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Pigment hastaliklari, deriye rengini veren melanosit hiicrelerinin genetik, otoimmin veya
cevresel nedenlerle hasar gormesiyle meydana gelen hastaliklardir. Melanositlerde olusan bu
hasarlar sonucunda cilt rengi normal renginden dahakoyu (hiperpigmentasyon) ya dadaha agik
(hipopigmentasyon) bir renk alabilir.

Vitiligo, edinsel hipopigmentasyon hastaliklar arasinda en sik goriilen olup, diinya ¢apinda
prevalansi yaklasik % 8.8 civarindadir. Vitiligo i¢in giincel tedavi segenekleri arasinda medikal,
cerrahi, bitkisel ve bazi tibbi tedaviler bulunmaktadir. Bu tedaviler ile hastaligin semptomlari
azaltilabilir, ancak bu konvansiyonel yaklasimlar etkin bir tedavi saglanmasinda yetersiz

kalmakta ve yan etkiler olusturabilmektedir.

Gunumuzde, immiinsipresif ajan olan pimekrolimus iceren topikal formulasyonlar tedavi
amaciyla siklikla tercih edilmektedirler. Ancak konvansiyonel formilasyonlar (krem, jel,
merhem, losyon, toz) ile yapilan bu tedaviler, diisiikk penetrasyon 6zelliklerine sahip olmasi ve
hedef dokulara ulasamamasi nedeniyle yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle topikal tedavi,



fototerapi veya sistemik tedavi ile kombine sekilde kullanilabilmekte, fakat kombine tedavilerin

yan etkileri fazla ve tedavi stresi uzun olabilmektedir.

Son yillarda, yeni nesil formiilasyonlar ve ileri teknolojik tedaviler ile vitiligo olusumunun
onlenmesi ve bdylece hastanin yasam Kkalitesinin arttirilmasi hedeflenmektedir. Bu agidan
lipozomlar, biyopargalanabilen, biyouyumlu, biyolojik membranlara benzer yapida olan, toksik
olmayan, penetrasyon arttirma ve hedefleme 6zelliklerine sahip, etkili ila¢ tasiyici sistemler
olarak dikkat cekmektedirler. Bu avantajlar sayesinde lipozom formiilasyonlar ile, daha diisiik

dozlarla hem etkin tedavi saglanabilmekte hem de ilaca bagli yan etkiler azaltilabilmektedir.

Bu tez kapsaminda; lipozom formiilasyonlar1 farkli lipitler kullanilarak (Soya-fosfotidilkolin,
DPPC, Lipoid S100) ince film tabaka olusturma yontemi ile hazirlanmis ve karakterizasyon
calismalar (partikiil biiyiikliigii, polidispersite indeksi ve zeta potansiyel dlglimleri, morfolojik
ozellikler, enkapsiilasyon etkinligi ve stabilite testleri) yapilmistir. Optimize edilen lipozom

formiilasyonlarinin, in-vitro salim/difiizyon 6zellikleri ve sitotoksisiteleri arastirilmistir.

Sonug olarak; su an tedavide kullanilmakta olan konvansiyonel preparatlara alternatif olarak
yenilik¢i bir formiilasyon gelistirilmistir. Boylece hastalar i¢in daha diisiik dozda, daha kisa

slirede ve daha etkin bir tedavi segenegi saglanmustir.

Anahtar Kelimeler: Pigment Hastaliklar1, Vitiligo, Pimekrolimus, Lipozom, Topikal Tedavi
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June 2023, 73 pages

Pigment diseases are diseases that occur when melanocyte cells that give color to the skin
are damaged by genetic, autoimmune or environmental reasons. As a result of these
damage to the melanocytes, the skin color may become darker (hyperpigmentation) or

lighter (hypopigmentation) than its normal color.

Vitiligo is the most common among acquired hypopigmentation diseases, with a
worldwide prevalence of approximately 8.8%. Current treatment options for vitiligo
include medical, surgical, herbal and some medical treatments. With these treatments, the
symptoms of the disease can be reduced, but these conventional approaches are

insufficient to provide an effective treatment and may cause side effects.



Today, topical formulations containing the immunosuppressive agent pimecrolimus are
frequently preferred for treatment. However, these treatments with conventional
formulations (cream, gel, ointment, lotion, powder) cannot provide adequate treatment
because they have low penetration properties and cannot reach target tissues. For this
reason, it can be used in combination with topical treatment, phototherapy or systemic
treatment, but the side effects of combined treatments can be high and long treatment

duration.

In recent years, it is aimed to prevent the formation of vitiligo and thus to increase the
quality of life of the patient with new generation formulations and advanced technological
treatments. In this respect, liposomes draw attention as effective drug delivery systems
that are biodegradable, biocompatible, have a structure similar to biological membranes,
are non-toxic, have penetration enhancing and targeting properties. Thanks to these
advantages, with liposome formulations, both effective treatment can be provided with

lower doses and drug-related side effects can be reduced.

Within the scope of this thesis; Liposome formulations were prepared by thin film-
forming method using different lipids (Soya-phosphatidylcholine, DPPC, Lipoid S100)
and characterization studies (particle size, polydispersity index and zeta potential
measurements, morphological properties, encapsulation efficiency and stability tests)
were performed. The in-vitro release/diffusion properties and cytotoxicity of the

optimized liposome formulations were investigated.

In conclusion; An innovative formulation has been developed as an alternative to
conventional preparations currently used in treatment. Thus, a lower dose, shorter time

and more effective treatment option was provided for patients.

Keywords: Pigment Diseases, Vitiligo, Pimecrolimus, Liposome, Topical Treatment
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1. GIRIS

Vitiligo, derinin epidermis tabakasinda bulunan ve melanosit olarak adlandirilan, melanin
pigmentinin tliretiminden sorumlu olan hiicrelerin otoimmiin yikiminin neden oldugu
hipopigmentasyon deri hastaligidir. Vitiligo hastaliginin ortaya ¢ikmasinda, UV 1sinlari,
genetik kalitim, oksidatif stres, ¢evresel ve otoimmiin toleransin bozulmasi dahil olmak
tizere bir¢ok faktor vardir. Vitiligo hastaliginin, tedavi siirecinin uzun olmasi ve uzun
stireli ilag kullanimina bagh olarak ilaca karsi direncin gelismesi Ve istemeyen yan

etkilerin ortaya ¢ikmasi1 nedeniyle kisinin yagam Kalitesini bir hayli diisiirmektedir.

Pimekrolimus, Streptomyces hygroscopicus toprak bakterisi tarafindan Gretilen,
askomisin makrolaktam bilesiginden sentetik yollarla tiiretilmis anti-inflamatuar bir
bilesiktir. Organ nakli yapilan hastalarda doku reddini 6nlemek i¢in kullanilmaktadir,
ancak son zamanlarda yapilan c¢alismalarda, topikal ve sistemik uygulanan
pimekrolimusun, inflamatuar deri hastaliklarinin tedavisinde etkili oldugu gosterilmistir.
Ozellikle vitiligo dahil olmak (izere immiin-inflamatuar durumlar icin bir

immiinosupresan ajan olarak kullanilmigtir[1].

Pimekrolimusun imminslpresif etkisini nasil gosterdigi kesin olarak bilinmemekle
birlikte, kalsindrin inhibisyonu yaparak, antijen spesifik T hiicre aktivasyonunu inhibe
ettigi diislinlilmektedir. Kalsinorin, hedef proteinlerden fosfat gruplarini ayiran, kalsiyum
aktivasyonu yapan bir enzimdir. Sitokinlerin transkripsiyonel aktivasyonunda temel rol
oynamaktadir. Pimekrolimus, sitoplazmik reseptér FKBP-immdinofiline baglanir ve
kalsindrin ile birleserek fosfataz aktivitesini inhibe ederek T-lenfosit aktivasyonunun

inhibisyonuna yani immunsupresyona neden olur ve boylece inflamasyonu baskilar [2].

Su anda piyasada pimekrolimusun ticari {iriin olarak, vitiligo ve diger inflamatuar deri
hastaliklarinin  tedavisinde topikal uygulamada kullanilmak (zere bir merhem
formulasyonu (ELIDEL®-Novartis Pharmaceutical Corp., East Hanover, NJ, ABD)
mevcuttur. Pimekrolimus, deri hastaliklarinin tedavisinde oldukga etkili olmasina ragmen
topikal merhem ile yapilan ¢aligmalarda, diisiik ve degisken biyoyararlanim, ilacin hedef
bolgeye iletilememesi, deri penetrasyonunun zayif olmasi ve uygulama bélgesinde

kizariklik, kasinti, deri dokunttleri gibi dezavantajlart mevcuttur[3-8]
1



Piyasada yer alan topikal tedavilerin yan etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla ilag
tastyict  sistemlere ilgi her gecen gin artmaktadir. Ozellikle lipozomlar, lipidik
yapilarindan dolay1 deriye hizlica penetre olarak etkin tedavi saglamada dikkat ¢eken

preparatlar arasina girmistir.

Ayrica lipozomlarin, ¢ok diistik toksisite, fiziksel stabilite, biyolojik olarak
parcalanabilirlik, gelistirilmis biyoyararlanim, biyouyumluluk, gii¢lii doku afinitesi ve

kontrollu salim gibi avantajlar1 sayesinde glinimuzde siklikla tercih edilmektedir[9-11].

Bu nedenle tez kapsaminda, giiniimiizde sik¢a rastlanan vitiligo hastaliginin tedavisi igin
melanosit hicrelerinde immunsupresif etkili bir ajan olan ve pimekrolimus etkin
maddesini iceren lipozom formiilasyonlart hazirlanmis ve in-vitro kosullarda
degerlendirilmesi yapilmistir. Ince film tabaka olusturma yontemi ile elde edilen
lipozomlar, yapilarinda bulunan lipitlerin deri lipitleri ile etkilesimi sonucunda, etkin
maddelerin deriden penetrasyonunu arttirmaktadirlar. Boylece topikal tedavi igin
kullanilan etkin maddenin dozunun disiirilmesi mimkin olabilmekte ve mevcut
tedavilerin dezavantajlar1 ortadan kaldirilarak, etkin ve giivenilir bir tedavi yaklasimi

saglanabilmektedir.

Karakterizasyon, salim ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin sonucunda, etkin madde lipozom
formiilasyonlar1 ile vitiligo tedavisi igin, etkin ve guvenilir bir sistem gelistirilmesi
planlanmistir. Sistemik tedaviye bagli yan etkileri azaltmasi, topikal tedavide hasta
uyuncunu arttirmasi ve etkin tedavi saglamasi nedeniyle, lipozom formiilasyonlarinin
konvansiyonel formiilasyonlardan daha etkin bir segenek olacagi ve bu sekilde tedaviye

yenilikci bir formilasyon sunulabilecegi diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Derinin Genel Ozellikleri

Deri, viicudumuzun iskelet sisteminden sonraki en genis organidir. Eriskin bir insanda
yiizey alani yaklagik 2m?2 dir. Viicudu ultraviyole 1sinlara ve enfeksiyonlara karsi korur ve
vicut 1sisim1 duzenler. Epidermis ve dermis olmak Uzere iki ana katmani vardir.
Epidermis, cildin en st ylzeyidir. Cilt renginden sorumlu melanin adli bir pigment Greten
melanosit ad1 verilen hiicreleri barindirir. Dermis tabakasi daha kalindir ve kil folikiilleri
, yag ve ter bezleri , sinir uglar1 ve lenf damarlarindan olusur. Bu iki tabakanin altinda,
yag ve bag dokularindan olusan daha derin bir deri alti dokusu (hipodermis) bulunur.

Hipodermis, viicudu dis etmenlerden korur ve enerjinin depolanmasini saglar [12].

Ayrica deri, suya, mikroorganizmalara, mekanik ve kimyasal travmaya ve UV 1s1gindan
kaynaklanan hasara kars1 bir bariyer gorevi goriir. Dendritik epidermal T lenfositleri ve
adaptif bagisiklik sisteminin bir pargas1 olan epidermisteki langerhans hicrelerinin
etkisiyle ilk immunolojik savunma bélgesidir. Deri, hem endokrin hem de ekzokrin

fonksiyonlar1 saglarken sicaklik ve su kaybini diizenleyerek viicudun homeostazini korur.

Endokrin Islevleri arasinda, giinesten gelen UV 1s1gmin yardimiyla epidermisteki 7-
dehidrokolesteroli D vitaminine doniistirmekten sorumlu olan keratinositlerde D

vitamini Uretimi yer alir. Derinin ekzokrin fonksiyonlar1 ise ter ve yag bezleri yoluyladir.

Derinin bir diger 6nemli rolii de dokunma, sicak, soguk ve aci duyularinin sinir uglar

yardimiyla ayirt edilmesinin saglanmasidir [13].
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Sekil 2.1. Derinin katmanlar1 [14]

2.1.1. Hipodermis

Derinin en alt tabakasidir. Liposit ad1 verilen yag hiicrelerince zengin gevsek, fibroz bag
dokusudur. Hipodermis tabakasi damar ve sinir yoniinden ¢ok zengindir. Yapisindaki
kolajen ve elastin fibriller dermis icerisine kadar devam eder. Is1 kaybin1 engelleme,
travmalara kars1 koruma ve yedek besin deposu olma iglevleri vardir. Bunlarin yani sira
endokrin gorevleri, androjenleri 6strojene cevirmek ve leptin hormonu salgilayarak

tokluk hissini saglamaktadir.

Karin bolgesinde kalinlig1 3cm’ye kadar ¢ikabilir. Bu kisimda bulunan fibrillerin az ya
da ¢ok olusu, dermisin bu tabakaya siki ya da gevsek baglanmasina neden olacagindan

derinin hareketliligi hipodermis fibrillerinin sayisina baglidir [15, 16].

2.1.2. Dermis

Dermis, deriye elastikiyet ve mekanik biitiinliikk saglayan, lenf damarlari, yag ve ter
bezleri, tirnak ve kil follikiillerini iceren tabakadir. Fibroblastlar dermisin baglica hiicre
tipidir ve dermisin hiicre dis1 destek matriks dokusunun iiretiminden sorumludur. Bu

matriks yapist viicudun yapisal proteini olan kolajen, elastin ve retikuler fiberlerden

4



olusmaktadir. Yaslanma ile sayilari azalir. Yara iyilesmesinde en énemli roll oynarlar ve

mekanik gulglere kars1 direng saglarlar [15].
Dermis tabakas1 iki katmana ayrilir:

o Papiller katman : Gevsek bag dokusu, elastik lifler, kolajen, kan damarlar1 ve
sinirlerden olusur. Kollajen ve elastin cilde esneklik, gerginligini veren protein
yapisindaki liflerdir. Herhangi bir sekil degisikliginde, cildin tekrar eski sekline
donmesini saglarlar. Ayrica alt katmanlardaki hiicre ve damarlarin gelismesi i¢in

uygun ortam olustururlar.

o Retikuler katman: Bukatman, dermisin daha derin ve 06nemli kismidur.
Fibroblastlara, mast hiicrelerine, sinir uglarina, lenfatiklere ve deriye giren kaslara
ek olarak kalin kollajen demetleri ve daha biiyiik kan damarlar igerir. Ayrica kil
folikiillerinin ve bu killarin hareketini saglayan errector pilli kaslarin da

bulundugu katmandir [17].

2.1.3. Epidermis

Derinin en st tabakasi olan epidermis, devamli kendini yenileyen, ¢ok katli ve su
gecirmez Ozelligi olan bir tabakadir. Epidermis, derinin en ince katmanidir ve kalinlig
0,04- 1,6mm arasinda degisir. Epidermis tabakasinin %95’ ini keratinosit hticreleri
olusturur. Keratinositler siirekli boliiniip, bigim ve yapilar1 degiserek bazal tabaka adi
verilen en alt kisimdan yiizeye dogru go¢ ederler. Boylece iist deri, tabakalagsmis bir yap1
gOsterir. Yara iyilesmesindeki epidermal cevaptan primer olarak bu keratinositler

sorumludur.

Melanositler ve Langerhans hiicreleri epidermiste bulunan diger hiicrelerdir. Dermisten
farkli olarak epidermiste damar yapisi bulunmaz. Beslenme, dermis tabakasindan

diflizyon yoluyla olur.

Epidermis, 4 tabakadan olusur. Bunlar;

e Temel Tabaka (Stratum Bazale): En alt tabaka olan stratum basale Dermisin
tam (zerinde yer almaktadir. Bu tabakanin hiicreleri olan keratinositler boltinerek

deri yiizeyindeki hasar1 onarirlar. Bu katman devamli olarak yeni hicreler yapar
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ve st katmanlara yollar. Noral cresten kaynaklanan Merkel hicreleri
(néroendokrin hcreler olup derinin dokunma hissinin sinirlere tagimaktadir) Bu
katmanda yer alan 6énemli hicre tipi melanositlerdir. Bu hiicreler melanin adi
verilen pigmentleri yaparlar. Melanin, dis ortamdan cilde gelen zararl 1sinlarinin

daha alt katmanlardaki hassas hucrelere ulagsmasini engeller.

e Dikenli Tabaka (Stratum Spinozum): Temel tabakadan daha kalin bir hiicre
tabakasidir. Keratinosit Hiicrelerinin bazilarinda ufak ¢ikintilar vardir. Hiicresel
boliinme kapasiteleri sinirhidir. Dikenli hiicre tabakasi ve temel tabaka derinin
canli kismimi olusturur ve kemik iligi kokenli immin sistem hicreleri olan
Langerhans hicreleri bulunmaktadir. Bunlar derinin ve vicudun savunma

sisemleridir.

e Tanecikli Tabaka (stratum Granulozum): artik béliinme yetenegi tagimayan
diizlesmis keratinositlerdir. Hucrelerde 0Onemli degisikliklerin oldugu bir
tabakadir. Burada hiicre ¢ekirdegi bozulur ve hiicrenin 6lmesine sebep olur. Ufak
cikintilar daha az belirgindir. Zamanla bu hiicreler daha da diizlesmekte ve alttaki

hlcrelerin ¢cogalma siirecleri ile derinin Ust tabakalarina atilmaktadir.

e Boynuzsu Tabaka (Stratum Corneum): Ust derinin yiizeyini olusturur. Stratum
corneum hdicreleri 6l ancak biokimyasal olarak aktif hicrelerdir ve korneosit
olarak tanimlanmistir. Deriyi ve viicudumuzu dis ortamda korurken deriden su

kaybin1 kontrol etmektedir [15, 18, 19].

