmistir.

PAMAM-AQ formiilasyonu ile Differin®Jel’e gére adapalenin kil folikiillerindeki
birikimi acisindan yaklasik 2 kat, derinin tamamindaki birikimi agisindan yaklasik 3 kat
artis saglanmigtir. Her iki formiilasyonla deriye ayni dozda adapalen uygulanmuis,
PAMAM-AQ ile ilacin deriye penetrasyon etkinligi (~2,8 kat) artmistir. 24 saat icinde
PAMAM-AQ’den uygulanan dozun %6,4 (+1,5)’ii ve ticari iiriinden uygulanan dozun
%2,3 (£0,8)’ti deriye ge¢mistir. PAMAM dendrimerlerin finite doz kosullarinda sulu
koloidal dispersiyon formu ile jel formu arasinda deriye gecen adapalen miktarlar
acisindan aralarinda anlamli fark bulunmustur. PAMAM-AQ ile PAMAM-Jel’e gore
deride yaklasik (~3 kat) (p<0.001) fazla adapalen birikmistir.

Uygulamada, yaklasik %70 daha diisiik konsantrasyonda adapalen i¢ermesine
ragmen, PAMAM-Jel formiilasyonu ile adapalenin deriye penetrasyon etkinliginin
arttirllmast ve adapalenin kil folikiilleri ile birlikte derinin tamamindaki birikimi
acisindan Differin®Jel’in sergiledigine benzer bir performans elde edilmesi; PAMAM-Jel
formiilasyonunda adapalen yiikli PAMAM dendrimer nanotastyicilarinin boyutlar
(r=256+12 nm; PDI=0,19+0,01) ile Differin®Jel’de bulunan adapalen mikro
kristallerinin boyutlar1 (3-10 pm)® karsilastirldiginda; adapalen yiikli PAMAM
dendrimer nanotasiyicilarinin sahip olduklar1 daha kii¢lik partikiil boyutlar1 sayesinde
deri yiizeyine uygulanmalarm takiben uygulanan partikiillerin Differin®Jel’deki
adapalen kristallerine gore, daha biiyiik bir kisminin kil folikiillerine penetre olabilmesi

ile agilanabilecegi diisiintilmektedir.

Deriye aym1 dozda adapalenin uygulandigi PAMAM-AQ formiilasyonu ile
Differin®Jel’e gore adapalenin kil folikiillerindeki birikimi agisindan yaklasik 2 kat,
derinin tamamindaki birikimi agisindan yaklagik 3 kat artis saglamasinin sebebi de ayni
sekilde aciklanabilir. Deri yiizeyine uygulanan farkli boyut ve yapidaki partikiillerin
folikiiler agikliklarda birikerek folikiiler yolak boyunca penetre olduklari, penetrasyon
derinliklerinin ise bilyiik dlgiide biiyiikliiklerine bagl oldugu literatiirde kayithidir®®,
Ornegin, boyutlar1 750 nm ve 6 um arasinda degisen partikiillerin kil folikiillerine
penetrasyonlari karsilastirildiginda; 750 nm boyutta olanlarin kil folikiillerine daha etkin

sekilde penetre olduklart; 750 nm ve 1,5 um boyutlarda partikiillerin 3-6 um boyutunda

mikropartikiillere gore kil folikiillerinde penetrasyon derinliklerinin daha fazla oldugu
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gosterilmistir®’®. Literatiirde, kil folikiillerine penetrasyonun saglanmasinda optimum
partikiil boyutlar1, bir ¢calismada 320 nm ve 750 nm arasinda &ngiiriilmiis'®®, 122-1000
nm arasinda degisen boyutlarda, farkli yiizey 6zelliklerine sahip, farkli tipte materyallerle
hazirlanan partikiillerin incelendigi baska bir calismada yapilan analizler sonucunda
yaklasik 300-600 nm'lik partikiillerin kil folikiillerine penetrasyon kabiliyetleri
digerlerine gore daha fazla bulunmustur. Ayni ¢alismada, 230 nm ve 300 nm boyutlarda
nanopartikiillerin kil folikiilii kanalinda 6zellikle yag bezlerin oldugu derinlige penetre

olabildikleri gosterilmistir?®,

PAMAM jel formiilasyonu ile adapalenin deriye penetrasyon etkinliginin
artmasinda ve adapalenin kil folikiilleri ile birlikte derinin tamamindaki birikimi
acisindan daha diisiik dozda adapalen ile; Differin®Jel’in sergiledigine benzer bir
performans elde edilmesinde; ikinci bir faktor olarak PAMAM dendrimerlerin sahip
oldugu pozitif ylikiin 6nemli bir katkis1 olmus olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durum

deri ve deri uzantis1 olan kil folikiillerinin negatif yiiklii*®°

olmasi sebebiyle, pozitif yliklii
PAMAM dendrimer nanotastyicilarinin deriye ve kil folikiillerine afinite géstermesi; bu
yiizden penetrasyon kabiliyetinin fazla olmasi ile agiklanabilir. Deriye ayni1 dozda
adapalenin uygulandigi PAMAM-AQ formiilasyonu ile Differin®Jel e gore adapalenin
kil folikiillerindeki birikimi agisindan yaklagik 2 kat, derinin tamamindaki birikimi

acisindan yaklasik 3 kat artig saglamasinin sebebi de ayn1 sekilde agiklanabilir.

Literatiirde de folikiiler hedeflendirmede partikiil boyutunun yani sira yiizey yiikii
gibi fizikokimyasal Ozelliklerin de etkili olabilecegi; deri ve kil folikiillerinin yiizey
yiikiinlin negatif olmasiin pozitif yiikli partikiillerin bu yapilara baglanmasini
kolaylastiracagi; bu ylizden katyonik partikiillerin folikiiler penetrasyonda yardimci
olacag: belirtilmektedir®®14%2, PAMAM dendrimerlerin penetrasyon arttirici etkilerinin
molekiiler boyut, ylizey yiikii ve konsantrasyona bagli oldugu ifade edilmektedir.
Penentrasyon arttirict etkinligin katyonik yiizey gruplarina sahip dendrimerler i¢in daha

yiiksek oldugu gosterilmistir®®>3°,

Ayrica, PAMAM-Jel formiilasyonu ile adapalenin deriye penetrasyon etkinliginin
arttirilmast ve daha az etken madde icerdigi halde kil folikiilleri ile birlikte derinin
tamaminda Differin®Jel ile benzer oranda adapalen birikimi saglamasinda, PAMAM
dendrimerlerin adapalen ile kompleks olusturarak etken maddenin sudaki ¢éziiniirliigiini

arttirmasinin  da etkili oldugu distliniilmektedir. Deriye ayn1 dozda adapalenin
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uygulandizit PAMAM-AQ formiilasyonu ile Differin®Jel’e gore adapalenin kil
folikiillerindeki birikimi agisindan yaklasik 2 kat, derinin tamamindaki birikimi ag¢isindan
yaklasik 3 kat artis saglamasinin sebebi de ayni sekilde agiklanabilir. Literatiirde, G5
PAMAM-NH: dendrimerle yapilan bir calismada model olarak secilen NSAI'larla
(ketoprofen ve diflunisal), ilag-PAMAM dendrimer kompleksleri olusturulmus,
hazirlanan bu komplekslerle ilaclarin deriden gecisinin 6nemli Olglide arttirildig ileri
stiriilmiistir. PAMAM dendrimerlerin penetrasyon arttiric1 etkisinin NSAI-PAMAM
dendrimer kompleksleri ile yiiklenen ilaglarin suda ¢oziiniirliigiiniin 6nemli Olcilide
arttirtlmasindan veya PAMAM dendrimerlerin yiizeyinde bulunan ¢ok sayida katyonik
yikli primer amin gruplarinin derinin bariyer fonksiyonunu degistirmesinden

kaynaklanmis olabilecegi yorumu yapilmistir'®.

PAMAM-Jel formiilasyonunun, daha diisiik adapalen dozu uygulamasi ile; etken
maddeyi kil folikiillerine hedeflendirme potansiyeli Differin®Jel’inkine benzer olmast;
PAMAM dendrimer nanotastyicilarinin folikiiler lokalizasyonlarina bagl olarak sadece
kil folikiillerindeki adapalen birikimini arttirmasindan ziyade, hem folikiiler
lokalizasyonlarina bagli hem de 6rnegin pozitif yiikleri sayesinde penetrasyon arttirici
etkinliklerine bagli olmak iizere genel olarak tiim deride adapalen birikimini arttirdig igin
de olabilecegi disiiniilmektedir. Bu durum adapaleni kil folikiillerine hedeflendirme
potansiyeli agisindan Differin®Jel ile benzer olan PAMAM-AQ formiilasyonu igin de
gecerlidir. Ayrica Differin®Jel’de adapalenin mikro kristaller halinde bulunmast,
tamamen ¢0ziindligli bir ortamda uygulanmasina kiyasla kil folikiillerinde birikim
agisindan avantaj sagladigi diisiiniilmektedir. Differin®Jel i¢in hesaplanan FHF degerinin
(KF-Poz/KF-Neg orami) yiiksek ¢ikmasi, Differin®Jel’den KF-Poz’da deride kil folikiilii
icermeyen diger alanlara gore daha yiiksek miktarda biriktigini gostermektedir.
Adapalenin Differin®Jel’den de KF-Poz’da KF-Neg alanlara daha fazla birikmesi mikro
boyutta kristaller halinde bulunmasina ile agiklanabilir. Nitekim, ¢ok yakin zamanda
literatiire gegen bir calismada da adapalenin Differin®Jel’den, nispeten daha ¢dziiniir
halde bulundugu Differin®Krem’e kiyasla segici olarak kil folikiillerinde daha ¢ok
birikmesi, Differin®Jel’deki mikro kristal yapisina atfedildilmistir'’,

PAMAM dendrimerlerin finite doz uygulama kosullarinda sulu koloidal
dispersiyon formu ile jel formu arasinda deriye gegen adapalen miktarlar1 agisindan

anlaml1 bir fark bulunmasi; deriye uygulanan adapalen miktarlarmin (finite kosullarin
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saglandig aralikta) farkli olmasma (PAMAM-Jel (%0,03) icin 3.6+0,38 mg jel/cm? ile
1,1£0,11 pg adapalen/cm?; PAMAM-AQ (%0,03) igin 11,5 ul sulu koloidal
dispersiyon/cm? ile 3,4 pg adapalen/cm?) baglandi. PAMAM-AQ ile deri yiizeyine
uygulanan adapalen miktarinin PAMAM-Jel’e gore daha fazla olmasi (~3 kat) baglandi.
Finite dozlarda deriye uygulanan ilaglarin topikal biyoyararlaniminin birim alan bagina
uygulanan ilag miktarina baglh oldugu®® literatiirde de vurgulanmaktadir. Bununla
birlikte  PAMAM-Jel formiilasyonunda PAMAM dendrimer nanotastyicilarinin
bulundugu jel ortami nanotasiyicilarla birlikte adapalenin deriye penetrasyonunu
geciktirmis de olabilir. Bu durum jel formiilasyonunun dogas1 geregi ¢ozelti formuna gore
daha kivamli, viskoz bir yapida oldugu i¢in formiilasyon ortaminda dagilmis bilesenlerin
termodinamik aktivitesini diisiirerek deriye penetrasyonunu kisitlamis olma ihtimali ile
aciklanabilir. Termodinamik aktivite, formiilasyondan ka¢ma egiliminin gostergesi
olarak®®, tasiyic1 ortaminin viskozitesine bagl olarak deriden penetrasyon kabiliyetinin

azalabilecegi literatiirde kayitlidir*®4,

Elde edilen bu sonuglar ile adapalen yiikli PAMAM-Jel formiilasyonunun topikal
akne tedavisi i¢in avantajl olabilecegini gosterilmektedir. PAMAM dendrimerlerin, hem
ilacin ¢oziiniirliiglini arttirma hem de hedeflenen etki bolgesinde birikme 6zellikleri ile
adapalenin kil folikiillerine etkili sekilde wulastirilmasinda potansiyel tastyicilar

olabilecekleri ortaya konmustur.

PDC-misel-Jel, PDC-misel-AQ ve Differin®Jel’den; KF-Poz biyopsi
orneklerinde saptanan adapalen miktarlari sirasiyla 5,1+1,3 ng/7,85 mm?, 7,7+2,8 ng/7,85
mm? ve 7,3+2,9 ng/7,85 mm?; KF-Neg biyopsi orneklerinde saptanan adapalen miktarlart
sirasiyla 0,5+0,1 ng/7,85 mm?, 0,7+0,2 ng/7,85 mm?ve 1,9+1,0 ng/7,85 mm?; hesaplanan
FHF (KF-Poz/KF-Neg) degerleri sirasiyla 13,3+4,1; 11,7+4,0 ve 5,942,5 bulunmustur.
Tablo 4.62’ye gore, PDC-misel-Jel, PDC-misel-AQ ve Differin®Jel’den, deri yiizeyinde
kalan adapalen miktarlar1 sirasiyla 1,06£0,05 pg/cm?, 2,710,11 pg/cm? ve 2,85+0,15
ng/cm?; deriye gecen toplam adapalen miktarlar1 32,1+6,2 ng/cm?; 110,3£22,7 ng/cm? ve
77,0£29,2 ng/cm?; adapalenin geri kazamim oranlart %83,1+5,8; %84,4+56 ve
%86,9+5,7; deriye penetrasyon etkinlikleri %2,3+0,5; %3,2+0,7 ve %2,3+0,8 olarak
hesaplanmistir (Tablo 4. 61).

PDC-misel-Jel, PDC-misel-AQ ve Differin®Jel formiilasyonlarindan adapalenin
kil folikiillerindeki (KF-Poz) birikimi, deride kil folikiilii olmayan alanlara (KF-Neg)
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gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. PDC-misel-Jel, KF-Poz’da KF-Neg alanlara
gore en az 10 kat (p< 0,0001); PDC-misel-AQ kil folikiillerinde KF-"a gore yaklagik 11
kat (p=0,0061) ve Differin®Jel KF-Poz’da KF-Neg alanlara gore en az 4 kat (p=0,0128)
fazla birikmistir. Kil folikiillerine hedeflendirme potansiyeli agisindan karsilastirma
yapmak tizere hesaplanan FHF (KF-Poz/KF-Neg) degerleri incelendiginde; PDC-misel-
Jel, PDC-misel-AQ formiilasyonlarindan KF-Neg alanlara kiyasla kil folikiillerine
hedeflenen adapalen oranlar1 Differin®Jel’e gore daha yiiksek bulunmustur. PDC-misel-
Jel i¢in bu oranin Differin®Jel’e gore 6nemli derecede, yaklasik 2,3 kat (p<0,05) arttig
goriilmektedir (Sekil 4.33). PDC-misel-Jel, PDC-misel-AQ kil folikiillerine Differin®Jel
ile benzer miktarlarda adapalen ulastirilmistir. PDC-misel-Jel’in Differin®Jel’e gore
daha diisiik dozda adapalen igcermesine ragmen kil folikiillerinde etkin sekilde adapalenin

birikimini sagladigi goriilmektedir (Sekil 4.32).

Formiilasyonlardan deriye gecen adapalen miktarlar1 karsilagtirildiginda; PDC-
misel-AQ ile deride, Differin®Jel’e gore ortalama 1,4 kat fazla adapalen biriktigi
goriilmektedir, fakat istatistiksel analizde bu iki formiilasyon arasinda anlaml bir fark
bulunmanustir. PDC-misel-Jel ile ise deride Differin®Jel’e gore ortalama 2,4 (p<0,05) kat
daha az adapalen biriktigi goriilmektedir. Dendron temelli misellerin finite doz
kosullarinda sulu koloidal dispersiyon formu ile jel formu arasinda deriye gegen adapalen
miktarlart a¢isindan anlamli bir fark bulunmustur. PDC-misel-AQ ile deriye gecen
adapalen miktarinin PDC-misel-Jel formiilasyonuna goére yaklasik 3,4 kat (p<0,001) fazla
oldugu saptanmistir (Sekil 4.34). Uygulanan doza oranla deriye gegen adapalen miktarlari
agisindan  degerlendirildiginde; PDC-misel-Jel, PDC-misel-AQ ve Differin®Jel

formiilasyonlarinin penetrasyon etkinlikleri benzer bulunmustur (Sekil 4.35).

Sonug olarak; PDC-misel-Jel formiilasyonundaki adapalen icerigi Differin®Jel’de
bulunan miktarin yaklasik %40°1 oraninda olmasina ragmen bu yenilikgi jel formiilasyonu
ile kil folikiillerine hedeflendirme potansiyeli Differin®Jel’e gére (~2,3 kat) artmustir.
PDC-misel-Jel ve Differin®Jel arasinda adapalenin kil folikiilleri ile birlikte derinin
tamamindaki birikimi ve penetrasyon etkinligi agisindan anlamli bir fark gézlenmemistir.
Yani PDC-misel-Jel formiilasyonu, %60 daha az adapalen icermesine ragmen, kil
folikiilleri ile birlikte derinin tamamindaki birikimi ve penetrasyon etkinligi agisindan
Differin®Jel ile benzer performans gdstermistir. PDC-misel-AQ formiilasyonu ise

adapaleni kil folikiillerine hedeflendirme potansiyeli, adapalenin kil folikiilleri ile birlikte
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derinin tamamindaki birikimi ve penetrasyon etkinligi acisindan Differin®Jel ile benzer
performans gostermistir. Her iki formiilasyonla deriye ayni dozda adapalen uygulanmas,
24 saat i¢cinde PDC-misel-AQ’den uygulanan dozun %3,2 (£0,7)’si ve ticari iriinden

uygulanan dozun %2,3 (£0,8)’li deriye ge¢mistir.

Uygulanan doz agisindan, %60 daha az adapalen igermesine ragmen PDC-misel-
Jel formiilasyonu ile adapalenin kil folikiillerindeki birikimi ve deriye penetrasyon
etkinligi agisindan Differin®Jel’in sergiledigine benzer bir performans elde edilmesinde;
PDC-misel-Jel  formiilasyonunda  adapalen yiikli dendron temelli  misel
nanotastyicilarinin boyutlari (rh=297,1+21,3 nm; PDI=0,19+0,02) ile Differin®Jel de
bulunan adapalen mikro kristallerinin boyutlar1 (3-10 um)*® karsilastirildiginda adapalen
yiiklii dendron temelli misellerin sahip olduklar1 daha kiigiik partikiil boyutlar1 sayesinde
deri yiizeyine uygulanmalarmni takiben uygulanan partikiillerin  Differin®Jel’deki
adapalen kristallerine gore, daha biiyiik bir kisminin kil folikiillerine penetre olabilmesi

ile aciklanabilir.

Deri ylizeyine uygulanan farkli boyut ve yapidaki partikiillerin folikiiler
acikliklarda birikerek folikiiller kanal boyunca penetre olduklari, penetrasyon
derinliklerinin ise biiyiik lgiide biiyiikliiklerine bagl oldugu literatiirde kayitlidir®®,
Ormnegin sach deride kil folikiillerine penetrasyonlar1 karsilastirilan ve boyutlar: 750 nm
ve 6 um arasinda degisen partikiillerden 750 nm boyutta olanlarin kil folikiillerine daha
etkin sekilde penetre olduklari; 750 nm ve 1,5 um boyutlarda partikiillerin 3-6 pm
boyutunda mikropartikiillere gore kil folikiillerinde penetrasyon derinliklerinin daha fazla
oldugu gosterilmistir®’®. Literatiirde, kil folikiillerine penetrasyonun saglanmasinda
optimum partikiil boyutlar1, bir ¢alismada 320 nm ve 750 nm arasinda &ngiiriilmiis®,
122-1000 nm arasinda degisen boyutlarda, farkl1 yilizeylere 6zelliklerine sahip, farkl tipte
materyallerle hazirlanan partikiillerin incelendigi bagka bir ¢aligmada yapilan analizler
sonucunda yaklasgik 300-600 nm'lik partikiillerin kil folikiillerine penetrasyon
kabiliyetleri digerlerine gore daha fazla bulunmustur. Ayn1 ¢calismada 230 nm ve 300 nm
boyutlarda nanopartikiillerin kil folikiilii kanalinda 6zellikle sebase bezlerin oldugu

derinlige penetre olabildikleri gosterilmistir?*®,

Deriye ayni dozda adapalenin uygulandigt PDC-misel-AQ formiilasyonu ve
Differin®Jel ile adapalenin kil folikiilleri ile birlikte derinin tamamindaki birikimi ve

penetrasyon etkinligi agisindan benzer performans elde edilmesinin sebebinin; iki
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formiilasyonun in vitro kosullarda deriye uygulanma yontemleri arasindaki farktan, masaj
etkisinden, kaynaklanmig olabilecegi disiiniilmektedir; ¢iinkii  PDC-misel-Jel
formiilasyonu ile daha az dozda adapalen uygulanmis olmasina ragmen PDC-misel-AQ
ve Differin®Jel ile istatistiksel olarak benzer sonuglar alinmistir. In vitro kosullarda jel
formiilasyonlar1 uygulanan adapalen dozunun deri ylizeyinde homojen dagilmasi igin
aplikator yardimiyla deriye siirlilerek uygulanmistir, bu sirada diizgiin yayilabilmeleri
i¢in masaj yapilmistir. Halbuki sulu koloidal dispersiyon formunda olan PDC-misel-AQ
formiilasyonu otomatik mikro pipet yardimiyla deri yiizeyine damlatilarak uygulanmas,
jellerde oldugu gibi etkili bir masaj uygulamasi yapilmamistir. Zira, daha once
nanopartikiillerin ~ folikiiler ~ penetrasyonunun incelendigi baz1  caligmalarda,
nanopartikiillerin kil folikiillerinden penetrasyon etkinliginin deriye masaj yapilarak

uygulandiklarinda 6nemli derecede arttig1 gozlenmistir®*%,

%60 daha az adapalen iceren PDC-misel-Jel formiilasyonu ile deriye gegen
adapalen miktarlar1 Differin®Jel ile elde edilen kadar olmamistir (p<0.05). Bu durum
PDC-misel-Jel’deki adapalen dozunun ¢ok daha az olmasina baglanmaktadir. Finite
dozlarda deriye uygulanan ilaglarin biyoyararlaniminin birim alan basina uygulanan ilag

miktarma bagl oldugu®® literatiirde de vurgulanmaktadir.

PDC-misel-Jel ile PAMAM-Jel formiilasyonlarinin penetrasyon etkinligi
agisindan Differin®Jel’e kars1 gosterdikleri performansin farkli olmasindan PAMAM-
Jel’in penetrasyon etkinliginin PDC-misel-Jel’e gore daha yiiksek olmasi sonucu
¢ikarildi. Bu durum, PAMAM-Jel’in igerdigi partikiillerin nano boyutta olmasi disinda,
PDC-misel-Jel’de bulunan dendron temelli misellerin nétral yiizey yiikii de dikkate
alindiginda, daha 6nce bahsedildigi gibi ikinci bir faktor olarak PAMAM dendrimerlerin

460 olan deri ve kil folikiilleri ile

sahip oldugu pozitif yiizey yiikiiniin negatif yiiklii
etkilesime bagli olarak nanopartikiillerin penetrasyon kabiliyeti iizerinde 6nemli bir

katkis1 olmasi ile agiklanabilir.

PDC-misel-Jel formiilasyonunun, FHF (KF-Poz/KF-Neg) degeri ile ifade edilen,
adapaleni kil folikiillerine hedeflendirme potansiyelinin Differin®Jel ile kiyaslandiginda
en az 2 kat yiiksek yiiksek olmasi, PDC-misel-Jel’de bulunan dendron temelli misel
nanotastyicilarinin, Differin®Jel’e kiyasla daha segici sekilde folikiiler lokalizasyonlarina
bagli olarak kil folikiillerindeki adapalen birikimini arttirmasi ile acgiklanabilir. Bu

noktada tektar vurgulamak gerekirse, hem nanopartikiiler tasiyici sistemlerden ve
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Differin®Jel’den adapalenin kil folikiillerindeki birikimi deride kil folikiilii olmayan KF-
Neg alanlara gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Daha 6nce de agiklandigi gibi,
Differin®Jel’de adapalenin mikro kristaller halinde bulunmasinin, tamamen ¢oziindiigii
bir ortamda uygulanmasina kiyasla kil folikiillerinde birikim agisindan avantaj sagladigi

diistiniilmektedir®’.

