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Amac: Topikal veya sistemik etki saglamak i¢in deriye uygulanan formiilasyonlarin tasariminda ve
optimizasyonunda deri modellerinin kullanumi biiyiik 6nem tasimaktadir. Etken maddelerin deriden penetrasyon
/ permeasyon ¢alismalarinda si¢an veya domuz derisi siklikla kullanilmakta ancak hayvan derisinden elde edilen
sonuglarin insan derisi ile uygunlugu sorgulanmaktadir. Diger taraftan insan derisinin kullanimi ise, temininin
genellikle zor olmast ve etik kaygilar nedeniyle sinirlidir. Bu durum, in vitro deriden permeasyon testlerinin
onemini artirmaktadir. Bu derlemede, en sik kullanilan in vitro deri modellerinin avantajlar: ve dezavantajlari
vurgulanarak, bu modeller ile gerceklestirilen giincel ¢calismalar incelenmistir.

Sonug¢ ve Tartisma: Yapay membranlar, tekrar iiretilebilirlik, diisiik maliyet, kullamim kolayligi ve
modifiye edilebilir olmasi gibi bir¢ok avantaji sebebiyle insan ve hayvan derisi yerine tercih edilmektedir.
Yeniden yapilandirilmig insan derisi esdegerlerinin ise, veri tekrarlanabilirliginin yiiksek olmasi, etik kurul izni
gerekmemesi, deri metabolizmasinin, deri korozyonunun ve fototoksisitenin degerlendirilebilmesi gibi
avantajlart bulunmaktadr. Yeniden yapiandirilmis insan derisi esdegerlerinin biitiin bu avantajlarina ve
gelistivilmesindeki onemli adimlara ragmen, etken maddelerin deriden absorpsiyonunun in vivo tahmini igin
insan veya hayvan derisinin yerini tamamen almalari heniiz tam anlamiyla miimkiin degildir. Yeniden
yapilandwrilmis deri modellerin kullanimini simirlayan en onemli faktorlerin basinda, yiiksek maliyet ve diisiik
bariyer fonksiyonlar: gelmektedir.

Anahtar Kelimeler: Deriden penetrasyon / permeasyon ¢alismalari, in vitro deri modelleri, yeniden
yapuandirimig insan derisi esdegerleri, yapay deri modelleri

ABSTRACT

Obijective: The use of skin models is of great importance in the design and optimization of formulations
applied to the skin for topical or systemic effects. Although rat or pig skin is often used in skin
penetration/permeation studies of active substances, the compatibility of results obtained from animal skin and
human skin is questioned. On the other hand, the use of human skin is limited since it is difficult to attain and
due to the ethical concerns. This situation increases the importance of in vitro skin permeation tests. In this
review, the advantages and disadvantages of the most commonly used in vitro skin models were emphasized, and
current studies performed with these models were reviewed.
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Result and Discussion: Artificial membranes are preferred over human and animal skin due to many
advantages such as reproducibility, low cost, ease of use and able to modify. Reconstructed human skin
equivalents have advantages such as high data repeatability, honnecessity of ethics committee approval and
availability for the evaluation of skin metabolism, corrosion and phototoxicity. Despite all these advantages of
reconstructed human skin equivalents and important steps in their development, it is not yet entirely possible
replacing human or animal skin completely for in vivo estimation of absorption of active ingredients through the
skin. The most important factors limiting the use of reconstructed skin models are their high cost and low barrier
functions.

Keywords: Atrtificial skin models, in vitro skin models, reconstructed human skin equivalents, skin
penetration/permeation studies

GIRIS

Cok sayida etken / aktif madde, deride terapétik veya kozmetik etki olusturmak amaciyla
uygulanmaktadir. Deri, etken madde absorpsiyonu igin kolayca erigilebilen bir yilizey alani sunmaktadir.
Ancak derinin sahip oldugu bariyer fonksiyonu, maddelerin deri yoluyla uygulanmasini sinirlandiran
onemli bir faktordiir [1].

Topikal veya sistemik etki saglamak i¢in deriye uygulanan formiilasyonlarin tasariminda ve
optimizasyonunda, formiilasyonun &zelliklerini degerlendirebilmek i¢in deri modellerinin kullanimi
biiylik 6nem tagimaktadir. Etken madde penetrasyonuna katkida bulunan kritik formiilasyon 6zellikleri
belirlendikten sonra formiilasyonun optimizasyonu miimkiin hale gelmektedir [2].