Diger keratinosit olmayan hucreler de epidermiste bulunur. Bunlar arasinda melanositler,

Langerhans hicreleri ve Merkel hicreleri bulunur .
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Sekil 2.2. Epidermis Tabakalar1 [20]

2.1.3.1. Melanositler

Melanositler , epidermiste bulunan ikinci bir dendritik hiicre popilasyonudur. Cilt
pigmentasyonundan sorumlu olan ve tirozinaza bagimli bir yol ile melanozomlarda

melanini sentezleyebilen tek dendritik hicrelerdir.
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Sekil 2.3. Melanosit Yapisi [21]

Embriyolojik olarak noral krestten tdretilirler. Epidermisin bazal tabakasinda, kil
folikillerinde ve mukozada bulunurlar.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/melanin

Cilt rengi, herhangi bir bireyde melanosit sayisina gore degil, iiretilen melanin miktarina
gore belirlenir. Melanositler, epidermiste melanozomlar araciligiyla melanini
keratinositlere aktarirlar. UV 1s1ga daha fazla maruz kalma, melanogenezin ve
keratinositlere melanin transferinin (bronzlagsma) artmasiyla sonuglanir, cildin
fotokoruma potansiyelini arttirir ve genetik bilgiyi radyasyon hasarindan korur. UV
radyasyon ve kimyasal maruziyetlerin genetik 6zelliklerle kombinasyonu, melanom

gelisimi dahil olmak lizere melanosit bozukluklari ile iliskili ana faktorleri olusturur [17].

2.1.3.2. Langerhans Hucreleri

Langerhans hiicreleri , agirlikli olarak epidermisin stratum spinous katmaninda bulunan
ozellesmis dendritik hiicrelerdir ve derinin patojenlere karsi bagisiklik yanitinda anahtar

rol oynar. Cap1 1 mikrondan daha kiiguik olan partikilleri fagosite edebilirler.

Langerhans hicreleri golgi aygit1 , endoplazmik retikulum ve mitokondri gibi organelleri
icerir.

Langerhans hcreleri dezmozom igcermez ve bu nedenle stratum spinous’daki
keratinositler gibi komsu hiicrelere tutunmazlar. Makrofajlara cok benzeyen bu hiicreler,
kemik iliginin CD34 pozitif kok hicrelerinden tlretilen mezenkimal kokenlidir ve

mononukleer fagositik sistemin bir pargasidir ve antijen sunma yetenegine sahiptir [13].

2.1.3.3. Merkel Hicreleri

Merkel hiicreleri, bazal membranin hemen iizerinde, stratum bazal katmaninda bulunan
oval sekilli epidermal hiicrelerdir. Merkel hiicrelerinin duyusal sinir uglariyla sinaptik
baglantilar1 vardir ve duyusal ayirt etmede rol oynarlar. Bu hiicreler, mekanoreseptorler
olarak islev goriirler ve avug iglerinde, ayak tabanlarinda, oral ve genital mukozada

bulunurlar [13].

2.2. Deri Pigmentasyonu

Insanlarda en gériiniir fenotipik 6zelliklerden biri deri pigmentasyonudur. sag, deri ve
gozlerin pigmentasyonu esas olarak melanin varligmin bir sonucudur. Melanin,

melanositlerdeki 6zellesmis organellerde (melanozomlar) sentezlenen ve komsu
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keratinositlere aktarilan pigmentasyon ana maddesidir. Memelilerde ve kuslarda bulunan
melanositler, kimyasal olarak farkli iki tip melanin tretir, siyah-kahverengi ve blyUk-
elipsoidal melanine dmelanin, sari-kirmizimsi kahverengi kucuk-kiresel melanine ise

fomelanin adi verilir.

MELANIN KOMPLEKSI

FEOMELANIN OMELANIN

Sekil 2.4. Feomelanin ve Omelanin Olusumu [22]

Pigmentasyon, melanosit sayisindan ziyade epidermisteki melanozomlarin sayisina,
boyutuna, hiicresel dagilimina ve tipine baghdir. Agik tende zayif pigmentli fomelanin,
keratinositlerdeki ¢ekirdeklerin {izerinde kiimelenme egilimindeyken, koyu tende yogun
pigmentli O6melanin hucreler iginde esit olarak dagilir. Aynmi vicut bolgesi igin
melanositlerin siyah ve beyaz tenli bireyler arasindaki dagilimi benzerdir. Ancak yasam
boyu melanosit sayisi azalir. 30 yasindan baslayarak her on yilda bir melanositlerde %10-
20'lik bir azalma meydana gelir. Yaslanmaya bagli melanosit kaybi, 6zellikle beyazlayan

saclar seklinde gordlur [23].

Melanositlerin bir diger 6nemli rol, deriyi cevresel UV radyasyonunun zararl
etkilerinden korur ve olusan DNA hasarini onarir. Aynt zamanda UV'ye maruz kalma
sirasinda olusan reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirir. Ozellikle melanositlerde Uretilen
omelaninin koruyucu etkisi, UV'yi dagitan fiziksel bir bariyer ve epidermis yoluyla

UV'nin penetrasyonunu azaltan emici bir filtre olarak gorev alir. Agik tenden daha fazla



Oomelanin iceren koyu ten, UV kaynakli hasara kars1 deriyi daha iyi korur ve bu da cilt
kanserine yakalanma olasiliginin beyaz tenlilere gore yaklasik 70 kat daha az oldugunu
destekler [24].

2.2.1. Melanin Sentez (Melanogenez) Mekanizmasi

Melanositlerin temel goérevi, epidermiste bulunan melanozomlar igindeki 6zellesmis
organellerde melanin sentezlemek ve UV isinlarina karst koruma saglamak igin

melanozomlar1 komsu Keratinositlere aktarmaktir.

A B
7 i Filopodial Dendritic ’ Tunneling
Keratinocytes Small vesicles  Largevesicle  ppaoocveosis  phagocytosis  EXOcytosis nanotube
b -
- / /
Dendrites C LS g »__1.‘_.«"
-';'. ‘
.
o. . '
B . .
Melanocyte

Melanosomes

Sekil 2.5. Derideki bir melanosit ve onu ¢evreleyen keratinositlerin diyagrami [25]

(A) Bir melanosit hiicresinde melanozom adi verilen 6zellesmis organellerde melanin

sentezi.
(B) Melanozomlarin keratinositlere transfer sekilleri.

Melanin sentezi(melanogenez) temel olarak 4 adimda gergeklesir:

- melanogenez igin gerekli proteinlerin transkripsiyonu,

- melanozom biyogenezi,

- melanojenik proteinlerin melanozomlara ayrilmast,

- melanozomlarin melanosit dendritlerinin uglarina tasinmasi ve melanozomlarin

keratinositlere transferi.

Bu olaylardan herhangi birinin bozulmasi hipopigmentasyona neden olur [26].
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Melanogenez, bir dizi enzimatik ve kimyasal katalizli reaksiyonlar1 igeren karmasik bir
yoldur. Melanin sentezi i¢in gerekli olan {i¢ enzim, tirozinaz (TYR), tirozinazla iligkili
protein-1 (TRP-1) ve dopakrom tautomeraz (TRP-2)’dir; o&zellikle tirozinaz,

melanogenezin ilk basamagi icin énemlidir.

Biyoentez, tirozinaz enziminin tirozini, DOPA (3,4-dihidroksifenilalanin)’ya
oksidasyonu ile bagslar ve dopakrom dretilir. Bu basamak melanin sentezi icin hiz

siirlayict basamaktir. Bu basamagin inhibisyonu melanin sentezini engeller.

Dopakrom'un dopakrom tautomeraz (TRP-2) enzimi ile dekarboksilasyonu, DHI-melanin
olarak bilinen koyu kahverengi/siyah, yiiksek molekiiler agirlikli ¢éziinmeyen ve hizla
oksitlenen 5,6-dihidroksiindol (DHI) meydana getirir, bu dihidroksiindoller 6melanini

olusturur.

Tirozinaz ile iligkili proteinin (TRP-1), DHICA'nin émelanine oksidasyonunu katalize

eder.

Ote yandan eger ortamda sistein varsa, dopakinon sisteinle reaksiyona girerek 3,5-
sisteinil DOPA meydana getirir. Sisteinildopalar daha sonra benzotiyazin ara urunleri

vermek ve son olarak fomelanin tretmek igin oksitlenir.

TRP-1 ve TRP-2'nin TYR'yi stabilize ettigi ve aktivitesini arttirdigi bilinmektedir.

Melanojenik enzimlerin ve substratlarin varligi, Gretilen melanin tiplerine karar verir[27].
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Sekil 2.6. Melanin Biyosentezi [26]

DHI (3,4-dihidroksiindol), DOPA (3,4-dihidroksifenilalanin), DHICA (5,6-dihidroksiindol-2-karboksilik

asit)

2.3. Deri Pigmentasyon Hastaliklar

Pigmentasyon hastaliklar1 pigmentasyonda artis (hiperpigmentasyon) ve pigmentasyon

kayb1 (hipopigmentasyon) olarak ikiye ayrilir[28].

2.3.1. Hiperpigmentasyon

Hiperpigmentasyon, deride bulunan melanin pigmentinin cesitli nedenlerle artisindan
kaynaklanir. Hiperpigmentasyonun en yaygin nedeni, derinin UV isinlarina maruz

kaldiktan sonra ortaya cikan tepkisidir yani bronzlagsmadir. Diger nedenler arasinda

hormonal bozukluklar , sistemik bozukluklar ve ilaca bagli hiperpigmentasyonyer alir.
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2.3.1.1. Hiperpigmentasyonun Hormonal Nedenleri

e Melazma (Gebelik Maskesi, Kloazma):

Melazma, derinin pigmentasyon bozuklugundan kaynaklanan, yiiz bdlgesinde sikca
goriilen bir hiperpigmentasyon hastaligidir. %90 oraninda kadinlarda goriilmekle birlikte
az da olsa erkeklerde de gorilebilir. Genellikle hamilelik doneminde hormonlarin
etkisiyle ve giinese maruz kalma ile ortaya ¢ikar. Melazma olusumunda 1rksal faktorler
ve genetik yatkinlik s6z konusudur. Koyu tenlilerde goriilme orani acik tenlilere gore
daha yuksektir. Cesitli tedavi yontemleriyle hastaligi tamamen ortadan kaldirmak

mUmkdndir.

e Addison Hastahgi (Adrenal Yetmezlik):

Her 100.000 kisiden birinde goriilen addison hastaliginda, bobreklerin hemen iistiinde
bulunan adrenal bezlerin ¢esitli sebeplerle kortizol ve aldosteron hormonlarini yeterli
seviyelerde salgilamamasi sonucu ortaya ¢ikar. Hastaligin ortaya ¢ikmasindaki etkenler
arasinda; stres, adrenal bezlerin hasar gormesi, tuberkilloz, HIV, AIDS, mantar
enfeksiyonlari, bobrek Ustl bezlerin herhangi bir nedenden dolay1 cerrahi olarak alinmasi,
dokularda biriken bazi proteinler, genetik kusurlar gosterilebilir. Genellikle diseti ve

genital deri gibi mukozal yuzeyler de goralur.
e Cushing Sendromu:

Nadir goriilen hastaliklar arasinda yer alan cushing sendromu, bobrek iistii bezlerden
salgilanan kortizol hormonunun fazlalig: ile ortaya ¢ikar. Cushing sendromunun tipik
belirtileri arasinda deride hiperpigmentasyon, incelme ve sivilce artisi, kemiklerde kolay
kirllma, karin bolgesinde kilo artist olurken kol ve bacaklarda kilo artisi olmamasi

bulunur. Bu tablo santral obezite olarak da tanimlanir.
e Hipertiroidizm:

Tiroid bezinin asir1 ¢aligsmasi sonucu gelisen ve kanda tiroid hormonunun fazlaligiyla
tespit edilen bir hastaliktir. Her iki cinsiyette de goriiliir fakat kadinlarda goriilme siklig1
erkeklere oranla daha fazladir. Belirtileri arasinda, hiperpigmentasyon, hizli kilo kaybi,
asirt terleme ve kalpte ritim bozuklugu gosterilebilir. Hormon baskilayici ilaglar,

radyoaktif iyot tedavisi ve cerrahi uygulamalar ile tedavisi mimkandur.
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2.3.1.2. Sistemik Hastaliklar

Hiperpigmentasyonu etkileyen bir diger faktor ise sistemik bozukluklardir. Solid malign
timorler, otoimmun tiroid hastaligi (Hashimoto tiroidi), romatoid artrit, pernisiy6z anemi,
Addison hastaligi, kronik bobrek yetmezligi, siroz, obezite ve diyabet, lenfoma, sistemik
skleroz, sistemik lupus eritematozus, dermatomiyozit, morfea gibi hastaliklar
hiperpigmentasyonun gelismesinde rol oynar. Ayrica B12, B3 ve A vitaminlerinin

eksikliginde de hiperpigmentasyon gelisebilir.

2.3.1.3. Ilaca Bagh Hiperpigmentasyon

e Kemoterapi ilaglar:

Doksorubisin, Siklofosfamid, 5-Fluorourasil, Hidroksitre, Bleomisin gibi kemoterapik
ajanlar deri, tirnak ve 6zellikle giinese maruz kalan bolgelerde hiperpigmentasyona sebep

olabilirler.
e Sitma Onleyici Ilaclar:

Hidroksiklorokin ve Klorokinler, hastalarin %25’lik kisminda yiiz bolgesi, damak ve

tirnaklarda hiperpigmentasyona sebebiyet verebilirler.
e Tetrasiklinler:

Ozellikle Minosiklin, tirnaklarda hiperpigmentasyona sebep olabilir. Bunun disinda tiroid

bezinde ve hatta kemiklerde yapisal bozukluklara neden olabilir.
e Psikotrop Tlaglar:

Amitriptilin, Klorpromazin Desipramin, Imipramin gibi merkezi sinir sistemini etkileyen

ilaclar, grimsi renkte hiperpigmentasyona neden olabilirler[28, 29].

2.3.2. Hipopigmentasyon

Hipopigmentasyon, ¢esitli nedenlerle derideki melanin pigmentinin kaybindan kaybr ile
ortaya ¢ikar. Hipopigmentasyonda, deri normal cilt rengine kiyasla daha agiktir.
Hipopigmentasyon, genellestirilmis  (yaygin) hipopigmentasyon ve lokalize

hipopigmentasyon olarak iki gruba ayrilir.
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2.3.2.1. Genellestirilmis (Yaygin) Hipopigmentasyon

Genellestirilmis (yaygin) hipopigmentasyonda, viucudun blylUk bir kisminda veya

tamaminda pigment kaybi gozlenir.

e Albino (Albinizm):

Nadir gorilen bir hastalik olan albinizm, Latince beyaz anlamimna gelen "Albus™
kelimesinden tiiremistir. Bu hastalarda melanin pigmenti iiretimi ya ¢ok azdir ya da hig
yoktur. Genetik bir bozukluktur ve hastaligin tedavisi bulunmamaktadir. Albinizm
belirtileri arasinda cilt, sa¢ ve kirpiklerde beyazlama, pembe renkte ¢il ve benler, goziin
iris boliimiinde saydamlik, 1518a karst asir1 hassaslik, gozlerin istem dis1 hareket etmesi

ve ciddi gérme bozukluklar1 gosterilebilir.

Albinizmi olan bireyler UV 1sinlarindan korunmalidir ¢iink{i bu hastalarda cilt kanseri

riski normal insanlara gore ¢ok daha yiiksektir.

e Fenilketondri:

Otozomal gekinik bir fenilalanin metabolizmasi bozuklugudur. Bu hastalikta fenilalanini
tirozine doniistiiren fenilalanin hidroksilaz enzimi ya eksiktir ya da hi¢ bulunmaz.
Albinizme benzer sekilde deri, sa¢ ve gozlerde pigmentasyon eksikligi goriiliir. Genetik
bir hastalik oldugu igin tedavisi ve dnlenmesi mimkun degildir fakat fenilalaninden kisitli

diyetler ile hastanin daha konforlu bir yasam strdirebilmesi saglanabilir.

e Chediak-Higashi Sendromu:

Chediak-higashi sendromu otozomal ¢ekinik kalitimli, lenfomaya benzer dlumcdl bir
hastaliktir. Lokositlerin lizozomal graniillerinin islev bozuklugundan kaynaklanir. Kismi

albinizm, notropeni ve tekrarlayan bakteriyel enfeksiyonlar goraldr.

e Hermansky-Pudlak Sendromu:

Cesitli organlarda seroid lipofiiksin birikimi ile karakterize otozomal cekinik bir

hastaliktir. Bu hastalarda kismi albinizm ve kanama diyatezi gorulur.
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e Griscelli Sendromu:

Immun yetmezlik ve kismi albinizmle karakterize otozomal ¢ekinik bir bozukluktur. Bu
hastalarda glimiis grisi saclar, tekrarlayan enfeksiyonlar norolojik bozukluklar ve ileri

derece immun yetmezlik goraldr.
e Yarik Dudak (Ektrodaktili-Ektodermal Displazi) Sendromu:
Embriyolojik donemde ¢esitli nedenlerle ortaya ¢ikan yiiz bolgesindeki yapilarin birlesme

kusuru ile ortaya ¢ikar. Bu hastalarda diffiiz hipopigmentasyon ile sa¢ ve deride kuruluk

goraldr.

e Menkes Sendromu:
Menkes hastalig1 X e bagli ¢ekinik, nadir goriilen nérodejeneratif bir hastaliktir. Ozellikle
beyni etkileyen bu hastalik bakir metabolizmasinin bozulmasindan kaynaklanir. Bu

hastalarda genellikle beyaz veya gri renkte kirilgan ve seyrek saglar, hipotermi, zeka

geriligi osteoporoz goralur.

e Elejalde Sendromu (Noroektodermal Melanozomal Sendrom):
Elejalde sendromunda, sebebi heniiz bilinmeyen gen mutasyonlar1 meydana gelmistir.
Gumiistimsti gri sag, bronz renkte deri,agir disfonksiyon goralir.

e Nutrisyonel Bozukluklar:

Ozellikle ¢ocuklarda selenyum eksikligine bagl sac ve deride pigment kayb1 olusabilir. Bu

hastalarda selenyum tedavisi ile repigmentasyon saglanabilir.