Bu bulgular degerlendirildiginde, PDC-misel-Jel formiilasyonunun, segici olarak
KF-Neg alanlara gore kil folikiillerini tercih ettigi agiktir. Sahip olduklar1 daha kii¢iik
partikiil boyutlar1 sayesinde deri ylizeyine uygulanmalarini takiben uygulanan dendron
temelli misellerin Differin®Jel’deki adapalen kristallerine gore, daha biiyiik bir kisminin
kil folikiilllerine penetre olmast ile bu durum agiklanabilir. PDC-misel-Jel
formiilasyonundan deriye gecen gorece diisiik ama kil folikiillerinde tespit edilen
Differin®Jel ile esdeger adapalen miktarlari goz 6niinde bulunduruldugunda, nétral yiiklii
hidrofilik karakterde kabuga sahip bir nanotasiyici sistem olarak dendron temelli
misellerin daha c¢ok kil folikiilleri yolu ile deriye iyi penetrasyon saglamis oldugu
diistiniilmektedir. Dendron temelli miseller ile, adapalenin segici olarak kil folikiillerinde
biriktiginin gdzlenmesi, bu nanotasiyicilarin adapaleni enkapsiile ederek i¢ine hapsettigi
son derece hidrofilik kabuk yapisi ile deri bariyeri tarafindan hidrofilik bir makromolekiil

gibi karsilanmasina sebep olmasindan kaynaklandig: diigiiniilmektedir.

Genel olarak, nanopartikiillerin deriye, keratinositlerin arasindaki bosluklari
dolduran lipit matriksi izleyen hiicreler arasi (interseliiler) yol, keratinositlerden gecen
hiicre ig¢i (transseliiler) yol ile kil folikiilleri, sebase bezleri ve ter bezlerinin olusturdugi
shunt (transappendageal) yol olmak {izere baslica ii¢ sekilde penetre olabilecegi ileri
siiriilmektedir'®%, Hiicreler aras1 yol hiicre i¢i yola gore daha iistiindiir®®1%. Hidrofobik
molekiillerin deriye hiicreler aras1 yolu kullanarak penetre oldugu, hidrofilik molekiillerin
ise stratum corenum’u gegmek igin tercihen korneositlerden gecen hiicre igi yolu segtigi
belirtilmektedir. Ancak, hidrofilik maddelerin stratum corneum’un hidrofobik karakteri
yiiziinden deriden kolaylikla penetre olamadig1 da bilinmektedir'%. Stratum corneum
tabakasinin devamliliginin bozulmasina yol acan kil folikiilii ve ter bezlerinin olusturdugu
folikiiler yolak ise, nanopartikiillerin deriye penetrasyonunda alternatif bir giris yolu
olarak dnem kazanmaktadir!®. Yapilan bir ¢alismada, folikiiler acikliklarin in vitro
kosullarda blokaji uygulamasi (hair follicle plugging) sonrasinda, kil folikiillerinin

tikanmasina bagli olarak hidrofilik maddelerin (partisyon kat sayisi, log Pyagsu<0) deriden
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permeasyonunda, lipofilik maddelere gére daha fazla azalma gozlenmistir®®, Kil
folikiilleri ve ter bezleri gibi deri uzantilarinin o6zellikle hidrofilik bilesikler ve
makromolekiiller i¢in 6nemli bir permeasyon/penetrasyon yolu oldugunu gosteren bir¢cok

arastirma yay1nlanm15t1r467'469.

Dendron temelli misellerin finite doz kosullarinda sulu koloidal dispersiyon formu
ile jel formu arasinda deriye gecen adapalen miktarlar1 acgisindan anlamli bir fark
bulunmasi; deriye uygulanan adapalen miktarlarinin (finite kosullarin saglandigi aralikta)
farkli olmasia (PDC-misel-Jel (%0,04) igin 3,5£0.,09 mg jel/cm? ile 1,4+0,04 pg
adapalen/cm?; PDC-misel-AQ (%0,04) i¢in 8 ul sulu koloidal dispersiyon/cm? ile 3,4 ug
adapalen/cm?) baglandi. Zira, PDC-misel-AQ ile deri yiizeyine uygulanan adapalen
miktart PDC-misel-Jel’e gore (~2,4 kat) daha fazladir. Finite dozlarda deriye uygulanan
ilaglarin biyoyararlaniminin birim alan basina uygulanan ilag miktarina bagh oldugu®®
literatiirde de vurgulanmaktadir. Bununla birlikte, PDC-misel-Jel formiilasyonunda
dendron temelli misellerin bulundugu jel ortami, nanotasiyicilarla birlikte adapalenin
deriye penetrasyonunu geciktirmis olabilir. Bu durum daha 6nce de belirtildigi gibi; jel
formiilasyonunun daha kivamli, viskoz bir yapida olmasi nedeniyle bilesenlerin
termodinamik aktivitesini*®® diisiirmesi ve tastyic1 ortamiin viskozitesine bagl olarak

deriden penetrasyon kabiliyetini azaltmas: ile aciklanabilir®4,

Elde edilen sonuglar; adapalen yiikli PDC-misel-Jel formiilasyonunun topikal
akne tedavisi i¢in avantaj saglayabilecegini gostermektedir. Dendron temelli miselleri
iceren jel formiilasyonunun da, hem ilacin ¢ozlinirliginiin arttirilmast hem de
hedeflenen etki bolgesinde segici birikme ozellikleri ile adapalenin kil folikiillerine

hedeflendirilmesinde potansiyel tasiyicilar olabilecekleri ortaya konmustur.

Reseptor fazda etken maddenin c¢oziniirliiglinii arttirmak icin alkol ya da
stirfaktan kullanim1 durumunda deri ile olasi etkilesimi 6nlemek igin, in vitro penetrasyon
caligmalarinda reseptdr ortama BSA ilave edilmesi uygun goriildii. Literatiirde bu amacla
reseptor fazda BSA kullanimi mevcuttur®®. Yapilan ¢oziiniirliik ¢alismalarinda %4 BSA
iceren pH 7,4 PBS (a/h) ortaminda adapalenin sink kosulun saglanmasi igin yeterli
miktarda ¢ozlindiigiine (8,96+0,83 pg/ml) karar verildi (Tablo 4.10). In vitro penetrasyon
calismalar1 sonunda, adapalenin deriden gecip gecmedigini degerlendirmek igcin;
PAMAM-AQ, Dendron-AQ, PAMAM-Jel, PDC Misel-Jel ve Differin®Jel’in deriye
uygulanmasini takiben 24 saat sonunda reseptor fazdan (%4 BSA iceren pH 7,4 PBS) da
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aliman Orneklerde, BSA’nin ¢oktiiriilmesinden sonra yapilan HPLC analizlerinde
adapalen tespit edilmedi. Bu elde edilen sonuglar ile oldukga diisiik TL degerine sahip
analiz yontemine ragmen reseptor faza gecen etken madde miktarinin TL altinda kaldigi
saptand1. Adapalen yiiklii dendritik nanotasiyicilarin in vitro deriden 24 saat siire ile
penetrasyon ¢aligmalarinda sonunda adapalenin derinin tabakalarinda lokalize oldugu ve
etken maddenin sistemik dolasima ge¢isinin ihmal edilebilir diizeyde olacagi seklinde

yorumlanmustir.

Adapalenin PAMAM-Jel ve Differin®Jel ile stratum corneum’un farkli
derinlikteki katmanlarinda birikim ve dagilimmin degerlendirilmesi i¢in Tape Stripping
olarak bilinen bant ile soyma yontemi kullanildi. Bant soyma, topikal formiilasyonlarin
kalite ve etkinliginin degerlendirilmesi igin kullanilan basit ve etkili bir yontemdir.
Formiilasyonlarin topikal uygulanmasini takiben stratum corneum tabakasinin yapiskan
bantlar yardimiyla soyulmasi ve derinin daha alttaki tabakalarindan ayrilmasi islemidir.
Girisimsel olmayan bu teknikle stratum corneum'daki hiicre katmanlar1 art arda
uzaklastirilir. Korneositleri ve formiilasyondan penetre olan maddeleri igeren yapiskan
bantlarin ¢esitli ¢oziiciilerle ekstraksiyona tabi tutulmasiyla penetre olan maddeler klasik
analitik yontemler kullanilarak kantitatif olarak tayin edilebilir. Bu yontem ile farkli
formiilasyonlardan penetre olan etken maddelerin derinin en iist tabakas1 olan stratum
corneum’daki lokalizasyonu, stratum corneum’un hiicre katmanlarindaki dagilimi

hakkinda bilgi edinilebilir, karsilastirma yapilabilir*™.

PAMAM dendrimer nanotasiyicilari ile hazirlanan PAMAM-Jel ve pazarda
bulunan ticari preparatindan deriye penetre olan adapalenin stratum corneum’daki
lokalizasyonunu karsilastirmali olarak incelendi. 24 saat siire ile gergeklestirilen in vitro
penetrasyon c¢aligmalar1 sonrasinda, deri Orneklerine bant ile bantla soyma islemi
uygulandi. Bu amagla; deriye uygulanan formiilasyon ve adapalen miktarlari, PAMAM-
Jel (%0,03) icin 3,60+0,11 mg jel/lcm? ile 1,05+0,03 pg adapalen/cm?; Differin®Jel
(%0,1) igin 3,42+0,07 mg jel/cm? ile 3,42+0,07 ng adapalen/cm? olarak hesaplanmistir
(Tablo 4.63).

24 saat siirdiiriilen in vitro penetrasyon ¢aligsmalarini takiben uygulama yapilan
deri yiizeyindeki formiilasyon fazlasi dikkatli bir sekilde silinerek uzaklastirildiktan sonra
bantla soyma prosediirii uygulandi. Bantlar gruplar halinde ekstraksiyon islemine tabi

tutuldu ve yapilan HPLC analizleri ile stratum corneum’un farkli derinliklerindeki
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penetre olmus adapalen miktarlar1 saptandi. Stratum cornenum tabakasinin farkl
derinliklerinde tespit edilen adapalen miktarlar1 en {ist katmandan en alt katmana dogru
PAMAM-Jel igin sirastyla, (T1-2) 24,2+7,0 ng/cm?; (Tz-s) 13,0+3,9 ng/cm?; (Te-10) 8,8+4,5
ng/cm?; (T11.15) 5,1+4.4 ng/cm?; (T1s-20) 3,7+1,4 ng/cm? ve Differin®Jel icin sirasiyla,
(T1-2) 48,3£11,4 ng/cm?; (Ta-5) 16,9+3,8 ng/cm?; (Te-10) 10,6+1,7 ng/cm?; (T11-15) 9,5+0,8
ng/cm?; (T1e20) 6,9£5,3 ng/cm? olarak hesaplanmistir (Tablo 4.64). PAMAM-Jel ile
kontrol olarak ticari preparattan (Differin®Jel) deriye penetre olan adapalenin stratum
corneum’un katmanlarindaki birikim ve dagilimin1 gosteren karsilastirmali grafik Sekil

4.40’ta verilmistir.

Uygulanan doz agisindan yaklasik %70 daha az adapalen igermesine ragmen
PAMAM-Jel formiilasyonu ile Differin®Jel arasinda adapalenin stratum corneum’un
katmanlarindaki birikim ve dagilimu ile stratum corneum’a gectigi tespit edilen miktarlari
acisindan benzer sonug elde edilmistir (p>0,05). Bu durum, gelistirilen PAMAM-Jel
formiilasyonunun, pazardaki ticari jel prepratina gore ¢ok diisiik doz ile adapaleni stratum
corneum’un altindaki tabakalarina ulastirma potansiyeli ve topikal biyoyararlanim
acisindan Differin®Jel ile benzer oldugu gosterilmistir. Bu durum, ézellikle uygulanan
dozun diistiriilmesi ile etken maddenin topikal potansiyel yan etkilerinin azaltilmasi

acisindan 6nem tagimaktadir.

In vitro deriden penetrasyon ¢aligmalarini takiben punch biyopsi ve bantla soyma
uygulamalar1 sonrasinda deri ve yapigskan bantlardaki adapalen miktarlarini saptamak
lizere uygulanan ekstraksiyon yonteminin etkinligini belirlemek amaciyla geri kazanim
caligmalar1 gergeklestirildi. Calismalar sonunda deri ve bant 6rnekleri tizerine ilave edilen
adapalen miktarlar1 iizerinden geri kazanim oranlart hesaplandi. Buna goére deri ve
yapigkan bant 6rneklerinden % geri kazanim degerleri sirasiyla %95,0+6,1 ve %91,8+8,8
olarak belirlendi. Sonucta adapalenin uygulanan ekstraksiyon yontemi ile deri ve bant
orneklerinden yiiksek oranda (>%90) geri kazanildig1 sonucuna varildi ve kullanilan

ekstraksiyon yonteminin uygun olduguna karar verildi (Tablo 4.65).

Adapalenin deriden gegip gegmedigini tespit etmek igin 24 saat siire ile yapilan in
vitro deriden penetrasyon ¢alismalarinin sonunda deriden permeasyona ugrayan etken
madde miktarini saptamak i¢in, HPLC analizlerinden 6nce reseptor ortamindaki BSA’nin
¢oktiiriilmesi islemi yapildigi i¢in BSA’nin ¢oktiiriilmesi sonucu elde edilecek adapalen

miktarlarinin dogrulugundan emin olmak, bu islem ile adapalenin geri kazanim
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etkinligini belirlemek i¢in geri kazanim ¢aligmalar1 yapildi. Hazirlanan 6rneklerde HPLC
analizleri ile tespit edilen adapalen miktarlar1 ve baslangicta ilave edilen adapalen
miktarlar1 tizerinden % geri kazanim degerleri hesaplandi. Adapalenin 20, 100 ve 400
ng/ml olmak {iizere ii¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan standart ¢ozeltileri icin elde
edilen geri kazanim oranlari belirlendi. (Tablo 4.66). Ayrica in vitro deriden penetrasyon
caligmalar siiresince reseptor ortami olan %4 BSA iceren pH 7,4 PBS’te adapalenin 24
saatlik siirede stabil kaldig1 saptandi (Tablo 4.67).

PAMAM-Jel, PDC-misel-Jel, Differin®Jel ve ayrica PAMAM-AQ, PDC-misel-
AQ formiilasyonlari ile yapilan floresan mikroskop analizleri, Franz difiizyon hiicreleri
kullanilarak gergeklestirilen in vitro deriden gegis ¢alismalarin ardindan deri yiizeyi
dikkatlice temizlendikten sonra yapildi. 24 saat siire ile adapalen yiiklii formiilasyonlarin
uygulandig1 deri 6rneklerinin yiizeyinden alinan floresan mikroskop goriintiileri Sekil
4.41 ve Sekil 4.42°de gosterilmistir. Tim formiilasyonlarda folikiiler agikliklarin
etrafinda adapalenin lokalize oldugu saptand:. Differin®Jel’in uygulandig: deride folikiil
etrafinda boyut biiyiikliigline bagli olarak penetre olamadigi icin yiizeyde kaldigi
diistiniilen adapalen mikro kristalleri net bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.41-e,f).

5.12. Konfokal Lazer Taramah Mikroskop (CLSM) ile Yapilan Goriintiileme
Calismalarimin Degerlendirilmesi

Konfokal lazer taramali mikroskop (CLSM) ile tarama yapilan deri 6rneklerinde
floresan 6zellikte bir maddenin lokalize oldugu bolge goriintiilenebilir, boylece maddenin
penetrasyon yolag1 ve/veya penetrasyon derinligi hakkinda bilgi edinilebilir®®’. Model
floresan boya yiiklii dendritik nanotasiyicilar ile deriye penetrasyonun ve kil folikiilerinde
birikimin degerlendirilmesi i¢in, FITC ile isaretlenen PAMAM dendrimerler ve NK
yiiklenen dendron temelli miseller ile CLSM analizleri yapilarak goriintiileme ¢alismalari

gergeklestirildi.

5.12.1. PAMAM Dendrimer Temelli Nanotasiyic1 Sistemlerle Yapilan CLSM
Analizi Bulgularinin Degerlendirilmesi

PAMAM  dendrimerlerin  derideki  birikiminin ~ ve  penetrasyonunun
degerlendirilmesi ve penetrasyon derinliginin aydmlatilmast amaci ile PAMAM
dendrimerlerin yiizey gruplarina FITC baglanarak PAMAM(NH2)-FITC (1:2) konjugati
olusturuldu. Amin ve izotiyosiyanat gruplari arasinda olusan tiyotiire bagi oldukga stabil

oldugu i¢in FITC hiicrede ve in vivo ¢aligsmalarda floresan isaretleme amaci ile siklikla
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kullanilan bir floresan boyadir®#471473 EITC ile isaretlenen PAMAM dendrimerler (pH
7,4 PBS’te, 5 uM) ve kontrol grubu olarak serbest FITC’in (pH 7,4 PBS’te, 10 uM) in
vitro kosullarda uygulandigit domuz derisi 6rnekleri Franz difiizyon hiicrelerinden
alindiktan sonra deri yiizeyinde kalan formiilasyon temizlenerek uzaklastirildi. Deri
orneklerinden 20 pm kalinliginda alinan dikey kesitler CLSM teknigi ile incelendi. Elde
edilen goriintillerde FITC ile isaretlenmis PAMAM dendrimerlerin deride kil
folikiillerinde biriktigi, folikiiler yolak disinda stratum corneum bariyerini asarak derinin
alt tabakalarma derin penetrasyonun gerceklesmedigi gozlendi (Sekil 4.43 4.44).
Kontrole ait goriintiiler incelendiginde FITC’in deri yiizeyinde kaldig1 goriilmektedir
(Sekil 4.45). Boylelikle PAMAM dendrimerlerin deride kil folikiilii aracili penetrasyon

ve birikim egilimi, floresan goriintiileme teknigi ile desteklendi.

5.12.2. Dendron Temelli Misel Nanotasiyicilar1 ile Yapilan CLSM Analizi
Bulgularinin Degerlendirilmesi

Dendron temelli misellerin deride kil folikiillerine hedeflendirilme potansiyelinin
degerlendirilmesinde; model olarak segilen lipofilik karakterde floresan bir boya olan NK
dendron temelli miseller kosolvan evaporasyon yontemi ile yiiklendi. Deri 6rneklerinde
yapilan goriintiileme ¢alismalarinda; 6zellikle lipofilik karakterde etken maddeler i¢in
model olarak, deri bilesenlerinin sinyal verdigi dalga boyu araligindan uzak olan 630 nm
dalga boyunda floresan sinyali veren NK siklikla kullanilir®®, NK yiiklii (128 pg/ml)
dendron temelli miseller ve kontrol grubu olarak NK dispersiyonu (pH 7,4 PBS’te, 128
ug/ml) in vitro kosullarda uygulandigi domuz derisi ornekleri Franz difiizyon
hiicrelerinden alindiktan sonra deri yiizeyinde kalan formiilasyon temizlenerek
uzaklastirildi. Deri orneklerinden 20 pm kalinliginda alinan yatay ve dikey kesitler

CLSM teknigi ile incelendi.

Deriden, stratum corneum yiizeyinden baslamak sureti ile yatay olarak alinan her
bir kesit dikkatli bir sekilde sayildi; boylece uzaklastirilan doku ile beraber deride inilen
derinlik yaklagik olarak saptandi. Deriye uygulama sonrasinda elde edilen dikey kesit
goriintiilerinde lipofilik yapida NK enkapsiile edilen dendron temelli miseller ile NK’nin
stratum corneum tabakasini asamadigi; fakat deride kil folikiillerinde biriktigi
gosterilmistir (Sekil 4.46). Kontrole ait goriintiilerde ise NK’nin deri yiizeyinde kaldig
goriilmektedir (Sekil 4.47). Yatay kesitlerde elde edilen goriintiilerde, incelenen bir

ornekte derinin iist tabakalarinda (~7-21 um) hem hiicreler arasinda hem de folikiiler
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kanal etrafinda (Sekil 4.48-a,b,c); daha derin tabakalarda ise folikiiler kanal ¢eperlerinde
~56 ve ~140 um derinlige kadar penetrasyon gerceklestigi gozlenmistir (Sekil 4.48-d,e).
Incelenen baska bir yatay kesit 6rneginde stratum corneum’dan dermise dogru 224-231
um derinlikte tespit edilen folikiiler kanal kesiti farkli agilardan ii¢ boyutlu olarak
goriintliilenmis, dendron temelli misellerle tasinan NK’nin net bir sekilde folikiiler yolag

kullanarak dermis tabakasina kadar penetre oldugu goriilmektedir (Sekil 4.49).

5.13. Adapalenin Dendron Temelli Nanotasiyicilara Kovalan Baglanmasiyla
Olusturulan Konjugatlarla Hazirlanan Misellere ait Calismalarin
Degerlendirilmesi

Polyester dendron polimer konjugat (PDC) temelli misel formiilasyonlar: ile
adapalenin deriden penetrasyon profilinin arastirilmast ve derideki birikiminin
degerlendirilmesine yonelik yapilan ¢aligmalar kapsaminda, adapalenin dendron temelli
nanotastyicilara alternatif olarak ester bagi ile kimyasal olarak kovalan baglanmasi
diisiiniildii; bu sekilde prodrug yaklasimi uygulandi. Bu amagla, oncelikle adapalen
molekiiliiniin yapisindaki karboksil gruplari (-COOH) ile ester bagi olusturabilecek ug
dallarinda hidroksil yiizey gruplari (-OH) bulunan {igiincii jenerasyon polyester dendron
yapisi sentezlendi. Ardindan bu yapiya poli(metil metakrilat) yapisinda lineer bir polimer
zinciri konjuge edilerek AB tipi dendritik lineer diblok kopolimer yapisinda G3 polyester
dendron-polimer konjugat (PDC-OH) yapisi olusturuldu (Sekil 3.4). Sonraki asamada ise
G3 PDC-OH yapisina adapalen ester bagi ile kovalan baglanarak PDC-ADA yapisi
hazirland1 (Sekil 3.5). Tiim sentez ve karakterizasyon ¢alismalar1 Bogazici Universitesi

Kimya Boliimii’nde gergeklestirildi.

Prodrug/On ilag yaklasim, ilag gelistiricilerine molekiiler modifikasyon ile ilag
farmakokinetigi, farmakodinamigi ve toksikolojisini degistirme, ayarlama imkam
sunar*’. Suda zayif ¢oziiniirliik, kimyasal kararsizlik, yetersiz oral ya da topikal
absorpsiyon, hizli pre-sistemik metabolizma, kisa yar1 6miir, toksisite ve lokal iritasyon
gibi istenmeyen oOzellikler, 6n ila¢ yaklagimi kullanilarak ortadan kaldirilabilir, ya da
degistirilebilir. Ilag molekiillerinin fizikokimyasal 6zelliklerinin, kimyasal yapisinda
yapilacak bazi miidahalelerle modifiye edilmesi amacglanan 6n ilag tasarimu stratejisinden,

ozellikle oral ve parenteral kullanimlar icin, siklikla yararlanilir3®,

Deriye uygulanacak ilaclara yonelik de oOn ilag stratejisinin uygulanmasi

diisiintilebilir.  Literatiirde deriden ge¢isi arttirmaya yonelik farkli ilaclarla

475-480

gerceklestirilen On ilag hazirlama girisimleri mevcuttur . Bu prensiple, ilag
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molekiilllerinin  polimerik yapida tasiyicilara konjugasyonuna dayanan, deriye
penetrasyon kabiliyeti yliksek, deride enzimatik ve/veya kimyasal yollardan aktif
farmasotik bilesene dontisebilecek prodrug yapisinda ilag yiiklii nanotagiyici sistemler
hazirlanabilir. Bir prodrug yapisindan ana ilacin salinmasi, hidroliz mekanizmas ile
kimyasal veya enzimatik olarak yikilabilecek bag igermesine bagl olarak gergeklesir®®!,
Kimyasal bagin yapisi, hazirlanan 6n ilagtan beklenen salim performansi agisindan
onemlidir. Ornegin, salimin ¢ok gecikmesi istenmeyen durumlarda, fizyolojik kosullarda
ilac1 kisa siirede salmasi beklenen On ilaglar i¢in kolay kopabilecek bir bag tercih
sebebidir. Aktif farmasotik bilesen ile tasiyiciyr baglamak iizere kullanilabilecek
kimyasal baglar arasinda, esterler hem in vivo hem de in vitro kosullarda kimyasal

hidrolizle kopabilme o6zellikleri gdsterilmis baglardir®®’

. Goreceli olarak fizyolojik
kosullarda karbonat, karbamat ve amit gibi kimyasal baglara kiyasla daha kolay hidroliz
olmalar1 nedeniyle polimerik 6n ilaglar gelistirilirken, amaca bagl olarak, ester bagh
yapilarm hazirlanmasinin tercih edildigi goriilmektedir®®. Literatiirde ester bagi iceren

cesitli prodruglarin tasarlandig1 galismalar yer almaktadir#2483,

Suda ¢6ziinebilen polimerik 6n ilaglar i¢in, ana ilacin serbestlesmesini saglayacak
polimer ile ilag arasindaki bagin enzimatik hidroliz yolu ile kirilmasi potansiyeli de s6z
konusudur®®®. Deri dokusunda, ilag metabolizmasindan ve eliminasyonundan sorumlu
enzimlerin varligt deriden penetre olan bir prodrug’in enzimatik yolla
biyotransformasyona ugramasini miimkiin kilar. Derideki enzimatik aktivite, 6zellikle
transdermal absorbsiyon prosesi sirasinda hiz kisitlayict faktor®®* olarak deriye
uygulamaya yonelik prodrug tasariminda kullanilacak baglarin se¢imi acisindan goz
onilinde bulundurulmasi gereken bir parametredir. Derideki enzimatik aktivite, biiyiik

485486 jcin deriden penetrasyonu arttirmaya yonelik

Ol¢iide esterazlardan kaynaklandigi
birgok ester prodrug sentezlenmis ve kapsamli bir sekilde arastirilmistir*®”. Deride enzim
aktivitesinin  6zellikle canli  epidermis ve kil folikiillerinde yiiksek oldugu
bildirilmistir*®48°  Bir calismada, insan derisindekine benzer olarak domuz kulak
derisinde de, esterazlarin epidermiste, stratum corneum’un hemen altinda lokalize oldugu

bildirilmektedir*®.