Eksizyonla elde edilen insan derisi, kimyasallarin transdermal ve topikal verilisini
degerlendirmek i¢in “altin standart” olarak kabul edilen dokudur [3]. Bununla birlikte, insan dokusunun
temininin genellikle zor olmasi ve etik kaygilar, uygulamalarda birtakim kisitlamalara neden olmaktadir.
Ayrica donoriin cinsiyeti, 1rki, yasi ve anatomik bolgesi ile ilgili varyasyonlar sonucu standardizasyonun
diisiik olmas1 da 6nemli bir dezavantajdir [4]. Hayvan derisinin kullanimi, hem yeni etken maddelerin
gelistirilmesinde hem de deriye uygulanmaya ydnelik yeni ilag formiilasyonlarinin tasariminda temel
yaklasim olmustur [5]. Domuz derisi, insan derisine kiyasla daha diisiik bariyer iglevine sahip olmasina
ragmen insan derisinin permeabilitesini tahmin etmek i¢in uygun bir doku olarak kabul edilmistir [4, 6,
9]. Diger taraftan literatiirde, sigan (rat) derisi kullanilarak penetrasyon / permeasyon incelemelerinin
gerceklestirildigi ¢cok sayida caligmada da mevcuttur [10-14]. Hayvan derisi kullaniminda siklikla
karsilasilan problemler arasinda permeabilite, hiicre tipi, lipit bilesimi ve organizasyonu ve diger
fizyolojik 6zellikler agisindan insan derisine kiyasla farklilik géstermeleri sayilabilmektedir [15]. Diger
taraftan Avrupa Birligi, insan dokusu kullanarak finansal kazang elde edilmesini ve 2009 yilindan bu
yana da, kozmetik iirlinler ig¢in toksikolojik veri toplamak amaciyla hayvanlarin kullanilmasini
yasaklanistir [16]. Ayrica 2018'de, Avrupa flag Ajansi'nin topikal iiriinlerin kalitesi ve esdegerligi
hakkindaki taslak kilavuzu, bitmis bir topikal dozaj formunun performansini daha iyi anlamak ve
karakterize etmek i¢in sentetik membranlarin kullanilmasini 6nermektedir [17]. Bu durum, in vitro

deriden penetrasyon / permeasyon testlerinin 6nemini biiyiik 6l¢iide artirmaktadir.
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Deri ve Derinin Bariyer Ozellikleri

Deri, insan viicut agirhigmin yaklasik % 16'sin1 olusturur ve yetiskinlerde yaklasik 2 m? yiizey
alanina sahiptir [18]. Dis cevreye karsi fiziksel bir bariyer olusturur, su, elektrolit ve 1s1 kaybini
onleyerek homeostazi saglar ve viicudu mikroorganizmalara, toksik ajanlara ve ultraviyole 1sinlara karst
korur. Deri epidermis, dermis ve hipodermis olmak {izere ii¢ temel katmandan olusur. Deri ekleri olarak
tanmimlanan saglar, tirnaklar, yag bezleri ve ter bezleri (apokrin ve ekrin bezler) deriden koken alir.
Derinin kalinligi bireyin yasina ve anatomik bolgeye gore degisir [19, 20].

Derinin temel bariyer 6zelligi, en iist tabaka olan stratum korneum (SC)’dan ileri gelmektedir
[21, 22] ancak biitiin olarak epidermisin roli ihmal edilmemelidir [23]. Deriden etken maddenin gegisi
transepidermal yolla veya deri ekleri araciligiyla gergeklesebilmektedir (Sekil 1) [24, 25]. Etken
maddeye ait fizikokimyasal parametreler (molekiil agirlig1, hidrojen bag1 yapma kapasitesi ve oktanol-
su partisyon katsayis1 gibi) maddenin deriye penetrasyon potansiyelini belirlemektedir [24]. Etken
maddenin deriden penetrasyonu, dogru tasiyici secimi ile arttirilabilmektedir. Tasiyic1 ve etken madde

arasindaki etkilesimler, formiilasyon gelistirme ¢alismalarinda oldukg¢a 6nemli bir yere sahiptir [26].

Transepidermal yol Folikiiler yol Ter kanal

Hiicreler arasi yol Transcellular yol

Hidrofilik etkin madde

Lipofilik etkin madde \—’_—_——»
g@ SO

Sekil 1. Transdermal gegis yollar:: transepidermal yol (hiicreler arasi ve

transselliiler yol) ve diger yollar (folikiiler yol ve ter kanali) [28]

Deriden gegis pasif difiizyonla olmaktadir, bu nedenle in vitro deri modelleri bu siireci oldukg¢a
uygun bir sekilde taklit edebilmektedir. Ancak, herhangi bir modellemede taklit edilmesi oldukg¢a zor
olan ozellik, 6zellikle epidermisin canli kistmlarinda meydana gelen ve hedeflenen sistemik etki i¢in

molekiiliin biyoyararlanimini 6nemli 6l¢iide azaltan metabolik faaliyetlerdir [27].

