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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

RIBOSIKLIB ILACI ICIN ELEKTROEGIRME YONTEMI ILE
TRANSDERMAL ILAC TASIYICI SISTEMLERIN GELISTIRILMESI,
ILAC SALIM VE IN VITRO ETKINLIK CALISMALARI

Nermin GUNDUZ

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitistu
Kimya Anabilim Dal1

77+XI sayfa
2024
Danisman: Prof. Dr. Burhan ATES

Meme kanseri tedavisinde kullanilan Ribosiklib, sikline bagimli kinaz (CDK)
inhibitorii olarak gorev yapar ve yiiksek dozlarda kullanildiginda ciddi yan etkilere neden
olur. Bu nedenle Ribosiklibin yan etkilerini azaltmak, yarilanma omriinii uzatmak ve etkin
dozunu diisiirmek amaciyla transdermal yama sistemleri gelistirilmistir.

Calisma kapsaminda transdermal yamalar, elektroegirme yoOntemi ile nanofiber
membran formda ve biyouyumlu polikaprolakton/kondroitin siilfat (PCL/CS) polimerlerden
hazirlanmistir. CS mikrobiyal olarak iiretilmistir. Yamalar i¢in optimizasyon caligmalari
yapilarak 3 farkli yama (rezervuar ve ila¢ salim katmani) secilmistir. Her bir yamada PCL
orani sabit olup, CS miktart %1, %2 ve %4 olarak ayarlanmistir. Yapisal ve morfolojik
karakterizasyon FTIR, TGA, DSC ve SEM analizleri ile gergeklestirilmistir. Daha sonra
sisme derecesi, yama kalinligi, katlama dayamikliligi ve agirlik homojenligi testleri
yapilmugtir.

Ribosiklib, yamaya dahil edilerek salim c¢alismalar1i HPLC kullanilarak
gerceklestirilmis ve %95 ile %96 araliginda salim elde edilmistir. Bu asamada 1.929 (fare
fibroblast) hiicre hatt1 ile in vitro biyouyumluluk caligmalar1 gerceklestirilerek %90 ve %95
araliginda biyouyumluluk elde edilmistir. MCF-7 (insan meme kanseri) hiicre hatti ile in
vitro sitotoksisite testi yapilarak Ribosiklib ile kiyaslama yapilmis ve %93-94 aralifinda
sitotoksisite gozlemlenmistir. Son olarak yamalar tannik asit ile kaplanarak yapiskan form
kazandirilmis ve ex vivo diflizyon testi ile rat derisi lizerinde 48 saatte %70-80 araliginda
ilag gecirgenligi gbzlenmisitir. Son olarak 5 katmanli yama formiilasyonu elde edilmis olup
katmanlar sirasiyla gegirgen olmayan sirt tabakasi, elektroegrilmis ilag rezervuari katmani,
elektroegrilmis ila¢ salim katmani, yapiskan tabaka ve koruyucu tabakadir.

Bu calisma kapsaminda iiretimi kolay, diisiik maliyetli, biyouyumlu ve genis yiizey
alan1 saglayan transdermal yama sistemleri gelistirilmistir.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, transdermal yama, biyouyumluluk, Ribosiklib,
elektroegirme
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Ribociclib, used in breast cancer treatment, acts as a cyclin-dependent kinase (CDK)
inhibitor and causes serious side effects when used in high doses. Therefore, transdermal
patch systems have been developed to reduce the side effects, prolong the half-life and
reduce the effective dose of Ribociclib.

In this study, transdermal patches were prepared from biocompatible
polycaprolactone/chondroitin sulfate (PCL/CS) polymers in nanofiber membrane form by
electrospinning method. CS was microbially produced. Optimization studies were
performed for patches and 3 different patches (reservoir and drug release layer) were
selected. The ratio of PCL in each patch was fixed and the amount of CS was adjusted as
1%, 2% and 4%. Structural and morphological characterization was carried out by FTIR,
TGA, DSC and SEM analysis. Swelling degree, patch thickness, folding endurance and
weight uniformity tests were then performed.

Ribociclib was incorporated into the patch and release studies were performed using HPLC
and release in the range of 95% to 96% was obtained. At this stage, in vitro biocompatibility
studies were performed with the L929 (mouse fibroblast) cell line and biocompatibility in
the range of 90% and 95% was obtained. In vitro cytotoxicity test was performed with MCF-
7 (human breast cancer) cell line and cytotoxicity in the range of 93-94% was observed.
Finally, the patches were coated with tannic acid to give them an adhesive form and ex vivo
diffusion test showed drug permeability in the range of 70-80% in 48 hours on rat skin.
Finally, a 5-layer patch formulation was obtained, which consisted of a non-permeable back
layer, an electrospun drug reservoir layer, an electrospun drug release layer, an adhesive
layer and a protective layer.

In this study, transdermal patch systems that are easy to manufacture, low cost,
biocompatible and provide large surface area were developed.

Keywords: Breast cancer, transdermal patch, biocompatibility, Ribociclib, electrospinning
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1. GIRiS

Kanser, genellikle bir hiicrenin anormal biiylimesi ve ¢ogalmasi sirasinda kontroliin
kaybolmasi sonucunda ortaya ¢ikar. Bu kontrol kaybi, hiicrelerin diizensiz ve sinirsiz bir
sekilde boliinmesine neden olarak tiimor olusumuna yol agar. Karsinogenez siireci, li¢ ana
evrede gerceklesmektedir: baslangig, ilerleme ve gelisme evreleri. Kanserin baglangic
evresi, hiicrenin genetik yapisinda bir etkene maruz kalmasi sonucu ilk genetik yapilarda
degisiklik olmasi ile baslar. Baslangi¢ evresi, hiicrenin genetik yapisinda bir ajana maruz
kalmas1 ile sonuglanan ilk genetik mutasyonlarin meydana gelmesi ile olusur. Bu
mutasyonlar, hiicrenin DNA'sinda kalic1 degisiklikler yaratir. Ancak, kanserin gelismesi i¢in
yeterli degildir. Baslangi¢ hiicresinin kanser hiicresine doniisebilmesi ig¢in, hiicresel
proliferasyona neden olan ek faktorlerle aktive edilmesi gerekmektedir. Bu siire¢ ilerleme
evresi olarak adlandirilir. Ilerleme evresinde, hiicreler daha fazla genetik degisikliklere ugrar
ve bu degisiklikler hiicrenin kontrolsiiz bir sekilde cogalmasina yol agar. Gelisim
asamasinda, baslangi¢c ve ilerleme evrelerinde ortaya ¢ikan hiicreler bir tiimor kiitlesi
meydana getirir.Bu kiitle, biiylime sinyallerine bagimli olmadan biiyiiyebilen, biiyiime
karsit1 sinyallere duyarsiz hale gelen, apoptozdan kaginabilen, anjiyogenezi siirdiiren ve
cevre dokulari istila ederek metastaz yapabilen hiicrelerden olusur (A¢ikgoz ve Akal Yildiz,
2017).

Meme kanseri, ii¢ ana evrede gelisen, diinya genelinde en sik teshis edilen ve en fazla
6liime yol agan kanser tiirlidiir. Bu ¢alismada ise meme kanserinde hedefe yonelik bir tedavi,
etkin dozun az oldugu, yan etkilerin minimal diizeyde olacagi ekonomik bir ilag tastyict
sistem olan transdermal yama hazirlanmistir. Ribosiklib meme kanserinde kullanilan bir
kemoterapi ilact olup genel olarak oral yoldan giinliik 600 mg alinir.Ribosiklib’in bir¢ok
kanser ilacinda oldugu gibi baz1 yan etkileri mevcuttur (Syed, 2017). Yapilan ¢alismada ise
temel amag, meme kanserinde kullanilan kemoterapi ilaci Ribosiklib'in yan etkilerini
azaltmak, hedefe yonelik tedavi saglamak ve etkin dozun az oldugu ekonomik bir ilag
tasiyici sistem gelistirmektir. Belirlenen formulasyonlarda 3 farkli yama hazirlanmistir. PCL
ve CS igerikli elektroegirme yontemiyle yamalar hazirlanmig ve CS ekibimiz tarafinda

mikrobiyal olarak tiretilmistir. 3 bilesendeki fark CS miktarinin degiskenlik gostermesidir.



%10 PCL konsantrasyonuna sahip polimer ¢ozeltisinde %1, %2 ve %4 konsantrasyonlarinda
CS ¢ozeltisi bulunmaktadir. PCL/CS transdermal yamast hazirlandiktan sonra ilag
emdirilerek ilacl ve ilagsiz olarak ¢esitli karakterizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Yamanin
kapsamli karakterizasyonu FTIR (Fourier Doniistimli Kizilotesi Spektroskopisi), TGA
(Termogravimetrik Analiz), DSC (Diferansiyel Taramali Kalorimetre Cihazi), DTA
(Diferansiyel Termal Analizi) ve SEM (Taramali Elektron Mikroskopu) analizleri
kullanilarak gerceklestirilmistir. Ayrica, yamalarin sisme derecesi, yama kalinligiin
belirlenmesi, katlanma dayaniklilig1 ve agirlik homojenligi testleri gerceklestirilmistir. ilag
salim1 ve yamalardaki ilag verimi i¢gin HPLC (Yiiksek performansli sivi kromatografisi) ile
analizler yapilmis %89 ile %98 oraninda Ribosiklib salimi gozlemlenmistir. Yamalarin L-
929 (Fare fibroblast hiicresi) hiicresinde %86 ile %100 oraninda biyouyumluluk gésterdigini
ve MCF-7 (Insan meme kanseri) hiicresinde %90 inhibisyona ulasildig1 gézlemlenmistir. Ex
vivo ilag salimi olarak rat derisi kullanilarak % 50 ilag salimi belirlenmistir. 5 farkl
katmandan olusan transdermal yama da yapiskan katman olarak TA (tannik asit) kullanilip
kuvvetli yapigsma 6zelligiyle deriye uyum artmistir. Katmanlar sirasiyla gecirgen olmayan
sirt tabakasi, elektroegrilmis polimerlerden olusan ila¢ rezervuar: katmani, elektroegrilmis
ilag salim katmani, yapiskan tabaka ve koruyucu katmanlar kullanilarak Ribosiklib salimi
icin transdermal yama dizayni hazirlanmistir. Bu katmanlar, yamanin dayanikliligini ve
biyobozunurlugunu optimize etmek amaciyla tasarlanmistir. Ribosiklib'in yan etkilerini
azaltmak ve etkinligini artirmak amaciyla gelistirilen mikrobiyal CS temelli transdermal

yamalarin, kemoterapi ilaglarinin kontrollii saliminda basarili oldugunu gostermistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Meme Kanseri

Kanserler genellikle Sekil 2.1°de goriildiigii lizere tek bir hiicrenin, normal biiyiime ve
replikasyon stireclerindeki kontroliinii kaybetmesi ile ortaya ¢cikmaktadir. Meme kanseri ise
diinyada en sik teshis edilen (%25) ve kadinlarda en ¢ok &liime sebep olan (%15) kanser
tiiriidiir (Samant et al., 2021). Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gére 2020 yilinda 2.3
milyon kadin meme kanserine yakalanmis ve 685.000 kisinin Sliimiiyle sonuglanmustir.
Ayrica yine 2020 yilinda toplamda 7.8 milyon kadina son 5 yillik siiregte meme kanseri
teshisi konulmustur. Bu da meme kanserini en yaygin kanser tiirii yapmaktadir (Breast
Cancer, n.d.).(TUB) Meme kanseri daha ¢ok 40 yasin {izerindeki kadinlarda goriiliir. Yas
ilerledik¢e giderek onemi artarak daha sik goriiliir. Genetik faktorlere bagli formlar tiim
meme kanserlerinin %10"unu olusturur ve bu gruptaki hastalarda, daha geng yasta ve her iki

memede kanser goriilme siklig1 yiiksek olmaktadir (Sted, 2004, ).

Meme kanseri, genellikle Sekil 2.1'de goriildiigii gibi, tek bir hiicrenin normal biiyiime
ve ¢ogalma siireclerindeki kontrolii kaybetmesi sonucunda ortaya cikmaktadir ve diinya
genelinde en sik teshis edilip (%25) kadinlarda en fazla 6liime yol acan (%15) kanser tiirtidiir
(Samant et al., 2021). Diinya Saglik Orgiitii'niin verilerine gére, 2020 yilinda 2.3 milyon
kadin meme kanserine yakalanarak 685.000 kisinin 6liimiiyle sonu¢lanmistir. Ayrica son beg
yil igerisinde toplamda 7.8 milyon kadina meme kanseri teshisi konularak yaygin bir kanser
tiirii olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Breast Cancer, n.d.) (TUB). Meme kanseri genel olarak
40 yas ve lizeri kadinlarda yaygin olarak goriilmektedir. Genetik faktorlerin etkisi ise tiim
meme kanserlerinin %10'unu olusturur ve bu grupta olan hastalarda gen¢ yaslarda her iki

memede de kanserin goriilme olasilig1 artmaktadir.
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Sekil 2.1. Meme kanserinin yayiliminin sematik gosterimi

Meme kanseri tedavisinde c¢esitli tedavi yollart oldugu kadar ¢esitli ilaglar da
kullanilmaktadir. Hormon bagimli meme kanserlerinde, CDK4 ve CDK6 genlerinin asiri
ekspresyonu goézlenir. Bu sinyal yolaklarinin belirli ilaglarla inhibe edilmesi, hiicre
proliferasyonunu durdurarak kanserin ilerlemesini yavaslatir.

Palbosiklib (Sekil 2.2), PD 0332991 koduyla bilinmekte ve meme kanseri tedavisnde
kullanilarak FDA tarafindan Nisan 2013'te onay almistir. Pyridoprimidin bilesiklerinden
gelistirilen bu ilag, agizdan alinabilen ve siklin bagimli kinaz 4 (CDK4) ile siklin bagimli
kinaz 6 (CDK6) i¢in secici inhibitdr olarak etki gostermektedir. Retinoblastoma proteini
(Rb) genellikle meme kanseri alt gruplarinda etkinlik gostermektedir.Yapilan faz II klinik
caligmalarinda kombinasyon halinde kullanilan palbosiklib ve letrozol, tek bilesenim
kullanimina kiyasla %51 ve {izerinde tedavide hastalik ilerlemesi azalmistir. Bu
kombinasyon, kemoterapi ve iyonlastirici radyasyon tedavisinde kombinasyon halinde

klinik uygulamalarda kullanilmaktadir (Arslan ve dig., 2022).
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Sekil 2. 5. Palbosiklib’in kimyasal yapist



Abemaciclib, ER pozitif/ HER2 negatif meme kanseri tedavisinde kullanilan bir ilagtir
ve 2018 yilinda FDA tarafindan onaylanmistir. Abemaciclib (Sekil 1.3.), CDK4 ve CDK6
ad1 verilen iki protein kinazini hedef alarak ¢alisir. Bu kinazlar, hiicre dongiisiiniin
ilerlemesinde 6nemli rol oynarlar. Abemaciclib'in CDK4'e karsi CDK6'ya gore ¢cok daha
etkili oldugu belirtilmektedir. Bu, Abemaciclib'in 6zellikle CDK4 ve CDK6'nin inhibisyonu
yoluyla hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina gecisini bloke etme kapasitesinin yliksek
oldugunu gosterir. ER pozitif / HER2 negatif meme kanseri, 6strojen reseptorii (ER) pozitif
olan ve insan epidermal biliylime faktorii reseptorii 2 (HER2) negatif olan kanser hiicrelerini
tanimlamaktadir. Bu tiir kanserlerde abemaciclib, hiicrelerin asir1 biiylimesini ve

boliinmesini engelleyerek tedavi edici etki gosterir (Kim, 2017).
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Sekil 2. 6. Abemasiklib’in kimyasal yapisi

Ribosiklib, kanser tedavisinde kullanilan siklin bagimli kinaz (CDK) 4 ve 6'nin oral,
kiiglik molekiillii bir inhibitorii olarak gelistirilmektedir. CDK4/6 kinazlari, regiilator protein
siklin D'ye (CCNDI1 geni tarafindan kodlanir) baglanarak aktif forma ulasir ve siklin D-
CDK4/6 kompleksi, retinoblastoma proteini (Rb) fosforilasyonu yoluyla G1 fazindan S
fazina dogru hiicre dongiisii isleyisinde kritik bir rol oynar. CDK4/6'nin asir1 ekspresyonu
ve CCNDI amplifikasyonu genellikle hormon reseptorii (HR)-pozitif meme kanserlerinde
gbzlemlenir ve bu durum endokrin tedavi direnci ile iliskilidir (Tripathy ve dig., 2017).

Ribosiklib'in letrozol adl1 inhibitorii ile kombinasyon halindeki tablet formiilasyonu,
HR-pozitif, (HER2)-negatif ileri veya postmenopozal evrede kadinlarda metastatik meme
kanseri tedavisinde Mart 2017'de ABD'de onaylanmugtir.

Ribosiklib'in 6nerilen baslangic dozu, 28 giinliik bir dongiide 7 giin tedaviyi takiben
21 ardisik giin boyunca giinde bir kez 600 mg'dir.



Ribosiklib, 28 giinliikk dongili boyunca siirekli olarak giinde bir kez 2,5 mg letrozol ile

birlikte verilmelidir. Bu onay, MONALEESA-2 ¢alismasinin faz Il asamasindan elde edilen

ara sonuglara dayanmaktadir (Syed, 2017)
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Sekil 2. 7. Ribosiklib’in kimyasal yapis1

2.2.Meme Kanserinde Kullanilan Tedaviler

Hastanin genel durumuna ve hastaligin kaginct evresinde olduguna goére meme

kanserinde tedaviler kisiden kisiye farklilik gosterebilir. Temel olarak 5 tedavi yontemi

kullanilmaktadir (Ak ve dig., n.d.)

>

Cerrahi Tedavi: Genellikle hastalarin tedavisi cerrahi yontemle ya meme alinmadan
sadece kanserli dokunun alinmasi ya da hastaligin evresine ve yayilimina bagl olarak
memenin tamaminin alimmasidir. Biyopsi sonuglarina bagli olarak koltukalti lenf

bezleri de gerekiyorsa temizlenmektedir.

Radyoterapi(Isin Tedavisi): Radyoterapi, X-1ginlarinin cerrahi operasyondan sonra
ameliyat bolgesi iyilestikten sonra koltuk alti ve meme bolgesine belli araliklarla
uygulanir. Amac kanserli dokunun tekrardan ¢ogalmasini engellemek ya da kalan
kanser hiicresinin yok edilmesini saglayan bir tedavidir. Fakat radyasyonun hedef

molekiilii DNA oldugundan saglikl hiicrede de hasar meydana gelebilmektedir.

Kemoterapi(ilac tedavisi): Kanser basgka bir bolgeye veya organa yayilmissa kanser
hiicresi ilagla tedavi edilerek yok edilmeye calisilir. Cerrahi operasyon sonrasi farkli

bolgelere yayillma yoksa bile tedbir amacli bir slire kemoterapi tedavisi alinir.



Kemoterapi ilaglarinin etkili olmasi i¢in birkag ila¢ birlikte farkli kombinasyonlarda

verilir. Bu ilaglar agizdan veya damardan alinir.

»  Hormon Tedavisi:_ Bu tedavi de kanserin ilerleme ve yayilmasina neden olan
hormonlarin etkisini azaltmak amacglanir. Meme kanserini etkileyen hormonlar
progesteron ve Ostrojendir. Kanser hiicrelerinin sahip olabilecegi hormon
reseptoriinden kaynakli kanser ilerleme gosterebileceginden bu tedavi meme
kanserinde tercih edilir. Sonu¢ olarak iki hormonun meme kanseri hiicrelerine

ulagmasi engellenir.