2.3.2.2. Lokalize Hipopigmentasyon

Lokalize hipopigmentasyonda, pigment kaybi viicuttadaginik halde ya dasimetrik olarak

goralir.

e Vitiligo (Ala) hastahg:
Vitiligo, en sik goriilen hipopigmentasyon hastaliktir. Farkli sekil ve boyutlarda beyaz
lekelerle karakterizedir ve cilt, saclarda ve mukozal bolgelerde rastlanir. Hastalarin yagam

kalitelerini ciddi sekilde etkileyen, dnemli bir kozmetik sorun haline gelebilir. Uygun

tedavi uygulandiginda vitiligo tamamen geri dondrdlebilir.
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e Pitriazis Alba (PA):

Nedeni tam olarak bilinmeyen, ¢ogunlukla 12 yas alt1 ¢ocuklarda goriilen bir hastaliktir.
Ozellikle yiiz bolgesinde agik pembe renkte ortaya cikar ve ilerleyen zamanlarda deri

rengi dahadaacilir. Kortizonlu ilaclar ile tedavisi mimkin olabilir.

e Tuberoz Skleroz (TS):

Cilt, beyin ve bobreklerde beyaz lekelerle karakterize otozomal baskin bir hastaliktir.
Bunun yaninda zeka geriligi,otizm ve epilepsi semptomlari siklikla goriiliir. Tam olarak

tedavisi mimkiin olmasa da diizenli doktor kontrolu ile hasta yasamini stirdiirebilir.

e Waardenburg Sendromu (WS):

Otozomal baskin bir hastaliktir. Bu hastaligi tasiyan kisilerde hem isitsel hemde
pigmenter eksiklik goriiliir. Hastalarin deri, sag¢ ve gozlerindeki melanositlerin fiziksel
yoklugundan kaynaklanir. Sagta beyaz pergem, isitme kaybi, deride beyaz lekeler ve ¢ok

acik mavi goz rengi hastaligin belirtileri arasindadir.

e Ito’nun Hipomelanozu (1H):

"Incontinentia Pigmenti Achromians" adiyla bilinen ve nadir olarak goriilen ndrokutandz
bir hastaliktir. Ozellikle dogum sirasinda ve gocukluk déneminde rastlanan bu hastalik,
blaschko c¢izgilerini izleyen hipopigmente lezyonlar ile karakterizedir. Hipopigmente

lezyonlar helezonik, yama ve lineer gibi farklt morfolojilerde gorilebilir.

e Piebaldizm:
Otozomal baskin, vitiligo benzeri makiller ve sagta beyaz percemle seyreden nadir
goriilen kongenital bir hastaliktir. Piebaldizm dogumda ortaya ¢ikar ve sabit boyutlarda

kalirken, vitiligo dogumdan sonra ortaya ¢ikar ve olustuktann sonra genisleyerek yayilir.

Piebaldizm’de isitme kaybida gorulebilir.

¢ Nevus depigmentozus:

Kalitsal olmayan daha ¢ok cocukluk déneminde ortaya c¢ikan vitiligo benzeri bir
hastaliktir. Vitiligonun aksine yasla birlikte yayilim gostermez. Nevus depigmentozus’un

tedavisi yoktur ancak uygun kozmetiklerle lekeler gizlenebilir.
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e Hipopigmente Mikozis Fungoides:

Primer kutandz T hiicreli lenfomalarin en sik goriilen tipidir. Nadir goriilen, kalitsal
olmayan ve asemptomatik hipopigmente yamalarla karakterize bir hastaliktir. Koyu
tenlilerde goriilme siklig1 acik tenlilere gore daha fazladir. Kortizonlu ilaglar ve fototerapi

yardimiyla hastaligin tedavisi mimkuindr.

e Tinea Versikolor:

Tinea versikolor, deride normal sartlarda dabulunan Malassezia adindakimantar tirtinin
cesitli nedenlerle sayisinin artmasiyla govde, sirt ve kollarda hipopigmentasyonun
meydana gelmesidir. Sicak ortam hastalig1 olarak da bilinir. ilagh sampuanlar, losyon ve

kremlerle tedavisi mimkinddr.

e Iinkontinentia Pigmenti:

Inkontinentia pigmenti, X kromozomuna bagli dominant gecisli, ektodermal ve
mezodermal kokenli organ tutulumlu bir hastaliktir. Cilt ylzeyinde genellikle lineer
hipopigmentasyon gosterir. Bu hastalik erkek c¢ocuklart igin genellikle olimculddr.
Spesifik bir tedavisi yoktur fakat cesitli yontemlerle hastalarin konforu arttirilabilir[28-
30].

2.4. Vitiligo Hastahi@imin Tanim ve Tarihgesi

Vitiligo, epidermal melanositlerin eksikliginden veya hasarindan kaynaklanan en yaygin
cilt depigmentasyon bozuklugudur ve diinya niifusunun yaklasik %1-2’ sini etkiler. Her
iki cinsiyet de esit derecede etkilenir ve goriilme oranlarinda fototip ve irka gore belirgin
bir fark yoktur. Acik tenli kisilerde vitiligo, genellikle ilk kez giines 1s181na maruz
kalmadan sonra ortaya ¢ikar.

Hastalarin %25°1 10 yas altt ¢ocuklardir. 2-3 aylik bebeklerde gorilmesi dogustan
vitiligonun varligi konusunu gundeme getirmektedir. Etnik koken ne olursa olsun
segmental vitiligo yiizdesi ¢cocuklarda yetigkinlere gore ¢ok daha yiiksektir. Yayinlanan
raporlarda cocukluk caginda segmental vitiligo prevalansi %4.6 ile %32.5 arasinda
degismektedir[31].
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Sekil 2.7. Hipopigmente vitiligo makdlleri ve histopatolojisi [32, 33]

Vitiligo, antik ¢aglardan beri bilinen ve tarihgesi M.O. 1.500’lii yillarda Misir’da bulunan
Ebers Papiriisleri’ne dayanan bir hastaliktir. Bazi kiiltiirlerde lepra (clizzam) hastalig ile
karistirilan vitiligo, ilk kez bu belgelerde lepradan ayr1 bir hastalik olarak tanimlanmistir.
Vitiligo kelimesinin nereden geldigine dair birden ¢ok hipotez vardir. Tarih boyunca bu

99 ¢¢

hastaliga “shwetakustha”,“suitra”, “kilas”, “baras” gibi isimler verilmistir.

Vitiligonun Latince iz, kusur, eksiklik anlamindaki “vitium” veya M.S. 2. Yiizyilda
Romali Doktor Aulus Cornelius Celsus’un kullandigi vitelius (dana) kelimelerinden
tiretildigi distinilmektedir. Buradaki vitelius kelimesi, benekli danalardaki beyaz
yamalara benzetilerek tiiretilmistir. Vitiligo kelimesinin kullanimina iliskin ilk dokiiman

Celsus’un M.S. yazdig1 “De Medicina” isimli kitaptir.

Kutsal kitaplarda beyaz cilt anlamina gelen “baras” kelimesi, Hz. Isa’min tedavi ettigi bir

hastaligi agiklamak icin kullanilmigtir[34].

2.4.1. Vitiligonun Smiflandirilmasi

Vitiligo, 2012 yilinda yaymlanan "Vitiligo Kuresel Sorunlar Konsensiis Konferansi
(VGICC)" nda belirtilen, lezyonlarin dagilimina ve tutulan alanlarin yaygmligina goére 3

grupta incelenir.
i) Segmental olmayan vitiligo,

i) Segmental vitiligo,
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i) Smiflandirilmamis vitiligo.

Bu kategorilerin her biri, asagida agiklandig: gibi baska alt siniflandirmalara sahiptir[35].

2.4.1.1. Segmental Olmayan Vitiligo

Vitiligonun segmental olmayan formu genellestirilmis, akrofasiyal, universalis ve

mukozal olarak c¢esitli alt basliklarda incelenir.

Daha 6nce vitiligo vulgaris olarak adlandirilan genellestirilmis vitiligo, en sik goriilen
form olup vicudun birden fazla bdlgesini tutan,¢ogunlukla simetrik olan siit beyazi
makdillerle kaakterizedir. Deri hipopigmentasyonu genellikle asemptomatiktir ancak
hastalarin kii¢iik bir kism1 6ncesinde ortaya ¢ikan hafif bir kizariklik ve kasintidan s6z
eder. Hastalik viicudun herhangi bir yerinde baslayabilir ancak parmaklar, eller ve yiiz

cogunlukla baslangi¢ bolgeleridir.
Akrofasiyal vitiligo,genellikle dudak cevresi, dudaklar ve parmak uglarinda goruldr.

Universalis vitiligo, vicut yizeyinin %80-90'm1 etkileyen, multiple endokrinopati

sendromu ile iliskili oldugu diistiniilen formdur.

Mukozal vitiligo, oral ve genital mukozanin depigmentasyonudur[36].

2.4.1.2. Segmental Vitiligo

Segmental vitiligo, ¢ogunlukla ¢cocukluk doneminde ortaya ¢ikan, viicudun bir tarafinda
gorilen bir ya da birden fazla beyaz depigmente makdllerin varligidir. Genellikle
viicudun orta hattinda asimetrik bir dagilim goriiliir. Segmental olmayan vitiligoya gore
goriilme sikligr dahaazdir. Segmental vitiligoya ayn1 zamanda fokal veya lokalize vitiligo

da denilmektedir. Genellikle kombine tedavilerle iyilesme s6z konusudur[31].
2.4.1.3. Smiflandirilmamus Vitiligo

Siniflandirilmamus vitiligo, hastalik ortaya ¢iktiktan sonra segmental veya non-segmental
vitiligoya dontismeyen lezyonlar i¢in kullanilir. Odak vitiligo ve mukozal vitiligo olmak

uzere iki sekilde gorulebilir.

Odak vitiligo, tek bir bolgede gorulen ve seneler sonra bile yayilim gostermeyen
vitiligodur. Mukozal vitiligo ise segmental olmayan vitiligodan farkli olarak sadece bir

mukozal bélgede (oral veya genital) gorulir[32].
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2.4.2. Vitiligonun Epidemiyolojisi

Vitiligo, 1964 ve 2017 yillar1 arasinda yaymlanan verilere gore kiresel prevalansi
%0.06-8.8 olan en yaygin depigmentasyon bozuklugudur. Vitiligonun goriilme sikligi
cinsiyetler aras1 farklilik gostermez ancak cografi bolgelere gore vitiligo prevalansinda
farkliliklar vardir. Bildirilen en yiksek prevalansa sahip Ulkeler Hindistan (%8,8),
Meksika (%2,6-4) ve Japonya'dir (%1,68) [37-41]. Ulkemizde ise yayimlanan dermatoloji
klinigine bagvuran hastalarin sayisina gore vitiligonun yaklasik prevelansi %0.15’tir. En
yluksek vitiligo insidans1 yaygin olarak ¢cocuklukta veya geng erigkinlikte gozlemlenmistir
ve 10-30 yaslar1 arasindaki bireylerde goriilme siklig1 agisindan zirveye ulasir. Ancak,
unutulmamasi gereken nokta vitiligonun her yasta da gelisebilen bir hastalik
oldugudur[34, 42].

2.4.3. Vitiligonun Etiyolojisi

Vitiligonun etiyolojisi tam olarak bilinmemekle beraber, genetik, otoimmin, gevresel,
biyokimyasal faktorlere ve néral mekanizmalara bagli olarak gelistigi diisiiniilmektedir.
Vitiligonun ruhsal ve fiziksel bir travmadan sonra ya da sicaklik, ultraviyole 1sinlari,
basing, kimyasal maddelerle temas, kesi, abrazyon gibi fiziksel incinmeler, cerrahi
operasyon, radyoterapi, siddetli giines yanig1 ve kontakt dermatit sonucu ortaya ¢ikisina

sikca rastlanmaktadir. Ayrica gesitli ilaglarin kullanim1 sonucu daortaya cikabilmektedir.

Sekil 2.7. Vitiligo olusumunda genetik ve genetik olmayan faktorler [43]
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Vitiligo olusumunda, genetik ve genetik olmayan etkenlerin rol aldigi artik bilim
otoritelerince kabul edilmektedir. Bu genetik faktorlerin yol actigi hastaliklara tiroid,
diyabet, Addison hastaligi, alopesi areata, Crohn hastaligi, skleroderma, myastenia
gravis, biliyer siroz, pernisiyoz anemi, sistemik lupus eritematozus ve inflamatuar
bagirsak hastaligit  6rnek verilebilmekte; bu hastaliklar  vitiligo hastaligim
tetikleyebilmekte ya da birlikte seyredebilmektedir. Tiim bu nedenlerin disinda,
vitiligonun gebelikte veya tifo, hepatit gibi bazi hastaliklar sonucunda da ortaya ¢iktigi
belirtilmektedir. Ayrica yapilan ¢alismalarda, ruhsal ya da fiziksel kronik stresin kutan
melanogenezi  baskilamasiyla, vitiligonun  baslamasinda ¢ok etkili  oldugu

bulunmustur[34].

2.4.4. Vitiligonun Patogenezi

Vitiligo, hem genetik hem de genetik olmayan faktorlerle baglantili, karmasik bir
patogenezi olan multifaktoriyel poligenik bir hastaliktir. Yapilan son calismalar,
vitiligonun genetik faktorlere bagl olarak ortaya ¢ikma oraninin %75 -80 olarak tahmin
edildigi, geri kalan yaklasik %20-25 'inin ise cevresel faktorlere bagl oldugu
goriilmistiir[33].

2.4.4.1. Genetik Faktorler

Vitiligo genetiginin ilk caligmalari, 1950'de Stiittgen ve Teindel'in ayni anda vitiligodan
etkilenen cok sayida akrabaya sahip multipleks aileleri tanimlamasiyla baglamistir.
Aslinda, Stttgen'in ailesinde vitiligo ve otoimmin tiroid hastaliginin birlikte
ortaya c¢ikmasimnin hem baskin hem de resesif faktorlerin eszamanli ayrigsmasini
yansitabilecegi yonundeki onerisi, karmasik kalittmin en eski spesifik hipotezlerinden
birini olusturur. Vitiligo, ayni ailenin birkag tiyesini etkileyebilir, bu da genetik bir risk
oldugunu gosterir. [44].

Genetik faktorlerin yaklagik %70'i yaygin genetik varyantlardan ve geri kalan %30'luk
kismi1 nadir genetik varyantlardan kaynaklanir. Aday gen, genom capinda baglant1 ve
genom capinda iliskilendirme ¢aligmalar1 yoluyla 50'den fazla vitiligo duyarlilik lokusu

kesfedilmistir[45].
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Sekil 2.8. Vitiligo ile iligkili aday genler tarafindan kodlanan proteinlerin fonksiyonel etkilesim
ag1 [44].

2.4.4.2. Genetik Olmayan Faktorker

Vitiligo'nun patogenezi gunumiizde hala belirsizligini korusa da, cesitli teoriler
gelistirilmistir. Bunlar otoimmiin, noral ve biyokimyasal teorilerdir. Bu teorilerin bir veya
birka¢ tanesinin vitiligo gelisiminde ayn1 anda etkili olabilecegi diistiniilmektedir.
Bununla birlikte giincel ¢alismalar otoimmdiin teorisinin vitiligoda daha etkili oldugunu

gostermektedir. Bunlarin disinda aile 6ykisu de gz oniinde bulundurulmalidir[32].

e Otoimmiin Teori

Vitiligo hastaliginin, ¢esitli immiin sistem hastaliklari ile birlikte goriilmesinden dolay1
patogenezinde otoimminite bozukluklarinin da rol oynayabilecegi diistiniilmustiir.
Vitiligo ile siklikla iligkili olan Tiroid hastaliklarmin yani sira, Juvenil diabetes mellitus,
Pernisiy6z anemi, Addison hastaligi, Alopesi Areata ve Halo Nevi dahil olmak iizere
birgok otoimmin hastalikla iligkili olabilecegi yaygin olarak bilinmektedir. Ayrica,
otoimmiin tiroid hastaliklarinin, 6zellikle Hashimoto tiroiditinin , vitiligo ile iligkili en

yaygin otoimmin hastalik oldugu gosterilmistir [32, 46].

Asil gorevi canliyr ultraviyole 1sinlarindan korumak olan melanositlerin, immiin sistem
ile baglantis1 oldugu bilinmektedir. Melanositler major histokompatibilite kompleksi

(MHC) class 1 ve 2 molekdillerini, intraselluler adezyon molekuli (ICAM-1) ve vaskiler
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adezyon molekuli (VCAM-1) gibi adezyon molekiillerini ve ayrica interlokin IL-1, IL-
6, IL-8 gibi sitokinleri ve transforming growth faktor (TGF-B1)’i de salgilamaktadir.
Ayrica melanositlerin fagositoz yeteneklerinin yanisira T hiicrelerine antijen ve antijenik
peptidlerin sunulmasinda da gorev aliyor olabilecekleri diisiiniilmektedir. Bu bulgular
vitiligonun immdn sistemle baglantisina daha ¢ok agirlik verilmesi gerektigini
gostermektedir[47].

e Noral Teori

Lerner'in (1959) o©ne sirdigi “Noral Teori”ye gore, sinir uglarindan salgilanan
ndrokimyasal mediatorler, melanositler tizerinde toksik etki gosterir ve bunun sonucunda
vitiligo ortaya ¢ikar. Melanositler, noral krest hiicrelerinden tdretilir. Noronlar, glial
hicreler, kalp hiicreleri, kraniyofasiyal doku ve adrenal medulla da bu pluripotent
hiicrelerden koken alir. Melanoblastlar olarak bilinen melanosit 6nctleri, bazal epidermis

ve sa¢ folikillerinde hedeflerine dogru giderken go¢ eder, cogalir ve farklilasir.