Deri Modelleri
In vitro deri modelleri, yapay deri modelleri ve yeniden yapilandirilmis insan derisi esdegerleri

olmak tizere iki ana bagslik altinda siniflandirilabilir.
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Yapay Deri Modelleri

Etken madde permeasyonunu incelemek igin basit ve tekrarlanabilir bir alternatif sunan yapay
model membranlar, etkili bir formiilasyon tasarimi ve optimum penetrasyon arttirici se¢imi i¢in 6nemli
olan tastyici-membran etkilesimlerini degerlendirmek amaciyla tercih edilmektedir [29, 30]. Yapay
modellerin ¢ogu, saglam bariyer 6zelliklerine sahip saglikli deriyi taklit etmek i¢in kullanilir. Nispeten
az sayidaki yapay model, biitiinliigii bozulmus deriyi taklit etme potansiyeli sunmaktadir [31]. Ilk yapay
modeller, deride bulunan lipit faz1 yerine, filtre kagidina izopropil miristat (IPM) emdirilmesi ile elde
edilmis membranlar olmustur [32]. Deriden permeasyonu modellemek i¢in kullanilan diger lipitler,
tetradekan, linoleik asit ve IPM icindeki fosfolipit dispersiyonlarini icermektedir [33]. In vitro
permeasyon ¢aligmalari, poli (dimetilsiloksan) gibi polimerik membranlarla da gergeklestirilmistir [34,
35, 36]. Literatiirde Franz difiizyon hiicreleri ile siklikla kullanilan sentetik membranlar seliiloz bazli ve
polimerik bazli membranlar olmak {izere iki ana gruba ayrilabilmektedir Seliiloz bazli membranlar
seliiloz asetat, seliiloz nitrat ve rejenere seliilozdan (Visking®, Cuprophan®, SpectraPor®) iiretilmektedir.
Polimer bazli membranlardan en ¢ok kullanilanlari ise naylon, polisiilfon (Tuffryn®, Supor®) ve
polikarbonat (Nuclepore®, Cyclopore®) membranlardir. Bu membranlar genel olarak gozenekler
icermeleri, kimyasal olarak nispeten inert ve ¢oziiciilerle biiyiik 6l¢iide gecimli olmalar1 ve ticari olarak
temin edilebilmeleri gibi avantajlara sahiptirler ve topikal iirlinlerin kalite kontrolii igin gergeklestirilen
in vitro salim deneylerinde siklikla kullanilmaktadirlar [37, 38]. Bu sentetik membranlarla
gercgeklestirilen ¢aligmalar, formiilasyondaki etken maddenin termodinamik aktivitesini aragtirmak icin
yararlidir ancak, deri ile madde arasindaki spesifik etkilesimler hakkinda fikir verme konusunda yetersiz
kalmaktadir [8]. Son yillarda, silikon membranlar gibi lipit esasli olmayan modeller [29, 39-41] ve lipit

esasli modeller gibi gesitli yaklasimlar ile giivenilir deri modelleri gelistirilmeye ¢aligilmugtir.
Lipit Esash Olmayan Deri Modelleri

Silikon Model Membranlar

Poli(dimetilsiloksan) (PDMS) veya silikon membranlar, farkli tagiyicilarin (sivaglarin) deriden
etken madde penetrasyonu {iizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir [29]. 1970'de
Nakano ve Patel, bes farkli merhem sivagindan salisilik asit salimini incelemek i¢in silikon membranlari
kullanmig ve in vitro salim profillerinin, literatiirde rapor edilen in vivo verilerle uyumlu oldugunu
bildirmislerdir [42]. Dias ve ark. (2007), ¢ok sayida tasiyici (mineral yag, IPM, oleik asit, dekanol,
oktanol, butanol, etanol, propilen glikol, benzoik asit, gliserin, su ve bunlarin karigimlar1) kullanarak,
kafein ve salisilik asidin permeasyonu lizerine bir ¢aligsma yiiriitmistiir [34]. Bir diger calismada, hem
hidrofilik hem de lipofilik tasiyicilarin (su, etanol, propilen glikol, mineral yag, Miglyol 812) ibuprofen
penetrasyonu iizerindeki etkisi incelenmistir [43-44]. Oliveira ve ark. (2012), dermal formiilasyonlarda

yaygin olarak kullanilan farkli tasiyicilarin (etanol, izopropil miristat, dimetil izosorbit, PEG 200 ve
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PEG 400 ve Transcutol P) silikon model membranlar ile etkilesimlerini degerlendirmek i¢in membran
transport ve partisyon ¢aligmalari gerceklestirmistir [36].

Bu membranlarin, lipofilik bilesiklerin deriden gecisini tahmin etmek i¢in kullanilabilecegi
ancak hidrofilik bilesikler i¢in kullanimlarinin ¢ok uygun olmadigi 6nerilmis ve modeli gelistirmek i¢in
PDMS ve PEG 6000 kopolimer emdirilmis bir membran sistemi gelistirilmistir. Bu gelistirilen model
ile sadece sulu ¢ozelti seklindeki formiilasyonlar test edilmis ancak formiilasyon gelistirmedeki

potansiyeli heniiz agikliga kavusturulamamistir [46].