>  Kisiye Ozel/ Hedefe Yonelik Tedavi: Hastalik ayn1 olsa bile ayn1 ilag her hasta da
ayni1 etkiyi gostermeyebilir bu durumda da kisiye 6zel tedavi ve ilag kullanimi ile daha
etkili sonuglar gdzlemlenir. ilaglar1 ise daha etkili ve hedefe yonelik alabilmek icin
cesitli ilag tasiyict sistemler kullanilir. Boylece kanserli bolgeye direkt olarak etki

edilir.
2.3.Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseriyle iliskilendirilen bir¢ok risk faktorii bulunmaktadir. Bu faktorler
arasinda en belirgin olan1 kadin olmaktir. Ayrica, yiiksek Ostrojen seviyelerine ulagsmak da
onemli bir risk faktoriidiir. Bu duruma sebep olan faktorler arasinda erken adet gérme, geg
hamilelik, hi¢ dogum yapmamis olmak ve emzirmemis olmak gibi durumlar yer alir. Ayrica,
Ostrojen igeren ilaglarin uzun siireli kullanimi da meme kanseri riskini arttirmaktadir.
Yaslanmada kadin olmanin yani sira meme kanserine yakalanma riskini ¢ok fazla
arttirmaktadir. 2020 yilinda yapilan bir arastirma sonucunda yas ile meme kanseri riskinde
degisiklikler 0-49 yas araliginda %2, 50-59 yas araliginda %?2,3, 60-69 yas araliginda %3,5

ve 70 yas ve lizerinden sonra %6,7 olarak gézlemlenmistir (Bernstein ve dig., 1994).



Yasam tarzi da meme kanseri riskini arttirabilmektedir. Ornegin sigara ve alkol
kullanimi, yagli beslenme ve obezite gibi faktorler de risk barindirir. Ozellikle alkol
kullaniminin meme kanseri riskini %30'a kadar arttirdigimi  gosteren c¢alismalar
bulunmaktadir; bu sebeple, alkol kullanim1 diyetle iligkili olan 6nemli risk faktorlerinden
biridir. Obezite ise 6zellikle postmenopozal kadinlarda dstrojen seviyesinde meydana gelen
artistan kaynakli her bir birim viicut kitle indeksi artisiyla meme kanseri riski %2 oraninda
artmaktadir (Washbrook, 2006).

Meme kanseri riskine ¢evresel faktorlerin de etkisi vardir. Radyasyon maruziyeti, bu
riski artirabilir. Deodorant kullaniminin meme kanseriyle iliskilendirilip iligskilendirilmedigi
konusunda kesin kanitlar olmamakla birlikte, bazi yayimlarda bu konuda spekiilasyonlar
bulunmaktadir. Bu durum, g¢evresel etmenlerin meme kanseri riski iizerindeki karmasik
etkilerini gdstermektedir (Washbrook, 2006).

Meme kanseri, ailesinde bu hastalikla iligkili 6ykiisii bulunan kadinlarda daha fazla
endise yaratir. Birinci derece akrabalarindan biri bu hastaliga yakalanmissa, kisinin kendi
meme kanseri riski yaklasik olarak %80 artar. Iki akrabasinda 6ykii varsa bu risk ii¢ katina,
ic veya daha fazla akrabasinda 0ykii varsa ise dort katina ¢ikar. Bu, genetik gecisin ve aile
Oykiistinin meme kanseri riskini artirdiginin bir gostergesidir. BRCA-1 ve BRCA-2
mutasyonlari, meme kanseri riskini dnemli 6l¢iide artiran en belirgin genetik faktorlerdendir.
Bu mutasyonlara sahip bireylerde, meme kanserine yakalanma riski hayat1 boyunca %80 ila
%85 arasinda degismektedir. Dolayisiyla, bu mutasyonlara sahip kisiler, meme kanseri olma

acisindan son derece yliksek bir risk altindadir (Washbrook, 2006) .
2.4.Meme Kanseri Tedavisindeki Giincel Yaklasimlar
2.4.1.Nanopartikiiller/Parc¢aciklar

Nanopartikiillerin biyolojik bir sekilde uygulanmasi, kanser teshis ve tedavisinde yeni
ufuklar acan hizla gelisen bir nanoteknoloji alanini olusturmaktadir. Nano boyuttaki
materyaller, hiicre boyutundan bile daha kiigiik olduklari i¢in hiicrelerle kolayca etkilesime
girebilirler. Bu nanopartikiiller, ilaglarin dolasim siiresini artirmanin yani sira antikanser
etkinligini artirabilir ve kanser lezyonlarini erken asamalarda tespit etmeye yardimci olabilir.
Nanoyapilarin tek bir kanser hiicresine girebilmesi, goriintiileme tekniklerinin sinirlarim
genisletir. Ornegin, meme kanseri teshisi igin tipik olarak 1.000.000 tiimér hiicresinin varlig

gereklidir. Ancak nanoteknoloji sayesinde, 100'den az tiimor hiicresinin varliginda bile



meme kanseri teshisi konulabilir. Bu, hastaliklarin erken teshis edilmesi ve etkili bir sekilde

tedavi edilmesi agisindan 6nemli bir adimdir (Oylar ve Tekin, 2011)

2.4.2. Genetik parmak izi/fingerprint ve gen terapi

Meme kanseri sistemik niikstiniin tespiti, timor hiicresi belirteclerinin evrensel olarak
tanimlanmamasi nedeniyle sinirhidir. Ancak bir hastanin meme kanseri hiicrelerine 6zgii
genetik degisiklikleri tespit eden bir testin, etkili bir kanser belirteci saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Son yillarda, kisiye 6zel ve hedefe yonelik kanser tedavisinin bir sonraki
asamast olarak, kanser hiicrelerinin genetik O6zelliklerini belirleyen "genetik parmak
izi/fingerprint" ve tiimoriin ilerlemesinde rol oynayan "siirlicii/driver mutasyon" genlerini
tanimlama {izerine aragtirmalar artmistir. Bu dogrultuda, siiriicii mutasyonlarini hedefleyen
ilaglarla ozellestirilmis tedaviler gelistirilerek genetik mutasyonlarin tedavi edilmesi
potansiyeli ortaya konmustur.

Genler, DNA {izerinde sirali sekilde bulunup hiicre dongiisiiyle beraber metabolik
islevleri kodladiklar1 proteinler sayesinde kontrol eden en kiigiik kalitsal birimlerdir.
Genlerin mutasyonlara ugramasi veya epigenetik degisikliklere maruz kalmasi durumunda,
genlerin fiziksel yapisinda degisme olmasa da iirettikleri proteinlerin islevi ve yapisi
etkilenebildiginden hiicre metabolizmasi ve dongiisii bozulabilmektedir. Bu yiizden, gen
terapisi yontemleriyle islevi bozuk, eksik veya asir1 olan genlerin diizeltilmesi, kanser de
dahil olmak tizere ¢ogu hastaligin tedavisinde artan bir sekilde kullanilmaktadir. Geleneksel
gen terapisi yontemlerinde, genler hiicrelere farkli yollarla tasinir. Bu tasima siireci,
laboratuvar kosullarinda (ex vivo) hiicrelerin disinda yapilabildigi gibi, canli hiicrelere
dogrudan (in vivo) uygulanarak da gergeklestirilebilir. Kanser tedavisinde ise hedef, daha
hizl1 ve etkili bir sekilde kanser hiicrelerini 6ldiirmektir, bdylece tekrarlayan transfiizyon

ithtiyac1 azalir (Onur Baykara, 2016)

2.4.3. Sinyal yolaklar

Hiicrelerin hayatta kalmasi ve proliferasyonunun diizenlenmesinde kritik bir rol
oynayan PI3K/Akt/mTOR yolunun, Basta meme kanseri olmakla birlikte ¢esitli kanser

tiirlerinde etkili oldugu diistiniilmektedir.



PI3K/Akt yolundaki PIK3CA, AKTI1, AKT2 ve PTEN gibi genler, meme

kanserlerinde %70'ten fazlasinda mutasyona ugrayarak aktif hale gelmektedir.
Ayrica, PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunun anormal aktivasyonunun, HER2 asir1 eksprese
eden endokrin ve trastuzumab tedavisinde meme kanserinde diren¢ gelisiminde etkili
olmaktadir. Belirtilen sinyal yolunun inhibitdrlerinin, direngli hiicrelerde trastuzumab ile
birlikte kullanilmasiyla antikanser aktivitede artis olabilecegi belirtilmistir. Dolayisiyla,
PI3K/Akt/mTOR yolagin1 hedef olarak belirleyen c¢esitli stratejilerin meme kanseri
tedavisinde 6nemli potansiyel tagidigi vurgulanmaktadir.

PI3K/Akt yolundaki PIK3CA, AKTI1, AKT2 ve PTEN gibi temel genler, meme
kanserlerinin %70'inden fazlasindan mutasyona ugrayarak aktif olmaktadir. Ayrica,
PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunun normal olmayan aktivasyonunun, HER2 asir1 eksprese
eden meme kanserinde endokrin ve trastuzumab direncinde rol oynadig: bilinmektedir. Bu
sinyal yolunun inhibitorlerinin, direncli hiicrelerde trastuzumab ile kombinasyonunun
antikanser aktiviteyi daha etkin hale getirebilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle,
PI3K/Akt/mTOR yolunu hedefleyen farkli stratejilerin meme kanseri tedavisinde 6nemli

oldugu vurgulanmistir (Tserga et al., 2016).

Baska bir tedavi stratejisi, ¢esitli sinyal yollar1 veya reseptor aileleri icinde bulunan
reseptor tirozin kinazlarinin inhibisyonuna dayanmaktadir. Bu kosullarda hedef alinan
tirozin kinazlardan biri HER ailesidir. Ozellikle HER2/HER3 heterodimerlerinin farkli olan
heterodimerlere veya homodimerlere kiyasla daha aktif oldugu ve bu kosullarin trastuzumab
ilacinda dirence neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu nedenle HER ailesi reseptdrlerinin
genis kapsamli inhibisyonu, tek basina trastuzumab kullanimindan ¢ok daha giiclii bir

antikanser etki saglayabilmektedir (Sert & Tiyli Kiiciikkiling, 2022).
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3. ILAC TASIYICI SISTEMLER VE KONTROLLU iLAC SALIMI

3.1.Mla¢ Tasiyic1 Sistemler

Ilaglar oral yoldan veya damardan alindiginda etken madde belirlenen siirede hedef
bolgeye ulagmadan parcalanabilir, farkli dokulara zarar verebilir veya toksik diizeye
ulasabilir (Reza Rezaie ve dig., 2018). Ilac1 oral yolla veya damardan aldiktan sonra
olusabilecek yan etkilere ya da farkli dokulara da etki etmesine engel olamayiz fakat ilag
tasiyici sistemler kullanilarak viicuda alinan ilaglarda etken madde hedef dokuya etki eder,
yan etkiler azalir, toksik diizeyin altinda etki gosterir. Kullanilan ilag tasiyici sistemler
sayesinde ilaglarin yarilanma 6mrii uzayarak ilag alimi da azalmaktadir. Yapilan ¢alismalara

gore ¢esitli ilac tasiyict sistemler gelistirilmistir (Sekil 3.1).

3.1.1.Lipozomlar

Lipozomlar hem hidrofilik hem de hidrofobik bilesiklerin kapsiile edilmesi i¢in polar
lipitlerden olusan iki katmanl kiiresel kesecikleridir. Fosfolipit yapisinda olduklarindan
hiicre zarma benzerlik gostererek etkin ila¢ tasiyict sistem halindedirler (Taylor ve dig.,
2005). Lipozomlarin biyo-uyumlu, biyo-bozunur ve toksik etkisinin olmamasi hem suda
hem de yagda ¢ozilinebilen ilag etken maddelerinin tasinabilmesine ek olarak kapsiillenmis
maddeyi istenildigi zaman salmasi lipozomlar1 tercih edilen bir tasiyici sistem haline

getirmistir (Alavi ve dig., 2017).

3.1.2.Dendrimerler

Bir c¢ekirdek ve ¢ekirdek disinda simetrik dallanma gosteren dis kabugunda
fonksiyonel grup tastyan polimerik ilag tastyici sistemlerdir. D1s kabukta ¢ok fazla dallanma
gosterdiginden u¢ kisimlarina veya dallanma gosteren yapi aralarina ¢ok iyi ilag
hapsedileceginden kontrollii ilerleyen ilag salimi ¢aligmalari ve hedefe yonelik ilerleme
gerceklesir. Sahip oldugu dallanmalar ile farkli fonksiyonel grup tagimalari dendrimerlere

sahip olacagi 6zellikler bakimindan c¢esitlilik kazandirir (Karabulut ve dig., 2015).
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3.1.3. Miseller

Morfolojik olarak hidrofobik c¢ekirdek ve hidrofilik polimer zincirli kiiresel
sekildedirler. Coziniirliigii disik olan ilag etken maddeleri bile ¢oziinebilecek diizeye
getirdiginden biyoyararlanim gosterir. Viicutta gerekli etken maddeyi toplayana kadar
kalabilme 6zelligine sahip olan bir ilag tasiyict sistem olan miseller kendilerine 6zgi

ligandlara baglanarak etki gostermektedirler (Sezgin ve dig., 1974).
3.1.4.Polimerik Nanopartikiiller

10-100 nm boyutlarinda olan kolloidal 6zellik gosterip yapisal olarak nanokiireler ve
nanokapsiiller olarak ikiye ayrilirlar. Nanokiireler, ilacin homojen dagilimina yardimci olan
polimerik matriksten olusurken nanokapsiiller, yagl i¢ ¢ekirdegin polimerik bir yapiyla
kaplandig1 sistemlerdir. ilaci hapsetme 6zelliine sahip olan polimerik nanopartikiiller ile
ilag tasiyict sistemler sayesinde hedefe yonelik ve kontrollii olarak etken madde salinir.
Ayrica polimerik nanopartikiillerin iiretim yollar1 basit ve kolay oldugundan tercih edilir.

Biyobozunur 6zellikte olarak parcalandiginda toksik etki gdstermezler (Marangoz, n.d.).
3.1.5.Nanolifler

Elektroegirme yontemiyle iiretilen nanoliflerin ¢aplarinin ayarlanabilmesi, genis bir
yilizey alanina sahip olmalari, gézenekli yapilari, esnek ve dayanikli mekanik o6zelliklere
sahip olmalar1 acisindan hem ilag salimi ¢alismalarinda hem de doku miihendisliginde sik¢a
kullanilmaktadur. {lag salim ¢aligmalarinda biyo-uyumluluk gstererek deriyi taklit edebilme
ozelligi acisindan organizmaya kolay uyum saglanabilmektedir. Ozellikle kolay
uygulanabilirligi, ucuz ve tekrarlanabilir 6zellige sahip olmalar1 cerrahi operasyon sonrast
kemoterapi tedavisinde kullanilabilecek bir sistem olarak goriilmektedir (Sunar ve Hasgigek,

2017).
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3.1.6. Transdermal yamalar

Transdermal yamalar, hastalikli deriye lokal terapdtik etkiler (topikal dagitim)
saglamak ve ilaglarin sistemik dolagima salinmasini kolaylastirmak amaciyla cilt iizerinden
ila¢ uygulamasima olan ilgiyi artirmistir. Deri, bir ilag salim yolu olarak kullanildiginda,
mide tahrisi, pH ve bosalma hiz1 etkileri gibi sorunlardan kaginma ve bu sekilde ilacin
biyoyararlanimini artirma gibi diger bir¢ok ila¢ uygulama yontemine gore dnemli avantajlar
sunar. Saglam deriye uygulandiginda ilaci/ilaglar1 6nceden belirlenmis ve tekrarlanabilir bir
oranda deri portalindan sistemik dolasima uzun bir siire boyunca salan dozaj formlar1 vardir
(Prausnitz ve dig., 2004). Ayrica, oral tedaviye kiyasla, plazma konsantrasyonlarindaki
dalgalanmalar1 en aza indirerek sistemik yan etki riskini azaltma, ilacin uygulama yerinde
stirekli salinimini1 saglama, cihaz veya formiilasyonun c¢ikarilmasiyla tedavinin hizla
durdurulabilmesi, ilaglarin plazma seviyelerindeki dalgalanmalarin azaltilmasi1 ve
enjeksiyonlarla iligkili agrinin 6nlenmesi gibi ek faydalar saglar. Transdermal uygulama
ayrica sistemik dolasima ani ve yiiksek miktarda ila¢ girisini engellemektedir (Nandi ve

Mondal, 2022).
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Sekil 3. 2. Ilag tasiyici sistemler
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3.2. Kontrollii fla¢ Sahm

Genel olarak ilag alim1 kapsiil veya tablet formdaki ilaglarin oral yolla veya enjeksiyon
seklindedir. Bu yontemler asir1 doz ve sik ilag alim tekrarina neden olmaktadir. Kontrollii
ila¢ saliminda ise viicudun istenen bdlgesine etkin madde salinir ve uzun siire salim hizim
ve dozaj miktarinin ayarlanabildigi sistemlerdir. Bu sistemler sayesinde ilag biyolojik
cevreye daha az maruz kalir, toksisitesi ve yan etkileri azaltilmig olur. Kontrollii salim
sistemlerinde ilag tasiyici sistemler olarak polimerler kullanilarak etkin ve hedefe yonelik
tedavi gerceklesir. Kullanilan tasiyic1 sistemler sayesinde dis etkilerden az etkilenir,
toksisitesi azaltilir ve istenilen silirede istenilen miktarda ila¢ salimi etkileri kontrol edilir
(Adepu ve dig., n.d.).

Kontrollii ila¢ salim sistemlerinin ¢ok fazla avantajlar1 olmakla beraber dezavantajlari
da vardir. Kontrollii salim sistemlerinde ilacin doku veya hiicrelere hedeflenebilmesi
sayesinde yan etkiler azaltilir ve dozaj miktar1 ve ilag alim1 hastaya gore yani kisiye 6zel
belirlenebilmektedir. Hedef bolgede salinan ilag miktar1 belli oldugundan ilag kaybi ortadan
kalkar. Kanda veya hiicrelerde ilag¢ diizeyinin tedavi edebilir diizeyde olarak belirli bir zaman
icinde tekrarlanabilen ve tahmin edilen salim hizlar1 bakimindan avantajli bir yontemdir.
Dezavantajlar1 arasinda ise tedavi sirasinda olusabilecek bir sorunda tedavinin kesilmesi
gerekirse hemen kesmek miimkiin olmaz 6zellikle de implantlar sadece cerrahi bir yontemle
cikartilabilir. Bu sistemlerde kullanilabilecek ilag tasiyici olarak kullanilan polimer veya
parcalanma {irlinli toksik olabilir veya biyouyumlu 6zellik gdstermeyebilir secilen tasiyici
materyali dogru segcmek gerekir. Diisiik dozlarda etken maddelerin kullanilmas1 avantaj gibi
goriinse de hastanin dozlanmayr unutmasi durumunda, klasik ilag dozlanmalariyla
karsilastirildiginda tedavi edici etkinin ¢ok daha azalmasi s6z konusu olabilmektedir Her
ilacin kontrollii salim sistemi yapilamaz buna ek olarak hazirlama yontemi farkli ilaglarda
farklilik gdstermektedir ve hazirlanan formiilasyonun bir¢ok bilesenden olusan kompleks bir
yapisinin bulunmasi sebebiyle stabilizasyon sorunlari ortaya ¢ikabilmektedir. Ornegin geg

veya erken salinmaya baglayabilir (Ritschel, 1989).
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3.2.1.1la¢ salim yollar

Tercih edilen ilag salim yollar1 ilacin terapotik etkisini etkiler. ilacin tiim vuciida etki
etmesinden ziyade sadece istenilen bolgeye etki etmesini ve yan etkilerinin azalmasini

saglamak i¢in en etkili yol secilmesi gerekeceginden farkli ila¢ salim yollar1 vardir.