Tez calismasi kapsaminda; adapalenin dendron temelli yapilara kovalan
konjugasyon yolu ile baglandigt PDC-ADA konjugatlar1 ile kosolvan evaporasyon

yontemi kullanilarak misel nanotastyicilart hazirlandi. PDC-ADA konjugatlari ile
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hazirlanan misellerin karakterizasyon c¢alismalar1 kapsaminda; misellerin ortalama
partikiil boyutu 180+22 nm (PDI: 0,08+0,01) ve zeta potansiyeli 1,4+0,9 olarak
belirlenmistir. Elde edilen PDC-ADA misellerinin partikiil boyutu dagiliminin son derece
homojen oldugu (PDI: 0,08+0,01) dikkat ¢ekmektedir.

Adapalenin kovalan olmayan etkilesimlerle fiziksel olarak enkapsiilasyonu
yaklasimi ile hazirlanan optimizasyonu tamamlanmig DMc 1 A500 1PEG S kodlu
dendron temelli miseller gore (rh= 297,1+21,3 nm; PDI= 0,19+0,02; YO= %32,1+0,4;
molar oran ppc/apa)= 1:13; ADA konsantrasyonu= 394,3+7,6 pug/ml) adapalenin kovalan
bagli bulundugu PDC-ADA ile hazirlanan misellerin (YO=%15,64; molar oran
epc/apA=1:5,3; ADA konsantrasyonu=172 pg/ml) boyutlarinin kiiciik ve partikiil boyutu
dagilimlarinin daha dar olmasi; (1) her iki yaklasim i¢in kullanilan amfifilik dendritik
lineer diblok kopolimer yapilarinin hidrofobik segmentini olusturan ve misellerin
cekirdegini meydana getiren polyester dendron yapilarin farkli olmasima (PDC-ADA
yapisindaki PDC’de polyester dendron segmenti, enkapsiilasyonda kullanilan PDC’deki
polyester dendron segmentinden daha kisa), (2) her iki misel formiilasyonunda yiiklii
bulunan adapalen miktar1 dikkate alindiginda hesaplanan PDC/ADA molar oranlarinin ve
yiiklenen adapalen iceriginin farkli olmasina (PDC-ADA misellerinde bir mol PDC’ye
karsilik yiiklenen ADA miktar1 yaklasik 2 kat daha diisiik) baglandi. Literatiirde de benzer
olarak amfifilik blok kopolimerlerle hazirlanan polimerik misellerde hidrofilik misel
cekirdegini olusturan hidrofobik blogun molar orani arttirildik¢a hidrofobik segmentin

uzamastyla misel boyutlarimin arttig1 goriilmiistiir®®

. Blok kopolimerlerden olusan
misellerin boyutunun primer olarak segment zincirlerinin uzunluguna bagli oldugu®®,
amfifilik blok kopolimerin molekiiler agirlig1, agregasyon sayisi, hidrofilik ve hidrofobik
zincirlerin birbirine oran1 ve hazirlama prosesi gibi faktdrlerin polimerik misellerin

boyutunu belirledigi bilinmektedir*®,

5.13.1. PDC-ADA i¢in Analitik Yontemin Validasyonunun Degerlendirilmesi
PDC-ADA’nin derideki birikiminin degerlendirilmesi igin in vitro deriden
penetrasyon caligsmalarini takiben hazirlanan punch biyopsi 6rneklerinde ve stratum
corneum’un soyulmasi isleminde kullanilan bantlarda bulunan konjugat miktarinin tayini
igin diger ¢aligmalardaki Orneklerde bulunan adapalen igeriginin kantitatif tayininde
kullamilan literatiirde kayitli® yiiksek performansl stvi kromatografisi (HPLC) analiz

yontemi kullanildi. ADA konjugati ile birlikte deride penetrasyon stiresi i¢inde hidrolizle
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aci8a cikan adapalen miktarlar1 optimize edilmis ve validasyonu yapilmis bu yontemle
ayrica yapilan analizlerle belirlendi. PDC-ADA’nin Kantitatif tayininde konjugat
yapisinin analiz sartlarinda hidrolizini 6nlemek i¢in hareketli faza trifloroasetik asit ilave
edilmedi. Optimizasyonu saglanan yontemin PDC-ADA yapisi ile hazirlanan standartlar

icin ICH Kilavuzlari dogrultusunda validasyon ¢aligmalar1 yapildi®*2.

ACN/THF (60:40) (h/h) ortaminda hazirlanan standartlarla yapilan segicilik
calismalarinda, in vitro deriden penetrasyon deneyleri sirasinda kullanilan domuz derisi
ve bantlarin; ayrica PDC-ADA yapisinin sentezlenmesi asamasinda kullanilan her bir
bilesenin (G3 PDC-OH, G3 polyester dendron, poli(metil metakrilat) temelli lineer
polimer, adapalen), ekstraksiyon ¢oziiciisii, reseptor faz ya da mobil fazin adapalenin
alikonma zamaninda girisim yapmadigi dogrulandi. Dogrusallik caligmalarinda elde
edilen kalibrasyon (Sekil 4.51 dogrunun regresyon analizi ile (r>= 0,9998) miktar
tayininde kullanilabilecegi gosterildi. Giin i¢i ve giinler arasi kesinlik ¢aligmalarindan
yontemin kesinligi gosterildi (Tablo 4.69 ve 4.70). PDC-ADA’nin analizlerde teshis
limiti 0,069 pg/ml; miktar tayini limiti 0,229 pg/ml olarak belirlendi. Adapalenin
ekstraksiyon ortaminda hazirlanan standart ¢ozeltilerinde 72 saat stabilitesini korudugu
saptand1 (Tablo 4.71).

Bu bulgulara dayanarak, PDC-ADA i¢in kullanilan analitik yontemin ilgili ICH

342

kilavuzunda belirtilen validasyon kriterlerini  karsiladigir gosterilerek yapilan

caligmalarda adapalenin miktar tayini i¢in kullanilabilecegine karar verildi.

5.13.2. Adapalenin PDC-ADA ile Hazirlanan Misel Nanotasiyicilarindan In Vitro
Salimi Calismalari Bulgularinin Degerlendirilmesi

Adapalenin PDC-ADA ile hazirlanan misel nanotasiyicilarindan etken maddenin
salimi i¢in derinin pH si1 (pH 5,5) ve derideki esterazlara bagli enzimatik aktiviteyi taklit
edecek bir reseptdr ortami (esteraz ilavesi yapilan) secilerek iki farkli ortamda

degerlendirildi.

5.13.2.1. pH 5,5 PBS Ortaminda Yapilan In Vitro Salim Calismalari

Hazirlanan PDC-ADA yapisindan in vitro kosullarda adapalen salimini
degerlendirmek iizere Oncelikle pH 5,5 PBS ortaminda diyaliz membran kullanilarak
salim calismalar1 gergeklestirildi. Reseptdr fazda sink kosulu saglamak icin PBS
¢ozeltisine %1,75 (a/h) oraninda Tween 80 ilave edildi. Tween 80, lipofilik karakterde

etken maddelerle in vitro kosullarda yapilan salim calismalarinda ¢oziiniirliik arttirict
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olarak siklikla kullanilmaktadir®®3%4, PDC-ADA ile hazirlanan misel formiilasyonundan
pH 5,5’te gergeklestirilen in vitro salim bulgular1 Tablo 4.72’de verilmistir. Diyaliz
torbasinda prodrug misellerde yiiklii bulunan adapalen miktarinin (8,6 pg), 24. aaat
sonunda %?2,41+0,49; 71. saat sonunda %3,12+0,34’{iniin salindig1 saptandi. 50 ml’lik
reseptor ortaminda pH’ya bagl hidrolizle agiga ¢ikan adapalen miktarlar1 24. saatte,

207,7+42,0 ng ve 71. saat sonunda 268,1+29,6 ng olarak hesaplandi (Sekil 4.52).

Elde edilen sonuglar, 24 saat sonunda kiimiilatif adapalen salim1 (%2,41+0,49)
iizerinden degerlendirildiginde; pazardaki ticari iiriin olan Differin®Jel (%0,1) ile deride
1 cm?alana 10 pg’a kadar adapalen uygulanacag var sayilirsa (in vivo sartlarin taklidi
amactyla yar1 kati preparatlar icin 10 mg/cm?®’ye kadar kabul edilen finite doz*84%°
kosullar disiiniilerek), prodrug miselden (8,6 ug adapalen igeren) etken madde salim
miktarmin (207,7+42,0 ng) olduk¢a diisiik oldugu goriilmektedir. FDA tarafindan
Differin®Jel ile deriye uygulanmasi &nerilen adapalen dozu®®* (2 ug ADA/cm?, 2 mg
Differin®Jel/cm?) dikkate alindiginda, etken madde salim miktar1 baz alinarak bu doz
lizerinden varsayimsal salim orani hesaplansa bile bulunacak salim miktar ~%10
civarinda olacaktir. Buna gore, pH 5,5 kosullarinda 24 saatlik siirede PDC-ADA yapisinin
biiyiik ol¢giide stabil kaldig1 sdylenebilir. Bu noktada, érnegin normal kosullarda pH’s1
~5,5 oldugu bilinen deri yiizeyinde, PDC-ADA yapisindan pH’ya bagli hidrolizle 24

saatlik stirede tahmini olarak diisiik bir miktar adapalenin salinmas1 6ngoriilebilir.

5.13.2.2. Esteraz Iceren Ortamda In Vitro Salim Calismalarinin Degerlendirilmesi
Hazirlanan PDC-ADA yapisindan in vitro kosullarda adapalen salimini
degerlendirmek iizere; ayrica derideki enzimatik aktiviteyi taklit etmek icin PLE ilave
edilen pH 7,4 PBS ortaminda in vitro salim caligmalari yapildi. Literatiirde deriye
uygulanacak topikal 6n ilaglardan in vitro kosullarda enzimatik aktiviteye bagli salimin
degerlendirilmesinde kullanilan esteraz konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra, PDC-
ADA 1ile hazirlanan misel formiilasyonundan enzimatik hidroliz ile serbestlesen adapalen
miktarlar1 ve orani belirlendi. PDC-ADA’dan 2 IU/mI*"®477 ya da 5 1U/mI*%4% pLE
aktivitesinin saglandig1 ortamlarda gergeklestirilen ¢alismalarda elde edilen salim grafigi
Sekil 4.53°te gosterilmistir. Buna gore 2 IU/ml PLE aktivitesinin saglandigi ortamda,
~36. saatten sonra adapalen saliminin durma noktasina geldigi anlagilmaktadir. Bu
durumun, deneylerin yiiriitiildigi sicaklik kosullarinda zamana bagh olarak ortamdaki

esteraz aktivitesinin kaybolmus olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. 5 TU/ml



258

PLE aktivitesinin saglandig1 ortamda adapalen konsantrasyonu 24. saatte 64,2+5,9 ng/ml
(~256,8 ng/4 ml), 72. saatte ise 105,2+13,0 ng/ml (~420,8 ng/4 ml) olarak saptanmistir.
FDA tarafindan Differin®Jel ile deriye uygulanmasi 6nerilen adapalen dozu** (2 pg
ADA/cm?; 2 mg Differin®Jel/cm?) da goz oniinde bulundurularak, daha énce deriye
3,4+0,14 pg ADA/cm? dozda Differin®Jel uygulayarak yaptigimiz in vitro gecis
calismalarinda deriye gegen adapalen miktarlar1, 77,0£29,2 ng/cm? dikkate alindiginda, 5
IU/ml PLE aktivitesinin saglandigi ortamda PDC-ADA yapisindan arzu edilecek

seviyede adapalen serbestlestigi yorumlanabilir.

5.13.3. PDC-ADA ile Hazirlanan Misel Nanotasiyicilarimin In Vitro Deriden
Penetrasyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

In vitro deriden penetrasyon calismalarinda taze domuz derisi 6rnekleri {izerine
24 saat siire ile, PDC-ADA igeren sulu misel formiilasyonu (240 pl; 1,1 mg/ml) (264 pg
PDC-ADA konjugat ile uygulanan ADA miktari=23,3 pg/cm?) veya 23,3£0,22 mg
Differin®Jel (23,3 ng ADA/cm?) uygulandi.

In vitro deriden penetrasyon c¢alismalarini takiben deri yiizeyinde kalan
formiilasyon fazlasi dikkatli bir sekilde silinerek uzaklastirildiktan sonra, deriye
uygulanan formiilasyonlardan folikiiler birikimin degerlendirilmesi i¢in punch biyopsi
teknigi kullamldi. Kontrol olarak, pazarda bulunan ticari orijinal iiriin ile (Differin®Jel)
karsilagtirma yapildi. Ayrica deriye gegen toplam adapalen miktarlar belirlendi. PDC-
ADA ile hazirlanan misel formiilasyonundan deriye gecen PDC-ADA yapisinda bagl
halde (prodrug) bulunan adapalen miktari; serbestlesen adapalen miktari; pazarda
bulunan ticari preparatindan deriye gegen serbest adapalen miktari ile bu formiilasyonlara
ait kil folikiilii igeren (KF-Poz) ve kil folikiilii igermeyen (KF-Neg) biyopsi 6rneklerinde
saptanan adapalen (prodrug/serbest) miktarlar1 Tablo 4.73’te; ilgili grafikler de Sekil 4.54
ve Sekil 4.55’te verilmistir.

PDC-ADA misel formiilasyonu ve Differin®Jel i¢in, KF-Poz biyopsi érneklerinde
saptanan serbest/bagli toplam adapalen miktarlar1 sirasiyla 63,1+8,1 ng/7,85 mm? ve
11,4+2.9 ng/7,85 mm? KF-Neg biyopsi orneklerinde saptanan serbest/bagli toplam
adapalen miktarlar1 24,9+5,5 ng/7,85 mm?ve 5,3+1,5 ng/7,85 mm?; hesaplanan FHF (KF-
Poz/KF-Neg) degerleri 2,6+0,24 ve 2,2+0,1; deriye gectigi tespit edilen serbest/bagl
toplam adapalen miktarlar1 820,3+155,3 ng/cm2 ve 220,4+41,2 olarak bulunmustur. PDC-

ADA misel formiilasyonu i¢in deride tespit edilen serbest adapalen miktar1 11,3+1,7
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ng/cm? ve PDC-ADA yapisinda bagl adapalen miktar1 809,5+154,4 ng/cm? dir. PDC-
ADA misel formiilasyonundan biyopsi orneklerinde serbest halde adapalen tespit

edilmemistir (Tablo 4.73).

PDC-ADA misel formiilasyonundan deriye gectigi tespit edilen serbest/bagh
toplam adapalen miktarinin ancak ~%1,4’liniin serbest halde bulundugu, 24 saat
icerisinde PDC-ADA yapisindan adapalenin yeterli diizeyde salimmin ger¢eklesmedigi
gbzlenmistir (Sekil 4.54). PLE ortaminda yapilan in vitro salim ¢alismalarinda saptanan
serbestlesen ilag miktarlarina kiyasla in vitro deriden penetrasyon ¢alismalarinda deride
tespit edilen bu diisiik serbest ilag miktari, eksize domuz derisi ile yapilan in vitro
penetrasyon c¢aligmalarinda derideki enzim aktivitesinin biiyilk 6l¢iide kaybolmasina
baglandi. Franz hiicreleri kullanilarak yapilan in vitro deriden gegis caligmalarinda ilgili
OECD rehberinde®® aciklanan, deri orneklerinin dondr ve reseptér kompartmanlar
arasina yerlestirildigi, derinin epidermal yiiziinlin hava ile ve dermisin reseptor faz ile
temas ettigi standart yontem ile, deride saptanan biyotransformasyon ile aktif farmasotik
bilesene doniigme oraninin oldukg¢a diisiik bulunmasi literatiirde, deriden gegis
calismalarinin gerceklestirildigi deney diizeneginin esterazlara bagli biyotransformasyon
prosesini 6onemli derecede etkilemesine, Franz hiicresine sabitlenen deri 6rneklerinde
zorlayici kosullarda stres faktoriine bagl enzimatik aktivitenin azalmasina baglanmistir.
Sonug¢ olarak, diisiik enzim aktivitesinin, derilerin Franz hiicrelerine sabitlenmesi
sirasinda doku iizerinde uygulanan germe ve basinca bagli olarak hiicrelerin zarar
gormesi sonucu dokunun canliligim1 biiyiik Olciide yitirmesinden kaynaklanmis
olabilecegi ortaya konmustur’®. PDC-ADA misel formiilasyonundan biyopsi
orneklerinde serbest halde adapalen tespit edilmemesi, in vitro kosullarda zaten PDC-
ADA yapisindan oldukca diisiikk oranda gerceklestigi goriilen ilag salimi dikkate
alindiginda, biyopsi orneklerinin de derinin kalan kismina kiyasla ¢ok kiigiik bir alani

temsil etmesine baglanmaktadir.

Formiilasyonlardan deriye gecen adapalen miktarlar1 karsilagtirildiginda;, PDC-
ADA misel formiilasyonunu ile deride, Differin®Jel’e gore ortalama 3,7 kat fazla
adapalen (serbest+bagli) biriktigi goriilmektedir (Sekil 4.54). Bu formiilasyonlar ile kil
folikiillerine ulastirilan adapalen miktarlart karsilastirildiginda da; PDC-ADA misel
formiilasyonunu ile kil folikiillerinde tespit edilen adapalen miktarinin, Differin®Jel’e

gore ortalama 5,5 kat fazla adapalen (serbest+bagli) biriktigi goriilmektedir (Sekil 4.55).



260

PDC-ADA misel formiilasyonunu ile deriye gecen ve kil folikiillerine ulastirilan
adapalen (serbest+bagll) miktarlarmin Differin®Jel’e gore 6nemli derecede yiiksek
bulunmasinda; PDC-ADA misel formiilasyonunda adapalenin kovalan bagli bulundugu
nanotaslyicl sistemin boyutlar1 (rn=180+22 nm; PDI=0,08+0,01) ile Differin®Jel’de
bulunan adapalen mikro kristallerinin boyutlar1 (3-10 um)® karsilastirildiginda, PDC-
ADA misellerinin sahip olduklar1 daha kiiciik partikiil boyutlar1 sayesinde deri ylizeyine
uygulanmalarini takiben uygulanan partikiillerin Differin®Jel’deki adapalen kristallerine
gore, daha biiyiik bir kismimnin kil folikiillerine penetre olabilmesi etkili olmus olabilir.
Deri ylizeyine uygulanan farkli boyut ve yapidaki partikiillerin folikiiler agikliklarda
birikerek folikiiler kanal boyunca penetre olduklari, penetrasyon derinliklerinin ise biiyiik

dlciide biiyiikliiklerine bagl oldugu literatiirde kayitlidir'83208,

Kil folikiillerine hedeflendirme potansiyeli agisindan karsilastirma yapmak iizere
hesaplanan FHF (KF-Poz/KF-Neg) degerleri incelendiginde, PDC-ADA misel
formiilasyonunda KF-Neg alanlara kiyasla kil folikiillerine hedeflenen adapalen oranlari
Differin®Jel ile beklenen derecede daha yiiksek bulunmamustir (Tablo 4.73). Ek olarak,
PDC-ADA yapist ile pazarda bulunan ticari preparatla karsilastirmali olarak yapilan in
vitro deriden penetrasyon calismalarinda, infinite doz kosullar1 saglanmigtir. Infinite
dozun saglandigr durumlarda, genel olarak deney siiresince dondrde penetrasyona
ugrayan maddenin konsantrasyonunda bir degisiklik olmadig1 varsayilir. Franz difiizyon
hiicrelerinin kullanildig1 deney diizeneginde bu yiizden dondrde penetrasyona ugrayan
maddenin konsantrasyonunun sabit oldugu; belki daha dogru bir ifadeyle termodinamik
aktivitesinde herhangi bir degisiklik olmadigi kabul edilir®. Bu kosullarda deri
orneklerine yiiksek dozda uygulanan PDC-ADA misellerinin termodinamik aktivitesinde
stireye bagli azalma olmamasi1 ve deri yiizeyine yogun bir miktarda yilikleme yapilmasi
ile, nano boyutlu partikiillerin kil folikiilleri ile birlikte sinirlar1 deride belli diizende
c¢izilmis desenli bir goriiniime yol acan korneosit kiimelerinin arasindaki hiicreler arasi
yolda da oOnemli derecede birikiminin s6z konusu olmasi sebebiyle, PDC-ADA
misellerinin kil folikdilleri ile birlikte derinin tamamina etkin bir sekilde penetre olmasi
ile deride adapalen birikiminin 6nemli derecede artis gosterdigi sdylenebilir. Hesaplanan
FHF (KF-Poz/KF-Neg) degerlerinin Differin®Jel’e gore beklenen derecede daha yiiksek
bulunmamas: bu sekilde agiklanabilir. Polimerik misellerin bu sekilde, tek tek
korneositler arasindaki hiicreler arasi yola gore ¢cok daha gegirgen olan korneosit kiimeleri

arasindaki hiicreler arasi yolda lokalize oldugu literatiirde kaytlidir'®4%,
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PDC-ADA misel formiilasyonu ve Differin®Jel’in ikisinde de KF-Poz’da tespit
edilen adapalen miktarlar1 deride kil folikiilii olmayan (KF-Neg) alanlara gére anlamli
derecede yiiksek bulunmustur (Sekil 4.55). Bu noktada daha once de aciklandig1 gibi
nanopartikiiler tasiyic1 sistemle birlikte Differin®Jel’de de adapalenin kil folikiillerindeki
birikiminin deride KF-Neg alanlara gore anlamli derecede yiiksek bulunmasinda,
Differin®Jel’de adapalenin mikro kristaller halinde bulunmasmin kil folikiillerinde

birikim agisindan sagladigi avantajin®’ etki ettigi diisiiniilmektedir.