Strat-M

EMD Millipore tarafindan ticari olarak piyasaya siiriilen Strat-M®, hem lipofilik hem de
hidrofilik etken madde permeasyonunu o6ngorebilen sentetik bir membrandir [47]. Strat-M®
membranlari, insan epidermisine benzer yapisal ve kimyasal 6zellikleri tasimaktadir. insan derisinin ¢ok
katmanli yapisini ve lipit organizasyonunu taklit edecek sekilde tasarlanmustir. Her Strat-M® membranin
kalinlig1 yaklasik 300 pm'dir; tek bir poliolefin destek iizerinde iki tabaka por6z polieter siilfon ile
desteklenen cok siki bir ist tabakadan olugmaktadir. Membranin bu ¢ok tabakali yapisi, insan derisinin
farkli katmanlarin1 (epidermis, dermis ve subkutan doku) taklit ederek, insan derisine benzer bir
morfoloji elde edilmesine olanak tanimaktadir. Por6z membran, sentetik lipitlerin uygun bir karigimi ile
muamele edilmistir. Bu sentetik membran, insan SC'sinde bulunanlara benzer belirli oranlardaki
lipitlerin (seramidler, kolesterol, serbest yag asitleri ve diger bilesenler) kombinasyonunu i¢ermektedir
[48, 49]. Strat-M® membrani, seriden seriye yiiksek varyasyon, giivenlik ve depolama gibi
dezavantajlar1 ortadan kaldiran, insan derisinden difiizyonu tahmin etmeyi saglayan sentetik bir
polimerik membrandir [47].

Kaur ve ark. (2018), insan, sigan ve domuz kulak derisi ile Strat-M® membran kullanarak yiiksek
molekiil agirlikli bir etken madde olan amfoterisin B’yi igceren nanoformiilasyonlar ile deriden
permeasyon ¢alismasini gergeklestirmislerdir. Amfoterisin B’nin Strat-M® ile elde edilen permeasyon
profillerinin insan derisine benzerliginin sigan ve domuz derisine kiyasla daha yiiksek oldugunu
bildirmislerdir [50]. Bir bagka ¢alismada, rivastigmin i¢eren piyasa preparatindan (Exelon® Patch) etken
madde salimimi degerlendirmek igin farkli sentetik polimerik membranlar ve domuz kulak derisi
kullanilarak Franz difiizyon hiicresinde permeasyon galismalari yapilmustir. Strat-M®, domuz kulak
derisine benzer bir rivastigmin permeasyon profili gdstermistir [51].

Haq ve ark. (2018), yaptiklar1 bir ¢alismada, gesitli penetrasyon arttiricilarin model bilesik olan
nikotinin deriden permeasyonunu nasil etkiledigini degerlendirmislerdir. Franz difiizyon hiicresi
yontemiyle gergeklestirdikleri ¢alismada, insan kadavra derisi ve Strat-M® membrani ile elde edilen
verilerin iyi bir korelasyon gosterdigi sonucuna varmiglardir [49]. Uchida ve ark. (2015), Strat-M®i,
insan ve hayvan derisine bir alternatif olarak kimyasal bilesiklerin deriden geg¢islerini tahmin etmek

lizere kullanmustir. Strat-M®, insan derisi ve tiiysiiz sigan derisi kullanarak farkli molekiil agirliklarina
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ve oktanol/su partisyon katsayisina sahip on {i¢ farkl bilesigin permeasyon profillerini belirlemislerdir.
Calismada Strat-M® ile elde edilen sonuglarin, insan derisi ve sigan derisi ile elde edilenlere benzer
oldugunu bulmuslardir. Bu sonuglar, Strat-M®'in permeasyon ¢aligmalarinda hayvan veya insan derisine
alternatif olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur. Daha tutarli ve tekrarlanabilir sonuglar, kolay
kullanilabilirlik ve insan derisine kiyasla daha diisiik varyasyon gibi ozellikleri, Strat-M®'in deriden

permeasyon ¢aligsmalari i¢in iyi bir alternatif olabilecegini gostermektedir [52].
Lipit Esash Deri Modelleri

Paralel Yapay Membran Permeabilite Tayini (PAMPA) Modeli

Paralel Yapay Membran Permeabilite Tayini (PAMPA) modeli, Kansy ve ark. (1998) tarafindan
etken maddelerin membranlardan permeasyonunu incelemek i¢in gelistirilmistir [53]. Bu in vitro model,
ilk olarak transseliiler bagirsak permeabilitesinin hizli bir sekilde degerlendirilmesi i¢in kullanilmistir.
Orijinal PAMPA modeli, dondr ve akseptér bolmelerini ayiran bir membran bariyeri ile n-dodekan
icinde ¢oziilmiis fosfatidilkolin ile kaplanmis hidrofobik bir filtre igeren yapay bir membrandan olusur
ve bu yapay membranin bilesimi modifiye edilebilmektedir (Sekil 2). Ancak membrandaki lipit - ¢oziicii
karigimlar1 iyi karakterize edilmemistir ve biyolojik membranlarda bulunan lipit ¢ift tabaka
katmanlarindan yoksundur [54]. PAMPA, gastrointestinal membrandan [55] ve kan beyin bariyerinden
[56] etken madde gegisini incelemek i¢in kullanilmigtir. PAMPA tekniginin deriden gegisin tahmini i¢in
kullanimu, ilk olarak Ottaviani ve ark. (2006) tarafindan gerceklestirilmistir. Bu galismada, insan
derisinin bariyer 6zelligini taklit etmek i¢in kullanilan membranlar, IPM veya silikon yag1 veya iki

bilegenin karigimlari ile olusmus filtrelerdir [41].