3.2.1.1. Oral yolla salim

Oral yolla verilen ilaglar, sindirim sistemi tarafindan emilerek kana karisir ve
hedeflenen etkiyi gosterir. Bu yontem, kolay uygulanabilirligi ve hasta uyumunu artirmasi
nedeniyle tercih edilmektedir. Oral yolla salimda pH ‘a bagli olarak mide pH’inda
coziinemeyen fakat ince bagirsagin yiiksek pH’a sahip olmasi ile ince bagirsakta
¢oziinebilecek, emiilsiyonlar, siispansiyonlar ya da kaplamalar gibi ilag tasiyici sistemler
gelistirilmektedir. Ancak peptit ve protein ilaglar gastrik ortamin pH’s1 ve proteolitik
enzimlerin varliginda sindirilmesi sebebiyle problemler olusacagindan etkinlik diistiktiir. Bu
nedenle peptit ve proteinlerin oral biyoyararlanimlarinin etkinligi kimyasal modifikasyon,
absorbsiyon artirict maddelerin eklenmesi, proteaz inhibitorlerinin formiilasyona eklenmesi
ve uygun ilag tasiyict sistemlerin secilmesi gibi ¢esitli yaklagimlar gelistirilmektedir. Farkl
bir ¢6zlim yolu kalin bagirsakta sindirim enzimleri ¢ok az bulundugundan ilaglarin mid eve
incebagirsaktaki olusabilecek sindirimin Oniine gegecek ilag tasiyici sistemlerin
gelistirilmesidir. Oral yolla salimda meydana gelebilecek bir diger dezavantaj ise etken
madde hedef bolgeye gitmeden salinmaya baslayabilir bu da etkinligi azaltmis olur (Soudry-
Kochavi ve dig., n.d.).

3.2.1.2. Akcigerlere salim

Solunum yolu kullanilarak alinan ilaglar, uzun yillardan beri astim ve kronik obstriiktif
akciger hastaligt (KOAH) gibi durumlarin tedavisinde ilk akla gelen yontemler arasinda
bulunmaktadir. Akcigere yonelik ilag tedavilerinde, etkin tedavi i¢in en 6nemli unsur ilacin
dozu oldugundan etki edecek bolgenin ¢ok 1yi belirlenmesi gerekir. Hedef bolgenin akciger
oldugu ve o bolgede salinacak ilaglar sikisma, sedimantasyon ve difiizyon yolu ile
yerlesebilmektedir. Tastyict sistemlerin partikiil boyutlarinin 1 pm’nin altinda olmamasi
gerekir c¢iinkii bu boyuttaki sistemler alveollere rahat bir sekilde ulagmasina ragmen
alveollere yerlesemediklerinden nefes alip verirken atilirlar. Alveollere yerlesmesini

istedigimiz partikiillerin 2-5 pm partikiil biiytikliigiinde olmas1 gerekmektedir. Akcigerlerin
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alveollere sahip olmasi, yiizey alaninin genis olarak ince doku tabakasina sahip olmasi ve
proteolitik enzimler bulundurmasi sebebiyle ila¢ saliminda uygun bir yol olarak

gorilmektedir.
3.2.1.3.Transdermal yolla salim

Transdermal ilag uygulamalar1 deri tizerine dogrudan uygulandigindan deri tizerindeki
ilag dagitim yollarinin bilinmesi gerekmektedir. flag molekiilleri deri yoluyla 3 sekilde
viicuda niifus eder. Bunlar ter kanallari, kil kokleri, yag bezleri ya da dogrudan stratum
corneumdur. Stratum corneum cildin en dis tabakasidir ve 6lii hiicrelerden olusan keratinle
dolu biiyiik, diiz, ¢ok ylizlii plaka benzeri zarflardan olusan, epidermisin en dis tabakasina
verilen isimdir. Bu katman emilimde 6nemli bir rol oynayarak, yabanci maddeler i¢in bariyer
gorevi gdrmektedir. Bununla beraber kan damarlar1 ve dentritik hiicrelerin varligi sayesinde
ilaglarin deriden gegisi i¢in alternatif yollar olarak kullanilabilmektedir. Bundan dolayi, ilag
dagitimi i¢in biiyiik Onem tasir ve ayni1 zamanda ilacin emilimini gergeklestirerek vaskiiler
sisteme giris i¢in istenen ortami saglar. Geleneksel topikal ilag uygulamalar1 ve transdermal
yamalar, ilaglar1 bu sekilde serbest birakir (Singh ve dig., 2013)

Transdermal yamalar deriye yapiskanlar vasitasiyla yapistirilan ve deriden spesifik
dozlarda ve kademeli olarak kan dolasimina ila¢ salimi i¢in 6zellesmis sistemlerdir (Sekil
3.2). Ik transdermal yama 1981 yilinda FDA tarafindan onaylanmis olup giiniimiizdeki
uygulamalar1 kardivaskiiler hastaliklar i¢in klonidin ve nitrogliserin, kronik agri i¢in
fentanil, sigaray1r birakmaya yardimci olmak icin nikotin bantlar1 olarak bilinmektedir.
Ancak cesitli hastaliklarin tedavisi icin farkli bilesenlere sahip transdermal yamalar
gelistirilmeye devam edilmektedir. Transdermal yamalar ilacin kontrollii ve stirekli salimini
saglamakta ve biyolojik yarilanma 6mrii kisa olan ilaglarin siirekli girisine izin vermektedir.
Sistemik dolasima direkt giren ilaglarda ilgili dokuya diisiik dozun ulagmas1 ve metabolize
olmalar1 transdermal yamalarin avantajlarini arttirmaktadir. Ayrica transdermal sistemler
oral yolla verilen ilaglarin sindirim sistemi ve karacigere olumsuz etkilerini azaltmaktadir.
Giinliik alinmasi gereken doz sayisini haftada birkag keze diistirmesinden dolay1 pratik bir
yontemdir. Bu avantajlariin yani sira bazi transdermal sistemlerde dezavantajlar da
mevcuttur. Bunlar transdermal yamalarin uygulandig: alanda lokal tahris ihtimali, 6dem,

kasint1 veya alerjik reaksiyonlar olarak siralanabilmektedir.

Ayrica transdermal yamalardan salinacak ilacin molekiil agirliginin 4.500 Da ile sinirl

olmasi ve iyonik ilaglarin kullanilamamsi kullanimlarini sinirlamaktadir (Mahammad ve
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dig.,2022.). Tiim bu bilgiler gbz oniine alindiginda bir transdermal yamada olmasi1 gereken

bilesenler ve zellikleri agagida verilmistir;

>

Polimerik matris: ila¢ salimini kontrol eden transdermal yamalarin omurgasini
olusturmaktadir. Polimer se¢imi istenilen fonksiyonel 6zelliklere gore se¢ilmekte olup
ayni zamanda secilen polimerlerin kimyasal olarak inert olmasi, yliksek
biyouyumluluga sahip olmasi, belirli mekanik dayanikliliga sahip olmasi ve diisiik
maliyetli olmas1 gerekmektedir.

flag: Transdermal yamalar uygun farmakolojik, fiziksel ve kimyasal yapiya sahip
ilaclar i¢in son derece ilgi gekici bir yontem olmustur. Transdermal yamalar yogun ilk
gecis metabolizmasina ugrayan, terapotik doz araligt sinirli ve yar1 dmrii kisa olan
ilaglarin salimina katki saglamaktadir. Antikanser ilaglar ve hormonal bozukluklarin
tedavisinde kullanilan ilaglar bu gruba 6rnek verilebilir.

Gegirgenlik arttiricilar: flacin daha yiiksek terapotik seviyelerine ulasmak igin stratum
corneum’un ger¢irgenligini arttirmakla gorevlidirler. Bunlar 3 sinifta toplanmaktadir;
lipofilik ¢oziiciiler, ylizey aktif maddeler ve iki bilesenli sistemler.

Koruyucu Tabaka: Depolama sirasinda yamay: korumakla gorevlidir. Bu katman
kullanimdan 6nce ¢ikarilir.

Yapistiricilar: Tlacin daha yiiksek terapétik seviyelere ulasmasi i¢in stratum corneum
ile etkilesimi arttirir.

Sirt tabakasi: Yiiksek esneklige sahip olmalidir.

Plastiklestiriciler, ¢oziiciiler ve diger yardimci maddeler: Cevresel kosullara karsi

dayaniklilig1 arttirir (Aggarval ve dig., 2009).
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Sekil 3.2. Transdermal yamanin deriye uygulanmasi ve ilacin yayilimi
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3.2.1.4.Diger salim yollar1

Klinik kullanimda olan veya lizerinde aktif olarak calisilan ¢esitli polimer bazli
sistemler, belirli viicut bolgelerine yerlestirilebilir veya deri yoluyla implante edilebilir.
Polimer sistemlerinin kullanildig1 alanlardan biri de gdzdiir. Ocusert adl1 bir kontrollii salim
sisteminde pilokarpin iki etilen-vinil asetat kopolimer membran arasina yerlestirilmektedir.
Membranlarin kalinligi kontrol edilerek, 1 haftalik bir siire i¢in 20 veya 40 saat boyunca
pilokarpin salim hizlar1 gézlenmektedir. Bir hasta 28 g6z damlas1 almak yerine Ocusert
sistemini haftada bir kez rahatlikla kullanabilir .

Buna ek olarak, ilacin yavas ve sabit bir hizda verilmesi sayesinde, ¢ift gorme gibi géz
damlalaryla iliskili yan etkilerin ¢cogu 6nemli 6l¢iide azaltilir. Gebelikten korunma amagh
olarak gelistirilen vajinal ila¢ salan sistemler, genellikle 6 ay boyunca kullanilir ve belirli
periyotlarda bir hafta ara verilir. Son yillarda, vajinaya dogrudan yerlestirilen polimerik ve
biyobozunur salim cihazlar ise antikor salimini saglayarak hem gebeligi 6nlemekte hem de
cinsel yolla bulasan hastaliklara kars1 koruma saglamaktadir. Onemi giderek artan baska bir
alan da as1 salimimudir. Laktik/glikolik asit kopolimerleri veya tirozin gibi adjuvanlar i¢eren
parcalanabilir polimerler gibi pargalanabilir polimerler i¢inde bir as1 kapsiillenerek, antijen
tek bir enjeksiyondan bir yildan fazla bir siire boyunca yavasg¢a salinabilir. Bu tiir
yaklagimlar, ihtiya¢ duyulabilecek enjeksiyon sayisini azaltabilir ve bazen daha yiiksek

antikor titreleri saglayabilir.

3.3. ila¢ Salim Mekanizmalan

3.3.1. Difiizyon kontrollii sistemler

Difiizyon kontrollii salim sistemlerinde, ila¢ rezervuari genellikle biyouyumlu bir
polimerle kaplanir. Bu polimer, ilacin ¢evre dokulara kontrollii bir sekilde salinmasini
saglar. Polimerik yapi, ila¢ molekiillerinin yavas ve kontrollii bir sekilde disar1 difiize
olmasina olanak tanir. ila¢ konsantrasyonunun yiiksek oldugu bdlgeden, ¢evredeki diisiik
konsantrasyonlu alana dogru bir ge¢is gerceklesir. Bu konsantrasyon farki, ilacin salim hizini
belirleyen en 6nemli faktordiir. Bu tiir sistemler, ila¢ salim hizinin ve siiresinin hassas bir
sekilde kontrol edilmesini miimkiin kilar. Difiizyon kontrollii salim sistemlerinin avantajlari
arasinda, ilacin hedef bolgeye siirekli ve diizenli bir sekilde ulasmasi, yan etkilerin

azaltilmasi ve hasta uyumunun artirilmasi yer almaktadir.
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2 farkli diflizyon kontrollii sistemler mevcuttur. Membran ve matriks sistemler olarak

ayrilirlar (Peppas ve Narasimhan 2014).

3.3.1.1.Membran (rezervuar) sistemler

flag etken maddesi, membran sistemlerinde genellikle sisen veya sismeyen bir
polimerle cevrili bir rezervuara (depo) hapsedilir. ilag ilk &nce membran igerisinde ¢oziiniir
daha sonrasinda yogunluga bagl olarak ¢ok yogun olan ortamdan yogunlugu az olan ortama
dogru membran disina difiizyon ile ila¢ salinir. Eger ki membran yapis1 gozenekli ise ilag
membran igerisinde etkilesime girmeden gdzeneklerden difiize olarak membranin disina
salim gerceklesir. Bu sistemlerdeki en onemli avantaj serbest salim hizina kolaylikla
ulasabilmesidir. Membran sistemler, genellikle film, kapsiil veya mikrokapsiil gibi ¢esitli
yapilar halinde tasarlanabilir. Bu sistemler viicut icinde parcalanmadiklari i¢in ilag salimi
tamamlandiktan sonra cerrahi miidahale gerekebilir.Bunun yani sira insiilin gibi biiyiik
molekiillerde iyi bir sistem olarak tercih edilmez ciinkii yirtilma ve catlak meydana
gelebileceginden etken madde istenilen zamandan daha hizli salim yapabilir bu da ¢esitli yan
etkilere neden olur. Bu sistemlerdeki en 6nemli avantaj serbest salim hizina kolaylikla

ulasabilmesidir (Brannon-Peppas,1997).

3.3.1.2.Matriks (monolitik) sistemler

Matriks sistemlerde, etken madde genellikle kat1 bir polimer icinde ¢oziinmiis ve
dagilmis halde bulunur. Salimin kontrol edilmesinde matriks, homojen (gézeneksiz) veya
heterojen (gozenekli) yapida olabilir. Heterojen (gbzenekli) matrikslerin hazirlanmasi ise
genellikle hidrofil maddelerin matriks polimerine eklenmesiyle gergeklestirilir. Homojen
(gbzeneksiz) matriks ise etkin madde tek bir 6zellige sahip matriksin i¢ine geger, buradan
basit diflizyon islemiyle salim gergeklesir (Higuchi ve dig., 1963). Matriks materyali olarak
polietilen, poliamit, poli(vinil asetat), etil seliiloz, polisiloksan, akrilat ve metakrilat polimer
ve kopolimerleri, etilen-vinil asetat kopolimeri, poli(vinil kloriir) gibi polimerler

kullanilmaktadir (Giirsoy ve dig., 1989)
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3.3.2. Coziinme kontrollii sistemler

Coziinme kontrollii sistemler de salim hizi yavas olan ilag etken maddeleri,
kendiliginden kontrollii/siirekli salinim yapiyormus gibi davranis gostermektedir. Genel
olarak suda hizli ¢6ziinen maddelerin, ¢6zlinme hizindaki etkiyi yavaslatarak salimin
kontrollii hazirlanmasi imkansiza yakindir. Bu durumda ya ilag etken maddeyi daha
hidrofobik bir forma getirmek gerekir veya hidrofobik bir maddeyle etken madde kaplanarak
¢oziinme 6zelligi kontrol edilebilir. Ideal bir sekilde salim hizini sabit ilerletebilmek igin,
¢Oziinme de kullanilan ylizey alani sabit kalmalidir. Coziinme islemi difiizyon-tabaka
kontrollii ilerleyen bir sistemdir. Etkin maddenin ¢ézlinme hizinin kontroliinii ise polimer
kapl ylizey ile ¢6ziinme ortami arasinda meydana gelen siv1 film tabakasi tarafindan kontrol
edilir. Bu tarz sistemlere ornek olarak, viicut icerisine implante edilen veya deri iizerine
hazirlanan rezervuar sistemin yapistirilmasi ile kullanilabilirler. Deri {izerine yapistirilan
sistemlere transdermal sistemler adi verilir ve bu sistemlerde, ilag deriden belli bir siire

zarfinda viicuda salinip dolasim sistemine katilmaktadir (Hoffman, 2012)
3.3.3.Su-Gegis kontrollii sistemler

Ilag salimdaki hizin cihaz igerisine su girisi hizinin cihaz igerisine su girisi ile control
saglanan sistemler ‘su ge¢is kontrollii sistemler’ olarak adlandirilir. Bu tiir cihazlar osmotik
veya sisebilen sistemler olarak tasarlanabilirler. Ozmotik sistemlerde, ilag lazerle calisan
bir delikten pompalanir. Sistemi ¢evreleyen yar1 gegirgen zar, suyun sisteme girmesini
saglarken, ila¢ miktarinin korunmasina olanak tanir. Bu 6zellik sayesinde etki siiresi
artirilabilir.

[lacin olusturdugu osmoz nedeniyle su sistemlere taginir ve sistemdeki hacimsel artis
ilac1 disar1 pompalar. Polimer, ilacin etkisini artirmak ve kontrollii bir sekilde salinmasini
saglamak i¢in kullanilir. Ayrica, polimerin hidrofilik 6zelligi sayesinde ilag daha hizh
coziinerek etkisini gosterir Bu siireg, ilacin kontrollii bir sekilde salinimini saglar. Su
matrisinin sigmesi, polimerin yapisinin degismesine ve ilacin serbest birakilmasina olanak
tanir. Bu sayede, ilag molekiilleri viicuda daha hizli ve etkili bir sekilde ulasabilir (Efe,

2010).
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3.3.4. Ayarlanabilir sistemler

Ayarlanabilen sistemler genel olatak disaridan bir etkiyle veya kendi kendine
ayarlanabilen olmak {izere iki ana gruba ayrilir. Disaridan ayarlanabilen sistemlerde,
ultrason veya manyetik alan gibi yontemler kullanilabilir. Ornegin, polimer matris igine
manyetik alan saglayabilecek kiiciik kiireler birakilarak digsaridan bir manyetik etki
uygulanirsa ila¢ diflizyon yolu ile salinir. Ultrason ise biyobozunabilir polimerlere
uygulandiginda, ila¢ salimma etki i¢in bozunma hizi arttirilabilir. Kendi kendine
ayarlanabilen sistemler ise substrat-duyarli veya cevre-duyarli olarak gelistirilebilir.
Substrat-duyarli sistemlerde, belirlenen bir dig molecule karsi ilag salami baslatilir. Cevre-
duyarli sistemler ise dis ortam kosullari, 6rnegin sicaklik veya pH degisiklikleri gibi
faktorlere yanit olarak ilag salmimi gergeklesir. Ornegin, pH duyarl polimerler sayesinde
mide icin zararli olan ilaglar bagirsakta salinabilir veya diisiik pH kosullarinda agizda

par¢alanmadan mideye ulasip burada ilacin salinimi gergeklesebilir (Ilmain ve dig., 1991).
3.3.5. Kimyasal-kontrollii sistemler

Kimyasal kontrollii sistemlerde ila¢ salimi, genellikle polimer matris i¢inde bulunan
ilag molekiilleri ile matris icindeki kimyasal reaksiyonlar sonucunda gerceklesir. Bu
reaksiyonlar, ilacin belirli bir hizda veya belirli kosullarda serbest birakilmasini saglayacak
sekilde tasarlanabilir. Polimerin bozunma siiresi ¢esitli parametrelerin etkisine bagli olarak
hesaplanir. Biyobozunur 6zellige sahip ilag ve polimer arasindaki baglardan yararlanarak

kontrollii bir salim olay1 gergeklestirilebilir ( Siepmann ve dig., 2012).
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3.3.6. Viicutta asinan sistemler