Sempatik sinir sisteminin (SNS) aktivitesinin islev bozuklugu melanin tiretimini etkiler
ve depigmentasyona yol agar. Ayrica viral ensefalit, multipl 9 skleroz, nérofibromatozis,
Horner sendromu gibi sinir sistemini ilgilendiren bazi hastaliklara da vitiligonun eslik

ettigi goriilmiistiir[48].
e Biyokimyasal Teori

Oksidatif stres, melanosit kaybinda olasi patojenik olaylardan biri olarak kabul edilir.
Melanositlerde Uretilen melanin pigmentinin ana gorevi, hiicre c¢ekirdegini zararli
ultraviole 1sinlarindan korumaktir. Hem dolasim yoluyla gelen hem de solunum yoluyla
alinan oksijen, UV 1ginlarinin etkisiyle aktive olur. Bu durum serbest elektron iceren ve
bu nedenle de hiicrede kuvvetli yikim giicline sahip olan serbest oksijen radikallerinin
olusumuna yol acar. Antioksidan sistem bu radikalleri kontrol altina alabilmek igin
katalaz ve peroksidaz enzimlerini kullanir. Serbest radikallerin bir kismi ise melanin
tarafindan inaktiflestirilir. Oksidatif stres hem antioksidanlarin hem de reaktif oksijen
tirlerinin artmas1 sonucu gelisebilir. Melanin molekulinin yukinin artis1 ile
prostaglandin sentezi sirasinda olusan peroksitler inaktive edilemeyecek ve lipid peroksit
olusumu ile membranlart zarara ugratmasi Onlenemeyecektir. Boylece melanozom
transferi bozulacaktir. Bir yandan da otositotoksik etki ile birlikte melanin molekiilleri

melanositlerin yikimina neden olacaktir[43, 49, 50].
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Oksidatif stres, melanosit endoplazmik retikulumdaki degisiklikleri tetikleyebilir, bu da
"katlanmamis protein tepkisi (UPR) " ad1 verilen bir hiicre stres fenomenini uyararak
kusurlu proteinlerin st (ste birikmesiyle sonuglanir. Ayrica, melanin Uretimi igin
gereken enerji tek basma mitokondriyal metabolizma yoluyla reaktif oksijen tdrleri
(ROS) dretir. Bu iki yolun vitiligolu hastalarin melanositlerinde asir1 aktif oldugu
goriilmektedir ve bu da bu hiicrelerin melanin tiretiminin saglikli bireylere gore daha az

tolere ettigini kanitlamaktadir[33].

Oksidatif stres

Sekil 2.9. Oksidatif stres sonucunda melanositlerde ROS birikimi [51].

DC, dendritik hticre; NK, dogal dldurucu; ROS, reaktif oksijen tlrleri.

2.4.5. Vitiligoda Kullamilan Tedavi Yaklasimlari

Vitiligo hastaliginin kesin bir tedavisi olmamakla birlikte bir ¢ok tedavi yaklasimlari
mevcuttur. Bu tedaviler tek basma uygulandigi gibi kombine olarak da kullanilabilir.
Vitiligo tedavisi, lezyonlarin yayginlgina, lokalizasyonuna, yasa ve onceki tedavilere
verilen yanita gbre degismektedir. Tedavide amag repigmentasyonu saglamak ve

depigmentasyon siirecini yavaslatmaktir.
2.4.5.1. Topikal Kalsinorin Inhibitérleri

Topikal kalsinorin inhibitorleri (pimekrolimus ve takrolimus) son yillarda vitiligo
tedavisinde siklikla kullanilmaktadir. Uzun siireli topikal kortikosteroid kullaniminin

getirdigi yan etkilerden korunmak icin iyi bir alternatif olusturmaktadirlar. Takrolimus ve
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pimekrolimus gen ekspresyonu dulzeyinde etki ederler ve proinflamatuar sitokinleri
(interlokinler, timor nekrozis faktor (TNF), interferonlar) baskilayarak melanosit
blylmesini ve melanosit gocunu indiklerler[52]. Kalsindrin inhibitérleri immunofilin
baglayici proteine baglanarak kalsindrin defosforilaz aktivitesini bloke ederek T hiicre
proliferasyonunu ve IL-2, IL4, IL-12, TNF-alfa ve IFN-gama salimimi baskilarlar.
Topikal kortikosteroidlerle karsilagtirildiklar1 c¢alismalarda kalsindrin inhibitorlerinin
etkinlik acisindan ¢ok daha iyi oldugu ve iistelik yan etkilerinin de daha diisiik diizeyde
oldugu goriilmiistiir. Ayrica kalsindrin inhibitorlerinin g6z kapagi gibi hassas bolgelerde

de kullaniminda sakinca olmadigi bulunmustur[53].

Kalsinorin  inhibitorlerinin  topikal kullanimlarinda  sistemik  immunsupresyon

gortilmemistir ancak uzun sure kullanilmalar1 durumunda yan etkiler olusabilmektedir.
2.4.5.2. Topikal Kortikosteroidler

Sinirlt olgularda ucuz ve kolay uygulanabilir olmalart nedeni ile topikal kortikosteroidler
(TKS) tedavide ilk segenektir ve 6zellikle lokalize ve yiiz yerlesimli lezyonlarda, ¢ocuk
hastalarda yaygmn olarak kullanilmaktadir. Etkinligi immunomodulator etkilerine
bagldir. Kortikosteroidler melanositlere kars1 kompleman aracili sitotoksisite ile olusan
otoantikorlar1 ve melanosit yiizey antijenine karsit olusan antikorlar1 azaltirlar. Hedef
alian melanositlerin prolifere epidermise go¢ etmeleri en az 3 aylik bir siireyi alir. Bu
nedenle hangi tedaviuygulanirsa uygulansin tedavi stiresi en az 3 ay olmalidir. Kisa streli
tedavide ilacin etkinligi saptanamaz. Fakat kortikosteroidlerin 2-4 aydan daha uzun sire
kullanilmasi atrofi, telenjiektazi ve stria olusumu gibi yan etkilere neden olabilir. Ayrica
deri absorsiyonunun fazla oldugu yiiz, boyun gibi bélgelere uygulanmasi sonucundaciddi

sistemik yan etkilerde gorulebilir[54].
2.4.5.3. Kalsipotriol

Kalsipotriol gibi vitamin D3 analoglari, T hticre aktivasyonunu inhibe ederek, keratinosit
ve melanositlerin diferansiasyonunu uyararak etki gosterirler. Melanositlere bozulmus
kalsiyum (Cat++) girisini diizelterek Ca++ homeostazini saglarlar. Tek basina topikal
kalsipotriol kullanimi ile ilgili yapilan galismalarda etkinligi konusunda ¢eliskili sonuclar
vardir. 18 vitiligolu cocuk hastada yapilan ¢alismada hastalarin %21.4’iinde tam diizelme

izlenmis olup ¢ocuklarda etkili bir tedavi secenegi olabilecegi vurgulanmistir[55].
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2.4.5.4. Fototerapi

Fototerapide, dar bant ultraviyole B (UVB) (311-313nm) ve genis bant UVB (290-
320nm) tedavileri uygulanmaktadir. Dar bant UVB, sitokinlerin sekresyonunu ve
induksiyonunu inhibe ederek inaktif durumdaki melanositlerin proliferasyonunu ve
vitiligo lezyonlarina goclini saglar. Ultraviyole tedavisi hem UVA hem de UVB
spektrumunda vitiligo tedavisinde kullanilir. Etki mekanizmasi halen anlagilamamastir,
ancak immunsupresyonu artirarak melanosit yikimini inhibe ettigi veya melanositlerin
sayisinl ve go¢ etme kapasitesini artirdigi diisiiniilmektedir. Halen UVB tedavisine ait
giivenlik araliklari, tedavi etkinliginin ne zaman degerlendirilmesi gerektigi ve tedavinin
ne zaman kesilmesi veya tedaviye ne kadar devam edilmesi gerektigine ait bilgiler netlik

kazanmamistir[56].

2.4.5.5. PUVA Tedavisi

320-400 nm arasindaki dalga boyundagalisir. Etki mekanizmasi darbant UVB’ye
benzerdir. UVA 15181 ile kombine edilir. Psoralenler yaygin olarak 8 metoksipsoralen, 5
metoksipsoralen ve trimetilpsoralen formlarinda topikal ve oral olarak kullanilirlar.
Vitiligolu hastalarda oral PUVA tedavisi ilk olarak 1948 yilinda kullanilmistir. Oral
PUVA tedavisi cocuklarda 12 yas altinda kontrendikedir. 12 yas ilizeri ve %20’nin
iizerinde viicut ylizey alan1 tutulumunda tercih edilir. Topikal PUVA tedavisi ise 2 yasin
uzerinde guvenilir olarak kabul edilmektedir. Darbant UVB tedavisinin daha guvenilir
olmas1 ve daha iyi yanit alinmasi nedeni ile PUVA tedavisi gunumiizde vitiligo

tedavisinde daha az tercih edilmektedir[57].
2.4.5.6. Depigmentasyon

Repigmentasyon tedavilerine cevap alinamayan ve ¢ok yaygin lezyonu olan vitiligo
olgularinda, 0Ozellikle yiz bolgesinde tutulumun oldugu bolgelerde bazen
depigmentasyon tedavi segenegi olarak goriilebilir. Tedavide monobenzileterhidrokinon
kullanilir. Bu bilesik Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan onaylidir ve oksijen
radikallerini arttirarak melanositlerin sayisin1 azalttigi diisiiniilmektedir. Olusan
depigmentasyon kalicidir. Eritem ve yanik gelisimi, kasinti, dermatit, uygulama alanina
uzak alanlarda dadepigmentasyon gelisimi, erken deri yaslanmasi ve deri kanseri riskinde
artis olabilmesi kullanimini sinirlandiran yan etkileridir. Depigmentasyon kalicidir bu
nedenle tedavi uygulanacak hasta depigmentasyon tedavisinin sonuglarini ve giinesten

korunmanin 6nemini iyi bilmelidir[58].
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2.4.5.7. Cerrahi Tedaviler

Stabil ve diger tedavilere yanit alinamayan lokalize vitiligo lezyonlarinda tercih edilirler.

Cerrahi tedavide saglikli deriden aliman melanosit iceren 6rnekler kullanilir. Cerrahi

tedavi segmental veya fokal vitiligosu olan geng¢ hastalarda daha basarilidir. Segmental

veya fokal lezyonlarin viicudun gelismesi ile orantili olarak yayilmasi ¢ok kuguk

cocuklarda cerrahi prosediirlerin kullanimimi kisitlar. Tedavilerin etkinligi uygulama

alaninin postoperatif immobilizasyonuna baglidir, bu durumu saglamak klcik yas

grubunda zordur bu nedenle addlesanlarda ve uyum saglayabilecek hastalarda

uygulanabilir. Cerrahi prosediirlerin genis alanlara uygulanmamasi ve donor alaninda

kobnerizasyon riski de olmast kisitlayict yonleridir. Cerrahi yontemler doku greftleri

(punch greftler, emme bill epidermal grefti, split-thickness greftler) ve hicresel greftler

olarak siniflandirilabilir[59].

2.4.5.8. Diger Tedaviler

Kozmetik Yontemler : Vitiligo hayati tehdit eden bir hastalik olmamasina karsin
kisinin psikolojik ve sosyal durumu iizerinde olumsuz etkiler yapabilir. Ozellikle
yuz, boyun ve el gibi goriinen alanlardaki lezyonlar1 kapatmak i¢in kozmetikler
kullanilabilir. Bunlarin yan etkileri bulunmamaktadir ve sosyal yagamda hastalara
rahatlik saglar. kozmetik kamuflaj, hem tedavilerle birlikte hem de tedavilerden
fayda gorilmeyen durumlarda uygulanabilecek bir yontemdir. Ideal kamuflaj
uygun renkte, etkilenen alan1 kapatacak derecede opak, ter ve suya dayanikli,
kolay uygulanabilir olmali ve uzun siire yapigkan kalabilmeli, alerjik olmamali,

kolay ¢ikarilabilen, etkili ve uygun maliyetli olmalidir[60].

Giines Koruyucular: Vitiligolu deri, melanositlerin DNA Uzerindeki koruyucu
etkilerinden yoksun oldugu i¢in erken donemde giines yaniklarina, ge¢ dénemde
ise karsinogeneze dahayatkindir. Bundan dolay1 hastalarin giines goren bolgedeki
lezyonlarina yliksek faktorlii glines koruyucu kullanmalar1 zorunludur. Ayrica
giines koruyucular bronzlasmay1 azaltarak normal deri ve depigmente deri
arasindaki kontrast farkinin artmasina engel olarak kozmetik yarar saglarlar.
Giines yaniklari, lezyonlarin yayilmasina neden olabilmektedir. Bu nedenle

hastalarin giines goren bolgelerdeki lezyonlarina giinesten koruyucu kullanmalari,
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Ozellikle cocuklarda fiziksel yapidaki giinesten koruyucularin kullanilmasi
tavsiye edilmektedir[61].

Bu tedavilerin yaninda bazi bitkisel tedavilerde siklikla kullanilir. Vitiligo hastaliginin
tedavi slrecinde hastalarin stres seviyelerinin azaltilmasi konusunda psikolojik

tedavilerde almalar1 da mutlaka dnerilmektedir.

2.5. Pimekrolimus (SDZ ASM 981)

Bir askomisin turevi olan Pimekrolimus (SDZ ASM 981), immunomoduilatér
makrolaktamlarin yeni siniflarindan biridir ve 6zellikle inflamatuar deri hastaliklarinin
tedavisi i¢in gelistirilmistir. Pimekrolimusa olan ilgi, dnemli anti-inflamatuar aktivitesi
ve immunomodulator yetenekleri ve disiik sistemik immdunosipresif potansiyeli
nedeniyle 6nemli olmustur. Pimekrolimusun etki mekanizmasi, T hiicresi aktivasyonunun
bloke edilmesidir. Pimekrolimus (tum askomisinler gibi), spesifik olarak sitozolik
reseptor, imminofilin makrofilin-12'ye baglanan bir immanofilin ligandidir. Bu
pimekrolimus-makrofilin  kompleksi, kalsinorinin bir transkripsiyon faktéri olan
aktiflestirilmis T hiicrelerinin nikleer faktorunt (NF-AT) fosforilasyonunu onleyerek
protein fosfataz kalsinorini etkili bir sekilde inhibe eder. Bu, T hiicrelerinde sinyal iletim
yollarinin ttkanmasina ve inflamatuar sitokinlerin, dzellikle Th1- ve Th2-tipi sitokinlerin
sentezinin inhibisyonuna neden olur. Pimekrolimusun ayrica mast hiicrelerinden

sitokinlerin ve proinflamatuar mediatorlerin salinmasini 6nledigi de bilinmektedir[62].

Wl

"OCH,

Sekil 2.10. Pimekrolimus’un iki boyutlu ve t¢ boyutlu kimyasal yapis1 [63, 64]
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2.5.1. Kalsinorin inhibitorerinin Etki Mekanizmasi

Normal immiun yanitta, major histokompatibilite kompleksi tarafindan T hicre
reseptoriine sunulan antijenler, kalmodulin'e baglanan intrasitoplazmik kalsiyumun
ylikselmesine neden olarak kalsinorin aktivasyonuna yol acar. Serbest kalsiyum ayrica
aktif T hicrelerinin nukleer faktériinin sentezine yol acar. Kalsindrin (bir protein
fosfataz), sonunda nikleer alt birime baglanan aktive T hiicrelerinin niikleer faktoriiniin
sitoplazmik alt birimini fosforile eder. Aktive edilmis T hiicreleri kompleksinin niikleer
faktorunin bu sitoplazmik-nukleer alt birimi, interlokin (IL)-2, 1L-3, IL-4, timo&r nekroz
faktori-o, interferon-y, dondstiriici blyldme faktori-f dahil  bircok sitokinin
transkripsiyonunu kolaylastirir. ve graniilosit-makrofaj koloni-uyarici faktor. Kalsinorin
inhibitorleri, sitozolik kalsindrin fonksiyonunu inhibe ederek bu yola midahale eder ve
dolayisiyla proinflamatuar sitokinlerin  olusumunun baskilanmasina neden olur.
Pimekrolimus ve takrolimus hiicre i¢ci FK506 baglayici proteine baglanirken siklosporin
sitozolik siklofiline baglanir. Bu hiicre i¢i kompleksler sonunda kalsindrine baglanarak
fosfataz aktivitesini inhibe eder. Takrolimus ayrica histamin salinimini ve IgE tarafindan
aktive edilen mast hicrelerinden prostaglandin D2'nin de novo sentezini inhibe eder,
oysa pimekrolimus mast hiicre sitokini, serotonin ve beta-heksosaminidaz salinimini
inhibe edebilir[65].

2.6. Lipozomlar ve ila¢ Tasima Sistemleri

Lipozom formiilasyonlarindaki nanotasiyict terimi, 1 ila 1000 nm arasinda degisen
yapilari/cihazlar ifade eder; bununla birlikte, istenen terapétik faydalar, yan etkilerden
kaginma ve ilaglarin optimal lokalize teslimi, boyutu <200 nm olan nanotasiyicilarin
kullanilmasiyla elde edilir. Geleneksel yaklagimlara gore ¢ok sayida avantaj sunarlar,
bunlar arasinda; suda az ¢Ozilinen ilaglarin artan ¢dziinme hizi ve gecirgenligi, onlari
birgok biyoaktif molekiil i¢in basarili bir dagitim araci yapan gelismis hiicresel alim ve

terapotik yukun hedefe 6zgu iletimini saglayarak hedef dis1 etkileri azaltmistir.