Manyetik kanstiric Akseptor

kompartiman

Membran
et

Donér
kompartiman

IOTMMONO®>»

Sekil 2. Paralel Yapay Membran Permeabilite Tayini (PAMPA) sematik gosterimi [57]

Sinko ve arkadaslari, SC'de bulunan dogal olarak bulunan seramidlerin sentetik analoglar1 olan
sertramidleri kullanarak, deri-PAMPA'y1 gelistirmistir [57, 58]. Sertramidler, daha uzun saklama
stiresine sahiptir ve dogal seramidlere kiyasla daha ucuz alternatiflerdir [59]. Sertramidler seramidlerden

yapisal olarak farkli olmalarina ragmen, kiyaslanabilir molekiil agirliklar1 ve hidrojen akseptdr / dondr
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kapasiteleri nedeniyle, PAMPA sandvi¢ membran modelinde kolesterol, stearik asit ve silikon yagi ile
birlikte lipit bilesen olarak kullanilabilmektedir [57, 58].

Deri-PAMPA ile test edilen gesitli model etken maddelerin penetrasyon profilleri, farkli veri
tabanlarindaki insan derisine ait penetrasyon verileri ile korele sonuglar gostermistir. Deri-PAMPA ve
epidermis arasindaki korelasyon zayif iken, deri-PAMPA ile tam kalinliktaki deri arasinda iyi bir
korelasyon elde edilmistir [S8]. PAMPA modeli ile ¢ozelti ve jel gibi farkli dozaj sekillerinden etken
madde saliminda gbzlenebilen belirgin farkliliklar, diger modellerde gézlenmemistir [61, 61].

Karadzovska ve Riviere (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, farkli etken maddelerin deriden
penetrasyonu lizerine tasiyicilarin etkilerini degerlendirmek i¢in deri-PAMPA, lipid esasli olmayan deri-
PAMPA ve Strat-M® membran kullanilmustir. Elde edilen veriler, domuz derisi kullanilarak yapilan
difiizyon hiicresi verileriyle karsilagtirilmistir. Bu {i¢ membran i¢inde deri-PAMPA’nin SC’un lipit
matrisini en iyi temsil eden model oldugu bildirilmistir [62].

Tsinman ve Sinko (2013), ibuprofen igeren silikon bazli anhidr jel formiilasyonu, silikon ve bir
akrilik kopolimer iceren formiilasyon ve ibuprofenin piyasa preparatini kullanarak deri-PAMPA'nin
farkli topikal formiilasyonlarinin deriden penetrasyon profillerini ayirt edebilme yetenegini
degerlendirmislerdir. Elde edilen sonuglarin, insan derisi ile elde edilen permeasyon verileri ile uyumlu
oldugunu bildirmislerdir [59].

Vizseralek ve ark. (2015), transdermal ve lokal etkili terapotik yamalar test etmek i¢in orijinal
deri-PAMPA yo6ntemini modifiye ederek kullanmiglardir. Yapilan ¢alismada dort farkli etken maddenin
(nikotin, fentanil, rivastigmin ve ketoprofen) transdermal ve lokal etkili yama formundaki piyasa
preparatlarini incelemislerdir. Calismanin sonucunda, deri-PAMPA sisteminin transdermal terapotik
sistemlerin geligim siirecinde permeasyon ¢aligmalari i¢in kullanilabilecegini ifade etmislerdir [60].

Zhang ve ark. (2019), niasinamidin deriden permeasyonunu tahmin etmek i¢in deri-PAMPA
modelinin uygunlugunu arastirmislardir. Niasinamidin domuz derisi, insan derisi ve deri-PAMPA
modeli ile elde edilen permeasyon profilleri, PAMPA’nin biyolojik dokulara kiyasla daha disiik bir
bariyer fonksiyona sahip oldugunu ortaya koymustur. Diger taraftan, deri-PAMPA'nin deriden
penetrasyonu tahmin potansiyelini tam olarak belirleyebilmek icin, daha genis bir etken madde
yelpazesinin incelenmesi gerektigini ifade etmislerdir [63].

Kerns ve ark. (2004), PAMPA ve tek tabakali hiicre (Caco-2 ve MDR1-MDCKII) yontemlerini
kullanarak bir grup bilesigin permeasyon profillerini karsilastirmislardir. Etken maddelerin pasif
difiizyon ile permeasyonunda, PAMPA ve tek tabakali hiicre yontemlerinin arasinda yiiksek bir
korelasyon oldugunu gostermislerdir. ki ydntemin dzellikleri géz 6niine alindiginda, PAMPA ve Caco-
2'nin etken madde permeasyonunun etkili ve hizli bir sekilde arastirilmasi igin sinerjik olarak

uygulanabilecegini 6nermislerdir [64].
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Luo ve ark. (2016), insan ve domuz derisinin yanisira PAMPA modeli ve silikon membran
kullanarak in vitro permeasyon caligmast yapmiglardir. Ticari ibuprofen formiilasyonlarinin ve
ibuprofen ¢ozeltilerinin kullanildigi ¢calismalarda 6 saatin sonunda ibuprofen permeasyonun PAMPA'da
insan derisinden daha fazla oldugu goriilmiistiir. PAMPA ve silikon membrandan elde edilen sonuglarin
degiskenliginin diisiik olmasi, bu membranlarin 6zelliklerine atfedilmistir. Domuz ve insan derisi ile
elde edilen sonuclarin, biyolojik membranlarin karmasik yapisi nedeniyle daha degisken oldugu ifade
edilmistir [8].