Biyolojik olarak asiabilir sistemlerde, ilag baslangigta polimer i¢ine dagitilir; ancak
matris sistemlerinden ayrilan 6zellik olarak, viicut icinde polimer zamanla aginarak belirli
bir siire sonra azalir ve sonunda tamamen yok olur. Bu 6zelligi sayesinde bu tiir implantlar
cerrahi miidahale gerektirmeden dogal olarak viicut tarafindan emilir. Polimer matrisin
yavas asinmasi durumunda ila¢ salimi genellikle difiizyon kontrollii olarak gergeklesir,
ancak aginma kontrollii ila¢ saliminda difiizyon polimer asinmasina goére daha kontrollii bir

hizda ilerler.
3.3.6.1.Zincire takili sistemler

Bu sistemlerde, bir polimer zincire kimyasal olarak baglanmig ilag, hidrolitik veya
enzimatik olarak aradaki bagin pargcalanmasi sonucu ila¢ serbest birakilarak ila¢ salami
tamamlanir ve polimer viicutta bozunarak uzaklasir. Bu tiir polimer-ilag bilesikleri,
zehirlenme oranini azaltmak, tedavide etkinlik saglamak veya ilacin istenilen hedef bolgeye
ulagmas1 amaciyla kisa siireli uygulamalarda kullanilmaktadir. Zincire takili sistemleri diger
kontrollii salim sistemleri ile karsilastirildiginda 6nemli avantajlari goriilmektedir. Ornegin,
sistemde ila¢ miktarinin fazla olmasi ile geleneksel tasiyici sistemlerde polimer miktarinin

fazla bulunmasindan dolay1 ekonomik acidan avantajl kabul edilebilmektedir.
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1.Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Biyolojik aktivite ve yapisal analiz ¢aligmalari i¢in gerekli olan PCL, TA, span 80,
tiazol blue tetrazolyum bromiir (MTT), penisilin-streptomisin, DMEM, DMSO Sigma’dan;
trietilamin, sodyum dihidrojen fosfat(NaH2PO4), sodyum hidrojen fosfat (NaxHPOs),
potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs), Merck’ten; amonyak Atabay Kimya’dan; kloroform,
formik asit Isolab’dan; fosforik asit, asetonitrii Honeywell’den; Ribosiklib Cayman
Chemical’dan; fetal sigir serumu (FBS) Gibco’dan; MCF-7 ve L-929 hiicreleri ATCC’den
temin edilmistir. Tiim kimyasallar ekstra saflagtirma adimi uygulanmadan direkt olarak

kullanilmuastir.
4.2.Cahismada kullanilan arac-gerecler

Sentezlenen mikrobiyal CS MALDI-7090 model cihaz kullanilarak MALDI TOF
kiitle spektrometresi ile karakterize edilmistir. Transdermal yamalarin yapisal
karakterizasyonu i¢in Perkin Elmer UATR Two model FTIR kullanilmistir. Calisma
kapsaminda termal analizler Shimadzu 60 Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) ve
Shimadzu 50 Termogravimetrik Analizor (TGA) ile gerceklestirilmistir. Bu analizler
sirasinda FTIR 6lgiimleri 400-4000 cm™! dalga sayisi araliginda ve ATR yiizey tarama
sistemi ile gerceklestirilmistir. Termal analizlerde 1sitma hizi TGA ve DSC i¢in 10 °C/dk
olarak ayarlanmis olup numunelerdeki kiitle kaybi1 degerleri TGA ile ve camsi gecis
sicakliklart (Tg) DSC ile belirlenmistir. Ornek miktar1 ise TGA’da ~10 mg, DSC
analizlerinde ~5 mg olarak ayarlanmigtir. Emiilsiyon yonteminde kullanilmak iizere
LABTron HZ1-A SET model homojenizator 25000 rpm’de kullanilmistir. Nanofiber {iretimi
icin Inovensa NS1 model elektrospining cihazi kullamlmustir. Ilag salim &l¢iimii igin Agilent
Technologies 1220 LC model HPLC cihazi kullanilmistir. Yapistirma testi analizleri MTS
E42 model universal test cihazi ile gergeklestirilmistir. Hiicre kiiltiir calismalari ve ilag salim
calismalar1 Biotek Eon marka Elisa mikroplate okuyucu ile ger¢eklestirilmistir. Yine in vitro
biyouyumluluk c¢alismalarinda Niive marka CO: inkiibatorii, Chemocell marka UV
biyogiivenlik kabini, Olympus CKX41 invert/floresan mikroskop kullanilmistir. Genel
istatistikler GraphPad Prism 8 programi kullanilarak gerceklestirilmistir.
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4.3.Mikrobiyal kondroitin siilfat iiretimi

Calisma kapsaminda, transdermal yama ig¢in kullanilan CS mikrobiyal olarak
sentezlenmistir. Kondroitin sentezinden sorumlu olan kfoA, kfoC, kfoF genlerini ve
Vitreoscilla hemoglobin genini (vgh) tasityan pETM6-PACF-pUCS:15 plazmidinin
transforme edilmesiyle olusturulan rekombinant E. coli susu ile kondroitin sentez iglemi
gerceklestirilmistir. Calismanin  saflastirma asamasinda pETM6-PACF plazmidinin
kullanildig1 ¢aligmadaki yontem takip edilmistir. Yontem, sivi LB-amp besiyerlerinde
iretilen bakteri biyokiitlesinin toplanmasiyla baslayarak birka¢ ¢okeltme agamasina ve son
olarak liyafilizatorde kurutma yapilmistir. Daha sonrasinda, elde edilen mikrobiyal
kondroitine siilfatlama islemi yapilmistir. Ticari kondroitin stilfatlarda (CS), GalNAc
tortularinin neredeyse tamami 4 ya da 6 konumunda siilfatlandig1 ve 6-pozisyonunda siilfat
oraninin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir fakat yapilan islem ile tiim GalNAc tortularinin
6. pozisyonundaki hidroksil gruplarinin siilfatlanip, uygun bir sekilde 4. pozisyondaki

hidroksil tortularini koruyan bir yap1 elde edilmistir.

4.3.1. Mikrobiyal kondroitin iiretimi

Mikrobiyal kondroitin iiretimi i¢in Sekil 4.1°de goriildiigii gibi olusturulan
rekombinant bakteri susundan Luria bertani broth (LB) siv1 besiyerine ekim yapilarak 24
saat boyunca inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra rekombinant bakteri kiiltiirti
9000 rpm’de- 5 dakika siire ile santrifiij edilip elde edilen hiicre peleti suda (yaklasik 50 ml
kadar) yeniden siispanse edildikten sonra 15 dakika siire ile otoklav edilmistir. Santrifiij
sonrasi elde edilen silipernatan farkli santrifiij tiiplerine aktarilarak ¢dziinmez materyalin
uzaklastirilmasi i¢in ayrica santrifiij edilmistir. Elde edilen yeni siipernatanlar ayr tiiplere
aktarilip slipernatan 1 seklinde etiketlenmistir. Otoklavdan ¢ikan 6rnekler santrifiij edilecek
ve siipernatanlar1 ayrn tiiplere aktarilip siipernatan 2 seklinde etiketlenmistir. Siipernatan 1
ve slipernatan 2’lerin iizerine alkol hacmi % 80 olacak sekilde saf etanol eklenip ¢oktiirme
yapilip alkol ilavesinin ardindan 6rnekler -20 °C’lik dondurucuya konularak ¢oktiirme iglemi
stirdiiriilmiistiir. Coktiirme islemi sonunda numuneler santrifiij edilerek elde edilen peletler
toplanmis ve parcalama tamponunda (yaklastk 1 ml) yeniden siispanse edilmistir.
Numunelerin {izerine DNAse eklenerek (yaklagik 1 pl) 6rnek 37°C’de 1 saat inkiibe
edilmistir. Daha sonra 6rneklerin iizerine Protease K eklenip (yaklasik 2.5 mg) 56°C’de 2
saat inkiibe edildikten sonra alkol hacmi % 80 olacak sekilde 2. bir alkol ¢oktiirmesi
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yapilmistir ve peletler toplanip saf suda (yaklasik 1 ml) ¢oziilerek spin kolonla filtreleme

yapilmustir. Filtrelemeden sonra geriye kalan kisim vakumla liyofilize edilmistir.

4.3.2. Kondroitin siilfatlama islemi

Elde edilen mikrobiyal kondroitinin 4-6 grami 80-120 ml sulu DMF (Dimetil
Formamid) i¢inde ¢6ziiliip soliisyon 0- 5 °C’ye kadar sogutulmustur. Daha sonra soliisyona
12-15 gram piridin siilfotrioksit eklenmistir. Soliisyonun oda sicakligina ulasmasi beklenmis
ve 400-800 ml NaCI’lii doymus aseton ilave edilerek ¢coktiirme islemi yapilmistir. Karisim
filtrelenerek kat1 kistm 200-400 ml demineralize suda ¢oziiliip elde edilen ¢6zelti 1 N NaOH
ile notralize edilmistir. Notralizasyon saglandiktan sonra ¢ozelti 30-50°C’ye kadar 1sitilmig
ve 0.2-0.3 N 60 ml NaOH eklenmistir. Bu sicaklikta 1-3 saat tutulan ve daha sonra oda
sicaklig1 diizeyine gelmesi beklenen ve 1 N HCI asit ile nétralize edilmistir. Cozelti 10
uS’den kiiciik gecirgenlik iletkenligine sahip bir zar aracilig ile filtrelendikten sonra vakum
altinda liyofilize edilerek kurutulmustur. Hazirlanan mikrobiyal kondroitin siilfat yapisinin
analizi, 400-50000 m/z araliginda tarama yapilarak MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization Time-of-Flight) kiitle spektrometrisi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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4.4.Transdermal yamalarin hazirlanmasi ve karakterizasyonu

Calisma kapsaminda hazirlanan Ribosiklib i¢eren transdermal yamalar 5 katmandan
olusturulmustur (Sekil 4.2). Bu katmanlar sirasiyla gecirgen olmayan sirt tabakasi,
elektroegrilmis polimerlerden olusan ilag rezervuart katmani, elektroegrilmis ilag salim

katmani, yapiskan tabaka ve koruyucu katmanlardir.
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Gecirgen olmayan sirt tabakasi olarak aliiminyum folyo ve koruyucu tabaka olarak silikon
membran kullanilmistir. Transdermal yama iiretiminde kullanilan CS mikrobiyal olarak

tretilmistir.
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Sekil 4.2. Hazirlanacak transdermal yama dizayni

4.4.1. Elektroegrilmis ila¢ rezervuarinin iiretilmesi

Elektroegrilmis ila¢ rezervuar katmanmin iiretilmesi icin PCL ve CS karisimi
aliminyum folyo iizerine elektroegrilmistir. Bu kapsamda, Oncelikle PCL kloroform
karigiminda ¢oziindiiriilerek oda sicakliginda 12 saat boyunca karigtirllmigtir. Daha sonra,
kloroform/formik asit ile ¢oziinen CS iizerine Span 80 eklenmis ve homojenizatdrden
gecirilmistir. Bu karisim, PCL iizerine eklenmis ve 2 saat daha oda sicakliginda
karistirilmistir. Burada PCL konsantrasyonu %10 olup sabit tutularak CS konsantrasyonu
%1, %2, %4 olacak sekilde 3 farkli ilag rezervuar katmani elektroegirme cihazi kullanilarak
20 kV’da, 20 cm mesafeden akis hiz1 0,5 ml/saat olacak sekilde ayarlanan optimum kosulda
yamalar {retilmistir. Daha sonrasinda belirli konsantrasyonlarda PBS/asetonitrilden

hazirlanmis 200mg olacak sekilde Ribosiklib ¢ozeltileri 3 farkli yama tizerine emdirilmistir.
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4.4.2. Elektroegrilmis ila¢c salim katmaninin iiretilmesi

Elektroegrilmis ila¢ salim katmaninin iiretilmesi i¢in PCL/CS karigimi aliiminyum
folyo iizerine elektroegrilmistir. Bu kapsamda, oncelikle PCL kloroform karigiminda
cOziindiiriilerek oda sicaklifinda 12 saat boyunca karistirilmistir. Daha sonra,
kloroform/formik asit ile ¢oziinen CS {izerine Span 80 eklenmis ve homojenizatdrden
gecirilmistir. Burada PCL konsantrasyonu %10 olup sabit tutularak CS konsantrasyonu %1,
%2, %4 olacak sekilde 3 farkli ilag salim katmani elektroegirme cihazi kullanilarak 20
kV’da, 20 cm mesafeden akis hiz1 0,5 ml/saat olacak sekilde ayarlanan optimum kosulda
yamalar iretilmistir. Daha sonrasinda belirli konsantrasyonlarda PBS/asetonitrilden
hazirlanmis 100mg Ribosiklib olacak sekilde, ilag rezervuar katmaninda bulunan Ribosiklib
miktarmin yarist oraninda olacak sekilde 3 farkli yama {izerine emdirilmistir (Sekil 4.3).
Caligmada iiretilen transdermal yama sistemiyle almman Ribosiklib’in  dozu

azaltilabilmektedir.

PCL/CS/
Span80

J 2 éaat
Karigsma

Sekil 4.3. Rezervuar ve Ilac salim katman iiretilmesinin sematik gosterimi

4.4.3. Yapiskan katmanin iiretimi

Yapiskan katman iiretimi i¢in bircok calismada yapistirict 6zelligi nedeniyle tercih
edilen TA kullanilmistir. Oncelikle TA %15 (m/v) olacak sekilde saf suda ¢oziindiiriilmiis
ve elektroegrilmis ila¢ salim katmani bu TA soliisyonuna daldirilmistir. 15 dk
inkiibasyondan sonra fazla TA saf su ile yikanarak uzaklastirilmistir. Daha sonra bu katman
37 °C’lik inkiibatorde 5 saat boyunca kurutulmustur. Son olarak koruyucu katman olarak
koruyucu membran kullanilarak iiretilen yamalar deneylerde kullanilana kadar +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

27



4.5.Transdermal yamalarin yapisal, termal ve morfolojik karakterizasyonu

Hazirlanan transdermal yamalarin her basamaktaki yapisal karakterizasyonlari oda
sicakliginda FTIR analizi ile 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda gergeklestirilmistir.
Termal bozunma egrileri termogravimetrik analiz (TGA) ve camsi gegis sicakliklar1 (Tg) ise
diferansiyel taramal1 kalorimetre (DSC) teknikleri ile belirlenmistir. TGA ve DSC analizi 10
°C/dk hizla ve sirasiyla 25-600 °C ve -40-100 °C sicaklik aralifinda gercgeklestirilmistir.
Belirlenen 3 farkli transdermal yamalarin morfolojileri ve ¢ap hesaplamalar1 icin SEM

analizi yapilmistir. Polimerlerin fiber ¢aplar1 Image J programiyla gerceklestirilmistir.

4.6.Transdermal yamalarin biyokimyasal karakterizasyonlari

Transdermal yamalarin biyokimyasal karakterizasyonu igin ilag tutma etkinligi, sisme
derecesi, yama kalinliklari, katlama dayanikliligi, agirlik homojenligi, cekme mukavemeti,
soyulma direncinin belirlenmesi ve in vitro ilag salim etkinligi c¢alismalar

gerceklestirilmistir.

4.6.1. Transdermal yamalarin sisme derecesinin belirlenmesi

Hazirlanan transdermal yamalarin tamamen kuruyup kirillgan olmamasi ve solvent
difiizyonunu  Olgmek icin hazirlanan farkli igerikteki yamalara sisme testi
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda 6nceden tartilan yama 6rnekleri %20 etanol iceren pH 6.8
olan fosfat tamponuna daldirilarak 2, 4, 6, 8, 10 ve 24. saatlerde ¢ikarilmis ve bir pamuk
yardimiyla hafifce kurulandiktan sonra tekrar tartilmistir. Sisme derecesi asagidaki esitlik

ile hesaplanmustir.

) - Ws—-Wwd
% Sisme Derecesi = wao

Burada Ws belirli bir siire tampon ¢ozeltide kalarak sismis matlarin, Wd ise kuru

matlarin agirligini simgelemektedir.
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4.6.2. Transdermal yama kalinhklarmin belirlenmesi

Transdermal yamalarin tasiyacaklari ilag miktart acisindan kalinliklarinin
hesaplanmas1 gerekmektedir. Yamalarin kalinliklarinin belirlenmesi i¢in bir dijital

mikrometre ile 3 farkli bélgeden kalinlik dlgiilerek ortalama kalinlik hesaplanmaistir.

4.6.3. Transdermal yamalarin katlama dayamklihg:

Transdermal yamalarinin dayanikliligini tespit etmek i¢in 3 tekrarli olacak sekilde her
bir yama olabildigince ayn1 nokta iizerinden katlanmis ve tamamen deforme olana ya da

kirilana kadar katlamaya devam edilmistir.

4.6.4. Agirhk homojenligi

Transdermal yamalarin agirlik homojenligi testi i¢in onceden 40 °C’de 4 saat
kuruttuktan sonra 3 farkli yerden 1 cm? ’lik kesitler almarak tartilmistir. Ortalama degerler

aliip standart sapma diizeyi hesaplanmistir.
4.6.5. Transdermal yamalarin soyulma direncinin belirlenmesi

Transdermal yamalarin soyulma direnci Ren ve ark., tarafindan rapor edilen 180°
soyulma direnci metoduyla gerceklestirilmistir. Test i¢in Oncelikle Sekil 7°de goriildiigii gibi
2*#20 cm? uzunlugunda transdermal yama parcasi kesilmis ve 10 cm’lik kismi bir aliiminyum
plakanin tizerine hafif basing uygulanarak yapistirilmistir. Daha sonra aliiminyum plaka
MTS marka mekanik test analizoriiniin alt kismina sabitlenmistir. Cihazin {ist tarafindaki
cekme aparati yamaya tutturularak 180° yukari dogru 300 mm/dk hizla cekilmistir.

Yamalarin ¢ekme test grafikleri kPa cinsinden verilmistir.
4.6.6. Transdermal yamalarin ila¢ tutma verimliligi

Hazirlanan transdermal yamalar i¢in hem ilag¢ rezervuart hem de ilag salim alan1 i¢in
ayrt ayr1 olmak tizere ila¢ tutma verimliligi calismalar1 gerceklestirilmistir. Bunun igin

oncelikle hazirlanan elektroegrilmis matlar yaklasik 2*2 cm? oraninda kesilerek 0.02 ile 0.06

gr araliginda tartilmistir.
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Daha sonraiizerine belirlenen konsantrasyonda PBS/asetonitril ile hazirlanan Ribosiklib
emdirildikten sonra yamalar 2/1 oraninda kloroform/formik asit karisiminda
¢Oziindiiriilmiistiir. Daha sonra karisim diyaliz membranina birakilarak 24 saat sonra salinan
Ribociclib miktari HPLC cihazinda Ol¢lilmiistiir. HPLC analizinde C18 kolonu
(25cmx*4.6mm, Spm; baslikli silika) kullanilmistir. Mobil faz olarak 25 mM potasyum fosfat
tamponu ve asetonitrilin 60:40 v/v’lik karisimi kullanilip ve 276 nm’de 6l¢iim alinmistir.
[lag verimi asagidaki formiille hesaplanmistir.