Son yillarda, ilaglarin yan etkilerini en aza indirerek hedefe 6zel dagitimi saglamak
amaciyla nanotasiyict tabanli tedavilerin gelistirilmesi 6nem kazanmistir. Bu nano
tastyicilar arasinda lipozomlar , etozomlar, kati lipid nanopartikiller (SLN)
nanoemiilsiyonlar ve polimerik lipozomlar bulunur. Konvansiyonel tedavilerin aksine,
ileri hedefe yonelik tedavilerin terap6tik sonucu iyilestirmede ve yan etkilerini azaltmada

cok daha etkilidirler. Nanotasiyici-aracili tekniklerin terapotik stiinliigi, alisilagelmis
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tedavilerle karsilastirildiginda, bolgeye 6zgii iletimi basarma potansiyellerinin yan1 sira
hastaligin siddeti ve ilerlemesi (zerindeki dikkate deger kontrolleri agisindan da
basarilidir[66].

VEZIKULER SISTEMLER

TRANSFERZOM

@ active ing @ Mydrophilic active ingredient Edge activat e Ethamot

Sekil 2.11. Vitiligo i¢in nanotasiyict bazli dermofarmasdtik formiilasyonlar olarak kullanilan en

ilgili vezikiler sistemler: lipozomlar , etozomlar ve transferzomlar [66].

2.6.1. Lipozomlarmn Ozellikleri ve Etki Mekanizmasi

Deride koruyucu tabaka gorevi goren ve ilaglarin biiyiik cogunluguna kars1 gegirimsiz
olan ve fizikokimyasal bariyer tabakasi stratum corneum (SC) varligi nedeniyle,
fizikokimyasal bariyeri asabilen yeni ilag verme sistemlerinin gelistirilmesine yonelik
bircok ¢alisma vardir. Bu c¢alismalar, nanotasiyict aracili dagitim sistemlerinin, etkin
maddeleri hedef organlara iletmede ve ¢esitli dermatolojik bozukluklar tedavi etmedeki

etkinliginin yiiksek oldugunu gostermistir.

Dermatolojik bozukluklar (Vitiligo, deri iltihabi, atopik dermatit, sedef hastalig1 veya cilt
kanserleri) icin ila¢ dagitim sistemleri gelistirilirken, risk altindaki derinin farkli
Ozellikleri dikkate alinmalidir. Nanotastyicili dagitim sistemleri, saglikli cilde
uygulandiginda, stratum corneum tabakasina ve kil folikiilii kanallarina niifuz eder ve
iceriklerini serbest birakir. Bununla birlikte, SC’nin biitiinliigiiniin tehlikeye girdigi
enfekte, kirik veya hasarli ciltte, nanotasiyici tabanl sistemler en alt katmanlarina kadar
ilerleyebilir. Lipozomlar hiicreye adsorbsiyon, lipit degisimi, endositoz veya flizyon ile

alinabilirler[66].
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Sekil 2.12. (A) Polimerik nanotasiyicinin cilde niifuz etmesi ve saglikli ciltte ila¢ salinimi (B)

hasarli ciltte nanotasiyici tabanli sistem davranisi hipotezi [66].

(A) Cilt bariyeri saglam oldugunda, topikal olarak uygulanan tasiyicilar cilt ylzeyi (1,4) ile
etkilesime girer ve SC'de (2) veya kil folikiilii kanalinda (5) birikir. Orada yiiklenen maddeleri
(3,6) bozundurur ve/veya serbest birakirlar. (B) Inflamatuar veya hasarli ciltte, topikal olarak
uygulanan dagitim sistemleri, hasarli cilt yiizeyiyle etkilesime girebilir (7), hasarli SC'ye niifuz
edebilir (8), cildin canli katmanlarina girebilir (9) veya bagisiklik hiicreleri tarafindan alinabilir

(10)

2.6.1.1. Lipozomlarin Avantajlar1 ve Dezavantajlari

Lipozomlarin avantajlar1 arasinda;
e Biyouyumluluk ve biyobozunurluk 6zelliklerine sahip olmalari,
e Toksik ve immunojenik olmamalari,

e Lipozomlarin kanser, otoimmin hastaliklar ve alerji gibi ¢ok sayida hastaligin

tedavisinde kullanilabilmeleri,

e Jlaglarin retikiiloendotelyal sistem (RES) tarafindan alinmasii onleyerek, ilag

yukli lipozomlarin uzun siireli sistemsel dolasimina izin verebilmeleri,

e Aktif hedefleme yoluyla etki bdlgesine spesifik olarak iletimi saglayabilmeleri ve
yan etkileri azaltabilmeleri,

e Enkapsiile ettikleri etkin maddenin stabilitesinin arttirmalari,
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e Lipozom adjuvanlari, hiicresel alim, antijen isleme ve antijen sunan hicreler
tarafindan antijene 0zgu immin yanitlarin (hem himoral hem de hucresel)

taninmasini gelistirmeleri bulunmaktadir.

Lipozomlarin dezavantajlari ise;
e Boyutlarindan dolayi yarilanma 6murlerinin kisa olmasi,
e  Uretim maliyetlerinin yiiksek olmast,
e CoOzlndrliklerinin diisiik olmasi,
o Kapsulleme etkinligini etkileyebilecek kimyasal kararsizlik,

e Mikrobiyal kontaminasyona kars1 sterilizasyon ve kapsiillenmis ilaglarin sizmasi

gibi baz1 zorluklarla karsilasilmasidir[67].
2.6.1.2. Lipozomlarin Siniflandirilmasi

Icerdigi lipit cift tabakalarinin sayisina gére, lipozomlar unilamellar vezikiiller (ULV),
multilamellar vezikiller (MLV) ve multivesikuler vezikiller (MVV) olarak
smiflandirilir. ULV, kii¢iik ULV (SUV), blyltk ULV (LUV) ve dev ULV (GUV) olarak
alt basliklara ayrilmistir . ULV'ler sadece tek bir fosfolipid ¢ift katmanli yapiya sahipken,
MLV'ler sogana benzer katmanli bir yapiya sahiptir. Lipozom, fosfolipidlerin yiikiine
gore anyonik lipozomlar, katyonik lipozomlar ve notr lipozomlar olarak kategorize
edilebilir. Tipik olarak, pozitif yuklt lipozomlar, gen ilaglar1 vermek igin daha énemli bir
kapasiteye sahipken, negatif yikli lipozomlar daha diisiik sitotoksisiteye sahiptir.
Lipozom boyutunu, ilag yiiklemesini, stabilitesini ve ilag salimim etkileyen faktorlerin
anlagilmasi, istenen farmakokinetigi olan lipozomlarin rasyonel tasarimi i¢in kritik 6neme
sahiptir. Lipit zincir uzunlugu, lipid doymamishgi, lipid faz gecis sicakligi (Tc) ve
kolesterol igerigi gibi formulasyon parametreleri lipozom Ozelliklerini etkileyebilir.
Ornegin, lipitlerin uzun asil zincirleriyle birlestirilmesi, lipozomlarmn ilag yiikleme
kapasitesini ve kapsulleme etkinligini artirabilir. Yiiksek doymamighiga ve diisiik Tc'ye
sahip lipidlerin formiile edilmesi, lipozomlardan daha hizli ilag salimimi goésterir. EK
olarak, kolesteroliin arttirtlmasi polidispersite indeksini (PDI) arttirabilir ve lipozom
zarmin akigkanligint module edebilir, sistemde dolasim siiresinin ve hedef dagiliminin

uzamasina katkida bulunur[68].
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IR
g A

Multivesicular liposomes (MVV) Multilamellar liposomes (MLV) Unilamellar liposomes (ULV)

Cc3

&

Giant unilamellar liposomes (GUV) Large unilamellar liposomes (LUV) Small unilamellar liposomes (SUV)
>1 pm 100-1000 nm <100 nm

Sekil 2.13. Lipozomlarin siniflandirilmasi, (A) MVV, (B) MLV, (C) ULV, (C1) GUV, (C2) LUV,
(C3) SUV [68].

2.6.1.3. Lipozom Hazirlama Yontemleri

Lipozom hazirlama yontemleri dort ana asama igerir: kuru lipitlerin organik fazda elde
edilmesi, lipitlerin sulu bir ortamda yeniden dagitilmasi, elde edilen lipozomlarin

saflagtirtlmasi ve nihai lipozomun saptanmasi.

Ince film tabaka olusturma yontemi laboratuvarda en sik kullamlan hazirlama yontemidir
ve diger yontemler etanol enjeksiyonu, ters fazli buharlastirma ve yiiksek basingl
homojenlestirmeyi igerir. Endustrilerde sadece birka¢c yontem uygulaniyor olsa da,
Olgekli liretimde yaygin olarak kullanilan teknik etanol enjeksiyon yontemi ve ardindan
ekstriizyondur. Lipozomlarin endiistriyel iiretimi, tampon ¢ozelti hazirlama, fosfolipid
cozelti hazirlama, lipid membran hidrasyonu, lipozom ekstriizyonu, diafiltrasyon, nihai
uriin seyreltme, sterilizasyon ve her adim arasinda filtrasyon dahil olmak tzere karmasik

ve zahmetli bir strectir[68].

e lInce Film Tabaka Olusturma Yo6ntemi

Lipozomlarin hazirlanmasi i¢in en popiiler yontemlerden biri ince film tabaka olusturma
yontemidir. Ozel ekipman ve beceri gerektirmeyen, gerceklestirilmesi kolay bir
yontemdir ve hem hidrofilik hem de hidrofobik etkin maddelerin lipozomlara dahil
edilmesine uyarlanan ilk yontemdir. ilk adim olarak, yuvarlak dipli bir balon jojede

kloroform ve/veya etanol icindeki bir lipit solisyonu, sisenin i¢ duvarina yapisan
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ince bir lipidik film elde etmek icin evaporator ile kurutulur. Bu lipit filmi, herhangi bir
organik ¢ozicu izini ortadan kaldirmak i¢in yarim saat vakum altinda kurutulmalidir.
Daha sonra film, lipit sismesiyle lipozomlar olusturmak tizere siddetli calkalama altinda
sulu bir cozelti veya tamponla hidratlanir Tm (faz degisim tepe sicakligi)'si oda
sicakligindan yiksek olan lipidler igin hidrasyon asamasindan énce Tm'nin Gizerinde

onceden isitilmalidir[69].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullamilan Kimyasal Malzemler

Cizelge 3.1. Lipozom formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal malzemelerin

listesi

KiMYASAL MADDE

MARKA VE ULKE

KULLANIM AMACI

Pimekrolimus (4
%98.0) (PMC)

Soya fosfotidilkolin

Fibroblast hicreleri

(ATCC L929)

Dimetilsulfoksit

Dipalmitoilfosfatidil

kolin (DPPC)

Diyaliz membran

Dulbecco’nun modifiye

eagle ortam

Etanol

Kolesterol

Sigma Aldrich (ABD)

Sigma Aldrich (ABD)

American Tipi  Kulttr
Koleksiyonu (ABD)

Merck (Almanya)

Lipoid (Isvigre)

Sigma Aldrich (ABD)

Lonza (Isvigre)

Merck (Almanya)

Sigma Aldrich (ABD)
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Lipozomformulasyonunda

kullanilan etken madde

Formilasyonda kullanilan temel lipit

In-vitro hiicre calismalarinda

kullanilan hiicre hatti

Toksisite deneyleri

Formilasyonda kullanilan lipit

In-vitro salim caligmalarinda

kullanilan membran

In-vitro hiicre caligmalarinda

kullanilan besi ortami

COzlcu madde

Formilasyon stabilitesi icin

kullanilan bilesen




(Almanya)

Lipoid S100 Lipoid GmbH Formilasyonda kullanilan lipit

3.2. Kullanmilan Arac-Gerecler

Cizelge 3.2. Lipozom formiilasyonlarinin hazirlanmasinda kullanilan cihazlarin listesi

KULLANILAN CIiHAZ

MARKA

Rotary Evaporator

Sonikator

Manyetik Karistirica

Manyetik Karistirica

Partikul biiyiikliigii ve zeta potansiyel tayini cihazi

Hassas Terazi

Hassas Terazi

Ultra Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Santrifij
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Buchi R-114

Bandelin Sonoplus HD 2070

Heidolph MR 3003

Thermo Scientific

Malvern ZetaSizer NanoS

Shimadzu Ax200

Mettler Toledo PB 303-S

Shimadzu SPD-M20A

Eppendorf Centrifuge 5430 R




Viskozimetre

Su Banyosu

Calkalayic1 Su Banyosu

pH-Metre

Ultrasonik Banyo

Ultra Saf Su Cihazi

Diferansiyel Taramah Kalorimetre

Brookfield

Buchi

Memmert

Inolab WTW

Bandelin Sonorex Digital

Perkin Elmer DSC-8000

MP MiniPure

3.3. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Incelenmesi

Etkin madde olarak pimekrolimus ile ¢alisilmis, standardizasyon ve saflik kontrolleri,

fizikokimyasal 6zelliklerinin incelenmesi ile belirlenmistir. Bu amacla, etkin maddenin

UV ve DSC spektrumlari tayinleri yapilmistir.

Pimekrolimus kimyasal yapis1 Sekil 3.1.”de verilmistir.

I

Sekil 3.1. Pimekrolimus’un kimyasal yapisi (Formiilii: C43HesCINO11 ve Molekiil Agirligi: 810.45

g/mol) [63]




3.3.1. UV Spektroskopisi Calismalari

1 mg/mL olacak sekilde tartilan pimekrolimusun, etanol (pH 7.4) i¢inde stok ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢6zeltiden 100 pl ¢ekilmis ve yine pH 7.4 etanol ile ImL’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan bu ¢dzeltinin maksimum absorbansi, Shimadzu UV-2600-Vis

spektrofotometresi (Japonya) kullanilmis ve dalga boyu taramasi yapilarak saptanmustir.

3.3.2. Termal Analiz Calismalari

Termal analiz ¢aligmalari i¢in, pimekrolimus aliiminyum o6rnek kabinda yaklasik 5 mg
kadar tartilmis ve kapak basing yardimiyla kapatilmigtir. Referans olarak aliiminyum bos
plaklar kullanilarak, 10°C/dk sicaklik artis1, 50 mL/dk azot akis hiz1 ve 10-250°C sicaklik
araliginda DSC spektrumu ¢ekilmistir (PerkinElmer DSC-8000- ABD).

3.3.3. Erime Derecesi ve Cozunurluk Cahismalari

50 mg etkin madde (pimekrolimus), bir ucu kapatilmis kilcal boruya doldurulup, erime
derecesi cihazina yerlestirilmistir. Sicaklik, kontrollii bir silikon banyosuyla saglanmis ve

maddenin erime derecesi termometreden okunarak tayin edilmistir.

Tez kapsaminda difiizyon ortami olarak Etanol:Su (pH= 7.4) (70:30, v/v) kullanilmas1
planlandig1 i¢in, pimekrolimusun bu ortamdaki ¢oziiniirlik ¢alismasi yapilmistir. Saf
etkin maddenin ¢oziiniirliigii diflizyon ortaminda incelenmistir. Bu amacla kapakli bir
erlen i¢inde bulunan ¢dziinme ortamina ¢oziinebileceginden fazla miktarda etkin madde
konularak 37°C debir manyetik karistirici ile 24 saat karistirilarak bekletilmis, sivi fazdan

0.45 um’lik filtre ile sizulerek alinan numunelerde etkin madde miktari tayin edilmistir.

3.4. Analitik Yo6ntem Validasyonu

Validasyon calismalari, Avrupa Farmakopesi (EP), Birlesik Devletler Farmakopesi
(USP), Uluslararas1 Harmonizasyon Konferansi1 (ICH), Gida ve ilag Idaresi (FDA)
talimatlarina uygun olacak sekilde yapilmistir[70], etkin maddenin miktarinin tayininde
kullanilan yontemin giivenilir olup olmadigin1 gostermek icin yapilmaktadir. Bu amagla,

calismamizda kullanilan validasyon parametreleri asagida gosterilmistir;

. Dogrusallik (Linearity)
. Dogruluk ve geri elde edilebilirlik (Accuracy and Recovery)
. Kesinlik (Precision)

v' Tekrar edilebilirlik (Repeatability)
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v' Tekrar elde edilebilirlik (Reproducibility)
. Ozgunlik, Secicilik (Specificity)
. Stabilite (Stability)
. Teshis ve tayin smirlar1 (LOD ve LOQ)

Tez kapsaminda, etkin madde olan pimekrolimus’un miktar tayini ¢alismalari igin yiksek
performansli sivi kormatografisi (HPLC) (Shimadzu SPD-M20A) yontemi kullanilmis ve

validasyon ¢alismalari yiiriitiilmistiir. Kromatografik sartlar Tablo 3.3’te verilmistir.

1mg pimekrolimus, 1mL etanol (pH:7.4) icerisinde, 5 dk ultrasonik su banyosunda
¢oziindiiriilmiis ve farkli konsantrasyonlarda seyreltmeler yapilarak (0.1, 0.5, 1,5, 10, 25,
50, 100, 200, 300, 500 ppm) viallere aktarilmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiden, belirlenen

kromatografik sartlarda (Cizelge 3.3.) 6lclimler alinmustir.