PDC-ADA ile hazirlanan misel nanotasiyicilar1 ile 24 saat siire boyunca
stirdiirtilen in vitro deriden penetrasyon ¢aligmalarini takiben ayrica, PDC-ADA yapisi ve
deride serbestlesen adapalenin stratum corneum tabakasinda ve kalan derideki (canii
epidermis/dermis) birikim ve dagiliminin degerlendirilmesi i¢in bant ile soyma yontemi
kullanildi. Bu amagcla, penetrasyon c¢aligsmalar1 sonrasinda deri ylizeyindeki formiilasyon
fazlas1 dikkatli bir sekilde silinerek uzaklagtirildi. Ardindan Stratum corneum tabakasi
yapiskan bantlarla 20 kez soyularak derinin daha alttaki canli episermis/dermis
tabakalarindan ayrildi. Bantla soyma islemi sonrasinda kalan deri kiigiik pargalar halinde
kesilerek ayri bir tiipe alindi. Bant gruplar ve kalan deri ektraksiyon igslemine tabi tutuldu.
Ekstraksiyon sonunda bant gruplarini igeren tiiplerdeki ekstraksiyon sivilari bir araya
getirildi ve HPLC analizleri gergeklestirildi. Bantlardan bir araya getirilerek ekstrakte
edilen miktarlar stratum corneum’daki toplam birikimi, kalan deride eksrakte edilen

miktarlar ise canli epidermis/dermis tabakalarindaki birikimi gosterildi.

PDC-ADA ile hazirlanan misel nanotasiyicilarindan stratum corneum ve canli
epidermis/dermis tabakalarinda tespit edilen serbest adapalen miktarlart sirasiyla
47,748,1 ng/cm? ve 3,9£1,5 ng/cm?, PDC-ADA yapisinda bagh adapalen miktarlart
sirastyla 829,2+178,3 ng/cm? ve 77,1+15,4 ng/cm? olarak saptandi (Tablo 4.74). PDC-
ADA ile hazirlanan misel formiilasyonundan deriye gecen PDC-ADA yapisinda baglh
halde bulunan adapalen miktarlar1 ile serbestlesen adapalen miktarlariin stratum
corneum ve canli epidermis/dermis tabakalarindaki birikim ve dagilimini gosteren

karsilastirmali grafik Sekil 4.56°de verilmistir.

PDC-ADA misel formiilasyonundan derinin tamaminda tespit edilen serbest
adapalen miktarmin (52,4+8,1 ng/cm?), PDC-ADA yapisinda bagli bulunan adapalen
miktarma (939,5£71,5 ng/cm?) gére dnemli derecede diisiik oldugu, 24 saat icerisinde

eksize domuz derisinde PDC-ADA yapisindan adapalenin yeterli diizeyde saliminin
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olmadig1 gézlenmistir (Sekil 4.56). PLE ortaminda yapilan in vitro salim ¢aligmalarinda
saptanan serbestlesen ila¢ miktarlarina kiyasla in vitro deriden penetrasyon
caligmalarinda deride tespit edilen bu diisiik serbest ilag miktari, eksize domuz derisi ile
yapilan in Vvitro penetrasyon g¢alismalarinda derideki enzim aktivitesinin biiyiik olglide
kaybolmasina baglandi. PDC-ADA ile hazirlanan misel formiilasyonundan stratum
corneum’da tespit edilen serbest/bagli toplam adapalen miktarlar1 ile canli
epidermis/dermis tabakalarinda tespit edilen serbest/bagli toplam adapalen miktarlar
arasinda Onemli derecede fark oldugu goriilmektedir. Stratum corneum’da canli
epidermis/dermis tabakalarina gore ~11 kat fazla birikim olmustur. Bu bulgulara gore,
nano boyutlu PDC-ADA misellerinin, deney kosullarinda serbestlesen adapalen
miktarlarinin ihmal edilebilir diizeyde oldugu kabul edildiginde, stratum corneum
bariyerini biiylik oranda asamadigi sonucuna varildi. Nanopartikiillerin penetrasyon
sirasinda deride kil folikiilleri gibi yan ge¢it ve/veya korneosit kiimeleri arasindan ya da
derideki catlaklardan giris yollar1 bulmasina ragmen, stratum corneum bariyerini

yenemedikleri literatiirde 6zellikle vurgulanmaktadir'®34%7,

5.18. Sonuclar ve Oneriler

Bu tez kapsaminda yiiriitiilen ¢aligmalar ile; aknenin topikal tedavisine yonelik
adapalen yiiklii nano boyutlu dendritik tasiyict sistemler gelistirilmistir. Optimize edilen
nanotastyicilarin in vitro kosullarda deriden penetrasyon kabiliyetleri ve adapaleni
derinin hedef bolgesine, kil folikiillerine tagimadaki potansiyelleri incelenmistir. Ayrica,
hazirlanan dendritik nanotasiyict sistemlerin topikal uygulamaya yonelik konvansiyonel
bir formiilasyon ile kombine edilmesi diistiniilmiistiir. Gelistirilen formiilasyonlarin

performansi pazarda bulunan ticari orijinal {iriin ile karsilastirilmistir.

Dendritik nanotasiyict sistemler ile hazirlanan yenilik¢i jel formiilasyonlar ile,
ticari tirtine kiyasla daha diisiik dozda adapalen igermelerine ragmen, amaca uygun olarak

kil folikiillerinde birikim agisindan etkin bir performans gosterdikleri kanitlanmistir.

PAMAM-AQ formiilasyonu ticari iirline gore adapalenin kil folikiillerindeki ve
derinin tamamindaki birikimini arttirmistir. PAMAM-Jel ile ¢ok daha diisiik dozda (%70
daha daha az) adapalen deriye uygulandigi halde deriye gecen etken madde miktari ile
benzer olarak bulunmustur. Uygulanan doza oranla deriye gecen adapalen miktarlari
acisindan; PAMAM-AQ’nun penetrasyon etkinligi ticari iiriine gore yaklasik 2,8 kat;
PAMAM-Jel’in penetrasyon etkinligi ise yaklagik 3,2 kat artmuistir.
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Kil folikiillerine ulastirilan adapalen miktarlari agisindan PDC-misel-Jel ile daha
¢ok (%60) diisiik dozda adapalen uygulanmasina ragmen ticari tiriin ile kil folikiillerinde
elde edilen etken madde miktarlar1 elde edilmistir. Bdylece, kil folikiillerine
hedeflendirme potansiyeli agisindan PDC-misel-Jel ile ticari iiriine gore yaklasik 2,3 kat
artis gozlenmigtir. PDC-misel-Jel formiilasyonunun, secici olarak KF-Neg alanlarina

kiyasla kil folikiillerini tercih ettigi agiktir.

Topikal uygulama ve kil folikiillerine hedeflendirmeye yo6nelik optimize edilen
sulu koloidal dendritik nanotasiyicilar ile bu nanotasiyicilart  igeren jel
formiilasyonlarinin, adapalenin derideki birikimini ve folikiiler lokalizasyonunu
iyilestirdigi; pazarda onayli topikal jel preparatina gore uygulanan adapalen dozu dikkate

alindiginda adapalenin yan etkilerin azaltilmasi potansiyelinin bulundugu gosterilmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasinda gelistirilen dendritik nanotasiyicilarin; akne
gibi deride folikiiler bolgenin etkilendigi dermatolojik hastaliklarin topikal tedavisinde,
secici olarak etki bolgesine hedeflendirilmesi ve uygulanacak doz diisiiriilerek ilaglarin
yan etkilerinin azaltilmasi potansiyeli nedeniyle konvansiyonel preparatlara alternatif

olarak degerlendirilebilecegi 6nerilmistir.



264

KAYNAKLAR

1. Akkurt ZM. Dermatolojik Muayene Tani ve Tedavi Prensipleri. Erisim
10.11.2018, https://www.dicle.edu.tr/Contents/f5abcc44-3b4a-495b-99fa-
fb859dc3ab47.pdf

2. Trommer H, Neubert RH. Overcoming the stratum corneum: the modulation of
skin penetration. A review. Skin Pharmacol Physiol 2006, 19 (2), 106-21.

3. Agrawal Y, Petkar KC, Sawant KK. Development, evaluation and clinical studies
of Acitretin loaded nanostructured lipid carriers for topical treatment of psoriasis. Int J
Pharm 2010, 401 (1-2), 93-102.

4. Schafer-Korting M, Mehnert W, Korting HC. Lipid nanoparticles for improved
topical application of drugs for skin diseases. Adv Drug Deliv Rev 2007, 59 (6), 427-43.
5. Jenning V, Gysler A, Schafer-Korting M, Gohla SH. Vitamin A loaded solid lipid
nanoparticles for topical use: occlusive properties and drug targeting to the upper skin.
Eur J Pharm Biopharm 2000, 49 (3), 211-8.

6. Alvarez-Roman R, Naik A, Kalia YN, Guy RH, Fessi H. Enhancement of topical
delivery from biodegradable nanoparticles. Pharm Res 2004, 21 (10), 1818-25.

7. Knorr F, Lademann J, Patzelt A, Sterry W, Blume-Peytavi U, Vogt A. Follicular
transport route — Research progress and future perspectives. Eur J Pharm Biopharm 2009,
71 (2), 173-180.

8. Antonio JR, Antoénio CR, Cardeal ILS, Ballavenuto JMA, Oliveira JR.
Nanotechnology in dermatology. Anais brasileiros de dermatologia 2014, 89 (1), 126-
136.

9. Lademann J, Richter H, Teichmann A, Otberg N, Blume-Peytavi U, Luengo J ve
ark. Nanoparticles — An efficient carrier for drug delivery into the hair follicles. Eur J
Pharm Biopharm 2007, 66 (2), 159-64.

10.  Prow TW, Grice JE, Lin LL, Faye R, Butler M, Becker W, ve ark. Nanoparticles
and microparticles for skin drug delivery. Adv Drug Deliv Rev 2011, 63 (6), 470-91.

11.  Gupta M, Agrawal U, Vyas S. Nanocarrier-based topical drug delivery for the
treatment of skin diseases. Expert Opin Drug Deliv 2012, 9, 783-804.

12. Kahraman E, Ozhan G, Ozsoy Y, Gungor S. Polymeric micellar nanocarriers of
benzoyl peroxide as potential follicular targeting approach for acne treatment. Colloids
Surf B Biointerfaces 2016, 146, 692-9.

13.  Lapteva M, Mondon K, Moller M, Gurny R, Kalia YN. Polymeric micelle
nanocarriers for the cutaneous delivery of tacrolimus: a targeted approach for the
treatment of psoriasis. Mol Pharm 2014, 11 (9), 2989-3001.

14.  Takeuchi I, Suzuki, T, Makino K. Skin permeability and transdermal delivery
route of 50-nm indomethacin-loaded PLGA nanoparticles. Colloids Surf B Biointerfaces
2017, 159, 312-317.

15. Vogt A, Combadiere B, Hadam S, Stieler KM, Lademann J, Schaefer H ve ark.
40 nm, but not 750 or 1,500nm, nanoparticles enter epidermal CDla+ cells after
transcutaneous application on human skin. J Invest Dermatol 2006, 126 (6), 1316-1322.
16.  Guo C, Khengar RH, Sun M, Wang Z, Fan A, Zhao Y. Acid-responsive polymeric
nanocarriers for topical adapalene delivery. Pharm Res 2014, 31 (11), 3051-9.

17.  Kandekar SG, Del Rio-Sancho S, Lapteva M, Kalia YN. Selective delivery of
adapalene to the human hair follicle under finite dose conditions using polymeric micelle
nanocarriers. Nanoscale 2018, 10 (3), 1099-1110.



265

18.  Rhein LD, Zatz JL, Motwani MR. Targeted delivery of actives from topical
treatment products to the pilosebaceous unit. icinde Acne and its therapy. Webster GF,
Rawlings AV, editorler. New York, NY: Informa Healthcare Inc.; 2007. pp 223-252.

19.  Ceilley RI. Advances in topical delivery systems in acne: new solutions to address
concentration dependent irritation and dryness. Skinmed 2011, 9 (1), 15-21.

20.  Stecova J, Mehnert W, Blaschke T, Kleuser B, Sivaramakrishnan R, Zouboulis
CC ve ark. Cyproterone acetate loading to lipid nanoparticles for topical acne treatment:
particle characterisation and skin uptake. Pharm Res 2007, 24 (5), 991-1000.

21. Liu, J, Hu, W, Chen, H, Ni, Q, Xu, H, Yang, X., Isotretinoin-loaded solid lipid
nanoparticles with skin targeting for topical delivery. Int J Pharm 2007, 328 (2), 191-5.
22.  Bhalerao SS, Raje Harshal A. Preparation, optimization, characterization, and
stability studies of salicylic acid liposomes. Drug Dev Ind Pharm 2003, 29 (4), 451-67.
23.  Castro GA, Oliveira CA, Mahecha GAB, Ferreira LAM. Comedolytic effect and
reduced skin irritation of a new formulation of all-trans retinoic acid-loaded solid lipid
nanoparticles for topical treatment of acne. Arch Dermatol Res 2011, 303 (7), 513-520.
24.  Dominguez-Delgado CL, Rodriguez-Cruz IM, Escobar-Chavez JJ, Calderon-
Lojero 10, Quintanar-Guerrero D, Ganem A. Preparation and characterization of triclosan
nanoparticles intended to be used for the treatment of acne. Eur J Pharm Biopharm 2011,
79 (1), 102-7.

25.  Fadel M, Salah M, Samy N, Mona S. Liposomal methylene blue hydrogel for
selective photodynamic therapy of acne vulgaris. J Drugs Dermatol: JDD 2009, 8 (11),
983-90.

26.  Honzak L, Sentjurc M. Development of liposome encapsulated clindamycin for
treatment of acne vulgaris. Pflugers Arch: European Journal of Physiology 2000, 440
(5), R44-5.

27.  Kaur N, Puri R, Jain SK. Drug-cyclodextrin-vesicles dual carrier approach for skin
targeting of anti-acne agent. AAPS PharmSciTech 2010, 11 (2), 528-37.

28.  Manconi M, Sinico C, Valenti D, Lai F, Fadda AM. Niosomes as carriers for
tretinoin. I11. A study into the in vitro cutaneous delivery of vesicle-incorporated tretinoin.
Int J Pharm 2006, 311 (1-2), 11-9.

29. Mandawgade SD, Patravale VB. Development of SLNs from natural lipids:
application to topical delivery of tretinoin. Int J Pharm 2008, 363 (1-2), 132-8.

30.  Sinico C, Manconi M, Peppi M, Lai F, Valenti D, Fadda AM. Liposomes as
carriers for dermal delivery of tretinoin: in vitro evaluation of drug permeation and
vesicle-skin interaction. J Control Release 2005, 103 (1), 123-36.

31.  Westendorf AM. Applications of nanoparticles for treating cutaneous infection. J
Invest Dermatol 2013, 133 (5), 1133-1135.

32.  Shroot, B, Michel, S., Pharmacology and chemistry of adapalene. J Am Acad
Dermatol 1997, 36 (6), 96-103.

33.  Michel S, Jomard A, Démarchez M. Pharmacology of adapalene. Br J Dermatol
1998, 139 (s52), 3-7.

34.  Czernielewski J, Michel S, Bouclier M, Baker M, Hensby C. Adapalene
biochemistry and the evolution of a new topical retinoid for treatment of acne. J Eur Acad
Dermatol Venereol 2001, 15 (s3), 5-12.

35.  Adapalene. Erisim 10.11.2018,
https://www.wikiwand.com/en/Adapalene#/citenoteGalermaPatent12

36. Mukherjee S, Date A, Patravale V, Korting HC, Roeder A, Weindl G. Retinoids
in the treatment of skin aging: an overview of clinical efficacy and safety. Clin Interv
Aging 2006, 1 (4), 327-48.



266

37.  Trichard L, Delgado-Charro MB, Guy RH, Fattal E, Bochot A. Novel beads made
of alpha-cyclodextrin and oil for topical delivery of a lipophilic drug. Pharm Res 2008,
25 (2), 435-40.

38.  Allec J, Chatelus A, Wagner N. Skin distribution and pharmaceutical aspects of
adapalene gel. J Am Acad Dermatol 1997, 36, 119-25.

39. Rolland A, Wagner N, Chatelus A, Shroot B, Schaefer H. Site-specific drug
delivery to pilosebaceous structures using polymeric microspheres. Pharm Res 1993, 10
(12), 1738-44.

40.  Williams AC, Barry BW. Penetration enhancers. Adv Drug Deliv Rev 2004, 56
(5), 603-18.

41. Moradi Tuchayi S, Alexander TM, Nadkarni A, Feldman SR. Interventions to
increase adherence to acne treatment. Patient Prefer Adherence 2016, 10, 2091-2096.
42.  Tan X, Feldman SR, Chang J, Balkrishnan R. Topical drug delivery systems in
dermatology: A review of patient adherence issues. Expert Opin Drug Deliv 2012, 9,
1263-71.

43.  Bhatia G, Zhou Y, Banga AK. Adapalene microemulsion for transfollicular drug
delivery. J Pharm Sci 2013, 102 (8), 2622-2631.

44,  Jain AK, Jain A, Garg NK, Agarwal A, Jain A, Jain SA ve ark. Adapalene loaded
solid lipid nanoparticles gel: an effective approach for acne treatment. Colloids Surf B
Biointerfaces 2014, 121, 222-9.

45.  Pereira RL, Leites FI, Paese K, Sponchiado RM, Michalowski CB, Guterres SS
ve ark. Hydrogel containing adapalene- and dapsone-loaded lipid-core nanocapsules for
cutaneous application: development, characterization, in vitro irritation and permeation
studies. Drug Dev Ind Pharm 2016, 42 (12), 2001-2008.

46.  Kumar V, Banga AK. Intradermal and follicular delivery of adapalene liposomes.
Drug Dev Ind Pharm 2016, 42 (6), 871-9.

47.  Pearson RM, Sunogrot S, Hsu HJ, Bae JW, Hong S. Dendritic nanoparticles: the
next generation of nanocarriers? Ther Deliv 2012, 3 (8), 941-59.

48.  Ali ME, Rahman MM, Dhahi TS, Kashif M, Sarkar MS, Basirun WJ ve ark.
Nanostructured materials: Bioengineering platforms for sensing nucleic acids. iginde
Reference Module in Materials Science and Materials Engineering, Elsevier; 2016.

49.  Carlmark A, Hawker C, Hult A, Malkoch M. New methodologies in the
construction of dendritic materials. Chem Soc Rev 2009, 38 (2), 352-62.

50.  Svenson S. Dendrimers as versatile platform in drug delivery applications. Eur J
Pharm Biopharm 2009, 71 (3), 445-62.

51. Tomalia DA. Birth of a new macromolecular architecture: Dendrimers as
quantized building blocks for nanoscale synthetic organic chemistry. Aldrichimica Acta
2004, 37 (2), 39-57.

52.  Cheng Y, Xu Z, Ma M, Xu T. Dendrimers as drug carriers: applications in
different routes of drug administration. J Pharm Sci 2008, 97 (1), 123-43.

53. Winnicka K, Sosnowska K, Wieczorek P, Sacha PT, Tryniszewska E.
Poly(amidoamine) dendrimers increase antifungal activity of clotrimazole. Biol Pharm
Bull 2011, 34 (7), 1129-33.

54.  Winnicka K, Wroblewska M, Wieczorek P, Sacha PT, Tryniszewska E. Hydrogel
of ketoconazole and PAMAM dendrimers: Formulation and antifungal activity.
Molecules 2012, 17 (4), 4612.

55.  Chauhan AS, Sridevi S, Chalasani KB, Jain AK, Jain SK, Jain NK ve ark.
Dendrimer-mediated transdermal delivery: enhanced bioavailability of indomethacin. J
Control Release 2003, 90 (3), 335-43.



267

56.  Kalhapure RS, Akamanchi KG. Oleodendrimers: a novel class of multicephalous
heterolipids as chemical penetration enhancers for transdermal drug delivery. Int J Pharm
2013, 454 (1), 158-66.

57. Borowska K, Laskowska B, Magon A, Mysliwiec B, Pyda M, Wolowiec S.
PAMAM dendrimers as solubilizers and hosts for 8-methoxypsoralene enabling
transdermal diffusion of the guest. Int J Pharm 2010, 398 (1-2), 185-9.

58.  Borowska K, Wolowiec S, Rubaj A, Glowniak K, Sieniawska E, Radej S. Effect
of polyamidoamine dendrimer G3 and G4 on skin permeation of 8-methoxypsoralene—
In vivo study. Int J Pharm 2012, 426 (1), 280-283.

59.  Agrawal U, Mehra NK, Gupta U, Jain NK. Hyperbranched dendritic nano-carriers
for topical delivery of dithranol. J Drug Target 2013, 21 (5), 497-506.

60. NaM, Yiyun C, Tongwen X, Yang D, Xiaomin W, Zhenwei L ve ark. Dendrimers
as potential drug carriers. Part I1. Prolonged delivery of ketoprofen by in vitro and in vivo
studies. Eur J Med Chem 2006, 41 (5), 670-4.

61. Yang Y, Sunogrot S, Stowell C, Ji J, Lee CW, Kim JW ve ark. Effect of size,
surface charge, and hydrophobicity of poly(amidoamine) dendrimers on their skin
penetration. Biomacromolecules 2012, 13 (7), 2154-62.

62.  Yang, Pearson RM, Lee O, Lee C-W, Chatterton RT, Khan SA ve ark. Dendron-
based micelles for topical delivery of endoxifen: A potential chemo-preventive medicine
for breast cancer. Adv Funct Mat 2014, 24 (17), 2442-2449.

63.  Gheybi H, Adeli M. Supramolecular anticancer drug delivery systems based on
linear—dendritic copolymers. Polymer Chemistry 2015, 6 (14), 2580-2615.

64. Gillies ER, Jonsson TB, Frechet JM. Stimuli-responsive supramolecular
assemblies of linear-dendritic copolymers. J Am Chem Soc 2004, 126 (38), 11936-43.
65.  Tyagi R, Malhotra S, Thiinemann AF, Sedighi A, Weber M, Schafer A ve ark.
Investigations of host—guest interactions with shape-persistent nonionic dendritic
micelles. J Phys Chem C 2013, 117 (23), 12307-12317.

66. Forslind B. A domain mosaic model of the skin barrier. Acta Derm Venereol 1994,
74 (1), 1-6.

67.  Williams AC. Structure and function of human skin. I¢inde Transdermal and
topical drug delivery: from theory to clinical practice, Williams AC, editor. London:
Pharmaceutical Press; 2003. pp 1-25.

68.  Aksoy B. Derinin dogal bagisiklik sistemi. TURKDERM 2013, 47 (1), 2-11.

69. Ohman H, Vahlquist A. In vivo studies concerning a pH gradient in human
stratum corneum and upper epidermis. Acta Derm Venereol 1994, 74 (5), 375-9.

70.  Ryan E, Grice JE, Roberts MS. Nanotechnology for topical and transdermal drug
delivery and targeting. Icinde Nanotechnology and drug delivery: nano-engineering
strategies and nanomedicines against severe diseases. Arias JL, editér. CRC Press; 2016.
71.  Maibach H, Patrick E. Dermatotoxicology. I¢inde Principles and Methods of
Toxicology, 4th ed, Hayes WA, editor. Philadelphia: Taylor and Francis; 2001.

72. Wang Y, Thakur R, Fan Q, Michniak-Kohn B. Transdermal iontophoresis:
Combination strategies to improve transdermal iontophoretic drug delivery. Eur J Pharm
Biopharm 2005, 60, 179-91.

72.  Simpson CL, Patel DM, Green KJ. Deconstructing the skin: cytoarchitectural
determinants of epidermal morphogenesis. Nat Rev Mol Cell Biol 2011, 12 (9), 565-80.
73.  Goldsmith LA, Katz SI, Gilchrest BA, Paller AS, Leffell DJ, Wolff K.
Fitzpatrick's Dermatology in General Medicine. 8th ed. New York, USA: McGrawHill
Companies Inc.; 2012.

74.  Gray H. Gray's Anatomy. Philadelphia, USA: Lea & Febiger; 1985.



268

75.  Wilhelm K-P, Elsner P, Berardesca E, Maibach Howard I. Bioengineering of the
Skin: Skin Imaging & Analysis. 2th ed. CRC Press; 2006.

76. Igarashi T, Nishino K, Nayar SK. The appearance of human skin: A survey.
Found. Trends. Comput. Graph. Vis. 2007, 3 (1), 1-95.

77. Brown MB, Martin GP, Jones SA, Akomeah FK. Dermal and transdermal drug
delivery systems: current and future prospects. Drug Deliv 2006, 13 (3), 175-87.