Bu yonteme endiistrinin ilgisi, ¢ogunlukla yontemin diisiik maliyeti ve yiiksek veriminden
dolayi, son yillarda biiyliik Ol¢iide artmistir. PAMPA'nin, Onformiilasyon calismalarinda aday
molekiillerin erken asamada fiziksel 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in iyi bir ara¢ oldugunu gosteren

bir¢cok makale yayinlanmistir [65].

Fosfolipit Vezikiil Esash Permeasyon Tayini (PVPA) Modeli

Fosfolipit Vezikiil Esasli Permeasyon Tayini (PVPA) modeli, biyolojik membranlardan pasif
difiizyon ile etken madde gecisini tahmin etme firsati sunan bir yontemdir. Biyolojik membranlar1 taklit
eden bariyer, bir filtre destegi ilizerinde ¢ok siki ve yogun bir lipozom tabakasindan olugmaktadir.
Orijinal PVPA, bagirsak gecirgenliginin degerlendirilmesi i¢in gelistirilen bir modeldir [66]. Sekil 3'de
gosterildigi gibi bariyerde hem daha kiiciik tek katmanli ve daha biiylik ¢ok katmanli yapilarin
bulundugu PVPA modelinin, yiiksek verimli bir model olarak calisma potansiyeline sahip oldugu
gosterilmistir [67]. Kullanilan lipozomlarin bilesimi, ¢esitli absorpsiyon bolgelerindeki bariyerleri taklit
edecek sekilde ayarlanabilir.

Son zamanlarda, derinin SC bariyerini taklit eden yeni bir PVPA modeli gelistirilmistir. Orijinal
PVPA modeli iizerinde, deriden etken madde penetrasyonu tahmininde kullanilmak {izere modifikasyon
yapilmigtir. Modifikasyonla hazirlanan modeller, kolesterol ve yumurta fosfatidilkolinden yapilmis
lipozomlar kullanilarak hazirlanan PVPA. ve deride bulunan ana lipit siniflar1 (seramid, kolesterol,
serbest yag asidi ve kolesteril siilfat ve yumurta fosfatidilkolin) kullanilarak hazirlanan PVPAs’tir (Sekil
3). iki PVPA deri modelinde alt1 bilesigin (flufenamik asit, ibuprofen, indometazin, salisilik asit, kalsein
ve FITC-dekstran) permeasyon profili degerlendirilmistir. Permeasyon deneylerinden elde edilen
sonuclarin, bir deger disinda, hayvan derisi penetrasyon deneylerinden elde edilen verilerle uyumlu
oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak, PVPA modelinin bariyer fonksiyonunun kontrollii bir sekilde
modifiye edilebildigi ve hazirlama kosullar1 degistirilerek, potansiyel olarak farkli derecelerde bozulmus
deriyi temsil eden farkli sizint1 derecelerine sahip lipit esasli bariyerlerin tekrarlanabilir sekilde
hazirlanabildigi ifade edilmistir [68].

Bir bagka ¢alismada, lipozom formiilasyonlarinin diklofenak sodyumun deriden penetrasyonu
iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in SC'yi taklit eden PVPA modeli kullanilmistir. Diklofenak

sodyum igeren geleneksel, deforme olabilen ve propilen glikol i¢eren lipozomlarin PVPA modelinden
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permeasyonlari incelenmistir. PVPA; ile yapilan permeasyon deneylerinden elde edilen sonuglar ile,
etken madde permeasyonunun lipit bilesiminden etkilendigi ve lipozomlar igerisindeki penetrasyon
arttiricilar ve kenar aktivatorlerinin varliginda beklendigi gibi arttig1 gosterilmistir [69].

Shakel ve ark. (2019), insan SC tabakasina yakin bir lipit bilesimine sahip PVPA bariyeri
(PVPAsc) hazirlayarak kalsein permeasyonunu incelemislerdir. Elde edilen verilerin, domuz kulag
modeli ile iyi bir korelasyon gosterdigini bildirmislerdir. Ayrica yeni PVPAsc modelinin -20 °C'de 2
haftaya kadar saklanabildigini, pH 2.0 ila 8.0 araliginda ve DMSO, oleik asit ve Cremophor® gibi
¢oziiciilerin varliginda bitiinligiini kaybetmeden kalabildigini rapor etmiglerdir [70].