Cizelge 3.3. Pimekrolimus Miktar Tayini I¢in Kullanilan Kromatografik Sartlar

Cihaz HPLC (Shimadzu, SPD-M20A)
Kolon Exsil Mono 100 (C18), 4.6 x 150 mm
Dedeksiyon UV, 215 nm
Akis Hizi 0.75 mL/dk
Enjeksiyon Hacmi 20 pL
Analiz Suresi 5 dk
Hareketli Faz Etanol:Su (80:20)

Kolon Basinci ~190 bar
Alikonma Zamani (RT) ~3.5 dk
Firin Sicakhig 50°C

3.4.1. Ozgunlik ve Secicilik

Deneysel caligsmalardaki analiz yonteminin, ortamda etkin madde disindaki maddeler
varliginda sadece caligilan bilesigi saptayabilmesidir. Bunun i¢in seyreltme ¢ozeltisi,
standart ¢ozelti, lipit ¢Ozeltisi, in-vitro salim ortami1 olan pH 7.4 Etanol:Su (70:30, v/v)
karisimi  hazirlanarak viallere aktarilmis ve analiz yapilmistir. Elde edilen

kromatogramlar karsilastirilmistir.
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3.4.2. Dogrusallik

Ornekteki maddenin belli sinirlar icindeki konsantrasyonu ile elde edilen yanitin orantili
oldugunun gostergesidir. Bunun i¢in 1 mg/mL olacak sekilde pimekrolimusun etanolde
stok ¢oOzeltisi hazirlanmistir. Bu stok ¢6zeltiden seyreltmeler (1, 5, 10, 25, 50, 100, 200
ve 300 pg/ mL) yapilarak, HPLC (Shimadzu SPD-M20A) yontemi ile etkin madde
miktarlar1 belirlenmistir. Elde edilen egri alt1 alan degerleri, konsantrasyona kars1 grafige
gecirilerek kalibrasyon dogrusu ve denklemi elde edilmistir. Her bir konsantrasyon igin

6 deneme yapilmastir.

3.4.3. Kesinlik ve Dogruluk

Dogruluk, valide edilen analitik yontem ile yapilan deneyden elde edilen verilerin gercek
sonuclarla olan benzerlik derecesidir. Kesinlik, kullanilan analitik yontemin
tekrarlanabilirliginin bir 6lgtsudr.

Gelistirilen yontemin kesinligini ve dogrulugunu belirlemek icin giin i¢i ve glinler arasi
analizler yapilmistir. giin i¢i analizler ve gilinler arasi analizler, sirasiyla ayni giin ve

ardisik ii¢ giinde pimekrolimusun dogrusallik araliginda dort derisim seviyesinde (1, 5,

50 ve 300 pg/mL), 215 nm’de (¢ tekrarli analizle degerlendirilmistir.

3.4.4. Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi

50 ppm’lik standart pimekrolimus ¢ozeltisi hazirlanmig ve ayni vialden ard arda analizler
yapilmistir. PMC’ye ait alikonma zamanlar1 ve pik alanlarinin tekrarlanabilirligi %BSS

degerleri hesaplanarak belirlenmistir. BSS degerlerinin %2’den kiigiik olmasi yontemin

cihaz tekrarlanabilirligini dolayistyla kesinligini gostermektedir.

3.4.5. Duyarhhk

Gelistirilen yontemin duyarliligi, gézlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin siir1 (LOQ)

degerleri ile degerlendirilmistir.
3.4.5.1. Saptama Simir1 (LOD)

En distiik degere karsilik gelen alan degerleri, secilen kalibrasyon dogrusunun egimine
boliinmiis ve standart sapma hesaplanmistir. Bu deger 3 ile garpilarak teshis sinir1 (LOD)

belirlenmistir.
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3.4.5.2. Miktar Tayin Sinir1

Miktar tayin siniri, valide edilen analitik yontem kosullarinda, miktar tayini yapilan
maddenin  kesinliginin ve dogrulugunun kabul edilebilir seviyede oldugu
konsantrasyondur. Bu konsantrasyonda elde edilen sinyal/giiriiltii oran1 10/1’dir. Bu
sebeple, LOQ ¢ozeltisinden bir adet hazirlanmis, viale aktarildiktan sonra ardisik alti
enjeksiyon yapilmistir, ardisik alti enjeksiyonundan elde edilen pimekrolimus’un pik

alanlar1 %VK degeri <10 olmas1 gerekmektedir.

3.4.5. Saglamhhk

Saglamlik caligmasinda deneysel kosullardaki kiiciik bir sapmanin elde edilen sinyallerde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik yaratip yaratmadigini belirlemek i¢in optimize
edilmis kosullar altinda (¢ deney iceren dokuz asamali bir kesirli faktor tasarimi
uygulanmistir (Cizelge 3.4.). Analiz sonuglari ANOVA testi ile istatistiksel olarak
karsilagtirillmis ve regresyon katsayisi ve regresyon denkleminin p degerleri

hesaplanmistir (Cizelge 4.3.).

Cizelge 3.4. Saglamlik calismasi i¢in parametreler ve seviyeleri.

Seviye
Parametreler
-1 0 +1
Organik faz % 79 80 81
Akis mz1 (mL/dk) 0.745 0.750 0.755
Sicaklik (°C) 49 50 51

3.4.6. Tutarhhk

Gelistirilen yontemin tutarliligi, pimekrolimus standart ¢ozeltisinin (50.00 pg/mL) iki
farkli analist (Analist-1 ve Analist-2) tarafindan optimum analiz kosullarinda HPLC’de
(Shimadzu SPD-M20A) analiz edilmesiyle elde edilmistir.

3.4.7. Kararhhk

Kararlilik ¢alismasinda pimekrolimus stok cozeltisinin +4°C’de kisa dénem ve uzun
donem, oda sicakliginda ve oto ornekleyicideki kararliligi incelenmistir. Farkli sicaklik

kosullarinda bekletilen pimekrolimus stok ¢ozeltisi belirtilen stireler sonunda 50 pg/mL
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derisimine seyreltilmis, analiz edilmis ve taze olarak hazirlanmis standart ¢ozeltinin
analiz sonuglart ile karsilastirilarak kararlilik durumlart belirlenmistir. Bu amagla geri

kazanim degerleri hesaplanmustir.

3.4.8. Sistem Uygunluk Testi

Optimum kosullarda alinan kromatogramlara sistem uygunluk testi uygulanarak
alikonma zamani, kuyruklanma faktorii, kolon verimi (teorik plak sayisi, N) ve kapasite
faktoru (k') parametrelerinin  analitik  yontemin  gerekliliklerini  karsilayip

karsilayamadigin1 gorebilmek igin yapilmustir.

3.5. Lipozom Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
3.5.1. Lipozom Formiilasyonlarmin Hazirlanmasi

Lipozom formiilasyonlar1 hazirlanirken optimizasyon c¢alismalart yapilmistir. Bu
kapsamda; farkli parametrelerin (sonikasyon siiresi, fosfolipitin yapisi, kolestrol miktari),
formilasyon karakterizasyon parametreleri (zerine etkileri belirlenmistir. Bunlar
arasindan ideal karakterizasyon ve enkapsulasyon etkinligi gosteren lipozomlar ile

formdilasyonlar hazirlanmustir.

DPPC

Fosfolipit Yapis1 === | Soya-Fosfotidilkolin | Lipoid S100 (Dipalmitoilfosfatidil
Kolin)

Somikasyon Siiresi m=p | 3 dakika 4 dakika 5 dakika

Kolestrol Miktar sy 5 mg 6 mg 12 mg

Sekil 3.2. Formulasyon optimizasyon c¢alismalari i¢in kullanilan parametreler ve optimum

kosullar

Lipozom formiilasyonlari i¢in optimum kosullar;
Fosfolipit yapisi : Soya- Fosfotidilkolin
Sonikasyon suresi : 5 dk

Kolestrol miktari : 6 mg olarak belirlenmistir.
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Optimum olarak belirledigimiz lipit (Soya-Fosfatidilkolin), kolesterol (stabilite arttirict)
50:6 (mg/mg) ve 10 mg etkin madde (pimekrolimus) balon joje icerisine alinmistir.
Uzerine 12,5 mL etanol ekleyip manyetik karistiricida 10 dk karistirilarak ¢ozinmesi

saglanmistir.

Organik ¢ozlcu, rotavaporda algak basingta (40°C, 100 rpm) 30 dk ugurularak balonun
alt kisminda ince bir lipit tabakas1 olusmasi saglanmustir (sekil 3.4). Uzerinden nitrojen
gaz1 gecirildikten sonra, lipit film iizerine sulu faz (25 mL ultra saf su) eklenerek, 100

rpm manyetik karistiricida (30 dk) karistirilmastir.

Son olarak, sonikator (Bandelin Sonopuls HD 2070) yardimiyla 5dk boyunca rehidrate

edilmis ve lipozomlar hazirlanmistir.

ETANOL Pimekrolimus+Distile Su

U ¥
- -

B A Lipit + Kolesterol

~

Evaporatorde 30 &k, 100 rpm

Etanol Uguruldu
Lipit Katman
Sulu Fuz ]

R —

\ J \ /i

50°C, 30 dk

- Sonikasyon o T
Kiiglik Tek Tabakah 2 il R g Cok Tabakah
Lipozomlar %350 Amplitiid, 5 Dakika Lipozomlar

Sekil 3.3. (A) ince film tabaka olusturma yontemi (B) ince Film Tabaka Olusumu

3.5.2. Lipozom Formiilasyonlarim Karakterizasyonu

Hazirlanan lipozom formiilasyonlarinin karakterizasyonlari; partikiil biiyiikligii (PB),
partikiil biiytikligii dagilimi (polidispersite indeksi - PDI), zeta potansiyel (ZP) analizleri
ile degerlendirilmistir. Partikul buytikligii, zeta potansiyeli ve polidispersite indeksi

olglimleri, lazer 1s1k sagilimi yontemi ile yapilmistir. Polidispersite indeksi 0lgumleri
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formilasyonun homojenitesi, zeta potansiyel ol¢limleri ise formulasyonun stabilitesi

hakkinda fikir vermistir.

Sekil 3.4. Malvern Zetasizer Cihaz1 ve Zeta Potansiyeli Olciimiinde Kullanilan Kiivetler
3.5.2.1. Partikil Biiyiikliigii Analizi

Lipozomlarin partikiil biiyiikliigli ve dagilimi analizleri, lazer 151k sag¢ilimi yontemi ile
ozel kiivetler kullanilarak yapilmistir. Bu amagla, boliimiimiizde bulunan Malvern-Zeta-

Sizer NanoS cihazi kullanilmis, 6lgiimler 25°C’de yapilarak 3 kez tekrarlanmistir.
3.5.2.2. Zeta Potansiyeli Olguimii

Zeta potansiyeli 6l¢lima, partikili cevreleyen yukiin 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir ve
stabilite hakkinda fikir vermektedir. Bu degerin pozitif veya negatif 30 mV degerde

olmasi ile sistemin stabil oldugu varsayilmaktadir.

Zeta potansiyel Olcumleri, bolimimizde bulunan Malvern-ZetaSizer NanoS cihazi
kullanilarak yapilmistir. Bu amagla, kolloidal suspansiyonu herhangi bir seyreltme
yapilmadan 6zel Kkivetler icine konulmus ve zeta potansiyel degerleri belirlenmistir.

Olguimler 25°C’de ve 3 kez tekrarlanarak yapilmustir.
3.5.2.3. Polidispersite indeksi Analizi

PDI 6l¢limii, partikiil boyut dagilimi ve homojenitesini belirleyen bir parametre olup,
genellikle lipozom formiilasyonlart igin 0.5'ten kiiglik olmasi beklenir. Bu amagla,
kolloidal suspansiyonu herhangi bir seyreltme yapilmadan 6zel kiivetler i¢ine konulmus

ve PDI degerleri belirlenmistir. Olgiimler 25°C°de ve 3 kez tekrarlanarak yapilmistir.
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3.5.2.4. Taramah Elektron Mikroskopisi

Lipozomlarin morfolojilerinin ve dagilimlarinin arastirilmasi i¢in Taramali Elektron
Mikroskopisi (Scanning Electron Microscopy, SEM) galismalari, yiiksek vakum altinda
hiz gerilimi 5 kV olacak sekilde gerceklestirilmistir. Formdilasyonlar aliminyum
plakalara damlatilmistir, daha sonra kurumalart i¢in 3 saat oda sicakliginda bekletilip,
altin-paladyum alasimi ile yaklasik 2nm kalinlikta piiskiirtme yontemiyle kaplanarak

analiz yapilmustir.
3.5.2.5. Enkapsulasyon Etkinligi Tayini

Lipozomlarin enkapsiilasyon etkinligi tayinleri i¢in ultrasantrifiij yontemi kullanilmistir.
Lipozomlar 1 mL hacimde alinarak, santrifiij tiiplerinde (40000 x g, 4°C, 1 saat) santrif(j
edilmistir. Santrifiij sonucunda elde edilen ¢ozelti ve ¢cokelek enkapsiilasyon etkinligini

belirlemek amaciyla HPLC ile analiz edilmistir.
Buna gore enkapsulasyon etkinligi asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir[71]:

Enkapsiilasyon Etkinligi = [(Toplam etkin madde miktart — Coken etkin madde miktart) /
Toplam etkin madde miktari] x 100

3.6. Stabilite Cahismalar:
Lipozomlar,  hazirlanmalarim1  takiben  +4°C’de  muhafaza  edilmis ve
karakterizasyonlarinda tayin edilen parametrelerde (partikiil biiyiikliigii, zeta potansiyel,

polidispersite indeksi) gozlenen degisiklikler bakimindan 1. Hafta, 1. Ay ve 3. Ay

Olcumleri Malvern-Zeta-Sizer NanoS cihazi ile alinarak degerlendirilmistir.

3.7. In-vitro Sahm Calismalari

Karakterizasyon ¢alismalarinin sonuglarina gore ideal olarak secilen formilasyonlardan,
etkin madde salim profilinin belirlenmesi amaciyla diyaliz membran yontemi ile in-vitro

salim ¢aligmasi yapilmistir (Sekil 3.5.).
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Sekil 3.1. Diyaliz Membrandan 7z Vitro Salim Calismas1

In vitro salim calismasinda, 12.000-14.000 Da molekiil agirligindaki selilloz diyaliz
membranlar kullanilmistir. Bu amagla, reseptor faz olarak 100 mL Etanol:Su (pH= 7.4)
(70:30, v/v) karisimi kullanilmistir. Dondr faz olarak ise 1 mL formiilasyon kullanilmustir.
Daha onceden 8 cm olacak sekilde kesilerek 30 dakika reseptor faz iginde islatilan
membranlar, donor ve reseptdr fazlar yerlestirildikten sonra 37°C sicaklik ve 100 rpm
karistirma hizindaki su banyosuna yerlestirilmistir. 24 saat boyunca reseptor fazdan belirli
zaman araliklarinda 1 mL 6rnek alinip, hemen ayni hacimdeki taze reseptor faz ile
degistirilmistir. % salinan etkin madde miktarlar1 HPLC cihazinda okunarak zamana karsi

grafige gecirilmistir. TUm deneyler 6 paralel olacak sekilde yapilmistir (n=6).

3.8. Diflizyon Calismalari

Etkin madde (PMC), pimekrolimus iceren lipozom formilasyonu (Lipo-PMC) ve
Tiirkiye ila¢ piyasasinda bulunan ticari krem formiilasyonu, Franz diflizyon hiicreleri
(0.63 cm? alan ve 5 mL hacim) ve selilloz membran kullanilarak karsilastirmali olarak
incelenmistir. Bu amagla, reseptor faz olarak Etanol:Su (pH= 7.4) (70:30, v/v) karigim1
kullanilmistir ve kullanirmdan 6nce 30 dk degaze edilmistir. Dondr faz olarak ise 1 mL
formilasyon kullanilmigtir. Daha 6nceden 2 cm olacak sekilde kesilerek 30 dakika
reseptOr faz i¢inde 1slatilan membranlar, donor ve reseptor fazlar yerlestirildikten sonra
37°C sicaklik ve 130 rpm karistirma hizindaki su banyosuna yerlestirilmistir. 24 saat
boyunca reseptor fazdan belirli zaman araliklarinda reseptor fazdan 1 mL 6rnek alinip,
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yine ayni hacimdeki taze reseptor faz ile degistirilmistir. % salinan etkin madde miktarlar
HPLC cihazinda okunarak zamana kars1 grafige gecirilmistir. TUm deneyler 6 paralel

olacak sekilde yapilmistir (n=6).

Franz diflizyon hicresi kullanilarak yapilan salim ¢alismalarinda difiize olan etkin madde
miktari, reseptér fazdan alinan 6rneklerin HPLC (Shimadzu SPD-M20A) cihazinda

okunmast ile tayin edilmistir.

Sekil 3.2. Franz Difuzyon Salim Caligmasi

3.9. Lipozomlarin Biyouyumluluklarinin Degerlendirilmesi

Lipozom formiilasyonlarinin canli hicreler (zerinde sitotoksik bir etkisinin olup
olmadiginin incelenmesi ISO10993-5: in vitro sitotoksisite testleri standardinin “Indirekt

MTT sitotoksisite testi” yonergesine uygun olarak gergeklestirilmistir.

Pimekrolimus yiiklenmis lipozom formiilasyonlarinin biyouyumluluklarini test etmek
amactyla 96 kuyucuklu hiicre kiiltiiri kabinda fare fibroblast (L929) hiicreleri (1x10%
hiicre/kuyucuk) 24 saat boyunca inkibe edildikten sonra azalan konsantrasyonlarda
(1000-0.625 nM) lipozom formiilasyonlarina maruz birakilmistir.

Mag yiiklenmis lipozom(n=5) ile birlikte pozitif kontrol grubu olarak %10 dimetilstlfoksit
(DMSOQO) iceren DMEM (n=5), negatif kontrol grubu olarak DMEM (n=5), ilag icermeyen
lipozom(n=5) ve serbest ilag(n=5) olmak iizere 5 grup ile deney kurulmustur. 24 saat
sonra % hicre canlihigini belirlemek icin MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide)) testi uygulanmistir. 24 saatlik deney sonrasinda her bir
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kuyucuga 100 pL %10 MTT igeren DMEM eklenerek 4 saat inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra hcrelerin olusturdugu formazan kristallerini ¢6zmek ve hiicre zarlarini
parcalamak amaciyla her bir kuyucuga 100 pL DMSO eklenmistir. Inkiibasyon igin
hiicreler 15 dk boyunca karanlik ortamda ve oda kosullarinda karistirict (zerinde
bekletilmistir. Deney sonunda hiicre absorbanslari 570 nm ve 690 nm olmak {izere iki
farkli dalga boyunda ol¢lilmistiir. Deney gruplarinin % hiicre canlilig1 oranlar1 kontrol

grubuna(%100 hiicre canliligi) gore hesaplanmustir.