Salinan ila¢ miktari

% Ilag Verimliligi =
%o llag Verimliligi Eklenen ila¢ miktar1 "

4.6.7. Transdermal yamalarin in vitro ilac salim diizeylerinin belirlenmesi

Ribosiklib igeren ilag¢ rezervuar katmani ve ilag salim katmani i¢in ayr1 ayr1 PBS ve
asetonitril karigimindaki in vitro ilag salim diizeyleri belirlenmistir. Salim i¢in 6ncelikle pH
7.4 PBS tamponu hazirlanmis ve belirlenen oranlarda asetonitril eklenerek 4 cm? olacak
sekilde kesilen yamalarin agirligima bagl olarak belirlenen miktarda ila¢ emdirilmistir. 5
saat sonunda ilagli yamalar 14 ml ¢ozelti igine birakilmistir. Daha sonra belirli zaman
araliklarinda ( 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 ve 48 saat) yamalarin bulundugu ¢dzeltiden 40 ul 6rnek
alinarak iizerine PBS/asetonitril karisimindan eklenmistir. Salim 3 tekrarli olacak sekilde
yapilmustir. Alinan 6rnekler HPLC sisteminde 276 nm dalga boyunda 0.8 dk/ml akis hizinda
tayin edilmistir. Belirlenen konsantrasyonlara karsi zaman grafigi cizilerek % ilag salim

diizeyi belirlenmistir.
4.7.Transdermal yamalarin in vitro etkinliginin belirlenmesi
Hazirlanan transdermal yamalarin in vitro biyouyumluluklar1 ve in vitro antikanser

aktiviteleri ile deri diflizyonu testleri gerceklestirilmistir. Verilerin istatistiksel analizi

GraphPad Prism 8 programi ile yapilmustir.
4.7.1. Transdermal yamalarin in vitro biyouyumluluklarinin belirlenmesi

Hazirlanan transdermal yamalarin in vitro biyouyumluluklarini degerlendirmek igin
calismanin bu basamaginda L-929 (mus musculus cinsi fare fibroblast) hiicreleri tizerindeki

indirek sitotoksisiteleri, 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5- diphenyltetrazoluim bromide;
Thiazolyl blue (MTT) testi ile belirlenmistir.
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Deney protokolii ISO-10993-5 “Biological Evaluation of Medical Devices’’ standartlarina
gore hazirlanmistir. Yontemin temeli tetrazolyum tuzu olan MTT sar1 renkli olup, yasayan
hiicrelerin mitokondrilerinde bulunan siiksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak
baglanmaktadir. Baglanma miktarina bagli olarak canli hiicre orani spektrofotometrik olarak
tayin edilmistir. Hazirlanan ilagsiz matlardan 0.1 g tartildiktan sonra 6n ve arka yiizii ayri
ayrt 1 saat UV ile steril edilerek 72 saat siireyle DMEM hiicre medyumunda inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra medyum matlardan ayrilarak onceden inkiibe edilmis (24 saat)
L929 hiicreleri 96 kuyucuklu platelere ekilmistir. 24 saat inkiibasyonun sonunda MTT
protokoliine gore 550 nm’de mikroplate okuyucu ile okuma yapilarak sonuglar % canlilik
olarak verilmistir. Ayrica ekstraktlarin tizerinde kiiltlirlenen hiicrelerin fotograflari Olympus

CKX41 marka invert/floresan mikroskop vasitasiyla goriintiilenmistir.

4.7.2. Transdermal yamalarin in vitro antikanser aktivitesinin belirlenmesi

Ribosiklib ilacinin transdermal yama iginde in vitro etkinligini koruyup korumadigini
belirlemek i¢in yamalarin ila¢ salimi sonucunda in vitro antikanser aktivitesi belirlenmistir.
Bu kapsamda 6ncelikle hazirlanan ilagh yamalar 0.1 g tartildiktan sonra 6n ve arka yiizii ayr1
ayr1 1 saat UV ile steril edilerek 48 saat boyunca DMEM hiicre medyumunda 37 °C’lik CO»
inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. Daha sonra medyum matlardan ayrilarak 6nceden inkiibe
edilmis (24 saat) MCF-7 (meme kanseri) hiicreleri 96 kuyucuklu platelere ekilmistir. 24 saat
inkiibasyonun sonunda MTT protokoliine gére 550 nm’de mikroplate okuyucu ile okuma
yapilarak sonuclar % canlilik olarak verilmistir. Yamalarda bulunan Ribosiklib’in antikanser
aktivitesi ayni konsantrasyonda hazirlanacak Ribosiklib ¢ozeltileri ile karsilastirilmistir.
Ayrica ekstraktlarin iizerinde kiiltiirlenen hiicrelerin fotograflar1t Olympus CKX41 marka

invert/floresan mikroskop vasitasiyla goriintiilenmistir.

4.7.3. In vitro difiizyon testi

Ribosiklib ilacinin deri gegirgenligini in vitro olarak test etmek icin Franz difiizyon
hiicresi kullanilmistir. Test i¢in rat karin derisi kullanilmis ve 5 adet rattan toplam 20 parca
deri alinmigtir. Alinan deri 6rnekleri 0.32 M izotonikte hazirlanmig amonyum hidroksitte 45
dk bekletilerek kil, yag ve deri alt1 dokularin ¢ikarilmasi saglanmistir. Daha sonra deriler
salinde yikanarak, pH 7.4 fosfat tamponunda 1 saat boyunca dengelenmistir. Temizlenmis
deri Sekil 4.4‘te gosterilen verici hiicrenin alt kismina yerlestirilecektir. Daha sonra

transdermal yama temizlenmis ve kurutulmus deri iizerinde yerlestirilerek parafilm ile
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kaplanacaktir. Sistem bir karistirict {izerine yerlestirilerek 300 rpm’de karismaya
birakilacaktir. Sicaklik 37 °C olarak ayarlanacaktir. Belirli zaman araliklarinda (0, 1, 2, 4, 6,
8,12, 24 ve 48 saat) 2 ml 6rnek alinacaktir. Yerine 2 ml soliisyon eklenerek s1vi miktar1 sabit
tutulacaktir. Alman ornekler baglik 3.1°de belirtildigi HPLC sisteminde tayin edilecektir.

Belirlenen konsantrasyonlardan % ge¢irgenlige kars1 zaman grafigi cizilecektir.

ol -l - Alict hiicre

= 2= Kanstinc

Sekil 4.4. Franz difiizyon hiicresi dizayni

4.8.Istatistiksel analizler

In vitro ¢aligmalar icin tiim istatistiksel analizler GraphPad Prism 8 programi “one way
anova” testi ile gerceklestirilmis olup sonuglarda p<0.05 anlaml olarak kabul edilmistir.

Veriler aritmetik ortalama+standart sapma olarak gosterilmistir.
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5. BULGULAR

Calisma kapsaminda mikrobiyal CS ve PCL bazli nanofiber transdermal yamalar
uretilerek, yapisal ve biyokimyasal karakterizasyonlari ve in vitro etkinlik analizleri
gergeklestirilmistir. PCL/CS igerikli yama tiretimi Span 80 kullanilarak elektroegirme
yontemiyle hazirlanmistir. Daha sonra yamalara farkli oranlarda Ribosiklib emdirilmistir.
Mikrobiyal CS’nin yapisal analizi MALDI TOF kiitle spektromoteresi ile
gergeklestirilmistir. Sentezi gergeklestirilen yamalara yapisal ve temel karakterizasyonu
oncelikle FTIR, TGA, DSC ile gergeklestirilmis olup yiizey oOzellikleri SEM ile
incelenmistir. Hazirlanan ilagli yamalarin ila¢ tutma etkinligi, sisme derecesi, yama
kalinliklar1, katlama dayanikliligi, agirlik homojenligi, ¢ekme mukavemeti, soyulma
direncinin belirlenmesi, ilag tutma verimi ve in vitro ilag salim etkinligi gibi biyokimyasal
karakterizasyonlar1 da incelenmistir. Sentezlenen yamalarin ila¢ salim diizeyine bakarak 3
farkli PCL/CS formiilasyonu secilerek belirlenen calismalara ek olarak yamalarin
biyouyumluluk ve antikanser 6zellikleri de analiz edilmistir. /n vitro difiizyon testi ile rat
karin derisi kullanilarak ilacin deri gegirgenligi belirlenmistir. Yamalarin dizayni 5 katman
olarak belirlenmis ve transdermal yamada geg¢irgen olmayan sirt tabakasi, ilag rezervuar
katmani, ilag salim katmani, TA ile yapiskan katman ve koruyucu tabaka seklinde son halini
almistir. Secilen 3 farkli formiilasyonun yapisal, termal, biyokimyasal karakterizasyonu ile

in vitro etkinliginin belirlenmesi deney sonuglar1 asagida detayli olarak verilmistir.
5.1. Mikrobiyal kondroitin siilfat yapisinin karakterizasyonu

Calismada sentezlenen mikrobiyal CS Sekil 5.1°de goriilen MALDI-TOF kiitle
spektrometrisi ile yapisal olarak analiz edilmistir. Grafik, kiitle-ytlik oran1 (m/z) ile iyonlarin
yogunlugunu (% Int) gostermektedir. Spektrumdaki tekrarlanan diziler CS’nin polimerik
veya oligosakkarit yapisinin bir gostergesidir. Kromotogramdaki en yiiksek pikler 693.75-
734.47 m/z’deki diziyi olusturan pikler olup molekiilde hidrolizlenmis CS oldugunu
gostermektedir. Ikinci dizi 848.68-935.29 m/z arasinda goriilmekte olup molekiiliin dimer

formu ya da Na gibi iyonlarin baglanmasi olarak yorumlanabilir.
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Ayni sekilde 1015.34, 1176.99, 1304.64 ve 1650.0 m/z civarindaki pikler daha yiiksek
molekiil agirlikli oligomerik yapi dizisine ve bunlarin farkli iyonlarla yaptiklar bilesiklere
isaret etmektedir. Genel olarak 500-1700 m/z araliginda yogun bir pik dagilimi goriilmekte
olup bu durum, araligin CS’nin karakteristik parcalanma tirlinlerini i¢erdigini gosterir. Son
olarak CS’nin molekiiler agirligini gosteren 2571.08 m/z’de goriilen pik molekiilde nispeten

diisiik oranda goriilmektedir.
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Sekil 5. 3. Mikrobiyal CS’nin MALDI TOF kromotogrami

S5.2.Transdermal yamalarin hazirlanmas1 yapisal, termal ve morfolojik

karakterizasyonlari

Calismada kullanilan PCL hidrofobik bir polimer olup elektroegrilmis yapilarda
vazgecilmez bir ajandir. CS ise hidrofiliktir ve suda ¢ok 1yi ¢oziinme 6zelligine sahiptir.
PCL/CS igeren fiber ¢ozeltisi hazirlamak yapilarindan dolay1 zor olacagindan emiilgator ile
homojen karismasi saglanarak elektrospinning i¢in uygun cozelti haline getirilmistir.
Elektrospining i¢in uygun olan kosullar saglandiktan sonra CS miktar1 farkli olan 3 farkli
yama hazirlanmistir. Bu yama formiilasyonlar1 optimizasyonlar yapildiktan sonra hem
rezervuar hem de ilag salim katmani olarak kullanilmistir. Hazirlanan yamalarin ilagl ve
ilags1z olacak sekilde yapisal karakterizasyonlar: FTIR ile, termal karakterizasyonlar ise
TGA, DSC ve DTA ile gerceklestirilmistir. Morfolojileri ve ¢ap hesaplamalar1 i¢in SEM

analizi yapilmistir.
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Transdermal yamalarin biyokimyasal karakterizasyonlari i¢in ila¢ tutma verimliligi, ilag
salim diizeyi, sisme derecesi, yama kalinliklari, katlama dayanikliligi, agirlik homojenligi,

¢ekme mukavemeti, soyulma direncinin belirlenmesi ¢calismalar1 gerceklestirilmistir.
5.2.1. P-CS-1, P-CS-2, P-CS-4 transdermal yamalarinin yapisal karakterizasyonlari

Calisma kapsaminda elektroegirme isleminde kullanilan PCL ve CS polimerleri
biyouyumlulugu ile bilinen polimerlerdir. Sekil 5.2°de Ribosiklib icermeyen 3 farkl
transdermal yama formiilasyonunun spektrumlart goriilmektedir. Yamalar PCL/CS’nin
fiziksel kompozit karigimi olmasi sebebiyle bu polimerlere ait spesifik piklerin goriilmesi
beklenmektedir. Grafikte siyah ile gosterilen spektrumdan maviye dogru sirasiyla CS
miktart artmaktadir. Spektrumda 3500-3100 cm™ araliginda hidroksil (OH) ve amin (NH)
gruplarina ait gerilme titresimlerini gdsteren genis bir bant bulunmaktadir. Bu bant CS’ye
ait olup yama formiilasyonlarinda CS PCL’nin sirasiyla %1, %2 ve %4 oraninda oldugu i¢in
bu bant FTIR spektrumunda ¢ok net goriilmemektedir. Yine 2950-2850 cm™ araliginda
metilen gruplarina (CHb») ait simetrik ve asimetrik gerilme titresimleri gozlemlenmekte olup
bu pikler PCL nin karakteristik pikleridir. ~1150 cm™"’de goriilen C-O-C pikleri PCL ve
CS'nin yapisindaki karakteristik pikler olup CS i¢in aril veya alkil zincirlerinde ve siilfat
gruplarinda bulunan C-O-C baglariin gerilme titresimlerine karsilik gelmektedir (Azizi ve
dig., 2018). Ayrica yaklasik 1726 cm*’de bulunan karbonil gerilmesi de PCL’ye spesifiktir
ve bu pik literatiirle uyum i¢inde goriilmektedir. CS’ye ait 1614 cm "’de goriilmesi gereken
karboksilat pikleri kompozitin CS igeriginin diisiik olmasi sebebiyle net olarak
goriilmemektedir. Ote yandan 1200-1250 cm'’de goriilen pik CS’deki spesifik S=O
gerilmesinin varligini net olarak gostermektedir. Ayrica ~1240 cm™ (asimetrik COC
gerilmesi), ~1190 cm™ (OC-O gerilmesi), 1170 cm™* (simetrik COC gerilmesi) ve 1294 cm™!
(kristal fazda C-O ve C-C gerilmesi)’de goriilen gerilme pikleri PCL’nin varligini
ispatlamaktadir. Spektrumlar genel olarak incelendiginde artan CS oraninin bariz pik farklari
olusturmadigin1 gérmekteyiz. Bunun temel sebebi, yamalarda mikrobiyal CS’nin PCL’ye
oranla ¢ok daha diisiik oranda bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Ali ve dig., 2014; Galus

ve dig., 2016).
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Sekil 5. 4. P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 transdermal yamalarin FTIR spektrumlari

5.2.2. P-CS-1-R, P-CS-2-R, P-CS-4-R transdermal yamalarinin FTIR sonuclari

Transdermal yama iiretiminde hazirlanan PCL/CS rezervuar ve ilag salim katmani
formiilasyonlarin sirastyla 200 mg/cm? ve 100 mg/cm? olacak sekilde Ribosiklib yiiklenmis
olup bu formiilasyonlarin FTIR sonuglar1 Sekil 5.3’te gosterilmektedir. Ayrica Ribosiklib
yiiklenmis ve yliklenmemis P-CS-4 formiilasyonlar1 i¢in c¢akistirmali spektrum da Sekil
5.4’te goriilmektedir. Spektrumlara bakildiginda, oncelikle Ribosiklib katilmis P-CS-4-R
polimerine ait spektrumda 3600-3100 cm™ araliginda NH gruplarina ait genis bir bant
goriilmekte olup bu, ilacin yapiya basarili bir sekilde dahil oldugunun en biiyiik
gostergesidir. Ayrica 1610-1550 cm™ araliginda gelen gerilme bandi amid I ve amid II
bantlarina aittir ve Ribosiklib iceren polimerlerde icermeyenlere kiyasla belirgin olarak daha
bliyiik gozlenmistir. Bu pikler ile Ribosiklib’in yapiya basarili bir sekilde dahil oldugu
goriilmektedir. ilag iceren yamalara bakildiginda yine ilag icermeyenlere benzer polimerlere
ait pikler goriilmekte ve polimerler arasinda bariz pik farki goze ¢arpmamaktadir. Bunun

sebebi ayni sekilde CS oraninin PCL’ye kiyasla daha diisiik olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 5. 5. P-CS-1-R, P-CS-2-R, P-CS-4-R ve Ribosiklib’in FTIR spektrumlar1
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Sekil 5. 6. P-CS-4-R ve P-CS-4’¢ ait FTIR spektrumlari
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5.2.3. P-CS-1-TA, P-CS-2-TA, P-CS-4-TA transdermal yamalarinin FTIR sonuglari

Calisma kapsaminda hazirlanan PCL/CS ilag salim katmani formiilasyonlarinin
tizerine TA kaplanmis olup bu formiilasyonlarin FTIR sonuglar1 Sekil 5.5’te
gosterilmektedir. Spektrumlara bakildiginda, oncelikle TA kaplanmis P-CS-TA polimerine
ait spektrumda 3600-3100 cm™ aralifinda OH gruplarina ait genis bir bant goriilmekte olup
bu, TA’nin yapiya bagarili bir sekilde dahil oldugunun en biiyiik gostergesidir.

Gegirgenlik (%)
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Sekil 5.7. P-CS-1-TA, P-CS-2-TA ve P-CS-4-TA’ya ait FTIR spectrumlari

5.2.4. P-CS-1, P-CS-2, P-CS-4 transdermal yamalarinin termal karakterizasyonlari

Uretilen transdermal yama formiilasyonlarin termal karakterizasyonlarmni yapmak i¢in
TGA, DTA ve DSC analizleri gerceklestirilmistir. Transdermal yamalar icin termal
kararlilik dolayli olarak raf Omriiniin nispeten uzun olmasi anlamina geldiginden
polimerlerin kararli olmasi kritik 6neme sahiptir. Sentezi gerceklestirilen polimer yapilarinin
termal kararliliklarindaki degisimi en 1yi ortaya koyan teknik TGA teknigidir. P-CS-1, P-
CS-2 ve P-CS-4 yapilarina ait TGA termogrami Sekil 5.6’da goriilmektedir.
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IIk degredasyon 290 °C civarinda gergeklesmekte olup polimerlerdeki yumusak
segmentlere ait bozulmay1 temsil etmektedir. Bu degredasyon stabil bir sekilde ~380 °C’ye
kadar devam etmektedir. ikinci bozunma ~380-420 °C arasinda goriilmektedir ve
polimerlerdeki sert segmentlere ait bozunmay1 temsil etmektedir. Ayrica termogramlarda
g0ze ¢arpan bir fark da CS oraninin arttik¢a bozunmanin nispeten azalmasidir. Bu da CS’nin
yapiya dahil olmasinin termal stabiliteyi yiikselttigi anlamina gelmektedir. Ayrica ~600

°C’deki kiil verimleri %10’un altinda goriilmiistiir.
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Sekil 5.8. P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4’¢ ait TGA termogramlari

P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 yapilarina ait DSC ve DTA termogramlari sirastyla Sekil
5.7 ve Sekil 5.8’de verilmistir. DSC termograminda polimerlerin Tg (termal gegis sicaklig)
degerleri 6l¢iilmiis olup bu deger genellikle amorf polimerlerin yumusak veya sert yapida
olmasmi ve dolayisiyla fleksibiliteyi tayin eder. Yamalarin fleksibl yapida olmasi deri
hareketleri uyum saglamasi agisindan 6nem arz etmektedir. P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4
polimerlerinin Tg degerleri sirasiyla 6.92, 16.98 ve 5.51 °C olarak 6l¢iilmiistiir. Bu degerler
nispeten polimerlerin oda sicakliginda yumusak oldugunun gdstergesidir. Polimerlerin
Ozellikle PCL’den kaynakli Tm degerleri de sirasiyla 56.33, 55.73 ve 57.13 °C olarak

Ol¢iilmiistiir. Polimerler arasinda anlamli bir Tg ve Tm farki da goriilmemistir.
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Polimerlerin DTA termogramlarina bakildiginda tamamen TGA degerlerini
destekledigi goriilmektedir. Genel olarak polimerler arasinda biiyiik farklar goriilmemekle
birlikte P-CS-4 polimerinin 230-300 °C arasindaki bozunmasinin diger polimerlere nazaran
gec basladigl goriilmekte bu da TGA da yorumlandigr gibi artan CS’nin termal stabiliteyi
arttirdigin1  gostermektedir. Ayrica TGA’da goriilmeyen 50-100 °C arasinda goriilen

endotermik pikler muhtemelen polimerlerdeki kiigiik miktarlardaki nemin uzaklagsmasini

gostermektedir.
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Sekil 5.9. P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4’¢ ait DSC termogramlari
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Sekil 5.10. P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4’¢ ait DTA termogramlari
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5.2.5. P-CS-1-R, P-CS-2-R, P-CS-4-R transdermal yamalarimin termal

karakterizasyonlari

Ribosiklib igeren P-CS-1-R, P-CS-2-R ve P-CS-4-R yapilarina ait TGA termogrami
Sekil 5.9’da goriilmektedir. Yapida nem bulunmadigi i¢in genellikle 90 °C civarinda
gerceklesen dramatik kiitle kaybi polimerlerde goriilmemistir. ilk degradasyon 350 °C
civarinda goriilmekte olup bu sert segment bozunmasina isaret etmektedir. Yumusak
segment bozunmasi ilag igeren polimerlerde net olarak gézlemlenememistir. Bu bozulma
~420 °C’ye kadar devam etmistir. Polimerler arasinda dikkate deger bir fark goriilmemekle
beraber yamalara Ribosiklib dahil edilmesiyle termal kararliligin arttig1 sdylenebilir. Ayrica
ilag icermeyen polimerlere kiyasla nispeten yiiksek goriilen kiil miktar1 Ribosiklib’in eser

diizeyde inorganik madde igerdiginin gostergesi olabilir.
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Sekil 5.11. P-CS-1-R, P-CS-2-R ve P-CS-R-4’ye ait TGA termogramlar1

Yine Ribosiklib i¢ceren P-CS-1-R, P-CS-2-R ve P-CS-4-R polimerlerinin DSC ve DTA
termogramlar1 Sekil 5.10 ve Sekil 5.11°de goriilmektedir. DSC termograminda goriilen Tg
degerleri sirasiyla 7.72, 24.97 ve 19.19 °C olarak 6l¢ililmiistiir. Degerler arasinda anlamli bir
farkin olmamas1 polimerlerin benzer yapisindan kaynaklanmaktadir. Ayrica Ribosiklib
yapisinin polimerin ortalama Tg degerini ve dolayisiyla fleksibiletisini etkilemedigi
goriilmiistiir. Son olarak polimerlerin Tm degerleri sirasiyla 57.23, 56.51 ve 56.64 °C olarak

Olciilmiistiir.