78.  Tur E, Physiology of the skin-differences between women and men. Clin
Dermatol 1997, 15 (1), 5-16.

79.  Klipper WA. Biotransformation capacity of reconstructed human skin versus
human skin ex vivo-analysing prednicarbate and testosterone as example. Freie
Universitét Berlin, Berlin, 2013.

80.  Menton D. Skin: Our living armor. Answers in Genesis 2009. Erisim 26.11.2018,
https://answersingenesis.org/human-body/skin/

81.  College O. Layers of the skin. I¢inde Anatomy and Physiology, Rice University
OpenStax College; 2013. Erigim 18.11.2018,
https://cnx.org/contents/FPtK1zmh@8.79:RxywCGkA@5/Layers-of-the-Skin

82.  Bouwstra JA, Ponec M. The skin barrier in healthy and diseased state. Biochim
Biophys Acta 2006, 1758 (12), 2080-95.

83.  Marks JG, Miller JJ. Structure and function of the skin. i¢inde Lookingbill and
Marks' Principles of Dermatology 6th ed, Marks JG, Miller JJ, editorler. London: Elsevier
Inc.; 2018. pp 2-10.

84.  Egelrud T. Desquamation in the stratum corneum. Acta dermato-venereologica.
Supplementum 2000, 208, 44-5.

85.  Del Rosso JQ, Levin J. The clinical relevance of maintaining the functional
integrity of the stratum corneum in both healthy and disease-affected skin. J Clin Aesthet
Dermatol 2011, 4 (9), 22-42.

86. Derinin katmanlari. Erisim 17.10.2018, ThingLink:
https://www.thinglink.com/scene/889830976895582209

87.  Prausnitz MR, Mitragotri S, Langer R. Current status and future potential of
transdermal drug delivery. Nat Rev Drug Discov 2004, 3 (2), 115-24.

88.  Madison KC. Barrier function of the skin: "la raison d'etre" of the epidermis. J
Invest Dermatol 2003, 121 (2), 231-41.

89.  Elias PM. Epidermal lipids, barrier function, and desquamation. J Invest Dermatol
1983, 80, 44s-49s.

90. Benson HA. Transdermal drug delivery: penetration enhancement techniques.
Curr Drug Deliv 2005, 2 (1), 23-33.

91.  Elias PM, Williams ML. What is the skin barrier, and why does it matter? Cizim:
Jessica C. Kraft. Erisim 25.11.2018, https://eliasandwilliams.com/skin-barrier/

92.  Benson HAE, Watkinson AC. Skin structure, function, and permeation. I¢inde
Transdermal and Topical Drug Delivery: Principles and Practice. Benson HAE,
Watkinson AC, editorler. New Jersey: John Wiley & Sons, Inc.; 2012; pp 3-22.

93.  Walters KA, Roberts MS. The structure and function of skin. iginde
Dermatological and Transdermal Formulations. Walters KA, editér. New York, NY:
Informa Healthcare USA Inc.; 2007. pp 1-39.

94. Kanitakis J. Anatomy, histology and immunohistochemistry of normal human
skin. Eur J Dermatol 2002, 12 (4), 390-9.

95. Bouwstra JA, Honeywell-Nguyen PL, Gooris GS, Ponec M. Structure of the skin
barrier and its modulation by vesicular formulations. Prog Lipid Res 2003, 42 (1), 1-36.



269

96.  Zouboulis CC. Acne and sebaceous gland function. Clin Dermatol 2004, 22 (5),
360-6.

97. Montagna W, Kligman A, Carlisle K. Atlas of normal human skin: Plate 107. New
York, NY: Springer-Verlag; 1992.

98. John H, Balszuweit F, Kehe K, Worek F, Thiermann H. Toxicokinetics of
chemical warfare agents: Nerve agents and vesicants. Icinde Handbook of Toxicology of
Chemical Warfare Agents. Gupta RC, editor. San Diego: Academic Press; 2009; pp 755-
790.

99. Brain KR, Chilcott RP. Physicochemical factors affecting skin absorption. i¢inde
Principles and Practice of Skin Toxicology, Chilcott RP, Price S, editérler. England: John
Wiley & Sons Ltd; 2008. pp 83-92.

100. EI Maghraby GM, Barry BW, Williams AC. Liposomes and skin: From drug
delivery to model membranes. Eur J Pharm Sci 2008, 34 (4), 203-222.

101. Kalia YN, Guy RH. Modeling transdermal drug release. Adv Drug Deliv Rev
2001, 48 (2-3), 159-72.

102. Bolzinger M-A, Briangon S, Pelletier J, Chevalier Y. Penetration of drugs through
skin, a complex rate-controlling membrane. Curr Opin Colloid Interface Sci 2012, 17 (3),
156-165.

103. Lademann J, Richter H, Schanzer S, Knorr F, Meinke M, Sterry W ve ark.
Penetration and storage of particles in human skin: Perspectives and safety aspects. Eur
J Pharm Biopharm 2011, 77 (3), 465-468.

104. Otberg N, Patzelt A, Rasulev U, Hagemeister T, Linscheid M, Sinkgraven R,
Sterry W ve ark. The role of hair follicles in the percutaneous absorption of caffeine. Br
J Clin Pharmacol 2008, 65 (4), 488-92.

105. lllel B, Schaefer H, Wepierre J, Doucet O. Follicles play an important role in
percutaneous absorption. J Pharm Sci 1991, 80 (5), 424-427.

106. Lauer AC, Lieb LM, Ramachandran C, Flynn GL, Weiner ND. Transfollicular
drug delivery. Pharm Res 1995, 12 (2), 179-186.

107. Lademann J, Otberg N, Richter H, Jacobi U, Schaefer H, Blume-Peytavi U ve ark.
Follicular penetration. An important pathway for topically applied substances. Der
Hautarzt; Zeitschrift fur Dermatologie, Venerologie, und verwandte Gebiete 2003, 54
(4), 321-3.

108.  Wilkinson SC, Williams FM. Cutaneous metabolism. Icinde Dermal Absorption
and Toxicity Assessment. 2nd ed. Roberts MS, editér. CRC Press; 2007. pp 89-115.

109. Prusakiewicz JJ, Ackermann C, Voorman R. Comparison of skin esterase
activities from different species. Pharm Res 2006, 23 (7), 1517-24.

110. Degim T. Deriden emilim ve deriye uygulanan yari kati preparatlar. iginde
Modern Farmasétik Teknoloji. Acartiirk F, Agabeyoglu I, Celebi N, Degim T, Degim Z,
Doganay T ve ark., editorler. Ankara: TEB Eczacilik Akademisi; 2009.

111. Millington PF, Wilkinson R. Mechanical, thermal and electrical properties. Icinde
Skin New York: Cambridge Univ. Press; 1983. pp 113-142.

112. Bierman W. The temperature of the skin surface. J Am Med Assoc: JAMA 1936,
106 (14), 1158-1162.

113. Shani J, Barak S, Levi D, Ram M, Schachner ER, Schlesinger T ve ark. Skin
penetration of minerals in psoriatics and guinea-pigs bathing in hypertonic salt solutions.
Pharmacol Res Commun 1985, 17 (6), 501-12.

114. Schaefer H, Zesch A, Stuttgen G. Penetration, permeation, and absorption of
triamcinolone acetonide in normal and psoriatic skin. Arch Dermatol Res 1977, 258 (3),
241-9.



270

115. Gould AR, Sharp PJ, Smith DR, Stegink AJ, Chase CJ, Kovacs JC ve ark.
Increased permeability of psoriatic skin to the protein, plasminogen activator inhibitor 2.
Arch Dermatol Res 2003, 295 (6), 249-54.

116. Aalto-Korte K, Turpeinen M. Transepidermal water loss and absorption of
hydrocortisone in widespread dermatitis. Br J Dermatol 1993, 128 (6), 633-5.

117. Hadgraft J, Guy RH. Feasibility assessment in topical and transdermal delivery:
Mathematical Models and In Vitro Studies. I¢inde Transdermal Drug Delivery, 2nd ed.
Guy RH, Hadgraft J, editorler. Marcel Dekker, Inc.; 2003.

118. Farahmand S, Maibach HI. Transdermal drug pharmacokinetics in man:
Interindividual variability and partial prediction. Int J Pharm 2009, 367 (1), 1-15.

119.  Winiwarter S, Ridderstrom M, Ungell AL, Andersson TB, Zamora I. Use of
molecular descriptors for absorption, distribution, metabolism, and excretion predictions.
Icinde Comprehensive Medicinal Chemistry I1. Taylor JB, Triggle DJ, editorler. Oxford:
Elsevier; 2007. pp 531-554.

120. Naik A, Kalia YN, Guy RH. Transdermal drug delivery: overcoming the skin's
barrier function. Pharm Sci Technolo Today 2000, 3 (9), 318-326.

121. Yalkowsky SH. Solubility and partitioning V: Dependence of solubility on
melting point. J Pharm Sci 1981, 70 (8), 971-973.

122. Lawrence Joseph Henderson. Erigim 14.11.2018,
https://www.britannica.com/biography/Lawrence-Joseph-Henderson

123. Bhagavan NV. Water, Acids, Bases, and Buffers. I¢inde Medical Biochemistry
4th ed. Bhagavan NV, editor. San Diego: Academic Press; 2002. pp 1-16.

124. Pugh WJ, Degim IT, Hadgraft J. Epidermal permeability-penetrant structure
relationships: 4, QSAR of permeant diffusion across human stratum corneum in terms of
molecular weight, H-bonding and electronic charge. Int J Pharm 2000, 197 (1-2), 203-
11.

125.  Pugh WJ, Chilcott RP. Principles of Diffusion and Thermodynamics. I¢inde
Principles and Practice of Skin Toxicology, Chilcott RP, Price S, editorler. England: John
Wiley & Sons Ltd.; 2008. pp 93-107.

126. Dragicevic N, Maibach H. Combined use of nanocarriers and physical methods
for percutaneous penetration enhancement. Adv Drug Deliv Rev 2018, 127, 58-84.

127. Sarunyoo S. An Overview of skin penetration enhancers: Penetration enhancing
activity, skin irritation potential and mechanism of action. Songklanakarin J Sci Technol
(SJST) 2009; 31, 299-321.

128. Dragicevic N, Maibach HI. Percutaneous Penetration Enhancers-Chemical
Methods in Penetration Enhancement: Nanocarriers. Berlin Heidelberg: Springer-
Verlag; 2016.

129. Suffredini G, East JE, Levy LM. New applications of nanotechnology for
neuroimaging. AJNR Am J Neuroradiol 2014, 35 (7), 1246-53.

130. ShimJ, Seok Kang H, Park WS, Han SH, Kim J, Chang IS. Transdermal delivery
of minoxidil with block copolymer nanoparticles. J Control Release 2004, 97 (3), 477-
84.

131. Gaucher G, Dufresne MH, Sant VP, Kang N, Maysinger D, Leroux JC. Block
copolymer micelles: preparation, characterization and application in drug delivery. J
Control Release 2005, 109 (1-3), 169-88.

132. Souto EB, Almeida A, Miiller RH. Lipid Nanoparticles (SLN®, NLC®) for
cutaneous drug delivery: Structure, protection and skin effects. J Biomed Nanotechnol
2007, 3, 317-31.



271

133. Lin YK, Huang ZR, Zhuo RZ, Fang JY. Combination of calcipotriol and
methotrexate in nanostructured lipid carriers for topical delivery. Int J Nanomedicine
2010, 5,117-28.

134. Yang Y, Bugno J, Hong S. Nanoscale polymeric penetration enhancers in topical
drug delivery. Polymer Chemistry 2013, 4 (9), 2651-2657.

135. Mohammad EA, Elshemey WM, Elsayed AA, Abd-Elghany AA. Electroporation
parameters for successful transdermal delivery of insulin. Am J Ther 2016, 23 (6), 1560-
67.

136. Delgado-Charro, MB, Guy RH. lontophoresis: Applications in Drug Delivery and
Noninvasive Monitoring. Iginde Transdermal Drug Delivery. 2nd ed. Revised and
Expanded. Guy RH, Hadgraft J, editorler. NY, USA: Marcel Dekker; 2002. pp 199-225.
137. del Rio-Sancho S, Serna-Jiménez CE, Sebastian-Morell6 M, Calatayud-Pascual
MA, Balaguer-Fernandez C, Femenia-Font A ve ark. Transdermal therapeutic systems
for memantine delivery. Comparison of passive and iontophoretic transport. Int J Pharm
2017,517 (1), 104-111.

138. Machet L, Boucaud A. Phonophoresis: efficiency, mechanisms and skin tolerance.
Int J Pharm 2002, 243 (1-2), 1-15.

139. Azagury A, Khoury L, Enden G, Kost J. Ultrasound mediated transdermal drug
delivery. Adv Drug Deliv Rev 2014, 72, 127-143.

140. Murthy SN, Sammeta SM, Bowers C. Magnetophoresis for enhancing
transdermal drug delivery: Mechanistic studies and patch design. J Control Release 2010,
148 (2), 197-203.

141. Lee JW, Gadiraju P, Park J-H, Allen MG, Prausnitz MR. Microsecond thermal
ablation of skin for transdermal drug delivery. J Control Release 2011, 154 (1), 58-68.
142.  Sintov AC, Hofmann MA. A novel thermo-mechanical system enhanced
transdermal delivery of hydrophilic active agents by fractional ablation. Int J Pharm
2016, 511 (2), 821-830.

143. Birchall J, Coulman S, Anstey A, Gateley C, Sweetland H, Gershonowitz A ve
ark. Cutaneous gene expression of plasmid DNA in excised human skin following
delivery via microchannels created by radio frequency ablation. Int J Pharm 2006, 312
(1), 15-23.

144.  Sarphie DF, Johnson B, Cormier M, Burkoth TL, Bellhouse BJ. Bioavailability
following transdermal powdered delivery (TPD) of radiolabeled inulin to hairless guinea
pigs. J Control Release 1997, 47 (1), 61-69.

145.  Kondo T, McGregor M, Chu Q, Chen D, Horimoto T, Kawaoka Y. A protective
effect of epidermal powder immunization in a mouse model of equine herpesvirus-1
infection. Virology 2004, 318 (1), 414-4109.

146. Zhang Z, Tsai PC, Ramezanli T, Michniak-Kohn BB. Polymeric nanoparticles-
based topical delivery systems for the treatment of dermatological diseases. Wiley
Interdiscip Rev Nanomed Nanobiotechnol 2013, 5 (3), 205-18.

147. Escobar-Chavez J, Diaz-Torres R, Rodriguez-Cruz IM, Dominguez-Delgado CL,
Morales RS, Angeles-Anguiano E ve ark. Nanocarriers for transdermal drug delivery. Res
Rep Transdermal Drug Deliv 2012, 1, 3-17.

148. Simon JA, ESTRASORB Study Group. Estradiol in micellar nanoparticles: the
efficacy and safety of a novel transdermal drug-delivery technology in the management
of moderate to severe vasomotor symptoms. Menopause 2006, 13 (2), 222-231.

149. Lee R, Shenoy D, Sheel R. Micellar Nanoparticles: Applications for Topical and
Passive Transdermal Drug Delivery. Igcinde Handbook of Non-Invasive Drug Delivery
System, Kulkarni VS, editor. Elsevier Inc.; 2010. pp 37-58.



272

150. Uchechi O, Ogbonna JDN, Attama AA. Nanoparticles for Dermal and
Transdermal Drug Delivery. igcinde Application of Nanotechnology in Drug Delivery,
Sezer AD, editor. IntechOpen; 2014. pp 193-235.

151. Kim DG, Jeong YI, Choi C, Roh SH, Kang SK, Jang MK ve ark. Retinol-
encapsulated low molecular water-soluble chitosan nanoparticles. Int J Pharm 2006, 319
(1-2), 130-8.

152. Ozbas-Turan S, Akbuga J. Plasmid DNA-loaded chitosan/TPP nanoparticles for
topical gene delivery. Drug Deliv 2011, 18 (3), 215-22.

153. Hasanovic A, Zehl M, Reznicek G, Valenta C. Chitosan-tripolyphosphate
nanoparticles as a possible skin drug delivery system for aciclovir with enhanced stability.
J Pharm Pharmacol 2009, 61 (12), 1609-1616.

154. Tan Q, Liu W, Guo C, Zhai G. Preparation and evaluation of quercetin-loaded
lecithin-chitosan nanoparticles for topical delivery. Int J Nanomedicine 2011, 6, 1621-
1630.

155. Tsujimoto H, Hara K, Tsukada Y, Huang CC, Kawashima Y, Arakaki M ve ark.
Evaluation of the permeability of hair growing ingredient encapsulated PLGA
nanospheres to hair follicles and their hair growing effects. Bioorg Med Chem Lett 2007,
17 (17), 4771-7.

156. Goyal R, Macri L, Kohn J. Formulation strategy for the delivery of cyclosporine
a: comparison of two polymeric nanospheres. Sci Rep 2015, 5, (13065).

157. Shah PP, Desai PR, Patel AR, Singh MS. Skin permeating nanogel for the
cutaneous co-delivery of two anti-inflammatory drugs. Biomaterials 2012, 33 (5), 1607-
17.

158. Alvarez-Roman R, Barre G, Guy RH, Fessi H. Biodegradable polymer
nanocapsules containing a sunscreen agent: preparation and photoprotection. Eur J
Pharm Biopharm 2001, 52 (2), 191-5.

159. Turos E, Shim JY, Wang Y, Greenhalgh K, Reddy GS, Dickey S ve ark.
Antibiotic-conjugated polyacrylate nanoparticles: new opportunities for development of
anti-MRSA agents. Bioorg Med Chem Lett 2007, 17 (1), 53-6.

160. Unnithan AR, Barakat NA, Pichiah PB, Gnanasekaran G, Nirmala R, Cha Y-S ve
ark. Wound-dressing materials with antibacterial activity from electrospun polyurethane—
dextran nanofiber mats containing ciprofloxacin HCI. Carbohydr Polym 2012, 90 (4),
1786-1793.

161. Sheihet L, Chandra P, Batheja P, Devore D, Kohn J, Michniak B. Tyrosine-
derived nanospheres for enhanced topical skin penetration. Int J Pharm 2008, 350 (1-2),
312-9.

162. Batheja P, Sheihet L, Kohn J, Singer AJ, Michniak-Kohn B. Topical drug delivery
by a polymeric nanosphere gel: Formulation optimization and in vitro and in vivo skin
distribution studies. J Control Release 2011, 149 (2), 159-167.

163. Kilfoyle BE, Sheihet L, Zhang Z, Laohoo M, Kohn J, Michniak-Kohn BB.
Development of paclitaxel-TyroSpheres for topical skin treatment. J Control Release
2012, 163 (1), 18-24.

164. Kreilgaard M. Influence of microemulsions on cutaneous drug delivery. Adv Drug
Deliv Rev 2002, 54, S77-S98.

165. Ravikumar P, Grampurohit N, Mallya R. Microemulsions for topical use— A
review. Ind J Pharm Edu Res 2011, 45, 100-107.

166. Sonneville-Aubrun O, Simonnet JT, L'Alloret F. Nanoemulsions: a new vehicle
for skincare products. Adv Colloid Interface Sci 2004, 108-109, 145-9.



273

167. Manosroi A, Kongkaneramit L, Manosroi J. Stability and transdermal absorption
of topical amphotericin B liposome formulations. Int J Pharm 2004, 270 (1-2), 279-86.
168. Sharma BB, Jain SK, Vyas SP. Topical liposome system bearing local anaesthetic
lignocaine: preparation and evaluation. J Microencapsulation 1994, 11 (3), 279-86.

169. Nounou M, El-Khordagui LK, Khalafallah NA, Khalil S. Liposomal formulation
for dermal and transdermal drug delivery: past, present and future. Recent Pat Drug Deliv
Formul 2008, 2, 9-18.

170. Benson, HAE. Elastic Liposomes for Topical and Transdermal Drug Delivery.
Icinde Liposomes, D'Souza, GGM, editor. New York, NY: Humana Press; 2017. pp 107-
117.

171. Dubey V, Mishra D, Dutta T, Nahar M, Saraf DK, Jain NK. Dermal and
transdermal delivery of an anti-psoriatic agent via ethanolic liposomes. J ControlRelease
2007, 123 (2), 148-154.

172. Chourasia MK, Kang L, Chan SY. Nanosized ethosomes bearing ketoprofen for
improved transdermal delivery. Results in Pharma Sciences 2011, 1 (1), 60-67.

173. Fang YP, Huang YB, Wu PC, Tsai YH. Topical delivery of 5-aminolevulinic acid-
encapsulated ethosomes in a hyperproliferative skin animal model using the CLSM
technique to evaluate the penetration behavior. Eur J Pharm Biopharm 2009, 73 (3), 391-
8.

174. LiG, FanY, Fan C, Li X, Wang X, Li M ve ark. Tacrolimus-loaded ethosomes:
physicochemical characterization and in vivo evaluation. Eur J Pharm Biopharm 2012,
82 (1), 49-57.

175. Maheshwari RGS, Tekade RK, Sharma PA, Darwhekar G, Tyagi A, Patel RP ver
ark. Ethosomes and ultradeformable liposomes for transdermal delivery of clotrimazole:
A comparative assessment. SPJ: Saudi Pharm J 2012, 20 (2), 161-170.

176. Ainbinder D, Touitou E. Testosterone ethosomes for enhanced transdermal
delivery. Drug Deliv 2005, 12 (5), 297-303.

177. Mignani S, El Kazzouli S, Bousmina M, Majoral J-P. Expand classical drug
administration ways by emerging routes using dendrimer drug delivery systems: A
concise overview. Adv Drug Deliv Rev 2013, 65 (10), 1316-1330.

178. Venuganti VV, Perumal OP. Effect of poly(amidoamine) (PAMAM) dendrimer
on skin permeation of 5-fluorouracil. Int J Pharm 2008, 361 (1-2), 230-8.

179. Wang Z, Itoh Y, Hosaka Y, Kobayashi I, Nakano Y, Maeda | ve ark. Novel
transdermal drug delivery system with polyhydroxyalkanoate and starburst
polyamidoamine dendrimer. J Biosci Bioeng 2003, 95 (5), 541-3.

180. ChengY, Man N, Xu T, Fu R, Wang X, Wang X ve ark. Transdermal delivery of
nonsteroidal anti-inflammatory drugs mediated by polyamidoamine (PAMAM)
dendrimers. J Pharm Sci 2007, 96 (3), 595-602.

181. Kakadia PG, Conway BR. Solid Lipid Nanoparticles: A potential approach for
dermal drug delivery. Am J Pharmacol Sci 2014, 2 (5A), 1-7.

182. Zhang J, Purdon CH, Smith EW. Solid lipid nanoparticles for topical drug
delivery. Am J Drug Deliv 2006, 4, 215-220.

183. Makhmalzade BS, Chavoshy F. Polymeric micelles as cutaneous drug delivery
system in normal skin and dermatological disorders. J Adv Pharm Technol Res 2018, 9
(1), 2-8.

184. Lapteva M, Santer V, Mondon K, Patmanidis I, Chiriano G, Scapozza L ve ark.
Targeted cutaneous delivery of ciclosporin A using micellar nanocarriers and the possible
role of inter-cluster regions as molecular transport pathways. J Control Release 2014,
196, 9-18.



274

185. Bachhav YG, Mondon K, Kalia YN, Gurny R, Moller M. Novel micelle
formulations to increase cutaneous bioavailability of azole antifungals. J Control Release
2011, 153 (2), 126-32.

186. Deng P, Teng F, Zhou F, Song Z, Meng N, Feng R. Methoxy poly (ethylene
glycol)-b-poly (delta-valerolactone) copolymeric micelles for improved skin delivery of
ketoconazole. J Biomater Sci Polym Ed 2017, 28 (1), 63-78.

187. Lalatsa A, Emeriewen K, Protopsalti V, Skelton G, Salen GM. Developing
transcutaneous nanoenabled anaesthetics for eyelid surgery. Br J Ophthalmol 2016, 100
(6), 871-6.

188. Smejkalové D, Muthny T, NeSporova K, Hermannova M, Achbergerova E,
Huerta-Angeles G ve ark. Hyaluronan polymeric micelles for topical drug delivery.
Carbohydr Polym 2017, 156, 86-96.