Moniz ve ark. (2020), nanopartikiillere yiiklenmis olan siklosporin A’nin deriden
permeasyonunu incelemek amaciyla SC’un lipit yapisimi taklit eden PVPAsc modelinin
uygulanabilirligini degerlendirmislerdir. PVPAsc modelinin kullamim kolayligi, tekrarlanabilirlik,
uygun maliyet, nanopartikiillere yiiklii halde bulunan etken maddenin permeasyonundaki farkliliklar:
tayin edebilme kapasitesi ve hayvan kullaniminin azaltilmasini saglamasi gibi 6nemli avantajlar
sundugunu bildirmislerdir [71].

Ozetlenecek olursa deriyi taklit etmek amaciyla gelistirilen PVPA bariyerleri, farkli derecelerde
lipofilisiteye ve penetrasyon potansiyeline sahip bilesiklerin permeasyonunun ve ¢esitli penetrasyon
arttiricilarin etkinliginin degerlendirilmesi i¢in kapsamli olarak kullanilmaktadir [72]. Deri PVPA
modellerinin, kullanim kolaylig1, verimlilik, maliyet ve uzun siireli saklama potansiyeli gibi 6zellikleri

nedeniyle, erken ilag gelistirme asamasinda 6nemli avantajlar sagladigi dnerilmektedir [68].

Tlag tasryic sistem Lipofilik e.m.

¢ Hidrofilik e.m.

Seramidler
Kolesterol
Palmitik asit
Kolesteril siilfat
Fosfolipid f 3

Sekil 3. Stratum corneum'u taklit eden Fosfolipid Vezikiil Esasli Permeasyon Tayini (PVPA)
modeli, bir seliiloz ester filtre destegi lizerine lipozomlarin yerlestirilmesiyle elde edilen siki bir

bariyerden olusur [2].

Yeniden Yapilandirilmis insan Derisi Esdegerleri
Son yillarda, etken maddelerin deriden permeasyon 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla gesitli

doku kiiltiirii temelli insan derisi modelleri gelistirilmis ve ticari olarak piyasaya siiriilmiistiir [28].
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Deriyi temsil eden ilk modeller, kutandz iritasyon ¢aligsmalari igin tasarlanmistir. Bu modellerde
normal insan keratinositleri (NiK'leri), de-epidermize edilmis dermiste bilyiitiilmiistiir [74]. Sonraki
yillarda destekleyici membranlar {izerinde NiK'lerinin biiyiitiilmesiyle, yeniden yapilandirilmis insan
epidermisi modellerinin gelisimi hiz kazanmistir [28]. Yeniden yapilandirilmis insan derisi esdegerleri,
yeniden yapilandirilmig insan epidermis esdegeri modelleri (6rn. EpiSkin®, SkinEthic®, EpiDerm®,
LabSkin®) ve canli deri esdegeri modelleri (GraftSkin®, EpiDermFT®, Pheninon®) olarak
siniflandirilmaktadir. Bu modeller, doku kiiltiirii olarak iiretilen insan hiicreleri ve normalde deride
bulunan matris esdegerlerinden olusmaktadir [75, 76]. Yeniden yapilandirilmis insan epidermis
modelleri, fototoksisite, korozivite ve iritasyon testlerinin yani sira permeasyon calismalarinda da
kullanilan faydali araglardir. Bu modeller ayni zamanda tasiyici bilesenlerinin optimizasyonu ve

formiilasyon tasariminda da kullanilmaktadir [28].

Yeniden Yapilandirilmis insan Epidermis Esdegeri Modelleri

Gilinlimiizde, bircok yeniden yapilandirilmis insan epidermis esdegeri modeli ticari olarak
mevcuttur. Bunlar ilag ve kozmetik endiistrisinde hayvan derilerine alternatif olarak kullanilmaktadir.
Bu modellerin bazilar iyi karakterize edilmistir, morfolojik 6zellikleri ve epidermal lipit bilesimi
acisindan ex vivo insan derisi ile karsilagtirilmistir [77]. Morfolojik olarak insan derisine benzer
olmalarina ragmen, lipit organizasyonlar1 normal deriden biraz farklidir. Insan derisinden farkli olarak,
bu modeller kan damarlari, kil kokleri veya ter bezleri gibi yapilar icermemektedir. Bu nedenle,
penetrasyon yollar1 sadece hiicreler arasi (interseliiler) ve hiicre i¢i (transseliiler) yol ile sinirhidir [28].
Piyasada bulunan ii¢ model SkinEthic® (SkinEthic Laboratories, Nice, Fransa), EpiDerm® (MatTek
Corporation, Ashland, MA, ABD) ve EpiSkin® (L'Ore’al, Paris, Fransa) (Sekil 4) deriden absorpsiyon
calismalarinda siklikla kullanilmaktadir [76].

EXx vivo insan derisi modelleri ile karsilastirildiginda, yeniden yapilandirilmig insan epidermis
esdegerleri onemli dlglide daha gegirgendir ancak permeabilite agisindan olduk¢a degisken olan insan
derisine kiyasla daha tekrarlanabilir sonuglar vermektedir [76, 80]. Deri modelleri ile elde edilen
verilerin tekrarlanabilir olmas1 ¢ok Onemli bir avantajdir. Genel olarak, yeniden yapilandirilmis
epidermis esdegeri modelleri kullanilarak yapilan permeasyon deneylerinden elde edilen sonuglardaki
vasyasyon, domuz derisi ve ex vivo insan derisi ile yapilan deneylere kiyasla daha diistiktiir [81, 82]. Bu
modellerin en dnemli dezavantajlari ise oldukca yiiksek maliyetleridir [2].