41



Polimerlerin DTA termogramlarina bakildiginda bozunmanin TGA’da oldugu gibi
ilags1z analoglarina gore azaldig1 ve polimerlerin genel olarak daha kararli hale geldikleri
gorilmektedir. Ayni sekilde TGA’da goriilemeyen 50-100 °C arasindaki kii¢lik pikin az
miktardaki nemin uzaklasmasina ait oldugu diisiiniilmektedir. ikinci degradasyon 320 °C’de
goriilmek olup bu sicaklia kadar herhangi bir bozulma goriilmemektedir. Ilagsiz

polimerlerin aksine Ribosiklib igeren polimerlerde termal kararlilik goriiniir bir sekilde

artmastir.
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Sekil 5.12. P-CS-1-R, P-CS-2-R ve P-CS-R-4’ye ait DSC termogramlari
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Sekil 5.13. P-CS-1-R, P-CS-2-R ve P-CS-R-4’ye ait DTA termogramlari

42



5.2.6. P-CS-1-TA, P-CS-2-TA ve P-CS-4-TA transdermal yamalarimin termal

karakterizasyonlari

P-CS-1-TA, P-CS-2-TA ve P-CS-4-TA yapilarina ait TGA termogrami Sekil 5.12°de
goriilmektedir. Ik degredasyon 150 °C civarinda gergeklesmekte olup polimerlerdeki nem
kaybini temsil etmektedir. Ikinci bozunma 260 °C’de goriilmektedir ve polimerlerdeki
yumusak segmentlere ait bozunmayi temsil etmektedir. Son bozulma piki ise 400°C
civarindaki sert segmentlere ait bozunmadir.

P-CS-1-TA, P-CS-2-TA ve P-CS-4-TA vyapilarina ait DSC ve DTA termogramlari
sirastyla Sekil 5.13 ve Sekil 5.14’de verilmistir. DSC termograminda polimerlerin Tg
(termal gecis sicakligl) degerleri Ol¢lilmiis olup bu deger genellikle amorf polimerlerin
yumusak veya sert yapida olmasini ve dolayisiyla fleksibiliteyi tayin eder. Yamalarin
fleksibl yapida olmasi deri hareketleri uyum saglamasi agisindan 6nem arz etmektedir. P-
CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 polimerlerinin Tm degerleri sirasiyla 52.99, 49.38 ve 38.75°C
olarak dl¢iilmiistiir. Polimerler arasinda anlamli bir Tg ve Tm farki da goriilmemistir.

Polimerlerin DTA termogramlarma bakildiginda tamamen TGA degerlerini

destekledigi goriilmektedir. Genel olarak polimerler arasinda biiytik farklar goriilmemistir.
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Sekil 5.14. P-CS-1-TA, P-CS-2-TA ve P-CS-4-TA’ya ait TGA termogramlari
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5.2.7. P-CS-1, P-CS-2, P-CS-4 transdermal yamalarinin SEM analiz sonuclari

Transdermal yamalarin hazirlanmasinda elektrospinning metodunun kullanilmasi
daha genis yiizey alanm1 saglayarak yamalarin derideki oksijen gecirgenliginin daha yiiksek
saglanmasi ve ila¢ salim dilizeyinin arttirilmasi sebebiyledir. Bu nedenle polimerlerin fiber
morfolojilerini incelemek amaciyla SEM analizi ger¢eklestirilmistir. Sekil 5.15°de P-CS-1,
P-CS-2 ve P-CS-4 polimerlerine ait SEM goriintiileri goriilmektedir. Goriintiilere
bakildiginda CS miktarinin artmasiyla fiberler arasindaki homojenlik azalmaktadir. Diisiik
CS igerigi daha diizgiin ve homojen fiberler olustururken, yiiksek CS igerigi fiberlerin
birlesmesine ve yiginlagsmasina yol agmaktadir. Ayrica CS miktarinin artmasiyla fiberlerin
yiizey purizliliigi artmakta ve diizensizlikler ortaya ¢ikmaktadir. Son olarak artan CS oarn1
yer yer fiber kalinlagmasina yol agsa da genel olarak fiberlerin inceldigi goriilmektedir. Bu
degerleri sayisal olarak analiz edebilmek i¢in Image J programiyla fiber caplar1 ve
homojenitesi Ol¢iilmiis ve Sekil 5.16’da gosterilmistir. Fiberlerin ortalama ¢aplar1 P-CS-1,
P-CS-2 ve P-CS-4 polimerleri igin sirasiyla 428.76£146.71, 103.15£106.14 ve
115.29+159.58 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Sonuglara gére artan CS orani ile birlikte fiber
kalinliginin dramatik bir sekilde azaldig1 géze carpmaktadir. Bunun temel sebebinin CS’nin
diisiik molekiil agirligina sahip olmasi sebebiyle polimer yogunlugunu diisiirmesi oldugu
disiiniilmektedir. Ayrica Sekil 5.15B ve Sekil 5.15C’de bariz bir sekilde ¢ok ince fiberlerin
ayrica olustugu ve homojenitenin bozuldugu gézlemlenmektedir. Fiber ¢aplarinin CS oram
ile standart sapmalarinin artmasinin ve Sekil 5.16B ve Sekil 5.16C’deki homojen dagilimin

bozulmasinin sebebi budur.

L Mg HNCX DTMNN Sguiely W0 fem — Wagr S00KX BTN Sguielll MO Vee

Sekil 5.15. Transdermal yafnalarm SEM goriintiileri; a) P—CS—i yamasina ait, b) P-CS-2
yamasina ait ve ¢) P-CS-4 yamasina ait SEM goriintiisii

45



A Fiber Diameter Distribution Fiber Diameter Distribution
Mean: 428.76 + 146.71 nm Mean: 103,15 + 106.14 nm

C Fiber Diameter Distribution
Mean: 115.29 + 158.58 nm
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Sekil 5.16. Transdermal yamalarin ortalama fiber ¢aplar1 ve dagilimi

Hazirlanan transdermal yamalara yapiskan form kazandirmak i¢in %15°lik TA
soliisyonu ile muamele edilmiglerdir. TA dogal bir polifenol olup ¢esitli yapiskanlik ve
baglanma Ozelliklerine sahip oldugundan bu islem i¢in uygun bir bilesen olarak se¢ilmistir.
Belirlenen oranda TA ile kaplanan yamalar, 15 dakika polimerler ile inkiibe edildikten sonra
cikarilmis ve ardindan aliiminyum bir plaka iizerine yerlestirilmistir. Aliiminyum plakada,
yamalara biraz kuvvet uygulandiktan sonra giiclii bir yapisma kuvvetine sahip olduklari
gdzlemlenmistir. Ozellikle deri iizerinde yapilan testlerde yamalarin yapiskanlik
ozelliklerinin Sekil 5.17'de gosterildigi gibi oldukg¢a yiliksek oldugu tespit edilmistir. Bu
durum, yamalarin klinik kullanim i¢in uygun oldugunu ve deri lizerinde etkili bir yapisma
sagladigini gostermektedir.

Yamalarin yapiskan katmanlarinin morfolojisindeki degisiklikleri gozlemlemek igin
Sekil 5.18'de goriildiigii gibi SEM analizi gergeklestirilmistir. Sekilde goriildiigii tizere TA
katmaninin yiizey morfolojisinde 6nemli degisikliklere neden oldugu, fiber goriintiisiiniin
nispeten azaldig1 ancak yine de gozenekli yapinin korundugu goriilmektedir. Polimerler

arasinda kaplama ile biiyiik morfolojik degisikliklerin olmadig1 goriilmiistiir.

i

Sekil 5.17. TA ile kapli yamanin deri iizerine yapigsmasi
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Sekll 5.18. TA igeren ve TA igermeyen yamalarm SEM goruntulerl

5.3.Transdermal yamalarin biyokimyasal karakterizasyonlari

Hazirlanan transdermal yama formiilasyonlarina cesitli biyokimyasal analizler
yapilmistir. Yamalara Oncelikle sisme derecesi, yama kalinliklarinin belirlenmesi, katlama
dayanikliligi, agirhik homojenligi ve soyulma direncinin belirlenmesi testleri
gerceklestirildikten sonra ilag tutma verimliligi ve in vitro ilag salim diizeylerinin
belirlenmesi testleri yapilmistir. Tim testler ayrintili olarak asagidaki basliklarda

anlatilmistir.
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5.3.1. Transdermal yamalarin sisme derecesinin belirlenmesi

Transdermal yamalarin sisme kapasitesi, yamanin etkinligi ve ila¢ salim hiz1 agisindan
kritik bir parametredir. Sisme kapasitesi, yamanin i¢indeki polimer matrisin siserek ilacin
kontrollii bir sekilde salinmasini saglar ve ilag molekiillerinin difiizyon yoluyla cilde gegisini
diizenler. Ayrica, sisme hiz1 ve miktart ilacin salim kinetigini dogrudan etkiler ve daha
kontrollii, uzun siireli bir ilag salimi saglayabilir. Sisme kapasitesi yamanin ciltle daha iyi
temas etmesini ve yapigsmasini saglarken yamaya esneklik kazandirarak cilt hareketleriyle
daha uyumlu hale getirir ve kullanim siiresi boyunca cilde daha iyi yapismasini saglar. Bu
ozellik sayesinde cillte olusabilcek tahrig ve hassasiyet engellenmis olur. Ayrica yiiksek
sisme kapasitesine sahip polimerler daha fazla miktarda ilaci biinyesinde tutabilir ve boylece
transdermal yamanin daha uzun siire etkili olmasini saglar. Sisen polimer ilacin cilt yoluyla
emilimini artirarak biyoyararlanimi iyilestirir ve cilt yiizeyinde nemli bir bariyer olusturarak
cildin nem dengesini korur. Ote yandan yiiksek sisme kapasitesi ilacin bozunmasini
hizlandirabilir. Bu nedenle, transdermal yama formiilasyonlarinda sisme kapasitesinin
optimize edilmesi yamanin genel performansi agisindan biiyiik 6nem tasir.

Calisma kapsaminda yama formiilasyonlarin sisme dereceleri %20 etanol igeren pH
6.8 fosfat tampon ¢ozeltisi ile belirlenmistir. Sonuclara gore, Sekil 5.19°da gosterildigi lizere
ti¢ farkli formiilasyonun da sisme oranlarinin %80'in {izerinde oldugu tespit edilmistir.
Sekilde CS miktarinin en az oldugu P-CS-1 formiilasyonunun diger iki formiilasyona kiyasla
daha fazla sisme kapasitesi gosterdigi tespit edilmistir. Bunun temel sebebi mikrobiyal
CS’nin nispeten diisiik molekiil agirlikli olmasi sebebiyle sismenin azalmasi olarak
yorumlanabilir. P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 formiilasyonlarinin maksimum gsisme
derecelerine 5. saatten sonra ulagilmistir ve bu degerler sirasiyla % 93.12, 89.61 ve 81.87

olarak Ol¢tilmiistiir.
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Sekil 5.19. P-CS-1, P-CS-2, P-CS-4 polimerlerinin sisme dereceleri

5.3.2. Transdermal yamalarin yama kalinhiklarinin belirlenmesi

Fiber iiretimi sonrasinda yamalarin kalinliklar1 bir mikrometre ile dikkatlice ti¢ farkli
bolgeden Olcllmiistiir. Yapilan oOl¢limler sonucunda, Sekil 5.20°de goriildigli iizere
yamalarm kalinlik homojenligi %95-%100 arasinda olup bu oran standardizasyonun
saglanmasi i¢in 6nemlidir.
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Sekil 5.20. P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 yamalarina ait % kalinlik homojeniteleri
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5.3.3. P-CS-1, P-CS-2, P-CS-4 yamalarimin katlama dayamkhihg:

Hazirlanan transdermal yamalarin katlama dayanikliliklart dl¢iilmiistiir. Bir yamanin
minimum 250 kere katlanabilmesi literatiirde standardizasyon acgisindan yeterli
gorilmektedir. Yapilan testlerde katlama dayanikliliklarinin P-CS-1 yamasinda 1006
oldugu goriiliirken P-CS-4 yamasinda ortalama 1540 arasinda goriilmesi formiilasyonlarin
oldukea yiiksek fiziksel mukavemete sahip oldugu sdylenebilir (Sekil 5.21). Yapilan testler
sonucunda, CS miktarmin artmasiyla birlikte yamalarin dayanikliligmin da arttigi ve
bozulma siiresinin geciktigi gézlemlenmistir. Bunun sebebinin CS miktarma bagli degil
yama kalinliginin artmasina bagli oldugunu diistinmekteyiz. Yamalarin deforme olduklari

goriintliler Sekil 5.22°de gosterilmistir.

1600 -

1200 -

800

Katlama dayaniklihgi

400 -

Sekil 5.22. P-CS-1(a), P-CS-2(b), P-CS-4(c) katlama sonras1 yamalarinin deformasyonlar1
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5.34. P-CS-1, P-CS-2, P-CS-4 yamalarinin agirhik homojenligi

Transdermal yamalarin agirlik homojenligi her bir yamanin ayni miktarda ilag ve
polimer icermesini saglar. Bu da dogru ve tutarli dozajlama icin gereklidir. Calisma
kapsaminda hazirlanan transdermal yamalarin agirllk homojeniteleri Sekil 5.23’de
goriilmektedir. Test ii¢ tekrarli calisilmis olup 2*2 cm?’lik kesilen yamalarin agirliklart
Ol¢iilmiistiir. Buna gore ilgili alana karsilik gelen agirliklar 0.025-0.065 g arasinda
ol¢iilmiistiir. Olgiilen agirliklarin % homojenite degerleri %92-99 arasinda ¢ikmistir. Bu da

hazirlanan yamalarin olduk¢a homojen agirlik dagilimina sahip olduklarini gostermektedir.
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Sekil 5.23. P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 yamalarina ait % agirlik homojeniteleri

5.3.5. P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 yamalarina ait soyulma direnci sonuglari

Transdermal yamalar deri {izerine uygulanan ilag tasiyici polimerlerdir. Bu yamalar
ilaglar1 deri vasitasiyla sistemik dolagima iletirler ve bu nedenle yamalarin deri ylizeyine
saglam bir sekilde yapismasi gerekir. Yamalar cilt dokusuna stabil ve giiclii bir sekilde
yapismazsa ongoriilen optimum ila¢ dozunun salimi sekteye ugrar ve yamanin yerinden
oynamasi enfeksiyon riskine de sebep olabilir. Bu kapsamda mekanik test analizorii ile %15
TA ile kaplanmis yamalarin yapisma mukavemeti degerlendirilmistir. Sonuglara gore P-CS-
I, P-CS-2 ve P-CS-4 yamalarinin yapisma mukavemetleri sirasiyla 144.11+46.87,
274.78+170.81 ve 386.294+29.78 kPa olarak Ol¢iilmiistiir (Sekil 5.24). 3 transdermal yamada

da aynm oranda TA ile kaplanmis olmasina ragmen CS miktar1 arttikca yapigsma
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mukavemetinin de arttigt gozlenmistir. Ancak gruplar arasinda istatistiki bir fark
goriilmemistir (p>0.05). Yine de CS oranina bagl olarak artan yapisma mukavemetinin
sebebi CS’nin igerdigi hidroksil ve amin polar gruplarindan kaynakli TA kaplamasini1 daha

yiiksek oranda tutmasi ve boylece yapiskanligin artmasi olabilir.
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Sekil 5.24. Soyulma direnci analizi sonucunda kPa degerleri

5.3.6. P-CS-1-RR, P-CS-2-RR, P-CS-4-RR transdermal yamalarmna ait ila¢ tutma

verimliligi

Hazirlanan transdermal yamalarin Ribosiklib ilact i¢in uygun bir yama olup
olmadigin1 belirlemek icin ilag tutma verimliligi testi gergeklestirilmistir. Bu test icin
oncelikle Ribosiklib’in 6l¢lim metodolojisi belirlenmis olup 276 nm dalga boyunda dakikada
0,8 ml akis hiz1 ile HPLC analizinde C18 kolonu kullanilarak 6l¢timler yapilmistir. HPLC
yontemi, ozellikle ilag analizlerinde yaygin olarak tercih edilen bir tekniktir ¢iinkii ytliksek
dogruluk ve hassasiyet saglar. Analizde kullanilan mobil faz %60 potasyum fosfat tamponu
ve %40 asetonitrilden olusmaktadir. Bu oranlar, Ribosiklib etken maddesinin uygun sekilde
ayrilmasini ve tespit edilmesini saglamak icin optimize edilmistir.

Bu kapsamda oncelikle Ribosiklib etken maddesinin kalibrasyon grafigini olusturmak
amactyla farkli konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler (0.15, 0.3, 0.6, 1.25 ve 2.5 mg/ml)
hazirlanmigtir. Her bir konsantrasyona karsilik gelen pik alanlar1 belirlenmis ve bu veriler

kullanilarak kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Elde edilen kalibrasyon grafigi (Sekil 5.25)
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Ribosiklib'in farkli konsantrasyonlarinin pik alanlari ile dogrusal bir iligki gosterdigini ve

HPLC yonteminin Ribosiklib'i dogru bir sekilde dl¢ebilme yetenegini gostermektedir.
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Sekil 5.25. Ribosiklib’in kalibrasyon grafigi

Ribosiklib’in  dl¢lim optimizasyonu yapildiktan sonra yamalarin ilag tutma
kapasitesini test etmek i¢in rezervuar ve ila¢ salim katmanlarina ilag tutma verimliligi analizi
gerceklestirilmistir. Rezervuarin sonuglarina bakildiginda tiim yamalarda ila¢ tutma verimi
%97 nin lizerinde goriilmiis olup gruplar arasinda anlamli bir fark ¢ikmamustir (Sekil 5.26).
Bu yiiksek verim hazirlanan transdermal yamalarin ilaci etkili bir sekilde tutabildigini
gostermektedir.