189. Patzelt A, Lademann J. Drug delivery to hair follicles. Expert Opin Drug Deliv
2013, 10 (6), 787-797.

190. Desai P, Patlolla RR, Singh M. Interaction of nanoparticles and cell-penetrating
peptides with skin for transdermal drug delivery. Mol Membr Biol 2010, 27 (7), 247-59.
191. Rotomskis R. Quantum Dot Migration Through Natural Barriers and Distribution
in the Skin. Icinde Nanoscience in Dermatology. Hamblin MR, Avci P, Prow TW,
editorler. Boston: Academic Press; 2016. pp 307-321.

192. Baroli B. Penetration of nanoparticles and nanomaterials in the skin: Fiction or
reality? J Pharm Sci 2010, 99 (1), 21-50.

193. Alvarez-Roman R, Naik A, Kalia YN, Guy RH, Fessi H. Skin penetration and
distribution of polymeric nanoparticles. J Control Release 2004, 99 (1), 53-62.

194. Wu X, Price GJ, Guy RH. Disposition of nanoparticles and an associated
lipophilic permeant following topical application to the skin. Mol Pharm 2009, 6 (5),
1441-8.

195. Rancan F, Blume-Peytavi U, Vogt A. Utilization of biodegradable polymeric
materials as delivery agents in dermatology. Clin Cosmet Investig Dermatol 2014, 7, 23-
34.

196. Hoffman RM. The hair follicle and its stem cells as drug delivery targets. Expert
Opin Drug Deliv 2006, 3 (3), 437-443.

197. Roberts MS, Mohammed Y, Pastore MN, Namjoshi S, Yousef S, Alinaghi A ve
ark. Topical and cutaneous delivery using nanosystems. J Control Release 2017, 247, 86-
105.

198. Lapteva M, Moller M, Gurny R, Kalia YN. Self-assembled polymeric
nanocarriers for the targeted delivery of retinoic acid to the hair follicle. Nanoscale 2015,
7 (44), 18651-18662.

199. Pan-In P, Wongsomboon A, Kokpol C, Chaichanawongsaroj N,
Wanichwecharungruang S. Depositing a-mangostin nanoparticles to sebaceous gland
area for acne treatment. J Pharmacol Sci 2015, 129 (4), 226-232.

200. Suwannateep N, Wanichwecharungruang S, Fluhr J, Patzelt A, Lademann J,
Meinke MC. Comparison of two encapsulated curcumin particular systems contained in
different formulations with regard to in vitro skin penetration. Skin Res Technol 2013, 19
(1), 1-9.

201. Li L, Lishko VK, Hoffman RM. Liposomes can specifically target entrapped
melanin to hair follicles in histocultured skin. In Vitro Cell Dev Biol Anim 1993, 29 (3),
192-194.

202. Li L, Hoffman RM. Topical liposome delivery of molecules to hair follicles in
mice. J Dermatol Sci 1997, 14 (2), 101-108.



275

203. Aljuffali IA, Sung CT, Shen F-M, Huang C-T, Fang J-Y. Squarticles as a lipid
nanocarrier for delivering diphencyprone and minoxidil to hair follicles and human
dermal papilla cells. AAPS PharmSciTech 2014, 16 (1), 140-150.

204. Hoffman, R. M., Topical liposome targeting of dyes, melanins, genes, and proteins
selectively to hair follicles. J Drug Target 1998, 5 (2), 67-74.

205. Li L, Hoffman RM. The feasibility of targeted selective gene therapy of the hair
follicle. Nat Med 1995, 1, 705.

206. Ulmer M, Patzelt A, Vergou T, Richter H, Miiller G, Kramer A ve ark. In vivo
investigation of the efficiency of a nanoparticle-emulsion containing polihexanide on the
human skin. Eur J Pharm Biopharm 2013, 84 (2), 325-329.

207. Wu H, Ramachandran C, Weiner ND, Roessler BJ. Topical transport of
hydrophilic compounds using water-in-oil nanoemulsions. Int J Pharm 2001, 220 (1), 63-
75.

208. Lademann J, Knorr F, Richter H, Blume-Peytavi U, Vogt A, Antoniou C ve ark.
Hair follicles — An efficient storage and penetration pathway for topically applied
substances. Summary of recent results obtained at the Center of Experimental and
Applied Cutaneous Physiology, Charite -Universitatsmedizin Berlin, Germany. Skin
Pharmacol Physiol 2008, 21 (3), 150-155.

209. Lademann J, Richter H, Schaefer UF, Blume-Peytavi U, Teichmann A, Otberg N
ve ark. Hair follicles — A long-term reservoir for drug delivery. Skin Pharmacol Physiol
2006, 19 (4), 232-236.

210. Matos BN, Reis TA, Gratieri T, Gelfuso GM. Chitosan nanoparticles for targeting
and sustaining minoxidil sulphate delivery to hair follicles. Int J Biol Macromol 2015, 75,
225-9.

211. Tran N, Knorr F, Mak WC, Cheung KY, Richter H, Meinke M ve ark. Gradient-
dependent release of the model drug TRITC-dextran from FITC-labeled BSA hydrogel
nanocarriers in the hair follicles of porcine ear skin. Eur J Pharm Biopharm 2017, 116,
12-16.

212. Watt FM. Mammalian skin cell biology: at the interface between laboratory and
clinic. Science 2014, 346 (6212), 937-40.

213. Patzelt A, Richter H, Knorr F, Schifer U, Lehr C-M, Dahne L ve ark. Selective
follicular targeting by modification of the particle sizes. J Control Release 2011, 150 (1),
45-48.

214. Lademann J, Patzelt A, Richter H, Antoniou C, Sterry W, Knorr F. Determination
of the cuticula thickness of human and porcine hairs and their potential influence on the
penetration of nanoparticles into the hair follicles. J Biomed Opt 2009, 14 (2), 021014.
215. Vogt A, Hadam S, Heiderhoff M, Audring H, Lademann J, Sterry W ve ark.
Morphometry of human terminal and vellus hair follicles. Exp Dermatol 2007, 16 (11),
946-950.

216. Zaenglein AL, Thiboutot DM. Acne vulgaris. I¢inde Dermatology. 3th ed.
Bolognia J, Jorizzo J, Schaffer J, editorler. Basel, Switzerland: Saunders; 2012.

217. Tom WL, Friedlander SF. Acne through the ages: case-based observations
through childhood and adolescence. Clin Pediatr (Phila) 2008, 47 (7), 639-51.

218. Olutunmbi Y, Paley K, English JC 3. Adolescent female acne: etiology and
management. J Pediatr Adolesc Gynecol 2008, 21 (4), 171-6.

219. Zaenglein AL, Graber EM, Thiboutot DM, Strauss JS. Acne vulgaris and
acneiform eruptions. I¢inde Fitpatrick’s Dermatology in General Medicine. Tth ed. Wolff
K, Goldsmith LA, Katz SI, Gilchrest BA, Paller AS, Leffell DJ, editérler. New York:
McGraw-Hill; 2008. pp 690-702.



276

220. Smolinski KN, Yan AC. Acne update: 2004. Curr Opin Pediatr 2004, 16 (4), 385-
91.

221. Zaenglein AL, Pathy AL, Schlosser BJ, Alikhan A, Baldwin HE, Berson DS ve
ark. Guidelines of care for the management of acne vulgaris. J Am Acad Dermatol 2016,
74 (5), 945-73 e33.

222. Thiboutot D, Gollnick H, Bettoli V, Dreno B, Kang S, Leyden JJ ve ark. New
insights into the management of acne: An update from the global alliance to improve
outcomes in acne group. J Am Acad Dermatol 2009, 60 (5 Suppl), S1-50.

223. Simpson NB, Cunliffe WJ. Disorders of the Sebaceous Glands. I¢inde Rook's
Textbook of Dermatology. Burns T, Breathnach S, Cox N, Griffiths C, editorler.
Blackwell Science; 2008. pp 2121-2196.

224.  Cunliffe WJ, Holland DB, Jeremy A. Comedone formation: etiology, clinical
presentation, and treatment. Clin Dermatol 2004, 22 (5), 367-74.

225. Gollnick HP. From new findings in acne pathogenesis to new approaches in
treatment. J Eur Acad Dermatol Venereol: JEADV 2015, 29 Suppl 5, 1-7.

226. Ghodsi SZ, Orawa H, Zouboulis CC. Prevalence, severity, and severity risk
factors of acne in high school pupils: a community-based study. J Invest Dermatol 2009,
129 (9), 2136-41.

227. Bhate K, Williams HC. Epidemiology of acne vulgaris. Br J Dermatol 2013, 168
(3), 474-85.

228. Makrantonaki E, Ganceviciene R, Zouboulis C. An update on the role of the
sebaceous gland in the pathogenesis of ache. Dermatoendocrinol 2011, 3 (1), 41-49.
229. Azmahani A, Nakamura Y, McNamara KM, Sasano H. The role of androgen
under normal and pathological conditions in sebaceous glands: The possibility of target
therapy. Curr Mol Pharmacol 2016, 9 (4), 311-319.

230. Ozlii E, Baykan A, Ertas R. Akne Vulgaris etiyopatogenezine genel bakis. DU
Saglik Bil Enst Derg 2018, 8 (1), 44-54.

231. Thiboutot DM, Strauss JS. Diseases of the sebaceous glands. Icinde Fitzpatrick's
Dermatology In General Medicine. 6th ed. Freedberg IM, Eisen AZ, Wolff K, Austen
KF, Goldsmith LA, Katz Sl, editorler. New York: McGraw-Hill; 2003.

232. Leyden JJ, McGinley KJ, Mills OH, Kligman AM. Propionibacterium levels in
patients with and without acne vulgaris. J Invest Dermatol 1975, 65 (4), 382-4.

233. Tanghetti EA. The role of inflammation in the pathology of acne. J Clin Aesthet
Dermatol 2013, 6 (9), 27-35.

234. Holland DB, Jeremy AH. The role of inflammation in the pathogenesis of acnhe
and acne scarring. Semin Cutan Med Surg 2005, 24 (2), 79-83.

235. Leyden JJ. A review of the use of combination therapies for the treatment of acne
vulgaris. J Am Acad Dermatol 2003, 49 (3, Supplement), S200-S210.

236. Katsambas AD, Stefanaki C, Cunliffe WJ. Guidelines for treating acne. Clin
Dermatol 2004, 22 (5), 439-444.

237. Giingor E. Akne. Turk J Dermatol 2012, 6, 138-49.

238. Vyas A, Kumar Sonker A, Gidwani B. Carrier-based drug delivery system for
treatment of acne. ScientificWorldJournal 2014, 2014, 276260-276260.

239. Gollnick HPM, Krautheim A. Topical treatment in acne: Current status and future
aspects. Dermatology (Basel) 2003, 206 (1), 29-36.

240. Bilen H, Akdeniz N, Karadag AS. Aknede topikal tedaviler. Turkiye Klinikleri J
Dermatol-Special Topics 2016, 9 (2), 53-6.

241. Williams HC, Dellavalle RP, Garner S. Acne vulgaris. Lancet 2012, 379 (9813),
361-72.



277

242.  Williams HC, Dellavalle RP. The growth of clinical trials and systematic reviews
in informing dermatological patient care. J Invest Dermatol 2012, 132 (3, Part 2), 1008-
1017.

243. Date AA, Naik B, Nagarsenker MS. Novel drug delivery systems: potential in
improving topical delivery of antiacne agents. Skin Pharmacol Physiol 2006, 19 (1), 2-
16.

244. Gamble R, Dunn J, Dawson A, Petersen B, McLaughlin L, Small A ve ark.
Topical antimicrobial treatment of acne vulgaris: an evidence-based review. Am J Clin
Dermatol 2012, 13 (3), 141-52.

245. Feldman S, Careccia RE, Barham KL, Hancox J. Diagnosis and treatment of acne.
Am Fam Physician 2004, 69 (9), 2123-30.

246. Tan J. Dapsone 5% gel: A new option in topical therapy for acne. Skin Therapy
Lett 2012, 17 (8), 1-3.

247. Bershad SV. The modern age of acne therapy: A review of current treatment
options. Mt Sinai J Med 2001, 68 (4-5), 279-86.

248. Del Rosso JQ. The use of sodium sulfacetamide 10%-sulfur 5% emollient foam
in the treatment of acne vulgaris. J Clin Aesthet Dermatol 2009, 2 (8), 26-9.

249. Ergin C, Ergin S, Kaleli I, Sengiil M, Erdogan BS. Screening of antibiotic resistant
Propionibacterium acnes from acne vulgaris patients: Data from Pamukkale University.
TURKDERM 2007, 41 (1), 19-21.

250. Simpson RC, Grindlay DJ, Williams HC. What’s new in acne? An analysis of
systematic reviews and clinically significant trials published in 2010-11. Clin Exp
Dermatol 2011, 36 (8), 840-844.

251. Eady EA, Gloor M, Leyden JJ. Propionibacterium acnes resistance: A worldwide
problem. Dermatology (Basel) 2003, 206 (1), 54-56.

252. Kamangar F, Shinkai K. Acne in the adult female patient: a practical approach.
Int J Dermatol 2012, 51 (10), 1162-1174.

253. Katsambas AD, Dessinioti C. Hormonal therapy for acne: why not as first line
therapy? facts and controversies. Clin Dermatol 2010, 28 (1), 17-23.

254. Liao DC. Management of acne. J Fam Pract 2003, 52 (1), 43-51.

255. Kunynetz RA. A review of systemic retinoid therapy for acne and related
conditions. Skin Therapy Lett 2004, 9 (3), 1-4.

256. Cyrulnik AA, Viola KV, Gewirtzman AJ, Cohen SR. High-dose isotretinoin in
acne vulgaris: improved treatment outcomes and quality of life. Int J Dermatol 2012, 51
(9), 1123-30.

257. Korting HC., Schifer-Korting M. Carriers in the topical treatment of skin disease.
Icinde Handbook of Experimental Pharmacology. Schifer-Korting M, editér. Berlin:
Springer-Verlag; 2010. pp 435-468.

258. Castro GA, Ferreira LA. Novel vesicular and particulate drug delivery systems for
topical treatment of acne. Expert Opin Drug Deliv 2008, 5 (6), 665-79.

259. Shroot B, Eustache J, Bernardon J-M. Benzonaphthalene derivatives and
compositions. US4717720A 1988.

260. FDA approval of Differin® Gel (adapalene 0.1%). Erisim 10.11.2018,
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/index.cfm?event=overview.process&A

ppIN0=020380

261. FDA approval of Differin® Solution (adapalene 0.1%). Erisim 10.11.2018,
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/index.cfm?event=overview.process&A

ppIN0=020338



278

262. FDA approval of Differin® Cream (adapalene 0.1%). Erisim 10.11.2018,
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/index.cfm?event=overview.process&A
ppIN0=020748

263. FDA approval of Differin® Gel (adapalene 0.3%). Erisim 10.11.2018,
https://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/daf/index.cfm?event=overview.process&A
ppIN0=021753

264. ChemSpider. Erisim 16.10.2018,  http://www.chemspider.com/Chemical-
Structure.23164960.html

265. Irby CE, Yentzer BA, Feldman SR. A review of adapalene in the treatment of acne
vulgaris. J Adolesc Health Care 2008, 43 (5), 421-4.

266. Bouclier M, Chatelus A, Ferracin J, Delain C, Shroot B, Hensb CN. Quantification
of epidermal histological changes induced by topical retinoids and CD271 in the rhino
mouse model using a standardized image analysis technique. Skin Pharmacol 1991, 4 (2),
65-73.

267. Shroot B, Michel S, Allec J, Chatelus A, Wagner N. A new concept of drug
delivery for acne. Dermatology (Basel) 1998, 196 (1), 165-170.

268. Griffiths CE, Ancian P, Humphries J, Poncet M, Rizova E, Michel S ve ark.
Adapalene 0.1% gel and adapalene 0.1% cream stimulate retinoic acid receptor mediated
gene transcription without significant irritative effects in the skin of healthy human
volunteers. Br J Dermatol 1998, 139 Suppl 52, 12-6.

269. DIFFERIN® (adapalene) Cream, 0.1%. Erigim 30.11.2018,
https://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/label/2000/20748l1bl.pdf

270. DIFFERIN® % 0,1 Jel 30 G-Kullanma Talimati (KT). Erisim 30.11.2018,
https://www.eip.com.tr/urunler/ilac/d

271. Tolaymat L, Pellegrini  MV.  Adapalene.  Erisim  30.11.2018,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK482509/

272. DIFFERIN® %0.1 Jel. Erisim 30.11.2018, https://cdn.ilacrehberi.com/differin-01-
jel-ebb9-kt.pdf

273. Kircik LH. Microsphere technology: hype or help? J Clin Aesthet Dermatol 2011,
4 (5), 27-31.

274. Rao GR, Ghosh S, Dhurat R, Sharma A, Dongre P, Baliga VVP. Efficacy, safety,
and tolerability of microsphere adapalene vs. conventional adapalene for acne vulgaris.
Int J Dermatol 2009, 48 (12), 1360-5.

275. Ramezanli T, Michniak-Kohn BB. Development and characterization of a topical
gel formulation of adapalene-TyroSpheres and assessment of its clinical efficacy. Mol
Pharm 2018, 15 (9), 3813-3822.

276. Svenson S, Tomalia DA. Dendrimers in biomedical applications—reflections on
the field. Adv Drug Deliv Rev 2012, 64, 102-115.

277. Lee CC, MacKay JA, Frechet JM, Szoka FC. Designing dendrimers for biological
applications. Nat Biotechnol 2005, 23 (12), 1517-26.

278. Gao C, Yan D. Hyperbranched polymers: from synthesis to applications. Eur
Polym J 2004, 29, 183-275.

279. Jang W-D, Kamruzzaman Selim KM, Lee C-H, Kang I-K. Bioinspired application
of dendrimers: From bio-mimicry to biomedical applications. Prog Polym Sci 2009, 34
(1), 1-23.

280. Baars M, Karlsson AJ, Sorokin V, de Waal BFW, Meijer EW. Supramolecular
modification of the periphery of dendrimers resulting in rigidity and functionality. Angew
Chem Int Ed Engl 2000, 39 (23), 4262-4265.



279

281. Hong S, Leroueil PR, Majoros 1J, Orr BG, Baker JR, Banaszak Holl MM. The
binding avidity of a nanoparticle-based multivalent targeted drug delivery platform.
Chem Biol 2007, 14 (1), 107-115.

282. Rosen BM, Wilson CJ, Wilson DA, Peterca M, Imam MR, Percec V. Dendron-
mediated self-assembly, disassembly, and self-organization of complex systems. Chem
Rev 2009, 109 (11), 6275-540.

283. Wurm F, Frey H. Linear—dendritic block copolymers: The state of the art and
exciting perspectives. Prog Polym Sci 2011, 36 (1), 1-52.

284. Kaminskas LM, Boyd BJ, Porter CJ. Dendrimer pharmacokinetics: the effect of
size, structure and surface characteristics on ADME properties. Nanomedicine (Lond)
2011, 6 (6), 1063-84.

285. Gillies ER, Fréchet JMJ. Dendrimers and dendritic polymers in drug delivery.
Drug Discov Today 2005, 10 (1), 35-43.

286. Tomalia DA, Baker H, Dewald J, Hall M, Kallos G, Martin S ve ark. A New Class
of Polymers: Starburst-Dendritic Macromolecules. Polym J 1985, 17, 117.

287. Hawker CJ, Frechet JMJ. Preparation of polymers with controlled molecular
architecture. A new convergent approach to dendritic macromolecules. J Am Chem Soc
1990, 112 (21), 7638-7647.

288. Bolu BS, Sanyal R, Sanyal A. Drug Delivery Systems from Self-Assembly of
Dendron-Polymer Conjugates. Molecules 2018, 23 (7).

289. Hong S, Bielinska AU, Mecke A, Keszler B, Beals JL, Shi X ve ark. Interaction
of poly(amidoamine) dendrimers with supported lipid bilayers and cells: hole formation
and the relation to transport. Bioconjug Chem 2004, 15 (4), 774-82.

290. Mintzer MA, Grinstaff MW. Biomedical applications of dendrimers: a tutorial.
Chem Soc Rev 2011, 40 (1), 173-90.

291. Bharti JP, Prajapati SK, Jaiswal MK, Yadav RD. Dendrimer multifunctional
nano-device: A review. Int J Pharm Sci Res (IJPSR) 2011, 2 (8), 1947-1960.

292. Garg, T, Singh, O, Arora, S, Murthy, R., Dendrimer- a novel scaffold for drug
delivery. Int J Pharm Sci Rev Res 2011, 7 (2), 211-220.

293. Tomalia DA, Naylor AM, Goddard WA. Starburst Dendrimers: Molecular-Level
Control of Size, Shape, Surface Chemistry, Topology, and Flexibility from Atoms to
Macroscopic Matter. Angew Chem Int Ed Engl 1990, 29 (2), 138-175.

294. Nanjwade BK, Bechra HM, Derkar GK, Manvi FV, Nanjwade VK. Dendrimers:
Emerging polymers for drug-delivery systems. Eur J Pharm Sci 2009, 38 (3), 185-196.
295. Vidal F, Guzman L. Dendrimer nanocarriers drug action: perspective for neuronal
pharmacology. Neural Regen Res 2015, 10 (7), 1029-31.

296. Esfand R, Tomalia DA. Poly(amidoamine) (PAMAM) dendrimers: from
biomimicry to drug delivery and biomedical applications. Drug Discov Today 2001, 6
(8), 427-436.

297. Labieniec M, Watala C. PAMAM dendrimers — diverse biomedical applications.
Facts and unresolved questions. Central Eur Journal of Biology 2009, 4 (4), 434-451.
298. Kannan RM, Perumal OP, Kannan S. Dendrimers and Hyperbranched Polymers
for Drug Delivery. i¢inde Biomedical Applications of Nanotechnology. Labhasetwar V,
Leslie-Pelecky DL, editorler. Wiley; 2007. p 121.

299. Winnicka K, Wroblewska M, Sosnowska K, Car H, Kasacka I. Evaluation of
cationic polyamidoamine dendrimers' dermal toxicity in the rat skin model. Drug Des
Devel Ther 2015, 9, 1367-77.

300. Samdaria NGI, William A, Diallo M. Dendrimer-Enhanced Filtration: A Novel
Idea For Chloride Removal. Caltech Undergrad Res J: CURJ 2010, 11 (1), 15-21.



280

301. Birnbaum ER, Rau KC, Sauer NN. Selective Anion Binding from Water Using
Soluble Polymers. Sep Sci Technol 2003, 38 (2), 389-404.

302. Markowicz M, Szymanski P, Ciszewski M, Ktys A, Mikiciuk-Olasik E.
Evaluation of poly(amidoamine) dendrimers as potential carriers of iminodiacetic
derivatives using solubility studies and 2D-NOESY NMR spectroscopy. J Biol Phys
2012, 38 (4), 637-656.

303. Madaan K, Kumar S, Poonia N, Lather V, Pandita D. Dendrimers in drug delivery
and targeting: Drug-dendrimer interactions and toxicity issues. J Pharm Bioallied Sci
2014, 6 (3), 139-150.

304. Chen Y, Wang M, Fang L. Biomaterials as novel penetration enhancers for
transdermal and dermal drug delivery systems. Drug Deliv 2013, 20 (5), 199-209.

305. Venuganti VV, Perumal OP. Poly(amidoamine) dendrimers as skin penetration
enhancers: Influence of charge, generation, and concentration. J Pharm Sci 2009, 98 (7),
2316-56.

306. Sun M, Fan A, Wang Z, Zhao Y. Dendrimer-mediated drug delivery to the skin.
Soft Matter 2012, 8 (16), 4301-4305.

307. Strydom SJ, Rose WE, Otto DP, Liebenberg W, de Villiers MM.
Poly(amidoamine) dendrimer-mediated synthesis and stabilization of silver sulfonamide
nanoparticles with increased antibacterial activity. Nanomed: Nanotechnol Biol Med
2013, 9 (1), 85-93.

308. Kataoka K, Harada A, Nagasaki Y. Block copolymer micelles for drug delivery:
design, characterization and biological significance. Adv Drug Deliv Rev 2001, 47 (1),
113-131.