3.10. Arastirma Sonuclarinin Istatiksel Olarak Degerlendirilmesi

Elde edilen tiim veriler, GraphPad Prism (siiriim 3.0.2) yazilim1 kullanilarak varyansin
tek yonli analiziyle degerlendirilmistir (ANOVA). Gruplar arasi karsilagtirmada P
degerleri 0.05° ten kiigiik bulundugunda gruplara Tukey’in Coklu Karsilagtirma Testi
uygulanmustir. 0.05’ten kiglk P degerleri, karsilastirilan gruplar arasindaki farkin

istatistiksel olarak anlamlilik tasidiginin gostergesi olarak kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Etkin Maddenin Fizikokimyasal Analiz Sonuclar
4.1.1. UV Spektrum Calismalar:

Pimekrolmus, 215 nm dalga boyunda pik gostermis olup, maksimum dalga boyu olarak

saptanan bu deger literatiir ile uyumlu bulunmustur[72].

muALl

100

3000 3250 3500 3750  nm
Sekil 4.1. Pimekrolimus’un UV spektrumu
4.1.2. Termal Analiz Sonuglari

Termal analiz caligmalar1 sonucunda, sekil 4.3.’de goriildiigii gibi pimekrolimusun erime

derecesi 166.98°C (endotermik) olarak bulunmustur.
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Sample: pimecrolimus DSC
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Sekil 4.2. Pimekrolimus’un DSC Spektrumu

4.1.3. Erime Derecesi ve COzunurlik Calismalar1 Sonuclar

Pimekrolimus etkin maddesinin erime derecesi 135 °C olarak bulunmustur.

Etkin maddenin ¢6ziiniirliigii difiizyon ortaminda incelenmis ve denge olusumunda
olgiilen deger kullanilarak etkin maddenin ¢oziiniirliigii 20 mg/mL olarak hesaplanmuistir.

Bu iki deger, literatdr ile uyumludur[73].

4.2. Analitik Yontem Validasyonu

HPLC-UV yontemi, ICH biyoanalitik yontem kilavuzuna gore yapilmistir. Etkin
maddenin miktarinin tayininde kullanilan yontemin giivenilir olup olmadigimi gostermek

icin yapilan validasyonun sonuglart gizelgeler seklinde verilmektedir.

Analitik yontem validasyonunda yapilmis olan HPLC analizleri, Shimadzu marka UFLC
sisteminde gergeklestirilmistir. Sivi  kromatografik sistem, bir c¢ozici dagitim
sisteminden (Shimadzu LC-20AB) ve bir diyot dizisi detektérinden (Shimadzu SPD-
M20A) olugmaktadir. Numune enjeksiyonu igin otomatik drnekleyici sistem (Shimadzu
SIL-20AC) kullanilmis olup kolon sicakligi bir kolon firin1 (Shimadzu CTO-20AC) ile
saglanmistir. Kromatografik ayrimlar, hareketli faz olarak Etanol:Su (80:20, v/v)

karisiminin izokratik eliisyonu yoluyla bir Exsil mono 100 C18 Kolonunda (4.6 x 150
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mm) gerceklestirilmistir. Kolon sicakligr 50°C'ye ayarlandi ve akis hizit 0.750 mL/dk
olarak belirlenmistir. Enjeksiyon hacmi 20 puL ve diyot dizisi detektorii icin algilama
dalga boyu olarak 215 nm se¢ilmistir. Pik kimligi, alikonma siiresi karsilastirmasiyla

dogrulanmuistir.
Veri analizi

Veri toplama ve isleme, LabSolutions yazilimi (versiyon 1.25, Shimadzu) ile yapilmistir.
Numunelerdeki pimekrolimus miktarinin tayini, kalibrasyon egrileri kullanilarak
gercgeklestirilmistir. Bu nedenle, pimekrolimus derisimi pimekrolimusun pik alanina kars1
grafige gecirilerek kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Bu amagla en kiiciik kareler
dogrusal regresyon analizi yontemi kullanilmistir. Istatistiksel hesaplamalar Microsoft

Excel yazilimi kullanilarak yapilmstir.

4.2.1. Ozgunlik ve Segicilik

Elde edilen kromatogramda pimekrolimus piki ile girisim yapan herhangi bir pik
gozlenmemistir ve kullanilan yOntemin pimekrolimus analizi igin belirlenen
kormatografik sartlarda 6zgiin oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 4.3.). Elde edilen bu
pik, UV spektrofotometrede 215nm’de okunmus olup yaklasik olarak 3.5 dakikada
cikmaktadir.

mAU
1757215nm,4nm (1.00)
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Sekil 4.3. Pimekrolimus etkin maddesine ait HPLC piki
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Gelistirilen HPLC-UV yoénteminin segiciligi, blank ve LOQ konsantrasyonunda (1
pg/mL) pimekrolimus spike edilen matriks igin elde edilen kromatogramlar

karsilastirilarak incelenmistir (Sekil 4.4.).

Elde edilen kromatogramlarda LOQ diizeyinde pimekrolimusun pik alaninin %20'sinden
daha yuksek 6nemli bir bozucu pik sinyali goriilmemistir. Bu durumda gelistirilen

yontemin ilag sistemlerinde pimekrolimus analizi icin secici oldugu kanitlanmustir.
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50000 | a

450004 I
40000 :

35000 [
30000 ‘
250007 | |
20000 f |
15000+ ; |
10000~ / |

50004

50004 B S i —
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 35 4.0 45 5.0

8000 Ch3 215nm b

7000 I
6000 .
5000+ [
4000

30007 |
2000 [

1000 | Lo I\

1000 . . . : SR Y. ! . ! : R S .
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0 4.5 50
Ch3 215nm

10000~ M\ C

92000- [
8000 (

7000~
6000 [
50004 [
4000 ‘ |
3000~ 7 [ '
2000 .

10007 [

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0

Sekil 4.4. Optimum kosullar altinda elde edilen kromatogramlar; a) Blank b) LOQ derisiminde
PMC eklenmis matriks (1 pg/mL) c) Standart PMC ¢ozeltisi (50 pg/mL)

53



4.2.2. Dogrusallik

Dogrusallik ¢aligmalari, farkli derisimlerde pimekrolimus (1, 5, 10, 25, 50, 100, 200 ve
300 pg/ml) iceren kalibrasyon cozeltilerinin gelistirilen HPLC yontemi kullanilarak
analiz edilmesi ile gergeklestirilmistir. Kalibrasyon egrileri, en kiigiik kareler dogrusal
regresyon analizi uygulanarak, derisime (X) karsi pik alani degerleri (y) cizilerek
olusturulmustur (Sekil 4.5.). Kalibrasyon egrilerinin 1-300 pg/ml konsantrasyon
araligindaki korelasyon katsayis1 degeri 0.998 + 0.001 olarak belirlenmistir. Egim ve
kesisim degerleri (ortalama + SS; n=7) sirasiyla 7143.15 + 209.5 ve 154449.95 + 13365.5
bulunmustur. Sonuglara gore gelistirilen yontem belirtilen derisim araliginda

pimekrolimus igin kabul edilebilir bir dogrusallik gostermistir (R2=0.998)[72].

3000000
y = 7143,15x + 154449,95

2500000 R? = 0,998 e

2000000

1500000

Pik alani

1000000
500000 ®
0 50 100 150 200 250 300 350
Derisim (pg/mL)

Sekil 4.5. Pimekrolimus’un HPLC y6ntemine ait standart dogrusu (n=7)

4.2.3. Kesinlik ve Dogruluk

Gelistirilen yontemin dogrulugunu ve kesinligini belirlemek i¢in giin i¢i ve giinler arasi
analizler yapilmistir. Giin i¢i analizler ve Giinler arasi analizler, sirasiyla ayni gin ve
ardigik ii¢ giinde pimekrolimusun dogrusallik araliginda dort derisim seviyesinde (1, 5,
50 ve 300 pg/ml) ii¢ tekrarl analizle degerlendirildi (Cizelge 4.1.). Diisiik bagil standart
sapma (BSS) ve bagil hata (BH) degerleri, yontemin kesin ve dogru oldugunu

gOstermektedir. Sonuglar, yontemin kesinlik ve dogrulugunun yeterli oldugunu

gostermistir.
Cizelge 4.1. Pimekrolimus’un gln i¢i ve giinler arast dogruluk ve kesinligi
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Derisim Gunici (n=3) Gunler aras1 (n = 3)
(Hg/mL)

Dogruluk Kesinlik Dogruluk Kesinlik

(BH?, %) (BSSP, %) (BH, %) (BSS, %)
1 -0.002 0.771 0.012 1.707
5 -0.006 1.378 -0.025 2.256
50 0.023 1.980 -0.011 1.031
300 -0.001 0.747 0.005 0.300

4BH, bagil hata. ® BSS, bagil standart sapma

4.2.4. Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi

50 ppm’lik standart PMC cozeltisi hazirlanmis ve aymi vialden ard arda analizler
yapilmistir. PMC’ye ait alikonma zamanlar1 ve pik alanlarmin tekrarlanabilirligi %BSS

degerleri hesaplanarak belirlenmistir. BSS degerlerinin %2’den kiigiik olmasi yontemin

cihaz tekrarlanabilirligini dolayisiyla kesinligini gostermektedir.

Cizelge 4.2. Enjeksiyon Tekrarlanabilirligi

Enjeksiyon Alhkonma Zamani Pik Alam
Enjeksiyon-1 3.616 583508
Enjeksiyon-2 3.621 574346
Enjeksiyon-3 3.625 571095
Enjeksiyon-4 3.617 577023
Enjeksiyon-5 3.607 575134
Enjeksiyon-6 3.604 580110
Ortalama + SH 3.615+0.003 576869.3+1801.101
BSS (%) 0.223 0.765
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4.2.5. Duyarhhk

Gelistirilen yontemin duyarliligi, gézlenebilme sinir1 (LOD) ve alt tayin sinir1 (LOQ)
degerleri ile degerlendirilmistir. LOD ve LOQ sirastyla sinyal/giiriiltii oraninin 3:1 ve
10:1 oldugu pimekrolimus derisimi olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuclara gore
onerilen yontemin ila¢ sistemlerinde pimekrolimus analizi icin yeterli hassasiyete sahip

oldugu goriilmiistiir.
4.2.5.1. Saptama Simir1 (LOD)

En diisiik degere karsilik gelen alan degerleri, secilen kalibrasyon dogrusunun egimine
boliinmiis ve standart sapma hesaplanmistir. Bu deger 3 ile ¢arpilarak teshis sinir1 (LOD)
belirlenmistir. Sonug olarak saptama sinir1 (LOD) degeri, 0.1 pg/ mL olarak bulunmustur.

Bu deger literatiirle uyumlu bulunmustur[72].
4.2.5.2. Miktar Tayin Simr1

Miktar tayin siniri, valide edilen analitik yontem kosullarinda, miktar tayini yapilan
maddenin  kesinliginin ve dogrulugunun kabul edilebilir seviyede oldugu
konsantrasyondur. Bu konsantrasyonda elde edilen sinyal/giiriiltii oran1 10/1°dir. Bu
sebeple, LOQ ¢ozeltisinden bir adet hazirlanmis, viale aktarildiktan sonra ardisik alti
enjeksiyon yapilmistir, ardigik alti enjeksiyonundan elde edilen pimekrolimus’un pik
alanlar1 %VK degeri <10 olmas1 gerekmektedir. Sonug olarak miktar tayin sinir1 (LOQ),

1.0 pg/ mL olarak bulunmustur. Bu deger literatlirle uyumlu bulunmustur[72].

4.2.6. Saglamhhk

Saglamlik calismasinda deneysel kosullardaki kiiciik bir sapmanin elde edilen sinyallerde
istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik yaratip yaratmadigini belirlemek i¢in optimize
edilmis kosullar altinda U¢ deney igeren dokuz asamali bir kesirli faktor tasarimi
uygulanmistir (Cizelge 3.4.). Analiz sonuglari ANOVA testi ile istatistiksel olarak
karsilastirilmis ve regresyon katsayisi ve regresyon denkleminin p degerleri
hesaplanmistir (Cizelge 4.3.). Sonuclar arasinda istatistiksel fark olmadig1 gorilmiistiir
(p>0,05). Dolayisiyla kiiglk degisikliklerin pik alani lizerinde istatistiksel olarak anlamli

bir etkisinin olmadigini ve gelistirilen yontemin saglam oldugunu soyleyebiliriz.
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Cizelge 4.3. Saglamlik caligmasi igin deneysel tasarim plani ve sonuglart

Deney No Organik Alag bz Sicaklik (°C) Pikcalam
faz % (mL/dk) (n=3)

1 -1 -1 -1 605719,3
2 1 -1 -1 592579,3
3 -1 1 -1 592501,3
4 1 1 -1 582908
5 -1 -1 1 588587
6 1 -1 1 594972,7
7 -1 1 1 555334
8 1 1 1 597269,7
9 0 0 0 585508

P degerleri 0.544 0.229 0.380

4.2.7. Tutarhhik

Gelistirilen yontemin tutarliligi, pimekrolimus standart ¢ozeltisinin (50.00 pg/mL) iki
farkli analist (Analist-1 ve Analist-2) tarafindan optimum analiz kosullarinda analiz
edilmesiyle elde edilmistir. Analiz sonuglar1 t-testi ile karsilastirildiginda aralarinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 (p>0.05) ve sonug olarak yontemin tutarli

oldugu bulunmustur (Cizelge 4.4.)

Cizelge 4.4. Gelistirilen yontemin tutarlilik verileri

Alikonma Bulunan derisim
Analist
zamanr* (Ortalama+SE)
Analist-1 3.750£0.025 48.962+0.257
Analist-2 3.708+0.016 48.005+0.256
P degeri 0.234 0.057

*BSS, bagil standart sapma, Ortalama + standard error (n=3).
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4.2.8. Kararhhk

Kararlilik ¢alismasinda pimekrolimus stok ¢dzeltisinin buzdolabinda kisa donem ve uzun
donem, oda sicakliginda ve oto 6rnekleyicideki kararlilig1 incelenmistir. Farkli sicaklik
kosullarinda bekletilen pimekrolimus stok ¢ozeltisi belirtilen siireler sonunda 50 pg/mL
derisimine seyreltilmis, analiz edilmis ve taze olarak hazirlanmig standart ¢ozeltinin
analiz sonuglart ile karsilastirilarak kararlilik durumlar belirlenmistir. Bu amagla geri

kazanim degerleri hesaplanmig ve sonuclar Cizelge 4.5.”te sunulmustur.

Cizelge 4.5. Pimekrolimus stok ¢ozeltisi i¢in kararlilik sonuglart

Kisa donem (+4°C)

Geri kazanim (%)

1 saat 102,15
3 saat 102,83
6 saat 101,04
24 saat 99,92

Uzun dénem (+4°C)

Geri kazanim (%)

lay

90,46

2 ay

84,29

Oda sicakhiginda (25°C)

Geri kazanim (%0)

1 saat 100,06
3 saat 99,90
6 saat 100,24
24 saat 99,70

Oto 6rnekleyicide

Geri kazanim (%0)

1 saat 102,59
3 saat 101,96
6 saat 99,58
24 saat 98,93
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4.2.9. Sistem Uygunluk Testi

Optimum kosullarda alinan kromatogramlara sistem uygunluk testi uygulanarak alikonma
zamani, kuyruklanma faktorii, kolon verimi (teorik plak sayisi, N) ve kapasite faktord (K')
parametrelerinin analitik yontemin gerekliliklerini karsiladigi dogrulanmistir. Gelistirilen

HPLC-UV yonteminin sistem uygunlugu Cizelge 4.6.'da verilmistir.

Cizelge 4.6. Sistem Uygunluk Testi Sonuglar1 (n: 6)

Alikonma zamani (dakika) 3.615 + 0.003
Kuyruklanma faktoru (%10) 1.379 £ 0.06
Teorik tabaka sayisi (N) 3628 + 1.04
Kapasite faktori (k") 1.008 £ 0.002

4.3. Lipozom Formiilasyonlarinin Optimizasyon Cahsmalar:

Formiilasyon optimizasyon g¢alismalari kapsaminda, farkli parametrelerin (fosfolipitin
yapisi, sonikasyon siiresi, kolestrol miktar1), formiilasyon karakterizasyon parametreleri
iizerine etkileri belirlenmistir. Bunlar arasindan ideal karakterizasyon ve enkapsiilasyon

etkinligi gosteren lipozomlar ile ¢alismalara devam edilmistir.

4.3.1. Fosfolipit Yapisinin, Sonikasyon Suresinin ve Kolestrol Miktariin
Lipozom Formiilasyonlar1 Uzerindeki Etkilerinin Degerlendirilmesi

Lipozom formiilasyonlarinin hazirlanmast sirasinda, fosfolipit yapisinin  (soya-
fosfotidilkolin, Lipoid S100, DPPC), sonikasyon siiresinin (3 dk, 4 dk, 5 dk) ve kolestrol
miktarinin (5mg, 6mg, 12mg) formiilasyon karakterizasyon parametreleri (PB, PDI, ZP)
lizerine etkisi degerlendirilmis ve hazirlanan lipozomlarda bu parametrelere bagl olarak

PB, ZP ve PDI degerlerinde anlamli degisiklikler oldugu saptanmistir (p<0.05).