Yiiksek hapsetme verimi, bu yamalarin kontrollii ila¢ salim1 i¢in uygun oldugunu ve

tedavi siireglerinde 6nemli sonuglar elde edilebilecegini gostermektedir.
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Sekil 5.26. P-CS-1-RR, P-CS-2-RR ve P-CS-4-RR transdermal yamalarina ait
% ilag¢ tutma verimliligi sonuglari

5.3.7. P-CS-1-RD, P-CS-2-RD ve P-CS-4-RD transdermal yamalarinin ila¢ tutma

verimliligi

llag salim katmaninin etkinli§ini degerlendirmek amaciyla bu yamalara ilag
emdirildikten sonra HPLC kullanilarak yamalarin igerisindeki ylizde ila¢ miktari
belirlenmistir. Yapilan ol¢iimler ve analizler sonucunda Sekil 5.27°de de goriildigi tizere
hazirlanan yamalarin ortalama %96'nin {izerinde bir ilag tutma verimine sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu yiiksek verimlilik, transdermal yamalarin ilact etkili bir sekilde
hapsedebildigini ve kontrollii bir salim saglayabildigini gostermektedir. Reda ve ark. yaptigi
benzer ¢alismalarla karsilastirildiginda, elde edilen sonuglarin literatiire uygun oldugu

gorilmektedir.
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Sekil 5.27. P-CS-1-RD, P-CS-2-RD ve P-CS-4-RD transdermal yamalarina ait
% ilag tutma verimliligi

5.3.8. P-CS-1-RR, P-CS-2-RR ve P-CS-4-RR transdermal yamalarina ait in vitro ilag

salim diizeylerinin belirlenmesi

Hazirlanan ii¢ farkli transdermal yamanin rezervuar ve ilag¢ salim katmani kisimlarina
Ribosiklib salim deneyleri gerceklestirilmistir. Bu kapsamda oncelikle rezervuar katmaninin
ilag salim profili incelenmis olup yamalardaki Ribosiklib ilacinin giinliik alim dozu goz
oniinde bulundurulmustur ve rezervuar katmani icin yiiklenen ila¢ miktar1 %8.33 olarak
belirlenmistir. HPLC ile yapilan ilag salim deneyleri ila¢ tutma verimi deneyleri ile aym
kosullarda gerceklestirilmistir. Olgiimler 1, 2, 4, 8, 10, 12, 24 ve 48 saatlik zaman
dilimlerinde alinan &rneklerle gerceklestirilmis ve pik alanlar1 belirlenmistir. Ilag rezervuar
katmanindaki CS miktarinin salim 6zelliklerine ve yama yapisindaki degisikliklere etkisi
incelenmistir. Diisiik CS konsantrasyonuna sahip olan P-CS-1-RR yamasindaki ilag salimi
12 saatte yaklasik %94 civarindayken, yiiksek CS igeren P-CS-4-RR yamasindaki ilag salim
diizeyi ortalama %90 olarak Ol¢iilmiistiir. CS miktar1 arttik¢a Sekil 5.28’de goriildiigii tizere

ila¢ saliminda bir diisiis gdzlemlenmistir.
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Sekil 5.28. P-CS-1-RR, P-CS-2-RR, P-CS-4-RR transdermal yamalarina ait
% ilag salim grafigi

5.3.9. P-CS-1-RD, P-CS-2-RD ve P-CS-4-RD transdermal yamalarina ait in vitro ilag

salimi diizeylerinin belirlenmesi

Calisma kapsaminda, rezervuar ile ayni kosullarda ila¢ salim katmanina da in vitro ilag
salim diizeyi testi gergeklestirilmis ve aymi kosullarda Ribosiklib analizi yapilmistir.
Sonuglara gore tiim yamalar 10. saatte maksimum ila¢ salim verimine ulasmislar ve en az
%90 salim gostermislerdir (Sekil 5.29). P-CS-2-RD 6rnegi %99 orani ile en yiiksek ilag

salim oranina sahip olsa da diger gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark yoktur

(p>0.05).
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Sekil 5.29. P-CS-1-RD, P-CS-2-RD ve P-CS-4-RD transdermal yamalarina ait
% ilag salim grafigi

5.4.Transdermal Yamalarin In Vitro Etkinliginin Belirlenmesi

54.1. P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 transdermal yamalarim in vitro

biyouyumluluklarinin belirlenmesi

Biyouyumlu materyaller ciltle temas ettiginde toksik etkiler géstermeden ve tahris,
alerjik reaksiyonlar veya enfeksiyon riskleri yaratmadan deri dokusuna uyum saglar. Bu,
hasta gilivenligi i¢in temel olup ciltte yanma, kasinti ve kizariklik gibi yan etkilerin
Oonlenmesini saglar. Sonu¢ olarak, biyouyumluluk, transdermal yamalarin tasarimi ve
uretiminde dikkate alinmasi1 gereken temel bir faktordiir. Hazirlanan transdermal yamalarin
toksik etkilerini degerlendirmek ve biyouyumlu o6zelliklerini belirlemek amaciyla fare
fibroblast hiicre hatt1 olan L-929 hiicreleri ile indirekt sitotoksisite testi gergeklestirilmistir.
Sonuglara gore Sekil 5.30°da goriildiigi iizere %1 CS iceren yamanin L-929 hiicrelerindeki
hiicre canliliginin %95 oldugu goriiliirken, %4 CS iceren yamanin hiicre canliliginin %90
oldugu tespit edilmistir. Sonucglarda diizenli bir azalis olmasina ragmen gruplar arasinda
istatistiksel bir fark yoktur (p >0.05). ASTM standartlarina gore tiim transdermal yama
formiilasyonlarmin grade 1 diizeyinde biyouyumluluga sahiptir. Bu da tasarlanan
transdermal yamalarin deri dokusunda gilivenli bir sekilde kullanilabilecegi anlamina

gelmektedir.
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Sekil 5.30. P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 yamalarina ait % hiicre canlilig1 sonuglari

P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 bilesenlerinin L-929 hiicre morfolojisinde meydana
getirdigi degisiklikler Sekil 5.31'de gosterilmektedir. Gorsellerden de anlasilacagi iizere, bu
bilesenler hiicre sekillerinde herhangi bir degisiklige neden olmamig ve hiicre canliliginin
devam ettigi gozlemlenmistir. Bu sonuglar transdermal yamalarinin hiicreler iizerinde

olumsuz bir etki yaratmadigini ve biyouyumlu olduklarini géstermektedir.

58



Sekil 5.31. Transdermal yamalarin L-929 hiicreleri iizerindeki morfolojik etkileri; A)
Kontrol, B) P-CS-1, C) P-CS-2 ve D) P-CS-4 transdermal yama gruplar1

54.2. P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 transdermal yamalarna ait in vitro antikanser

aktivitesinin belirlenmesi

Hazirlanan transdermal yamalarin in vitro antikanser 6zelliklerini belirlemek amaciyla
MCF-7 hiicre hatt1 kullanilarak MTT testi gerceklestirilmistir. Bu test, hiicrelerin metabolik
aktivitesini degerlendirmek ve hiicre canlilifini belirlemek i¢in yaygin bir yontemdir.
Ribosiklib iceren ii¢ farkli transdermal yama bileseni oncelikle 48 saat boyunca DMEM
besiyerinde inkiibe edilmistir. Daha sonra bu besiyeri 6nceden platelere ekilmis hiicrelere
eklenmistir. Transdermal yamalarin igerdigi ilag miktar1 ile ayn1 oranda olacak sekilde
standart Ribosiklib kontrol olarak kullanilmistir. Sekil 5.32'da sunulan sonuglara gore tiim
yamalarda %93-94 aralifinda antikanser etki gozlemlenmistir. Bu sonuglar incelenen
transdermal yama bilesenlerinin MCF-7 hiicrelerinde belirgin bir antikanser etkiye sahip

oldugunu ve standart Ribosiklib’e kiyasla bir aktivite kayb1 olmadigini1 géstermektedir.
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Sekil 5.32. A) Ribosiklib, B) P-CS-1-R, P-CS-2-R ve P-CS-4-R yamalarina ait
% hiicre canlilig1 C) Ribosiklibe esdeger % hiicre canlilig

Hiicrelere verilen Ribosiklib igerikli transdermal yamalarin hiicre canliligini
azaltmasinin yam sira, Sekil 5.33'te optik mikroskop altinda elde edilen goriintiiler
incelendiginde hiicre morfolojilerinde belirgin degisikliklerin oldugu goézlemlenmistir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, yamalara maruz kalan hiicrelerin morfolojilerinde
belirgin bozulmalarin meydana geldigi goriilmistiir. Sonuglar yamalarin igerdigi
Ribosiklib'in hiicreler iizerindeki etkisini ve hiicrelerin ¢ogalip biiyiimesini engelleyen
Ozellikte oldugunu dogrulamaktadir. Bu bulgular Ribosiklib i¢eren transdermal yamalarin
potansiyel olarak kanser hiicrelerinin morfolojisini etkileyerek hiicre canliligim

azaltabilecegini ve bu sekilde antikanser etkisinin gosterebilecegi belirlenmistir.
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Sekil 5.33. Ribosiklib icerikli transdermal yamalarin MCF-7 hiicreleri iizerindeki morfolojik
etkileri; A) Kontrol, B) P-CS-1-R, C) P-CS-2-R ve D) P-CS-4-R transdermal yama gruplari

5.4.3. In vitro difiizyon testi sonuclar

Calisma kapsaminda Ribosiklib ilacinin deri gecirgenligini in vitro olarak test etmek
icin Franz diflizyon hiicresi kullanilmistir (Sekil 5.34). Test i¢in rezervuar ve ilag salim
katman1 birlestirilmis ve TA ile kaplanmistir. Daha sonra rat karin derisi kullanilarak
Ribosiklib ilacinin deri gecirgenligi analizi yapilmistir. 0, 1, 2, 4, 8, 10, 12, 24 ve 48.
saatlerde 6l¢iim alinmis ve 48 saat sonunda maksimum gegirgenlige ulagilmis olup P-CS-1-
TA-RR-RD formulasyonu i¢in %78, P-CS-2-TA-RR-RD formulasyonu i¢in %81 ve P-CS-
4-TA-RR-RD formulasyonu i¢in ise %68 maksimum gecirgenlik degerlerine ulagilmistir
(Sekil 5.35). Genel olarak CS orani arttik¢a azalan bir ila¢ gegirgenligi goriilmesine ragmen

istatistiki olarak anlamli bir fark goriilmemistir (p>0.05).
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Sekil 5.35. P-CS-1-TA-RR-RD, P-CS-2-TA-RR-RD ve P-CS-4-TA-RR-RD
transdermal yamalarina ait % ilag gecirgenligi
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6. TARTISMA VE SONUC

Transdermal yamalar ilaglarin dogrudan deri yoluyla sistemik dolasima salimini
saglayan ve diizenli ilag salimi1 gereken tedavilerde tercih edilen ileri bir ila¢ uygulama
formudur. Bu yamalar dozaj stabilitesi ve dolayisiyla hastanin yasam kalitesini arttirmay1
hedefler. Bu sayede ilag biiyiik dolasima katilmayacagi ve lokal bir bolgede salinacagi igin
nispeten diisiik dozlarda ilag kullanilabilir ve boylece toksik diizeye ulagsmaz ve terapotik
seviyede kalir. Bu kapsamda meme kanseri tedavisinde kullanilan Ribosiklib ilacinin
transdermal salimi i¢in elektroegirme yontemiyle iiretilen 5 katmanli yamalar hazirlanmistir.
Yamalar PCL/CS polimer kompozitleri ile emiilgatdr olarak Span 80  kullanilarak
olusturulmus ve elektroegirme yontemiyle yiizey alani arttirilmistir. Ayrica TA ile kaplama
yapilarak yamalarin deri yiizeyine kuvvetli bir sekilde yapismasi saglanmis ve bdylece
optimum ilag salimi elde edilebilmistir.

Literatiirde PCL ve CS temelli Ribosiklib i¢eren transdermal yama bulunmamaktadir
ve Ribosiklib igeren sadece 2 adet transdermal yama calismasi mevcuttur. ilk ¢alisma
Sharma ve arkadaslarmin yaptig1 bir mikroigne sisteminden olusan hyaluronik asit/polivinil
alkol/polivinil pirolidon (HA-PVA-PVP) karisimini iceren transdermal yama g¢alismasi
olup calisma Ribosiklib’in lokal salimin1 amaglamaktadir (Sharma ve dig., 2022). Bu sayede
mikroigne sistemi ile deri gegisinin ve ilag salim siiresini 6 kata kadar arttigin1 ve CD44 ile
etkilesime girmesine izin verdigini belirlemislerdir. Ikinci ¢alismada ise Makeen ve ark.
topikal olarak yolla ila¢ salimi i¢in Ribosiklib'in piring kepegi yagi ile bir nanoemuljel
formiilasyonunu hazirlayarak salim ¢alismalarina bakmislardir (Makeen ve Albratty, 2024).
Bu iki ¢alismada hazirlanan formiilasyonlar kompleks yollarla hazirlandigindan iiretimi ve
optimizasyonu zordur. Caligmada hazirlanan transdermal yamalar hazirlanmasi kolay, diigiik
maliyetli, biyouyumlu ve uygulamasi basit sistemlerdir.

Hazirlanan PCL ve CS igerikli yamalarin oncelikle yapisal termal ve morfolojik
karakterizasyonlar1 yapilmistir. Hazirlanan mikrobiyal CS’nin molekiil agirligt MALDI
TOF analiziyle belirlenmistir. Ug farkli CS konsantrasyonu ile P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4
formiilasyonlar1 hazirlanmis ve ilk olarak FTIR ile karakterize edilmistir. FTIR
spektrumunda gériilen 3500-3100 cm™ araliginda gériilen CS’ye spesifik olan OH ve NH
gruplarina ait gerilme titresimleri Ali ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada da dogrulanmistir
(Ali ve dig., 2014). Ayrica 1726 cm™’de bulunan karbonil gerilmesi de PCL’ye spesifik olup
Azizi ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alisma ile uyumludur (Azizi ve dig., 2018). Son olarak

CS’ye spesifik S=0O gerilmesinin varlig1 Galus ve ark. tarafindan dogrulanmistir (Galus ve
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dig., 2016). Transdermal yamalara Ribosiklib dahil edildigi zaman 6zellikle 3600-3100 cm
I araligindaki amid gruplarma ait gerilme titresiminin artmasi P-CS-R formulasyonlarinin
basarili bir sekilde olusturuldugunu gostermistir. Calisma kapsaminda hazirlanan PCL/CS
ilag salim katmani1 formiilasyonlarinin iizerine TA kaplanmis olup bu formiilasyonlarin FTIR
sonuglarina bakildiginda P-CS-TA polimerine ait spektrumda 3600-3100 cm™ aralifinda
OH gruplarina ait genis bir bant goriilmektedir. Liu ve ark. yaptigi calismada yara
tyilesmesinde hazirladiklar1 hidrojellerin yapisma kuvvetini arttirmak amaciyla kullanilan
TA’nin da kaplama sonucunda da 3600-3100 cm™ araliginda goriilmiistiir (Liu ve dig.,
2018). Boylece kaplamanin yapildigi literatiire bakildiginda dogrulanmistir.

Transdermal yamalarin viicut sicaklifindaki termal stabilitesi malzemenin biyolojik
ortamda nasil davrandigini anlamak i¢in onemlidir. Termal analiz teknikleri malzemenin
belirli sicaklik araliklarinda fiziksel ve kimyasal degisikliklerini incelemeye olanak tanir. Bu
baglamda DSC, TGA ve DTA gibi yontemler, malzemenin erime noktasi, cam gegis
sicakligi, kristalizasyon davranisi ve bozunma sicakligi gibi 6zelliklerini belirlemek igin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Literatiirde PCL ve CS igeren transdermal yama olmamakla
birlikte hazirlanan P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 yapilarina ait TGA termogramlarinda ilk
degredasyon 290 °C civarinda gerceklesmekte olup polimerlerdeki yumusak segmentlere ait
bozulmay1 temsil etmektedir. Bu degradasyon siireci ~380 °C’ye kadar devam etmektedir.
Ravikumar ve ark. hazirladigi PCL/PEG igerikli transdermal yamalarin TGA sonuglarinda
da ~380 °C’de bozunma gerceklesmistir (Ravikumar ve dig., 2018). Literatiire bakildiginda
sert segment bozunmasini temsil eden bozunma egrisi oldugu dogrulanmistir.

P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 yapilarina ait DSC termogramlarina bakildiginda, Tm
degerlerinin sirasiyla 56.33, 55.73 ve 57.13 °C olarak 6l¢tldiigi tespit edilmistir. Su 2019
yilinda yaptig1 calismada, PCL ve polietilen oksit kullanarak hazirlanan yara ortii
malzemesinin Tm degerleri 61.60 °C, 61.66 °C, 61.17 °C ve 55.29 °C olarak belirlenmistir.
Polietilen oksit kullanimi Tm degerlerinde c¢ok fazla bir fark olusturmamistir. DSC
termograminda polimerlerin Tg degerleri de 6l¢iilmiis olup bu degerler genellikle amorf
polimerlerin esnek veya sert yapida olup olmadigini ve dolayisiyla esnekligini belirler.
Yamalarin esnek yapida olmasi, deri hareketlerine uyum saglamasi agisindan énemlidir. P-
CS-1, P-CS-2 ve P-CS-4 polimerlerinin Tg degerleri sirasiyla 6.92, 16.98 ve 5.51 °C olarak
belirlenmistir. Bu degerler polimerlerin oda sicakliginda yumusak bir yapiya sahip
oldugunu gostermektedir.

Polimerlerin DTA termogramlarina bakildiginda, TGA degerlerini tamamen

destekledigi  goriilmektedir. Genel olarak polimerler arasinda biiyiik farklar
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gozlemlenmemekle birlikte, P-CS-4 polimerinin 230-300 °C arasindaki bozunmasinin diger
polimerlere kiyasla daha ge¢ basladigi goriilmektedir. Bu durum, TGA analizinde
yorumlandig1 gibi, artan CS miktarinin termal stabiliteyi arttirdigini géstermektedir.

Literatiirde Ribosiklib igeren 1 tane transdermal yama olmakla beraber termal
karakterizasyon hakkinda sonu¢ bulunmamaktadir. P-CS-1-R, P-CS-2-R ve P-CS-4-R
yamalarina ait TGA termograminda ilk degradasyon 350 °C civarinda goriilmekte olup bu
sert segment bozunmasina isaret etmektedir. Ila¢ iceren polimerlerde yumusak segment
bozunmasi net olarak gozlemlenememistir ve bu bozunma yaklasik 420 °C'ye kadar devam
etmistir. Polimerler arasinda dikkate deger bir fark bulunmamakla birlikte Ribosiklib'in dahil
edilmesiyle termal kararliligin arttig1 soylenebilir. Ayrica ilag igermeyen polimerlere kiyasla
nispeten yliksek gozlemlenen kiil miktar1 Ribosiklib’in eser diizeyde inorganik madde
icerdiginin bir gdstergesi olabilir.