309. Owen SC, Chan DPY, Shoichet MS. Polymeric micelle stability. Nano Today
2012, 7 (1), 53-65.

310. Shi B, Fang C, You MX, Zhang Y, Fu S, Pei YY. Stealth MePEG-PCL micelles:
effects of polymer composition on micelle physicochemical characteristics, in vitro drug
release, in vivo pharmacokinetics in rats and biodistribution in S180 tumor bearing mice.
Colloid Polym Sci 2005, 283 (9), 954-967.

311. Clare H, Lin PK, Tetley L, Cheng WP. The use of nano polymeric self-assemblies
based on novel amphiphilic polymers for oral hydrophobic drug delivery. Pharm Res
2012, 29 (3), 782-94.

312. Santos S, Medronho B, Santos T, Antunes FE. Amphiphilic Molecules in Drug
Delivery Systems. Icinde Drug Delivery Systems: Advanced Technologies Potentially
Applicable in Personalised Treatment. Coelho J, editor. Dordrecht: Springer Netherlands;
2013. pp 35-85.

313. Bae JW, Pearson RM, Patra N, Sunogrot S, Vukovi¢ L, Kral P, Hong S. Dendron-
mediated self-assembly of highly PEGylated block copolymers: a modular nanocarrier
platform. Chem Commun 2011, 47 (37), 10302-10304.

314. Pearson RM, Patra N, Hsu HJ, Uddin S, Kral P, Hong S. Positively charged
dendron micelles display negligible cellular interactions. ACS macro letters 2013, 2 (1),
77-81.

315.  Sumer Bolu B, Manavoglu Gecici E, Sanyal R. Combretastatin A-4 conjugated
antiangiogenic micellar drug delivery systems using dendron—polymer conjugates. Mol
Pharm 2016, 13 (5), 1482-1490.

316. Oelker AM, Berlin JA, Wathier M, Grinstaff MW. Synthesis and characterization
of dendron cross-linked PEG hydrogels as corneal adhesives. Biomacromolecules 2011,
12 (5), 1658-65.



281

317. Lundberg P, Walter MV, Montafiez M1, Hult D, Hult A, Nystrom A ve ark. Linear
dendritic polymeric amphiphiles with intrinsic biocompatibility: synthesis and
characterization to fabrication of micelles and honeycomb membranes. Polym Chem
2011, 2 (2), 394-402.

318. Amir RJ. Enzyme-responsive PEG—dendron hybrids as a platform for smart
nanocarriers. Synlett 2015, 26 (19), 2617-2622.

319. Gaucher G, Satturwar P, Jones M-C, Furtos A, Leroux J-C. Polymeric micelles
for oral drug delivery. Eur J Pharm Biopharm 2010, 76 (2), 147-158.

320. Cholkar K, Patel A, Vadlapudi AD, Mitra AK. Novel nanomicellar formulation
approaches for anterior and posterior segment ocular drug delivery. Recent Pat Nanomed
2012, 2 (2), 82-95.

321. Chiappetta DA, Sosnik A. Poly(ethylene oxide)-poly(propylene oxide) block
copolymer micelles as drug delivery agents: improved hydrosolubility, stability and
bioavailability of drugs. Eur J Pharm Biopharm 2007, 66 (3), 303-17.

322. LiuJ, Lee H, Allen C. Formulation of drugs in block copolymer micelles: drug
loading and release. Curr Pharm Des 2006, 12 (36), 4685-701.

323.  Torchilin VP. Structure and design of polymeric surfactant-based drug delivery
systems. J Control Release 2001, 73 (2-3), 137-72.

324. Francis MF, Cristea M, Winnik FM. Exploiting the vitamin B12 pathway to
enhance oral drug delivery via polymeric micelles. Biomacromolecules 2005, 6 (5), 2462-
7.

325.  YiY, YoonHJ, KimBO, Shim M, Kim SO, Hwang SJ ve ark. A mixed polymeric
micellar formulation of itraconazole: Characteristics, toxicity and pharmacokinetics. J
Control Release 2007, 117 (1), 59-67.

326. Sant VP, Smith D, Leroux JC. Enhancement of oral bioavailability of poorly
water-soluble drugs by poly(ethylene glycol)-block-poly(alkyl acrylate-co-methacrylic
acid) self-assemblies. J Control Release 2005, 104 (2), 289-300.

327. Aliabadi HM, Elhasi S, Mahmud A, Gulamhusein R, Mahdipoor P, Lavasanifar
A. Encapsulation of hydrophobic drugs in polymeric micelles through co-solvent
evaporation: the effect of solvent composition on micellar properties and drug loading.
Int J Pharm 2007, 329 (1-2), 158-65.

328. Letchford K, Zastre J, Liggins R, Burt H. Synthesis and micellar characterization
of short block length methoxy poly(ethylene glycol)-block-poly(caprolactone) diblock
copolymers. Colloids Surf B Biointerfaces 2004, 35 (2), 81-91.

329. Yokoyama M, Opanasopit P, Okano T, Kawano K, Maitani Y. Polymer design
and incorporation methods for polymeric micelle carrier system containing water-
insoluble anti-cancer agent camptothecin. J Drug Target 2004, 12 (6), 373-84.

330. Fournier E, Dufresne MH, Smith DC, Ranger M, Leroux JC. A novel one-step
drug-loading procedure for water-soluble amphiphilic nanocarriers. Pharm Res 2004, 21
(6), 962-8.

331. Meli L, Santiago JM, Lodge TP. Path-dependent morphology and relaxation
kinetics of highly amphiphilic diblock copolymer micelles in ionic liquids.
Macromolecules 2010, 43 (4), 2018-2027.

332. Yokoyama M, Satoh A, Sakurai Y, Okano T, Matsumura Y, Kakizoe T, Kataoka
K. Incorporation of water-insoluble anticancer drug into polymeric micelles and control
of their particle size. J Control Release 1998, 55 (2-3), 219-29.

333. Kohori F, Yokoyama M, Sakai K, Okano T. Process design for efficient and
controlled drug incorporation into polymeric micelle carrier systems. J Control Release
2002, 78 (1-3), 155-63.



282

334. Le Garrec D, Gori S, Luo L, Lessard D, Smith DC, Yessine MA, Ranger M,
Leroux JC. Poly(N-vinylpyrrolidone)-block-poly(D,L-lactide) as a new polymeric
solubilizer for hydrophobic anticancer drugs: in vitro and in vivo evaluation. J Control
Release 2004, 99 (1), 83-101.

335. Karande P, Jain A, Ergun K, Kispersky V, Mitragotri S. Design principles of
chemical penetration enhancers for transdermal drug delivery. Proc Natl Acad Sci USA
2005, 102 (13), 4688-93.

336. Poree DE, Giles MD, Lawson LB, He J, Grayson SM. Synthesis of amphiphilic
star block copolymers and their evaluation as transdermal carriers. Biomacromolecules
2011, 12 (4), 898-906.

337. Spernath A, Aserin A, Sintov AC, Garti N. Phosphatidylcholine embedded
micellar systems: enhanced permeability through rat skin. J Colloid Interface Sci 2008,
318 (2), 421-9.

338. Narasimha Murthy S, Shivakumar HN. Topical and Transdermal Drug Delivery.
I¢inde Handbook of non-invasive drug delivery systems. Kulkarni VS, editér. Burlington:
Elsevier Inc.; 2010. pp 14-15.

339. Allen LVP, Nicholas G, Ansel Howard C. Semisolid Dosage Forms and
Transdermal Systems. iginde Ansel's pharmaceutical dosage forms and drug delivery
systems. 9th ed. Philadelphia: Wolters Kluwer Health/Lippincott Williams & Wilkins;
2011.

340. Pena LE. Gel dosage form: Theory, formulation and processing. icinde Topical
Drug Delivery Formulations. Osborne DWA, Anton H, editérler. New York: Taylor &
Francis Group LLC; 1989. pp 381-388.

341. FDA Guidance on Pharmaceutical Quality/CMC. Erisim 30.01.2018,
https://www.fda.gov/downloads/drugs/guidances/ucm386366.pdf

342. ICH Harmonised Tripartite Guideline Q2(R1). Erisim 30.01.2018,
http://www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/Q2_
R1/Step4/Q2_R1__ Guideline.pdf

343. Shabir GA. Validation of high-performance liquid chromatography methods for
pharmaceutical analysis: Understanding the differences and similarities between
validation requirements of the US Food and Drug Administration, the US Pharmacopeia
and the International Conference on Harmonization. J Chromatogr A 2003, 987 (1), 57-
66.

344. Abouelmagd SA, Sun B, Chang AC, Ku YJ, Yeo Y. Release kinetics study of
poorly water-soluble drugs from nanoparticles: are we doing it right? Mol Pharm 2015,
12 (3), 997-1003.

345. Beriro DJ, Cave MR, Wragg J, Thomas R, Wills G, Evans F. A review of the
current state of the art of physiologically-based tests for measuring human dermal in vitro
bioavailability of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) in soil. J Hazard Mater 2016,
305, 240-259.

346. Diallo MS, Christie S, Swaminathan P, Johnson JH, Jr Goddard WA 3.
Dendrimer enhanced ultrafiltration. 1. Recovery of Cu(ll) from aqueous solutions using
PAMAM dendrimers with ethylene diamine core and terminal NH2 groups. Environ Sci
Technol 2005, 39 (5), 1366-77.

347. Beezer AE, King ASH, Martin IK, Mitchel JC, Twyman LJ, Wain CF. Dendrimers
as potential drug carriers; encapsulation of acidic hydrophobes within water soluble
PAMAM derivatives. Tetrahedron 2003, 59 (22), 3873-3880.



283

348. Fedeli E, Hernandez-Ainsa S, Lancelot A, Gonzalez-Pastor R, Calvo P, Sierra T
ve ark. Nanoobjects formed by ionic PAMAM dendrimers: hydrophilic/lipophilic
modulation and encapsulation properties. Soft Matter 2015, 11 (30), 6009-17.

349.  Pubchem. Erisim 15.10.2018,
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/60164#section=LogP

350. Bernard BA. Adapalene, a new chemical entity with retinoid activity. Skin
Pharmacol 1993, 6 Suppl 1, 61-9.

351. Markowicz-Piasecka M, Sikora J, Szymanski P, Kozak, Oliwia K, Studniarek M,
Mikiciuk-Olasik E. PAMAM Dendrimers as Potential Carriers of Gadolinium Complexes
of Iminodiacetic Acid Derivatives for Magnetic Resonance Imaging. J Nanomater 2015,
2015, 11.

352. Ankrum JA, Miranda OR, Ng KS, Sarkar D, Xu C, Karp JM. Engineering cells
with intracellular agent—loaded microparticles to control cell phenotype. Nat Protoc 2014,
9, 233.

353. Dabholkar RD, Sawant RM, Mongayt DA, Devarajan PV, Torchilin VP.
Polyethylene glycol-phosphatidylethanolamine conjugate (PEG-PE)-based mixed
micelles: Some properties, loading with paclitaxel, and modulation of P-glycoprotein-
mediated efflux. Int J Pharm 2006, 315 (1), 148-157.

354. Sallam MA, Motawaa AM, Mortada SM. An insight on human skin penetration
of diflunisal: lipogel versus hydrogel microemulsion. Drug Dev Ind Pharm 2015, 41 (1),
141-147.

355.  Summerfield A, Meurens F, Ricklin ME. The immunology of the porcine skin and
its value as a model for human skin. Mol Immunol 2015, 66 (1), 14-21.

356. OECD, Test No. 428: Skin Absorption: In Vitro Method. 2004. Erisim 24.11.2018,
https://www.oecd-ilibrary.org/content/publication/9789264071087-en

357. Changez M, Chander J, Dinda AK. Transdermal permeation of tetracaine
hydrochloride by lecithin microemulsion: in vivo. Colloids Surf B Biointerfaces 2006, 48
(1), 58-66.

358. Filipowicz A, Wolowiec S. Solubility and in vitro transdermal diffusion of
riboflavin assisted by PAMAM dendrimers. Int J Pharm 2011, 408 (1-2), 152-6.

359. Venuganti VV, Sahdev P, Hildreth M, Guan X, Perumal O. Structure-skin
permeability relationship of dendrimers. Pharm Res 2011, 28 (9), 2246-60.

360. Hathout RM, Mansour S, Mortada ND, Geneidi AS, Guy RH. Uptake of
microemulsion components into the stratum corneum and their molecular effects on skin
barrier function. Mol Pharm 2010, 7 (4), 1266-73.

361. Alvarez-Roman R, Merino G, Kalia YN, Naik A, Guy RH. Skin permeability
enhancement by low frequency sonophoresis: lipid extraction and transport pathways. J
Pharm Sci 2003, 92 (6), 1138-46.

362. Youn SH, Choi CW, Choi JW, Youn SW. The skin surface pH and its different
influence on the development of acne lesion according to gender and age. Skin Res
Technol (ISBS, ISDIS, ISSI) 2013, 19 (2), 131-6.

363. Hsu H-j, Han Y, Cheong M, Kral P, Hong S. Dendritic PEG outer shells enhance
serum stability of polymeric micelles. Nanomed: Nanotechnol Biol Med 2018, 14 (6),
1879-1889.

364. Karaca M, Dutta R, Ozsoy Y, Mahato RI. Micelle mixtures for coadministration
of gemcitabine and GDC-0449 to treat pancreatic cancer. Mol Pharm 2016, 13 (6), 1822-
32.



284

365. Muller B, Kasper M, Surber C, Imanidis G. Permeation, metabolism and site of
action concentration of nicotinic acid derivatives in human skin. Correlation with topical
pharmacological effect. Eur J Pharm Sci 2003, 20 (2), 181-95.

366. D'Souza AJ, Topp EM. Release from polymeric prodrugs: linkages and their
degradation. J Pharm Sci 2004, 93 (8), 1962-79.

367. Jornada DH, dos Santos Fernandes GF, Chiba DE, de Melo TR, dos Santos JL,
Chung MC. The prodrug approach: A successful tool for improving drug solubility.
Molecules 2015, 21 (1), 42.

368. Potts RO, Guy RH. Predicting skin permeability. Pharm Res 1992, 9 (5), 663-669.
369. Jacobi U, Tassopoulos T, Surber C, Lademann J. Cutaneous distribution and
localization of dyes affected by vehicles all with different lipophilicity. Arch Dermatol
Res 2006, 297 (7), 303-310.

370. Lindemann U, Wilken K, Weigmann HJ, Schaefer H, Sterry W, Lademann J.
Quantification of the horny layer using tape stripping and microscopic techniques. J
Biomed Opt 2003, 8 (4), 601-7.

371. Chatelain E, Gabard B, Surber C. Skin penetration and sun protection factor of
five UV filters: effect of the vehicle. Skin Pharmacol Appl Skin Physiol 2003, 16 (1), 28-
35.

372. Zhao Y, Moddaresi M, Jones SA, Brown MB. A dynamic topical
hydrofluoroalkane foam to induce nanoparticle modification and drug release in situ. Eur
J Pharm Biopharm 2009, 72 (3), 521-528.

373. Bhatia S. Nanoparticles types, classification, characterization, fabrication
methods and drug delivery applications. icinde Natural Polymer Drug Delivery Systems:
Nanoparticles, Plants, and Algae. Cham: Springer International Publishing; 2016. pp 33-
93.

374. Zhao 'Y, Brown MB, Jones SA. Pharmaceutical foams: are they the answer to the
dilemma of topical nanoparticles? Nanomedicine 2010, 6 (2), 227-36.

375. Lohani A, Verma A, Joshi H, Yadav N, Karki N. Nanotechnology-based
cosmeceuticals. ISRN dermatology 2014, 2014, 843687-843687.

376. Toll R, Jacobi U, Richter H, Lademann J, Schaefer H, Blume-Peytavi U,
Penetration profile of microspheres in follicular targeting of terminal hair follicles. J
Invest Dermatol 2004, 123 (1), 168-76.

377. Russell JJ. Topical therapy for acne. Am Fam Physician 2000, 61 (2), 357-66.
378. Goodman G. Cleansing and moisturizing in acne patients. Am J Clin Dermatol
2009, 10 (1), 1-6.

379. Fyrand O, Jakobsen HB. Water-based versus alcohol-based benzoyl peroxide
preparations in the treatment of acne vulgaris. Dermatologica 1986, 172 (5), 263-7.

380. Motaparthi K, Hsu S. Topical Antibacterial Agents. i¢inde Comprehensive
Dermatologic Drug Therapy. 3th ed. Wolverton SE, editér. China: Saunders Elsevier;
2013. pp 445-459.

381. Kurian A, Barankin B. Delivery vehicle advances in dermatology. STL FP 2011,
7 (2). Erisim 12.11.2018, http://www.skintherapyletter.com/family-practice/delivery-
vehicles-fp/

382. Bhatia SC. Biodiesel. icinde Advanced Renewable Energy Systems. Bhatia SC,
editor. India: Woodhead Publishing; 2014. pp 573-626.

383. Schuchardt U, Sercheli R, Rogério Matheus V. Transesterification of vegetable
oils: A review. J Braz Chem Soc 1998, 9 (3).



285

384. Smith MB, March J. Addition to Carbon—Hetero Multiple Bonds. I¢inde March's
Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and Structure. 6th ed. Hoboken,
NJ: John Wiley & Sons, Inc.; 2007. pp 1419-1420.

385. Gonzalo S, Rodea-Palomares I, Leganés F, Garcia-Calvo E, Rosal R, Fernandez-
Pifias F. First evidences of PAMAM dendrimer internalization in microorganisms of
environmental relevance: A linkage with toxicity and oxidative stress. Nanotoxicology
2015, 9 (6), 706-718.

386. Fernandez Freire P, Peropadre A, Rosal R, Pérez Martin JM, Hazen MJ.
Toxicological assessment of third generation (G3) poly (amidoamine) dendrimers using
the Allium cepa test. Sci Total Environ 2016, 563-564, 899-903.

387. Ciolkowski M, Rozanek M, Szewczyk M, Klajnert B, Bryszewska M. The
influence of PAMAM-OH dendrimers on the activity of human erythrocytes ATPases.
Biochim Biophys Acta Biomembr 2011, 1808 (11), 2714-2723.

388. Kolhe P, Misra E, Kannan RM, Kannan S, Lieh-Lai M. Drug complexation, in
vitro release and cellular entry of dendrimers and hyperbranched polymers. Int J Pharm
2003, 259 (1-2), 143-60.

389. Bohme U, Klenge A, Hinel B, Scheler U. Counterion condensation and effective
charge of PAMAM dendrimers. Polymers 2011, 3, 812-819.

390. Maiti PK, Messina R. Counterion distribution and C-potential in PAMAM
dendrimer. Macromolecules 2008, 41 (13), 5002-5006.

391. Tally L. Effect of solution pH on the retention & flux of aqueous solutions of G3-
NH. PAMAM dendrimer by regenerated cellulose ultrafiltration membranes. NNIN REU
Research Accomplishments 2004, 138-139. Erigim 18.11.2018
https://www.nnin.org/sites/default/files/files/2004NNINreuTally.pdf

392. Zhou T, Xiao X, Li G, Cai ZW. Study of polyethylene glycol as a green solvent
in the microwave-assisted extraction of flavone and coumarin compounds from medicinal
plants. J Chromatogr A 2011, 1218 (23), 3608-15.

393. Ma TY, Hollander D, Krugliak P, Katz K. PEG 400, a hydrophilic molecular
probe for measuring intestinal permeability. Gastroenterology 1990, 98 (1), 39-46.

394. Musselman ED. Insights into interactions between poly(ethylene glycol) and
proteins from molecular dynamics simulations. University of lowa, lowa, 2010. Erisim
15.11.2018, https://ir.uiowa.edu/etd/1164/

395. Gomez JL, Rodriguez GA, Cristancho DM, Delgado DR, Mora CP, Yurquina A
ve ark. Extended hildebrand solubility approach applied to nimodipine in PEG 400 +
ethanol mixtures. Revista Colombiana de Ciencias Quimico - Farmacéuticas 2013, 42,
103-121.

396. Oliveira CP, Ribeiro ME, Ricardo NM, Souza TV, Moura CL, Chaibundit C ve
ark. The effect of water-soluble polymers, PEG and PVP, on the solubilisation of
griseofulvin in agueous micellar solutions of Pluronic F127. Int J Pharm 2011, 421 (2),
252-7.

397. Popescu M-C, Filip D, Vasile C, Cruz C, Rueff JM, Marcos M ve ark.
Characterization by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR) and 2D IR
correlation spectroscopy of PAMAM dendrimer. J Phys Chem B 2006, 110 (29), 14198-
14211.

398.  Amir RM, Anjum FM, Khan MI, Khan MR, Pasha I, Nadeem M. Application of
Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy for the identification of wheat varieties.
J Food Sci Technol 2013, 50 (5), 1018-1023.



286

399. Kulhari H, Pooja D, Prajapati SK, Chauhan AS. Performance evaluation of
PAMAM dendrimer based simvastatin formulations. Int J Pharm 2011, 405 (1-2), 203-
9.

400. Gupta L, Sharma AK, Gothwal A, Khan MS, Khinchi MP, Qayum A ve ark.
Dendrimer encapsulated and conjugated delivery of berberine: A novel approach
mitigating toxicity and improving in vivo pharmacokinetics. Int J Pharm 2017, 528 (1-
2), 88-99.

401. Gautam S, Gautam P, Gupta A, Agrawal S, Sureka S, Gyan S ve ark.
Spectroscopic characterization of dendrimers. Int J Pharm Pharm Sci 2012, 4 (2), 77-80.
402. Un I, Ibisoglu H, Sahin Un S, Cosut B, Kili¢ A. Syntheses, characterizations,
thermal and photophysical properties of cyclophosphazenes containing adamantane units.
Inorganica Chim Acta 2013, 399, 219-226.

403. Adamantane. Erisim 16.11.2018,
https://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=C281232&Mask=80

404. Kaping S. Green approaches for the synthesis of pyrazolopyrimidines and study
of their biological activity. Assam Don Bosco University, Assam-India.
Shodhganga@INFLIBNET 2016. Erigim 18.11.2018
http://shodhganga.inflibnet.ac.in/bitstream/10603/110821/11/11 chapter%206.pdf

405. Mustafa R, Luo Y, Wu Y, Guo R, Shi X. Dendrimer-functionalized laponite
nanodisks as a platform for anticancer drug delivery. Nanomaterials 2015, 5 (4), 1716-
1731.

406. Tawfik MA, Tadros MI, Mohamed MI. Polyamidoamine (PAMAM) dendrimers
as potential release modulators and oral bioavailability enhancers of vardenafil
hydrochloride. Pharm Dev Technol 2018, 1-10.

407. Kesharwani P, Jain K, Jain NK. Dendrimer as nanocarrier for drug delivery. Prog
Polym Sci 2014, 39 (2), 268-307.

408. Otto DP, de Villiers MM. Poly(amidoamine) dendrimers as a pharmaceutical
excipient. Are we there yet? J Pharm Sci 2018, 107 (1), 75-83.

409. Chanphai P, Froehlich E, Mandeville JS, Tajmir-Riahi HA. Protein conjugation
with PAMAM nanoparticles: Microscopic and thermodynamic analysis. Colloids Surf B
Biointerfaces 2017, 150, 168-174.

410. Zhu K, Li J, Lai H, Yang C, Guo C, Wang C. Reprogramming fibroblasts to
pluripotency using arginine-terminated polyamidoamine nanoparticles based non-viral
gene delivery system. Int J Nanomedicine 2014, 9, 5837-5847.

411. Jackson CL, Chanzy HD, Booy FP, Drake BJ, Tomalia DA, Bauer BJ ve ark.
Visualization of dendrimer molecules by Transmission Electron Microscopy (TEM):
Staining methods and cryo-TEM of vitrified solutions. Macromolecules 1998, 31 (18),
6259-6265.

412. Yang H, Yu D, Wang H, Xie Q, Wu J, Wang J. Aggregation behavior of
amphiphilic PAMAM-based hyperbranched polymer in the presence of conventional
small molecular surfactants. Adv Chem Eng Sci: ACES 2013, 3 (3), 8.

413. Li M, Song W, Tang Z, Lv S, Lin L, Sun H ve ark. Nanoscaled poly(I-glutamic
acid)/doxorubicin-amphiphile complex as ph-responsive drug delivery system for
effective treatment of nonsmall cell lung cancer. ACS Appl Mater Interfaces 2013, 5 (5),
1781-1792.