Cizelge 4.7.’de gorildiigi tlizere en ideal degerleri soya-fosfotidilkolin ile hazirlanan
sonikasyon siiresinin 5 dk ve kolestrol miktarinin 6mg oldugu lipozomlarda gortilmiistiir.
Homojen ve istenen boyutta oldugu i¢in ve en yiiksek enkapsiilasyon bu formiilasyonla
saglandig1 i¢in (EE=%72.85) ¢aligsmalara bu formulasyon ile devam edilmesine karar

verilmistir.
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Cizelge 4.7. fosfolipit yapisinin, sonikasyon siiresinin ve kolestrol miktarinin PB, ZP ve PDI
uzerindeki etkisi (n=3)

Fosfolipit Sonikasyon | Kolestrol PB(Nm) ZP(Mv) PDI
Yapisi SUresl | Nfiktar | (Ort.+SS%) | (Ort.+SS*) | (Ort.+SS¥)
(mg)

3dk Smg | 2483+220 | -17.9+0.569 | 0.469 +0.016

Lipoid 5100 adk 6mg | 233.7+2371 | -18+5910 | 0.516+0.08
5dk 12mg | 187.6+7.70 | -19.3 +0.300 | 0.455 +0.007
3dk 5mg | 481.7+3.107 | -6.07+0.512 | 0.727 +0.006

DPPC adk 6mg | 3921+9.182 | -11.3+0.436 | 0.675+0.058
5dk 12mg | 247.8+3.253 | -19.0+0.600 | 0.505 +0.002
Soya- 3dk 5mg 239.9+2107 | -11.0+0.435 | 0.731+£0.152
Fosfotidilkolin | 4 6mg | 163.9+3214 | -138+0481 | 0.584+0.113
5dk 12mg | 116.1+0.737 | -19.5 +0.473 | 0.455+0.011

4.4. Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM) Sonuclar:

Gelistirilen lipozomlarmn partikil boyutunun ve seklinin incelenmesi i¢in Taramali

Elektron Mikroskobu galismalar1 gergeklestirilmistir.

SEM goruntuleri, soya-fosfatidilkolin bazli lipozomlarin diizgln ylzeyli ve kiresel

yapida olduklarini gostermistir.
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SEM MAG: 13.0 kx Det: In-Beam SE | 1 GAIA3 TESCAN|

WD: 4.48 mm SEMHV: 10.0kV  5pm
View field: 16.0 ym Scan speed: 5 HUNITEK|

Sekil 4.6. Lipo-PMC ve Bos-Lipo numunelerine ait SEM gorintuleri a) Lipo-PMC b) Bos-Lipo
4.5. Enkapstulasyon Etkinligi Tayini

En optimum partikil boyutu ve PDI degeri soya—fosfotidilkolin (5 dk sonikasyon)

formiilasyon ile saglandig: igin ¢alismalara bu formilasyon ile devam edilmistir.

Formulasyonun enkapstlasyon etkinligi oran1 % 72.85 olarak bulunmustur ve bu deger

literatlr ile uyumludur[71].

4.6. Stabilite Calismasi Sonuglari

Formiilasyonlarin karakterizasyonlarinda tayin edilen parametrelerdeki degisimler goz
oniine alinarak, +4°C’de 3 ay siire (0.ay, 1. ay ve 3. ay) ile bekletilen formiilasyonlarin
stabiliteleri incelenmis olup, karakterizasyon parametrelerindeki degisim Cizelge 4.8.’de
verilmistir. 3. aya kadar olan sonuglar degerlendirildiginde, formiilasyonun stabilitesinde

anlamli bir degisiklik gézlenmemistir.

Cizelge 4.8.0ptimum Formiilasyona Ait Stabilite Sonuglar1 (+4°C)

Formilasyon Zaman PB (nm) ZP (mV) PDI
Soya-fosfotidilkolin 0. ay 116.1 £ 0.737 -15.3£0.473 0.455 £0.011
6 mg kolestrol 1. ay 118.4 + 2.452 -21.3 £ 0.586 0.484 £0.023
5 dk sonikasyon 3.ay 1776+ 6.4 -23.2+£0.814 0.491 £ 0.05
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4.7. In-vitro Salim Cahsmasi Sonuclar

120

100

80

60

% Salim

40

20
—— Lipo-PMC —e—PMC

0

0 1 2 6 7 8

Zamgn (saa%)

Sekil 4.7. Lipo-PMC ve kontrol grubuna ait PMC’nin in-vitro salim profilleri (n = 6)

Diyaliz membran yontemi ile yapilan ve kiimiilatif olarak degerlendirilen in-vitro salim
calismalar1 sonucunda, kontrol grubu olan etkin madde ¢ozeltisi (PMC) ile, 0.5. saatin
sonunda ilacin yaklasik %90.84’{inlin ve 1. saatin sonunda ilacin tamaminin saliverildigi
gbzlenmistir.

Lipozom formilasyonu (Lipo-PMC) ile, baglangigta ani salim etkisi goriilmiis olup, daha
sonra sabit bir seviyede siirekli salim profili elde edilmistir. Bu formulasyon ile 1. saatin
sonunda %76.45 oraninda salim gerceklesmistir (p<0.05) (Sekil 4.7.). Ilk basta gozlenen
ani ilag salimi, lipozomun cekirdek/ceper yapisinda yer alan etkin maddeye
dayandirilmistir. ilacin lipit tabakalardan sizma seklinde ¢eperden gerceklesen salimi
sonucu ani salim etkisi gézlenmistir. Daha sonra salimin yavaslamasi ¢ekirdek kisminda
enkapsule olan ilacin saliverilmesine dayandirilmistir.

Kinetik degerlendirmeler kapsaminda ise, formiilasyonlarindan etkin madde saliminin
uyum sagladigr mekanizmalari belirlemek amaciyla salim sonuglarmna dort farklh kinetik
model (Sifirnct derece, Birinci derece, Higuchi, Hixson-Crowell ve Langenbucher)
uygulanmis ve k/R? (salim hiz sabiti/determinasyon katsayisi) degerleri, Cizelge 4.9.’da

verilmistir.
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Cizelge 4.9. Lipozom formilasyonunun in-vitro salim hiz1 kinetik verileri

Formiilasyon Sdlﬁrmcl Birinci Higuchi Hixson Langenbucher
erece derece Crowell
k 0.0451 -0.024 1.4075 0.021 0.0881
Lipo-PMC
r2 0.5756 0.7121 0.7292 0.6664 0.9332

Lipozom formilasyonu icin, en yiksek determinasyon katsayisi degeri (r=0.9332)
bulunmus ve salimin ilag¢ saliminda difiizyonun baskin oldugu matematiksel model olan

Langenbucher kinetik modele uydugu gosterilmistir.

4.8. Difiizyon Calismalar
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Sekil 4.8. PMC, Lipo-PMC ve ticari Grtnun difiizyon salim profilleri (n = 3)

Franz difiizyon hicresi ile yapilan ve kiUmdalatif olarak degerlendirilen diflizyon
caligmalar1 sonucunda, kontrol grubu olan etkin madde ¢ozeltisi (PMC)’nin grafigine
bakildiginda, 2. saatin sonunda toplam 625 pg etkin maddenin yaklasik 445ug’nin

salindig1 gortilmiistiir. 4. saatin sonunda ise ilacin neredeyse tamami difiize olmustur.
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Ayni konsantrasyondaki lipozom formulasyonu (Lipo-PMC) ve ticari triin grafikleri
karsilastirlldiginda, 2.saatin sonunda sirasiyla 358 pg ve 397 ug etkin madde salinmustir.
Salim caligsmalar1 24 saat boyunca degerlendirilmis olup, ortalama salim sonuglar lipo-
PMC i¢in yaklasik 327 pg iken ticari Urlin icin 433 pg ¢ikmistir. Bu sonuglara gore,
hazirlamig oldugumuz lipozom formilasyonu, ticari Uriin preparatina gore dahakontrolli

ve uzun sureli salim gostermistir (Sekil 4.8.).

4.9. Hicre Kaltirid Calismalar:

Hiicre kiiltiirii galismalarimizda; serbest ilag, Bos-Lipozom ve ilag yuklu lipozom (Lipo-
PMC) formiilasyonlarnin, L929 fare fibroblast hiicreleri zerinde toksik etkisi olup

olmadig1 degerlendirilmistir.

Ik olarak serbest ilag calismalari yapilmistir. Bu dogrultuda, cesitli konsantrasyonlar
hazirlanarak (10, 25, 50, 75, 125, 250, 500, 750, 1000 uM) hiicrelere serbest ilag

verilmistir. Elde edilen grafige bakildiginda (Sekil 4.9.), lipozom formiilasyonlarinda
kullanmis oldugumuz konsantrasyonun ¢ok daha listiine ¢iktigimiz halde, hiicrelerde
yaklasik %70 canlilik gézlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda etkin maddenin hiicreler

uzerinde toksik etkisinin olmadig1 goriilmiistiir.

Ilag igermeyen lipozom (Bos-Lipozom) formiilasyonu, beklendigi iizere herhangi bir

toksik etki gostermemistir (Sekil 4.10.).

Ilag yiiklenmis lipozomun da konsantrasyona ve zamana bagl olarak toksik etkisinin

olmadigi goriilmiistiir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.9. Serbest ilag ¢ozeltisi (10-1000 uM)’ne ait hiicre canlilig: grafigi
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Sekil 4.10. ilag Yiiklenmemis Lipozom (1000-0.625 nM) formiilasyonuna ait hiicre canlili
grafigi. Gruplar arasi istatiksel analiz metodu olarak one-way ANOVA yapildi. p<0.05 anlamli

olarak kabul edildi. istatiksel analiz sonucu anlamli ise **** ile etiketleme yapild.
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llac YUkl Lipozom
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Sekil 4.11. Ilag Yiiklii Lipozom (1000-0 nM) formiilasyonuna ait hiicre canliligr grafigi. Gruplar
arasi istatiksel analiz metodu olarak one-way ANOVA yapildi. p<0.05 anlamli olarak kabul

edildi. istatiksel analiz sonucu anlamli ise **** ile etiketleme yapildi.
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5. YORUM

Tez calismast kapsaminda; vitiligo tedavisi igin topikal uygulamaya yonelik,
pimekrolimus yiiklii lipozom formiilasyonlarinin hazirlanmasi ve karakterizasyon/in vitro

calismalar ile degerlendirilmesi planlanmustir.

Pimekrolimus imminsupresif etkisini, sitoplazmik reseptor FKBP-immunofiline
baglanmas1 ve kalsindrin ile birlesmesi sonucunda, fosfataz aktivitesini inhibe ederek
gerceklestirmektedir. T-lenfosit aktivasyonu inhibisyona yani imminsipresyona neden

olmakta ve boylece inflamasyon baskilanmaktadir.

Pimekrolimusun, kullanilmasinin asil amaci organ nakli yapilan hastalarda doku reddini
onlemek olsa da giinimiizde daha ¢ok inflamatuar deri hastaliklarinin tedavisinde topikal
olarak kullanilmaktadir. Ancak deriden penetreasyonunun diisiik olmasi ve derinin dermis
tabakasina kadar ulagamamasi sebebiyle, tedavide basarisi yetersiz kalmaktadir. Bu durum

da yenilenen dozlarda uzun sureli kullanim gerektirmektedirler.

Immiinsiipresif ajanlar, uzun siireli kullanimlarinda deride incelme, damarlanma, sivilce,
tiylenme gibi birgcok yan etkiye neden olmaktadirlar. Bu dezavantajlari ortadan
kaldirmak amaciyla tez kapsaminda, kullandigimiz lipozom teknolojisi ile, etkin
maddenin deri yiizeyinde kalig suresinin uzatilarak, kontrollii bir salim saglanmasi
hedeflenmistir. Bu sayede etkin maddenin uygulama sikliginin ve dozununazaltilmasiyla
yan etkiler minimum seviyeye inebilecektir Ayn1 zamanda lipozomlar, derinin dermis
tabakasina kadar nufuz edebildigi igin, etkin maddenin hedef dokulara ulagmasi

saglanacak ve bdylece daha etkin bir tedavi saglanabilecektir.
Bu dogrultuda tez kapsaminda;

Ilk asamada; etkin madde karakterizasyonu (erime derecesi, ¢Ozunurlik, DSC
calismalar1), miktar tayini ve analitik yontem validasyon c¢alismalari yapilmistir.
Pimekrolimus etkin maddesinin kullanilan difiizyon ortaminda Etanol:Su (pH= 7.4)
(70:30, v/v) ¢oziintirliigii, 20 mg/mL olarak bulunmustur. Ayrica pimekrolimus, ~155°C
civarinda erimeye baslamig, 166.98°C civarinda keskin endotermik erime piki
gozlenmistir. Analitik yontemin, 6zginlik, segicilik, dogrusallik, kesinlik, dogruluk,
saglamlilik ve tutatlilik kriterlerini karsiladigi ve etkin maddenin g¢alisma suresince

stabilitesini korudugu ispatlanmistir.
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Ikinci asamada; formiilasyon ve ydntem optimizasyon c¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bu
amacla yontem parametrelerinin (sonikasyon suresi, fosfolipit yapisi ve kolestrol

miktar1), formilasyon karakterizasyon parametreleri Gzerine etkileri degerlendirilmistir.

Lipozom formiilasyonlar1 ince film tabaka olusturma yontemi ile hazirlanmis ve PB, ZP,
PDI ve EE bakimindan degerlendirilmistir. Hazirlama sirasinda, ii¢ farkli sonikasyon
suresi (3, 4 ve 5 dk) uygulanarak c¢alismalar yiiriitiillmiis ve soya-fosfotidilkolin ile
hazirlanan lipozomlarda sonikasyon siiresinin artigina bagl olarak daha homojen ve daha
kiigiik partikiil boyutuna sahip (116.1+0.737nm) lipozomlar elde edilmistir. Hazirlanan

tim formilasyonlarda, sonikasyon suresinin 5 dk olarak ayarlanmasina karar verilmistir.

Lipit yapisinin formiilasyon iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla, ii¢ farkli lipit
(soya-fosfotidilkolin, Lipoid S100 ve DPPC) kullanilarak lipozomlar hazirlanmis, soya-
fosfotidilkolin ile hazirlanan formuilasyonlarda en yiiksek %EE degeri (%72.85)
bulunmustur. Yine bu formulasyonda, en diisitk PDI degeri (0.455 +£0.011) ve en ideal ZP
degeri (-19.5 £0.473mV) gbzlenmis olup, ileri donem ¢alismalarda, lipit olarak soya-

fosfotidilkolin kullanilmasina karar verilmistir.

Kolestrol miktariin formiilasyonlardaki etkisini gorebilmek amaciyla, ii¢ farkli kolestrol
miktart (5mg, 6mg, 12mg) kullanilarak lipozomlar hazirlanmistir. 6mg kolestrol

kullanilarak hazirlanan lipozomlarin stabilitelerinin daha iyi oldugu gézlenmistir.

Genel olarak, farkli lipit tlrevleri, kolesterol miktar1 ve sonikasyon suresi
degerlendirildiginde, etkin madde enkapsiilasyon orani ve stabilite agisindan en iyi
sonuglarin  50:6mg  soya-fosfotidilkolin:kolestrol ve 5 dk sonikasyon olan
formilasyonlarla elde edilmistir. Bu nedenle ¢alismalara bu formilasyon ile devam

edilmesine karar verilmistir.

Ugiincii asamada; diyaliz membran yontemi ile in-vitro salim calismalar1 ve Franz
difiizyon hiicreleri ile penetrasyon calismalar1 gerceklestirilmistir. PMC (etkin madde
cozeltisi) ile karsilastirildiginda Lipo-PMC formiilasyonu ile uzatilmis bir salim profili
elde edilmistir. Bu durum lipozomlarin ¢ekirdek/ceper yapisindaki ila¢g salimina
dayandirilmistir. Salim sonuglarina kinetik modeller uygulanarak formiilasyonlarin salim
mekanizmalar1 belirlenmistir. In-vitro salim grafiklerine bakildiginda Lipo-PMC
formilasyonunun ilag saliminda diflizyonun baskin oldugu Langenbucher salim
kinetigine sahip oldugu (r?=0.9332) goriilmistir. Franz diflizyon ¢alismalarina

bakildiginda; hazirlamis oldugumuz lipozom formilasyonunun, ticari Uriin preparatina
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gore daha uzun sirede penetre oldugu (2.saatin sonunda sirasiyla 358 pg/cm? ve 397

ug/cm?) gozlenmistir.

Son asamada; lipozomlarin L929 fare fibroblast hiicre hatti {izerinde hiicre canliligi
tizerine etkileri MTT testi ile degerlendirilmistir. Etkin madde icermeyen formulasyonun
(bos lipozom), hicreler igin toksik olmadigi saptanmistir, gilivenirliginin ve
biyouyumlulugunun yiksek oldugu sonucuna varilmistir. Ayn1 zamanda ilag yukli
lipozom formiilasyonununda hiicreler iizerinde toksik etki olusturmadigi goriilmiistiir.
Serbest ila¢ ¢Ozeltisinin de ylksek konsantrasyonlarda dahi, hicreler (izerinde yaklasik
%70 canlilik gosterdigi sonucu bulunmustur. Bu sonuglar g6z o6niine alindiginda,
kullanmis oldugumuz pimekrolimus yikIi lipozom formiilasyonlarin biyouyumlu

olduklar1 bulunmustur.

Ileri dénem calismalar icin lipozom formiilasyonlarmnin etkinliklerinin degerlendirilmesi
amaciyla, konvansiyonel preparat ile kiyaslamali olarak ex-vivo penetrasyon

calismalarinin Ve in-vivo ¢alismalarin yUratilmesi planlanmistir.

Sonug olarak; optimize edilen lipozom formilasyonu (Lipo-PMC) ile penetrasyonun
arttirllarak uzun siireli etki saglanabilecegi, sik kullanimin 6nlenmesine bagl olarak yan
etkilerinin azaltilabilecegi ve hasta uyuncunun arttirilabilecegi gozlenmis olup, toksik
Ozellikte olmayan, biyouyumlu bir formilasyon gelistirilmistir. Boylece gelistirlen
lipozom formulasyonunun, konvansiyonel formilasyonlardan daha etkin bir segenek
olarak degerlendirilebilecegi goriilmiis, vitiligo tedavisine yonelik topikal yenilik¢i bir

formiilasyon sunulmustur.
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