Yine Ribosiklib igceren P-CS-1-R, P-CS-2-R ve P-CS-4-R polimerlerinin DSC
termogramlarina bakildiginda Tg degerleri sirasiyla 7.72, 24.97 ve 19.19 °C olarak
Olciilmiistiir. Degerler arasinda anlamli bir farkin olmamasi polimerlerin benzer yapisindan
kaynaklanmaktadir. Ayrica Ribosiklib yapisinin polimerin ortalama Tg degerini ve
dolayistyla fleksibiletisini etkilemedigi goriilmiistiir. Son olarak polimerlerin Tm degerleri
strastyla 57.23, 56.51 ve 56.64 °C olarak Ol¢tilmiistir.

Polimerlerin DTA termogramlarina bakildiginda, ilagsiz yamalara gore bozunmanin
azaldig1 ve polimerlerin genel olarak daha kararli hale geldikleri goriilmektedir. TGA’da
gozlemlenemeyen 50-100 °C arasindaki kiigiik pik, az miktardaki nemin uzaklasmasina
isaret etmektedir. Ikinci degradasyon 320 °C'de ortaya ¢ikmakta olup, bu sicakliga kadar
herhangi bir bozulma goriilmemektedir. Ribosiklib i¢ceren polimerlerde, ilagsiz polimerlere
kiyasla termal kararliligin belirgin bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.

P-CS-1-TA, P-CS-2-TA ve P-CS-4-TA yapilarina ait TGA, DSC ve DTA sonuglarina
bakildiginda TGA da ilk degredasyon 150 °C civarinda gerceklesmekte olup polimerlerdeki
nem kaybini temsil etmektedir. ikinci bozunma 260 °C’de gériilmektedir ve polimerlerdeki
yumusak segmentlere ait bozunmay: temsil etmektedir. Son bozulma piki ise 400 °C
civarindaki sert segmentlere ait bozunmadir. DSC termograminda P-CS-1, P-CS-2 ve P-CS-
4 polimerlerinin Tm degerleri sirasiyla 52.99, 49.38 ve 38.75°C olarak Ol¢ililmiistiir. Son
olarak DTA termogramlarina bakildiginda tamamen TGA degerlerini destekledigi

goriilmektedir. Genel olarak polimerler arasinda biiyiik farklar goriilmemistir.
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Hazirlanan transdermal yamalarin fiber morfolojileri SEM analizi ile belirlenmis ve
fiber caplar1 428.76+146.71, 103.15£106.14 ve 115.29+159.58 nm olarak olgiilmiistiir.
Sonuglara gore artan CS orani fiber ¢apmi diisiirmiis ve fiber homojenligini bozmustur.
Bunun temel sebebi CS’nin diisiik molekiil agirligmma sahip olmasiyla transdermal
yamalardaki azalan polimer yogunlugudur. Ote yandan CS’nin icerdigi hidrofilik gruplar
sebebiyle polimer daha yapigskan hale gelmistir. Literatiirde Ravikumar ve ark. tetrahidro
kurkumin ilac1 ile PCL ve PEG kullanarak nanofiber hazirlamislar ve ortalama ¢ap1 yaklagik
400 nm bulmuslardir (Ravikumar ve dig., 2018). Kataria ve arkadaslart PVA ve sodyum
alijinat bazli elektroegrilmis nanofiber hazirlamiglar ve ortalama fiber ¢capini 300-400 nm
araliginda bulmuslardir (Kataria ve dig., 2014). Ayrica literatiirde farkli ¢aligmalarda farkli
fiber c¢aplarina sahip elektroegrilmis transdermal yama ¢aligmalart mevcuttur.
Formulasyonlarimizin nanofiber ¢aplar literatiirle benzer bulunmustur.

Transdermal yamalarin belirlenen siirede ila¢ salabilmesi icin deriye yapismayi
saglayacak ve ila¢ salimi boyunca bozulmadan kalacak maddelere ihtiyag vardir. Bu
yapigskanligi saglamak i¢in TA kullanilarak etkin bir yapisma saglanmistir. TA kaplamast ile
birlikte polimer yiizeyindeki fiber morfolojilerinin belirli bir oranda bozuldugu
gozlemlenmistir. Ancak ila¢ salimi polimer katmanlari boyunca gergeklesecegi igin iist
katmanlardaki fiberlerin zarar gormemis olmasi ilag saliminin etkilenmedigini ongérmemize
olanak saglamistir.

Transdermal yamalarin sisme kapasitesi, yamanin etkinligi ve ilag salim hizi
acisindan oldukg¢a onemlidir. Sisme kapasitesi, yamanin i¢indeki polimer matrisin siserek
ilacin kontrollii bir sekilde salinmasini saglar. Calismada hazirlanan yamalar %81-93 sisme
kapasitesine sahip olmustur. CS miktarinin artmasi ile sismenin istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde degismedigi goriilmiistiir. Bunun temel sebebi CS konsantrasyonunun ve molekiil
agirhiginin PCL’ye kiyasla diisiik olmasidir. Ravikumar ve ark. yaptigi ¢alismada PCL/PEG
bilesenli yamalarinin % sigsme derecesini yaklasik %100 olarak 6l¢gmiistiir (Ravikumar ve
dig., 2018). Bu yiiksek sisme kapasitesi, PEG'nin hidrofilik yapisindan kaynaklanmaktadir
ve yamalarin yiiksek su tutma kapasitesini gostermektedir. Monica ve ark. ¢oziicli
buharlastirma yontemi ile hazirladig1 ketoprofen igerikli transdermal yamalarin en yliksek
sisme ylizdesini %65 olarak belirlemislerdir (Rao ve dig., 2019). Hazirlanan transdermal
yamalarin sigsme kapasitesi literatiirle uyumlu goriilmiistiir.

Transdermal yamalarin kalinlik homojenligi yamalarin standardizasyonu i¢in elzem
olup ilacin cilde sabit bir hizla ve tutarl bir sekilde salinmasini saglar. Kalinlik farkliliklar

ilacin salim hizini etkileyebilir ve bu da tedavinin etkinligini azaltabilir. Ayrica kalinlik

66



homojenligi her yamanin ayni miktarda ilag icermesini ve ayn1 sekilde salinmasini saglar ve
boylece doz optimizasyonu yapilabilir. Homojen kalinliga sahip yamalar cilde daha yiiksek
oranda temas eder ve daha saglam bir sekilde yapisir ve bu da yamanin yerinden ¢ikma
riskini azaltir. Hazirlanan yamanin kendi i¢inde kalinlik farkinin %10’u ge¢memesi
beklenmektedir. Calismada hazirlanan yamalarin kendi iglerinde kalinlik homojeniteleri
Olciilmiis ve %95-100 arasinda homojenlik degeri goriilmiistiir.

Transdermal yamalarin katlama dayanikliligi yamanin giinliik kullanimi sirasinda
karsilasabilecegi mekanik streslere kars1 dayanikliligini ve islevselligini korumasini saglar.
llag salimmin siirekliligi ve dozaj tutarliligi, yamanin katlama sirasinda yapismin
bozulmamasiyla da saglanir. Ayrica katlama dayaniklilifi yamanin fiziksel dayanikliligin
ve uzun Omiirliliigiini artirir ve {riiniin giivenilirligini ve etkinligini korur. Yapisal
biitiinliigiin korunmas, ilacin kimyasal stabilitesini de destekler. Uretim siireclerinde de
yamanin dayanikli olmasi kalite kontroliinii ve verimliligi artirir ve depolama ve nakliye
sirasinda {irlin kaybini azaltir. Bu nedenle transdermal yamalarin tasarimi ve tiretiminde
katlama dayaniklilig1 dikkate alinmali ve optimize edilmelidir. Hazirlanan PCL/CS igerikli
yamalarin katlama dayanikliligi 1000-1540 tekrar arasinda ¢ikmis olup CS miktar arttikca
katlama dayaniklilig1 artmistir. Ancak sadece P-CS-1 ve P-CS-2 arasinda istatistiki olarak
anlamli bir fark vardir (p<0.05). Malaiya ve ark. alzheimer hastaliginda kullanilmak {izere
gelistirdikleri transdermal yamalarin katlama dayamikliligini yaklasik 276 tekrar olarak
belirlemislerdir (Malaiya ve dig., 2018). Baska bir ¢alismada Talib ve ark. yaptig1 ¢alismada
kitosan ve CS igerikli yamalar hazirlamislar ve katlama dayanikliligin1 289 tekrar olarak
belirlemiglerdir. Bu fark, hazirlanan yamalarin nispeten kalin hazirlanmasindan
kaynaklanmaktadir. Sonug olarak literatiirle kiyaslandiginda yamalarin ¢ok daha yiiksek
katlama degerlerine sahip oldugu goriilmiistiir (Talib ve dig., 2021).

Transdermal yamalarin agirlik homojenligi her bir yamanin ayn1 miktarda ilag ve
polimer icermesini saglar. Bu da dogru ve tutarli dozajlama i¢in gereklidir. Hazirlanan
yamalarin agirlik homojeniteleri %92-99 araliginda ¢ikmistir. Ravikumar ve ark. yaptig
calismada PCL ve PEG bilesenli yamalarin agirlik homojenitesinin %90 ve iizerinde
oldugunu belirlemislerdir (Ravikumar ve dig., 2018). Talib ve ark. ise iyonik jellesme
yontemi ile artemeter ylikli kitosan ve CS nanopartikiilleri hazirlamis ve transdermal bir
banda yliklemistir. Yamalarin %90 iizerinde agirlik homojenitesi sagladigi gézlemlenmistir
(Talib ve dig., 2021). Literatiirden de goriildiigli lizere yamalarin agirlik homojenitesi

oldukea yiiksek ¢ikmis ve bu oran optimum ilag salimi i¢in yeterlidir.

67



Transdermal yamalar deri iizerine uygulanan ilag tasiyict polimerlerdir. Bu yamalar
ilaclar1 deri vasitasiyla sistemik dolasima iletirler ve bu nedenle yamalarin deri yiizeyine
saglam bir sekilde yapismasi gerekir. Yamalar cilt dokusuna stabil ve gii¢lii bir sekilde
yapismazsa Ongoriilen optimum ilag dozunun salimi sekteye ugrar ve yamanin yerinden
oynamasi enfeksiyon riskine de sebep olabilir. Hazirlanan transdermal yamalarin yapisma
mukavemetleri 144-386 kPa arasinda 6l¢iilmiistiir. Artan CS miktarina bagli olarak yapisma
mukavemetinin de artmasina ragmen gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir
(p>0.05). Farkin anlamli olmamasinin sebebi testin 3 tekrarli ¢alisilmasi olabilir ve yiiksek
tekrarlarda farkin anlamli hale gelmesi muhtemeldir. Bu farkin temel sebebi artan CS miktari
ile polimer yiizeyinde yiiksek oranda polar hidroksil ve amin gruplarinin bulunmasi ve
bdylece polar bir molekiil olan TA'nin nispeten yliksek oranda baglanmasi olabilir (Turan,
2016).

Transdermal yamalarin ilag tutma veriminin yiikksek ¢ikmasi ila¢ etkinliginin
arttirilmasi acisindan biiyiik 6nem tasir. flag tutma verimi yiiksek olan yamalar daha diisiik
dozlarda daha etkili tedavi sunarak toksisite risklerini minimize eder ve ilacin
biyoyararlanimini artirir. Ayrica ilag tutma veriminin yiiksek olmasi liretim maliyetlerinin
diisiiriilmesini saglar. Bu nedenle bu parametrenin optimum ¢ikmasi kritiktir. Hazirlanan ilag
salim ve rezervuar katmanlarimin ila¢ tutma verimi %95 ve iizerinde ¢ikmistir. Ote yandan
gruplar arasinda istatistiki bir fark goriilmemistir (p>0.05). Ravikumar ve ark. tetrahidro
kurkumin (THC) yiiklii PCL/PEG kompozit nanofiber gelistirmisler ve transdermal yama
olarak kullanmislardir (Ravikumar ve dig., 2018). Calismada ilag¢ tutma verimliligi %95
olarak ol¢iilmiistiir. Diger bir calismada Reda ve ark. ketoprofen yiiklii nanofiberlerin ilag
tutma verimini maksimum %80 olarak 6l¢miislerdir (Reda ve dig., 2017). Yapilan ¢calismada
Ribosiklib yiiklii yamalarda hem rezervuar hem de ilag salim katmani icin dl¢iilen degerler
literatiirdeki degerlerin iizerinde ¢ikmistir.

Transdermal yama ila¢ saliminin yiiksekligi tedavi etkinliginin ve hasta konforunun
artirilmasi agisindan kritik bir oneme sahiptir. Yiiksek ilag salim orani ilacin kan dolagimina
hizli ve etkin bir sekilde ge¢gmesini saglayarak hedeflenen terapdtik seviyelere daha hizli
ulagilmasina olanak tanir. Bu 6zellikle akut hastaliklarin tedavisinde hizli yanit gerektiren
durumlar i¢in Onemlidir. Ayrica kontrolli ve siirekli ila¢ salimi plazma ilaci
konsantrasyonlarinin sabit tutulmasin1 ve ani dalgalanmalarin onlenmesini saglar. Bu da
hem tedavi etkinligini artirir hem de yan etki risklerini minimize eder. Ayrica transdermal
yama kullanimi gastrointestinal yan etkilerden kaginmayr ve ilaglarin ilk gecis

metabolizmasindan korunmasini saglayarak biyoyararlanimi artirir. Bu nedenle transdermal
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yama ila¢ salimmin yiiksekligi hem hasta uyumunu hem de tedavi sonuglarini iyilestiren
Oonemli bir parametredir. Kontrollii bir ilag salim1 i¢in dozaj miktar1 ve ilacin yarilanma dmrii
iyi bilinmelidir. Yarilanma 6mrii 6 saat olan Ribosiklib, PCL/CS bilesenli yamalar ile hem
rezervuar hem de ilag salim katmaninda sirasiyla 10. ve 12. saate kadar artan oranlarda ilag
salim1 gostermis ve %95 oraninda bir salima ulasilmistir. Ancak her iki katmanda da gruplar
arasinda anlamli bir fark goriilmemistir. Makeen ve ark. yaptig1 ¢calismada nanoemiilsiyon
formiilasyonlar1 ile Ribosiklib igerikli topikal formulasyonlar hazirlamis ve %76 oraninda
in vitro ilag salim1 gézlemlemislerdir (Makeen ve Albratty, 2024). Talib ve ark. ise iyonik
jellesme yontemi ile hazirladiklari artemeter yiiklii kitosan ve CS nanopartikiilleri hazirlamig
ve transdermal bir banda yiiklendikten sonra yapilan salim ¢alismasinda %94 oraninda ilag
salimma ulasmiglardir (Talib ve dig., 2021). Ila¢ salim sonuglarimiz literatiirle uyumlu
goriilmiistiir.

Biyouyumlu materyaller ciltle temas ettiginde toksik etkiler gostermeden ve tahris,
alerjik reaksiyonlar veya enfeksiyon riskleri yaratmadan deri dokusuna uyum saglar. Bu,
hasta giivenligi i¢cin temel olup ciltte yanma, kasinti ve kizariklik gibi yan etkilerin
onlenmesini saglar. Sonu¢ olarak biyouyumluluk, transdermal yamalarin tasarimi ve
tiretiminde dikkate alinmasi gereken temel bir faktordiir. PCL/CS igerikli yamalarin L.-929
hiicresi kullanilarak in vitro biyouyumluluk c¢alismalart gergeklestirilmis ve %90-95
araliginda hiicre canlilig1 goriilmistiir. Gruplar arasinda herhangi bir anlamli fark yoktur. Bu
degerler ASTM standartlarma gore grade 1 diizeyinde biyouyumluluga karsilik gelir ve
hazirlanan malzemenin hem viicut i¢i hem de viicut digsinda kullanilabilirligi anlamina gelir.
Pezeshki-Modaress ve ark. yaptigi calismada PCL/CS/jelatin bazli transdermal yama
hazirlamis ve HDF (insan fibroblast hiicresi) hiicre hatti1 kullanarak DAPI boyamasi ile
malzemelerin biyouyumlulugunu arastirmistir. Sonuglara gére hazirlanan yamalarin yliksek
diizeyde biyouyumlu oldugunu raporlamislardir (Pezeshki-Modaress ve dig, 2022).
Meghdadi ve ark. yaptiklar1 ¢alismada PCL/CS bazli nanofiberler hazirlamislar ve
mezenkimal kok hiicrelerde yiiksek diizeyde biyouyumluluk gozlemlemislerdir (Meghdadi
ve dig., 2019). Literatiirle kiyaslandiginda hazirlanan transdermal yamalarin benzer
sonuglara sahip oldugu ve yiiksek diizeyde biyouyumlu oldugu goézlenmistir.

Transdermal yamalarin Ribosiklib etkinligini test etmek i¢in MCF-7 hiicreleri
tizerinde sitotoksisite calismasi yapilmistir. Calismada kontrol olarak yamalarin igerdigi
oranda standart Ribosiklib kullanilmistir. Yamalarin MTT sonuglarina bakildiginda {i¢ yama
da %93-94 araliginda sitotoksisite gostermistir. Bu da yamalardaki ilacin standart ilag ile

ayni1 inhibisyon etkisine sahip oldugunu ve hazirlama esnasinda herhangi bir aktivite kaybi
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yasanmadigini gostermektedir. Literatiirde Sharma ve ark. Ribosiklib salimi i¢in hyaluronik
asit-Ribosiklib-transfersom bileseni igeren mikroigne dizisinden olusan bir transdermal
yama hazirlamiglar ve LA-7 (sican meme kanseri) hiicre hattinda %71 degerinde inhibisyon
gozlemlemislerdir (Sharma ve dig., 2022).

Ex vivo cilt gegirgenligi ¢alismalari, bir ilacin veya aktif bilesenin cilt bariyerini ne
kadar gecebildigini ve cilt tarafindan ne kadar emildigini 6grenmemize yardimci olur.
Calismada ex vivo gegirgenlik i¢in in vitro difiizyon hiicresinde rat derisi kullanilarak
yaptlmistir ve hazirlanan formulasyonlarda %068-81 aralifinda deri gegirgenligi
bulunmustur. Gruplar kendi i¢inde kiyaslandiginda CS miktar1 arttikga genel olarak ilag
gecirgenligi artmis olmasina ragmen gruplar arasinda anlamli bir fark goriilmemistir
(p>0.05). Makeen ve ark. yaptig1 ¢alismada Ribosiklib’in topikal salimi i¢in nanoemiiljel
formulasyonlar1 hazirlamislar ve Franz diflizyon hiicresi kullanarak ilacin deri gegirgenligini
test etmislerdir. Kemirgen derisinden 218 -105 pg/cm? araliginda ilacin niifuz ettigini
belirtmislerdir (Makeen ve Albratty, 2024). Ravikumar ve ark. yaptig1 ¢calismada domuz
derisi kullanarak Ribosiklib ilacinin kiimiilatif salimini incelemislerdir. Bu c¢alismada, 24
saat boyunca yapilan gozlemler sonucunda Ribosiklib ilacinin kiimiilatif saliminin %95
oldugunu tespit etmislerdir (Ravikumar ve dig., 2018). Literatiirdeki sonuglarla
kiyaslandiginda rat derisi tizerinden yapilan ilag salim kapasitemiz optimuma yakindir.

Tez kapsaminda meme kanseri tedavisinde kullanilan Ribosiklib’in transdermal salimi
icin elektroegirme yontemiyle yenilik¢i bir transdermal yama sistemi gelistirilmistir. Bu
transdermal yamalar ile daha diisiik dozlarda ila¢ kullanimiyla terapotik etkinligi artirilarak

mevcut tedavi yontemlerine gore onemli avantajlar sunulmaktadir.
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