414, Ottaviani MF, Matteini P, Brustolon M, Turro NJ, Jockusch S, Tomalia DA.
Characterization of Starburst dendrimers and vesicle solutions and their interactions by
CW- and pulsed-EPR, TEM, and Dynamic Light Scattering. J Phys Chem B 1998, 102
(31), 6029-6039.



287

415. Ding J, Shi F, Xiao C, Lin L, Chen L, He C ve ark. One-step preparation of
reduction-responsive poly(ethylene glycol)-poly(amino acid)s nanogels as efficient
intracellular drug delivery platforms. Polym Chem 2011, 2 (12), 2857-2864.

416. Aliabadi HM, Lavasanifar A. Polymeric micelles for drug delivery. Expert Opin
Drug Deliv 2006, 3 (1), 139-162.

417. Shuai X, Merdan T, Schaper AK, Xi F, Kissel T. Core-cross-linked polymeric
micelles as paclitaxel carriers. Bioconjug Chem 2004, 15 (3), 441-8.

418. Shuai X, Ai H, Nasongkla N, Kim S, Gao J. Micellar carriers based on block
copolymers of poly(epsilon-caprolactone) and poly(ethylene glycol) for doxorubicin
delivery. J Control Release 2004, 98 (3), 415-26.

419. LiuL, LiC, LiX, Yuan Z, AnY, He B. Biodegradable polylactide/poly(ethylene
glycol)/polylactide triblock copolymer micelles as anticancer drug carriers. J Appl Polym
Sci 2001, 80 (11), 1976-1982.

420. Jette KK, Law D, Schmitt EA, Kwon GS. Preparation and drug loading of
poly(ethylene glycol)-block-poly(epsilon-caprolactone) micelles through the evaporation
of a cosolvent azeotrope. Pharm Res 2004, 21 (7), 1184-91.

421. Aliabadi HM, Mahmud A, Sharifabadi AD, Lavasanifar A. Micelles of methoxy
poly(ethylene oxide)-b-poly(epsilon-caprolactone) as vehicles for the solubilization and
controlled delivery of cyclosporine A. J Control Release 2005, 104 (2), 301-11.

422. Tadros T. Colloid and interface aspects of pharmaceutical science. iginde Colloid
and Interface Science in Pharm Res and Development. Ohshima H, Makino K, editorler.
Amsterdam: Elsevier; 2014. pp 29-54.

423. Amann M, Willner L, Stellbrink J, Radulescu A, Richter D. Studying the
concentration dependence of the aggregation number of a micellar model system by
SANS. Soft Matter 2015, 11 (21), 4208-4217.

424.  Zhou J, Wang L, Ma J. Recent research progress in the synthesis and properties
of amphiphilic block co-polymers and their applications in emulsion polymerization. Des
Monomers Polym 2009, 12 (1), 19-41.

425. Zhang G, Liang F, Song X, Liu D, Li M, Wu Q. New amphiphilic biodegradable
B-cyclodextrin/poly(l-leucine)  copolymers:  Synthesis,  characterization, and
micellization. Carbohydr Polym 2010, 80 (3), 885-890.

426. Wu Q, Zhou D, Kang R, Tang X, Yang Q, Song X, Zhang G. Synthesis and self-
assembly of thermoresponsive amphiphilic biodegradable polypeptide/poly(ethyl
ethylene phosphate) block copolymers. Chem Asian J 2014, 9 (10), 2850-8.

427. Liu J, Zeng F, Allen C. Influence of serum protein on polycarbonate-based
copolymer micelles as a delivery system for a hydrophobic anti-cancer agent. J Control
Release 2005, 103 (2), 481-97.

428. Satturwar P, Eddine MN, Ravenelle F, Leroux JC. pH-responsive polymeric
micelles of poly(ethylene glycol)-b-poly(alkyl(meth)acrylate-co-methacrylic acid):
influence of the copolymer composition on self-assembling properties and release of
candesartan cilexetil. Eur J Pharm Biopharm 2007, 65 (3), 379-87.

429. Lu Y, Chowdhury D, Vladisavljevi¢ GT, Koutroumanis K, Georgiadou S.
Production of fluconazole-loaded polymeric micelles using membrane and microfluidic
dispersion devices. Membranes 2016, 6 (2), 29.

430. Cammas S, Matsumoto T, Okano T, Sakurai Y, Kataoka K. Design of functional
polymeric micelles as site-specific drug vehicles based on poly (a-hydroxy ethylene
oxide-co-B-benzyl I-aspartate) block copolymers. Mater Sci Eng C 1997, 4 (4), 241-247.



288

431. Zhou W, Li C, Wang Z, Zhang W, Liu J. Factors affecting the stability of drug-
loaded polymeric micelles and strategies for improvement. J Nanopart Res 2016, 18, 1-
18.

432. LinY-N, Su L, Smolen J, Li R, Song Y, Wang H ve ark. Co-assembly of sugar-
based amphiphilic block polymers to achieve nanoparticles with tunable morphology,
size, surface charge, and acid-responsive behavior. Mater Chem Front 2018, 2, 2230-
2238.

433. Marinova KG, Alargova RG, Denkov ND, Velev OD, Petsev DN, lvanov IB ve
ark. Charging of oil-water interfaces due to spontaneous adsorption of hydroxyl ions.
Langmuir 1996, 12 (8), 2045-2051.

434. Radomska-Soukharev A. Stability of lipid excipients in solid lipid nanoparticles.
Adv Drug Deliv Rev 2007, 59 (6), 411-418.

435. Savian AL, Rodrigues D, Weber J, Ribeiro RF, Motta MH, Schaffazick SR ve ark.
Dithranol-loaded lipid-core nanocapsules improve the photostability and reduce the in
vitro irritation potential of this drug. Mater Sci Eng C 2015, 46, 69-76.

436. Patel NA, Patel NJ, Patel RP. Comparative development and evaluation of topical
gel and cream formulations of psoralen. Drug Discov Ther 2009, 3 (5), 234-42.

437. Wuestenberg T. Cellulose and Cellulose Derivatives in the Food Industry:
Fundamentals and Applications. John Wiley & Sons; 2014.

438. Ashland™, Klucel™ Hydroxypropylcellulose physical and chemical properites.
Erisim 20.10.2018,
https://www.ashland.com/file_source/Ashland/Product/Documents/Pharmaceutical/PC_
11229 Klucel HPC.pdf

439. Jenning V, Schafer-Korting M, Gohla S. Vitamin A-loaded solid lipid
nanoparticles for topical use: drug release properties. J Control Release 2000, 66 (2-3),
115-26.

440. Celebi N. Reoloji. icinde Modern Farmasétik Teknloji. 2th ed. TEB, Eczacilik
Akademisi: 2009.

441. Altuntas E, Yener G. Formulation and evaluation of thermoreversible in situ nasal
gels containing mometasone furoate for allergic rhinitis. AAPS PharmSciTech 2017, 18
(7), 2673-2682.

442. Casson N. A Flow Equation for Pigment Oil Suspensions of Printing Ink Type.
Icinde Rheology of Dispersed System. Mill CC, editér. Oxford: Pergamon Press; 1959.
pp 84-102.

443. Bjorn A, Segura P, Karlsson A, Ejlertsson J, Svensson B. Rheological
Characterization. Icinde Biogas. Kumar S, editor. InTech; 2012.

444. The pH of Milli-Q® water. Erisim 20.11.2018,
https://www.merckmillipore.com/TR/tr/water-purification/learning-
centers/applications/environment-water-analysis/ph-measurement/water-
impact/7c2b.qB.xDKAAAFAdFSENFI2,nav?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.go
ogle.com.tr%2F&bd=1

445.  Perk M. Basic Environmental Chemistry. Icinde Soil and Water Contamination.
2"d ed. CRC Press; 2013. p 17.

446. Ramachandran S, Chen S, Etzler F. Rheological Characterization of
Hydroxypropylcellulose Gels. Drug Dev Ind Pharm 1999, 25 (2), 153-161.

447. Singh 1, Singh T. Effect of addition of non ionic surfactant on the gas sensing
properties of CuO films. J Phys Conf Ser 2014, 534 (012012).



289

448. Ramezanli T, Zhang Z, Michniak-Kohn BB. Development and characterization of
polymeric nanoparticle-based formulation of adapalene for topical acne therapy.
Nanomedicine 2017, 13 (1), 143-152.

449. Brown MC, Turner R, Lim ST. Topical Product Formulation Development. iginde
Topical and Transdermal Drug Delivery: Principles and Practice. Benson HAE,
Watkinson AC, editérler. John Wiley and Sons; 2012. pp 255-286.

450. Marsh H. Differin® (adapalene) Gel, 0.1% for the treatment of acne. Erisim
20.11.2018,
https://www.fda.gov/downloads/AdvisoryCommittees/CommitteesMeetingMaterials/Dr
ugs/NonprescriptionDrugsAdvisoryCommittee/UCM498775.pdf

451. Nasr M, Abdel-Hamid S. Optimizing the dermal accumulation of a tazarotene
microemulsion using skin deposition modeling. Drug Dev Ind Pharm 2016, 42 (4), 636-
43.

452. Contri RV, Fiel LA, Alnasif N, Pohlmann AR, Guterres SS, Schafer-Korting M.
Skin penetration and dermal tolerability of acrylic nanocapsules: Influence of the surface
charge and a chitosan gel used as vehicle. Int J Pharm 2016, 507 (1-2), 12-20.

453. Babaei S, Ghanbarzadeh S, Adib ZM, Kouhsoltani M, Davaran S, Hamishehkar
H. Enhanced skin penetration of lidocaine through encapsulation into hanoethosomes and
nanostructured lipid carriers: a comparative study. Die Pharmazie 2016, 71 (5), 247-51.
454, Lau WM, Ng KW. Finite and Infinite Dosing. I¢cinde Percutaneous Penetration
Enhancers Drug Penetration Into/Through the Skin: Methodology and General
Considerations. Dragicevic N, Maibach HI, editorler. Springer Berlin Heidelberg; 2017.
pp 35-44.

455.  Selzer D, Abdel-Mottaleb MMA, Hahn T, Schaefer UF, Neumann D. Finite and
infinite dosing: Difficulties in measurements, evaluations and predictions. Adv Drug
Deliv Rev 2013, 65 (2), 278-294.

456. Franz TJ, Lehman PA, Franz SF, North-Root H, Demetrulias JL, Kelling CK ve
ark. Percutaneous penetration of N-Nitrosodiethanolamine through human skin (in vitro):
Comparison of finite and infinite dose applications from cosmetic vehicles. Toxicological
Sciences 1993, 21 (2), 213-221.

457. OECD. Guidance Document for the Conduct of Skin Absorption Studies. 2004.
Erisim 18.11.2018, https://www.oecd-ilibrary.org/content/publication/9789264078796-
en

458. Schaefer UF, Selzer U, Hansen S, Lehr C-M. Human Native and Reconstructed
Skin Preparations for In Vitro Penetration and Permeation Studies. Icinde Percutaneous
Penetration Enhancers Drug Penetration Into/Through the Skin: Methodology and
General Considerations: Methodology and General Considerations. Dragicevic N,
Howard IM, editorler. Heidelberg: Springer-Verlag Berlin; 2017. pp 185-203.

459. OECD Guideline for the Testing of Chemicals. Test Guideline 428: Skin
Absorption: In Vitro Method. Erisim 21.11.2018,
https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/suppdocs/feddocs/oecd/oecdtg428-508.pdf

460. Bhushan B. Introduction—Human Hair, Skin, and Hair Care Products. iginde
Biophysics of Human Hair: Structural, Nanomechanical, and Nanotribological Studies.
Berlin, Heidelberg: Springer Berlin Heidelberg; 2010. pp 1-19.

461. Patzelt A, Sterry W, Lademann J. Hair Follicle Delivery. icinde Toxicology of the
Skin. Monteiro-Riviere N, editor. New York, NY: Informa Healthcare; 2010. pp 101-109.
462. Jung S, Otberg N, Thiede G, Richter H, Sterry W, Panzner S ve ark. Innovative
liposomes as a transfollicular drug delivery system: penetration into porcine hair follicles.
J Invest Dermatol 2006, 126 (8), 1728-32.



290

463. Higuchi T. Physical chemical analysis of percutaneous absorption process from
creams and ointments. J. Soc. Cosmet. Chem 1960, 11, 85-97.

464. Tsai CJ, Hsu LR, Fang JY, Lin HH. Chitosan hydrogel as a base for transdermal
delivery of berberine and its evaluation in rat skin. Biol Pharm Bull 1999, 22 (4), 397-
401.

465. Lademann J, Knorr F, Richter H, Jung S, Meinke MC, Riihl E ve ark. Hair follicles
as a target structure for nanoparticles. J Innov Opt Health Sci 2015, 8 (4), 1530004.

466. Mohd F, Todo H, Yoshimoto M, Yusuf E, Sugibayashi K. Contribution of the hair
follicular pathway to total skin permeation of topically applied and exposed chemicals.
Pharmaceutics 2016, 8 (4), 32.

467. Mitragotri S. Modeling skin permeability to hydrophilic and hydrophobic solutes
based on four permeation pathways. J Control Release 2003, 86 (1), 69-92.

468. Wosicka H, Cal K. Targeting to the hair follicles: current status and potential. J
Dermatol Sci 2010, 57 (2), 83-9.

469. Todo H, Kimura E, Yasuno H, Tokudome Y, Hashimoto F, Ikarashi Y ve ark.
Permeation pathway of macromolecules and nanospheres through skin. Biol Pharm Bull
2010, 33 (8), 1394-9.

470. Lademann J, Jacobi U, Surber C, Weigmann HJ, Fluhr JW. The tape stripping
procedure-evaluation of some critical parameters. Eur J Pharm Biopharm 2009, 72 (2),
317-23.

471. Mossberg K, Ericsson M. Detection of doubly stained fluorescent specimens
using confocal microscopy. J Microsc 1990, 158 (2), 215-224.

472. Majoros IJ, Myc A, Thomas T, Mehta CB, Baker JR. PAMAM dendrimer-based
multifunctional conjugate for cancer therapy: Synthesis, characterization, and
functionality. Biomacromolecules 2006, 7 (2), 572-579.

473. Hermanson GT. Bioconjugate Techniques. 3th ed. Academic Press; 2013.

474. Huttunen KM, Raunio H, Rautio J. Prodrugs--from serendipity to rational design.
Pharmacol Rev 2011, 63 (3), 750-71.

475. N'Da DD. Prodrug strategies for enhancing the percutaneous absorption of drugs.
Molecules 2014, 19 (12), 20780-807.

476. Liu KS, Hsieh PW, Aljuffali 1A, Lin YK, Chang SH, Wang JJ ve ark. Impact of
ester promoieties on transdermal delivery of ketorolac. J Pharm Sci 2014, 103 (3), 974-
86.

477. Hsieh PW, Aljuffali 1A, Fang CL, Chang SH, Fang JY. Hydroquinone-salicylic
acid conjugates as novel anti-melasma actives show superior skin targeting compared to
the parent drugs. J Dermatol Sci 2014, 76 (2), 120-31.

478. Jacobson E, Kim H, Kim M, T. Wondrak, G, Jacobson. Developing Topical
Prodrugs for Skin Cancer Prevention. i¢inde Fundamentals of Cancer Prevention. Alberts
D, Hess LM, editorler. Berlin Heidelberg: Springer-Verlag; 2008. pp 215-237.

479. Lobo S, Li H, Farhan N, Yan G. Evaluation of diclofenac prodrugs for enhancing
transdermal delivery. Drug Dev Ind Pharm 2014, 40 (3), 425-32.

480. Montenegro L, Carbone C, Maniscalco C, Lambusta D, Nicolosi G, Ventura CA,
Puglisi G. In vitro evaluation of quercetin-3-O-acyl esters as topical prodrugs. Int J Pharm
2007, 336 (2), 257-62.

481. Najlah M, Freeman S, Attwood D, D'Emanuele A. Synthesis, characterization and
stability of dendrimer prodrugs. Int J Pharm 2006, 308 (1-2), 175-182.

482. Halen PK, Murumkar PR, Giridhar R, Yadav MR. Prodrug designing of NSAIDs.
Mini Rev Med Chem 2009, 9 (1), 124-309.



291

483. Ullah N, Huang Z, Sanaee F, Rodriguez-Dimitrescu A, Aldawsari F, Jamali F ve
ark. NSAIDs do not require the presence of a carboxylic acid to exert their anti-
inflammatory effect - why do we keep using it? J Enzyme Inhib Med Chem 2016, 31 (6),
1018-28.

484. Gupta SK, Sathyan G, Hwang SS. Clinical assessment of transdermal drug
delivery systems. I¢inde Transdermal and Topical Drug Delivery Systems. Gosh TK,
Pfister WR, Yum SlI, editorler. Buffalo Grove, IL, USA: Interpharm Press; 1997. pp 215-
248.

485. Pannatier A, Jenner P, Testa B, Etter JC. The skin as a drug-metabolizing organ.
Drug metabolism reviews 1978, 8 (2), 319-43.

486. Bickers DR, Kappas A. The skin as a site of chemical metabolism. Icinde
Extrahepatic Metabolism of Drugs and other Foreign Compounds. Gram TE, editor.
Lancaster: MTP Press; 1980. pp 295-318.

487. Chan SY, Li Wan Po A. Prodrugs for dermal delivery. Int J Pharm 1989, 55 (1),
1-16.

488. Tojo K. The prediction of transdermal permeation: Mathematical models. iginde
Transdermal and Topical Drug Delivery Systems Gosh TK, Pfister WR, Yum SI,
editorler. Buffalo Grove, IL, USA: Interpharm Press; 1997. pp 113-138.

489. Tokudome Y, Katayanagi M, Hashimoto F. Esterase activity and intracellular
localization in reconstructed human epidermal cultured skin models. Ann Dermatol 2015,
27 (3), 269-274.

490. Lau WM, Ng KW, Sakenyte K, Heard CM. Distribution of esterase activity in
porcine ear skin, and the effects of freezing and heat separation. Int J Pharm 2012, 433
(1-2), 10-5.

491. Gyun Shin IL, Yeon Kim S, Moo Lee Y, Soo Cho C, Yong Kiel S. Methoxy
poly(ethylene glycol)/e-caprolactone amphiphilic block copolymeric micelle containing
indomethacin.: I. Preparation and characterization. J Control Release 1998, 51 (1), 1-11.
492. Solmaz A. Amphiphilic Block Copolymer Micelles for Drug Delivery Vehicles,
University of Groningen 2010. Erigim 23.11.2018,
https://www.rug.nl/research/zernike/education/topmasternanoscience/ns190solmaz.pdf
493. Jones M-C, Leroux J-C. Polymeric micelles — a new generation of colloidal drug
carriers. Eur J Pharm Biopharm 1999, 48 (2), 101-111.

494. FDA Differin® Gel Adapalene 0.1% Topical Gel. Erisim 24.11.2018,
https://www.fda.gov/downloads/AdvisoryCommittees/CommitteesMeetingMaterials/Dr
ugs/NonprescriptionDrugsAdvisoryCommittee/UCM495797 .pdf

495. Gullick DR, Ingram MJ, Pugh WJ, Cox PA, Gard P, Smart JD ve ark. Metabolism
of captopril carboxyl ester derivatives for percutaneous absorption. J Pharm Pharmacol
2009, 61 (2), 159-65.

496. Ostacolo C, Marra F, Laneri S, Sacchi A, Nicoli S, Padula C, Santi P. Alpha-
tocopherol pro-vitamins: synthesis, hydrolysis and accumulation in rabbit ear skin. J
Control Release 2004, 99 (3), 403-13.

497. Cevc G, Vierl U. Nanotechnology and the transdermal route: A state of the art
review and critical appraisal. J Control Release 2010, 141 (3), 277-299.



292

HAM VERILER



293

FORMLAR



294

ETIK KURUL KARARI



295

PATENT HAKKI iZNi



INTIHAL RAPORU iLK SAYFASI

DENDRITIK NANO TASIYICI SISTEMLERIN DERMAL
HEDEFLENDIRME ACISINDAN DEGERLENDIRILMESI

ORWINALLIK RAPORU

02

BENZERLIK ENDEKSI INTERNET YAYINLAR

% 1 %0

KAYNAKLARI

%1

OGRENCI ODEVLERI

BIRINCIL KAYNAKLAR

.

Submitted to Istanbul University

Ogrenci Odevi

%]

cTegalenos.comtr <%
Poattarag <91
et o JUAE <91
ﬁgiilegiig‘.selcuk.edu.tr:8080 <%1
B P saedutr <91
e e uAT <o 1

296



297

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ad1 BEYZA BETUL Soyadi GOKCE
Dog.Yeri |ERZINCAN Dog.Tar.  [31/05/1989
Uyrugu TC TC Kim No
Email bbetulkocak@gmail.com Tel +90 541 878 2026
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Istanbul Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Doktora 1ok noloji Anabilim Dalr 2018
Lisans Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi 2012
Mezuniyet puant: 3.44/4 (Ugiinciiliik derecesi)
Lise Hiiseyin Avni S6zen Anadolu Lisesi 2007

Mezuniyet puani: 93.12/100

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

| Gorevi

Kurum

Siire (Y1l - Yil)

Marmara Universitesi, Eczacilik Fakiiltesi,

1. Aragtirma Gorevlisi Farmasotik Teknoloji Anabilim Dal1 2014-2016
Yabana |Okudugunu . > YDS YOKDIL
Dilleri Anlama* Konusma® | Yazma Puam Puam
ingilizce |Cok iyi Iyi Cok iyi 81,25 98,75
Almanca |Zayif Zayif Zayif - -

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel
ALES Puam 88,87 88,45 70,74
(Diger)

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi




298

Yaynlary/Tebligleri Sertifikalary/Odiilleri

Uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitaplarinda (Proceedings)
basilan bildiriler:

Beyza B. Gokge, Filiz Emlik Calik, Rana Sanyal, Richard H. Guy, Sevgi Glingér.
Dendron-based micelles for dermal delivery and follicular targeting. “EUFEPS Annual
Meeting 2018 - Crossing Barriers for Future Medicines”, 24-26 Mayis 2018, Athens,
Greece (poster).

Beyza B. Gokce, Sevgi Gungor. Dermal hedeflendirmede nanofarmasétikler ve
kozmetikteki uygulamalari. “8. Kozmetik Kimyasi, Uretimi ve Standardizasyonu
Kongresi”, 23-25 Subat 2018, Antalya, Tiirkiye (sozli bildiri).

Beyza B. Gokce, Sarah F. Cordery, Richard H. Guy, Sevgi Gungor. G2-PAMAM
dendrimer-based nanocarriers for delivery and targeting of adapalene to hair follicles.
“Skin@Bath Network Symposium”, 13-14 Aralik 2017, Bath, UK (poster).

Beyza B. Kogak, Anna Bergstrand, Anette Larsson. Lithium incorporation into PLGA
films by the emulsion technique. “4th International Meeting on Pharmacy &
Pharmaceutical Sciences (IMPPS-4)”, 18-21 Eyliil 2014, Istanbul, Tiirkiye (poster).

Beyza B. Kogak, Melek Karaca, Emre S. Caglar, Burcu Mesut. The role of internship in
pharmacy education. “19th Annual Conference of the European Association of Faculties
of Pharmacy (EAFP)”, 16-18 Mayis 2013, Ankara, Tiirkiye (poster).

Melek Karaca, Beyza B. Kocak, Emre S. Caglar, Burcu Mesut. Solid dosage forms
practices at pharmacy education. “19th Annual Conference of the European Association
of Faculties of Pharmacy (EAFP)”, 16-18 Mayis 2013, Ankara, Tiirkiye (poster).

Yazilan Ulusal kitaplar veya Kitaplarda boliimler:

Prof.Dr. Betiil Dortung, Dog.Dr. Oya Kerimoglu, Dog.Dr. Timugin Ugurlu, Ogr.Gér.Dr.
Fatma Ozaydin, Ogr.Gor.Dr. Gokgen Yasayan, Yrd.Dog.Dr. Emine Alargin, Ogr.Gér.Dr.
Seving Sahbaz, Uzm.Ecz. Nesrin Ugurlu, Ecz. Beyza B. Kogak. Farmasotik Teknoloji &
Kozmetoloji Laboratuvar Kitab1 (2015).