Dreher ve ark. (2002), s/y emiilsiyonu, y/s emiilsiyonu, lipozomal dispersiyonu ve hidrojel gibi
cesitli tagiyict sistemler igine yiiklenen kafein ve alfa-tokoferoliin deriden permeasyonunu EpiDerm® ve
EpiSkin® modellerini kullanilarak degerlendirmigler ve sonuglart ex vivo insan derisi ile
kiyaslamislardir. Birbirinden oldukca farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip iki etken maddenin
permeasyon Ozelliklerinin, yeniden yapilandirilmis insan epidermis esdegeri modelleri ile dogru bir

sekilde tahmin edilebildigini ifade etmislerdir [83]. Labouta ve ark. (2013), bu modellerin
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nanopartikiillerin davranigini belirlemek ve insan derisine penetrasyon davraniglarini incelemek igin
uygun olabilecegini bildirmistir [84]. Schifer-Korting ve ark. (2008), EpiSkin®, SkinEthic® ve
EpiDerm® modellerinin, deriden etken madde penetrasyon — permeasyon ¢aligmalarinda kullanmak igin
insan ve domuz derisine uygun alternatifler oldugu sonucuna varmiglardir. Bu modeller ve domuz derisi
ile elde edilen permeasyon verilerinin, insan derisinden permeasyon sonuglarini yansittigini
belirtmisglerdir [81].

Lotte ve ark. (2002) EpiDerm®, EpiSkin® ve SkinEthic®in seri i¢i ve seriler arasi tekrar
iiretilebilirligini arastirmiglardir. Bu amagla, farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip ti¢ bilesigin (laurik
asit, mannitol ve kafein) deriden permeasyonunu bu deri modelleri ile incelemislerdir. Biitiin deri
modelleri i¢in, seri i¢i tekrar {iretilebilirlik seriler arasi tekrar iiretilebilirlikten daha yiiksek bulunmustur.
Diger taraftan, degerlendirilen ii¢ bilesigin deriden permeasyon sonuglari, ex vivo insan derisi ile
beklendigi sekilde elde edilmistir. Sonug¢ olarak, bu deri modellerinin perkiitan absorpsiyonu
degerlendirmek i¢in umut verici oldugu ifade edilmistir [85].

Deri modellerinin sadece deriden permeasyon ve penetrasyonu degil, metabolizasyona ugrayan
etken maddeler i¢in 6zellikle nem tasiyan ila¢ metabolizmasini da tahmin etmesi 6nemlidir [86]. 1999
yilinda yapilan bir calismada iki topikal glukokortikoid olan prednikarbat ve betametazon 17-valeratin
penetrasyonu ve metabolizasyonu SkinEthic® modeli ile incelenmistir. Yeniden yapilandirilmig insan
epidermis esdegeri modelindeki esteraz aktivitesinin insan derisi ile korele oldugu ve
glukokortikoidlerin metabolizasyonunun SkinEthic® modelinde iyi bir sekilde yansitildig1 gosterilmistir
[80]. Mahmoud ve ark. (2005), SkinEthic® modelinde dstradiol metabolizmasini arastirmislar ve 17b-
estradioliin, 17b-hidroksisteroid dehidrojenaz enzimi ile estrona metabolize edilmesinin insan derisine
benzer sekilde oldugunu bulmuslardir [88]. Testosteronun metabolizasyonu da yeniden yapilandirilmig
epidermal bir model iizerinde arastirilmis ve normal insan derisinde oldugu gibi polar ve polar olmayan

metabolitler rapor edilmistir [89].

Cogu arastirmact, yeniden yapilandirilmis deri modellerinin, metabolizasyonun etken madde

penetrasyonuna etkisini yeterince temsil eden uygun modeller oldugu sonucuna varmistir.
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Canh Deri Esdegeri Modelleri

Canli deri esdegeri modelleri, genellikle epidermis ve dermisten tabakalarindan olusur [90]. Bu
modeller, keratinositler ve fibroblastlardan olusur; bir epidermis ile insan derisi 6zelliklerine ¢ok yakin
morfoloji ve doku islevselligi gdsteren bir dermise sahiptir [91].

Canli deri esdegeri modelleri; Phenion® Full Thickness Modeli (Sekil 5) (Phenion, Diisseldorf,
Almanya); GraftSkin® (Apligraf; Organogenesis, MI, ABD); EpiDermFT® (MatTek Corporation,
Ashland, MA, ABD) ve Vitrolife-Skin™ modeli (Kyoto, Japonya) ticari olarak piyasada bulunmaktadir
[93]. Bu modeller daha ¢ok yanik ve yaralanmalarda derinin yerini tutan (replacement) doku olarak
kullanilirken, fototoksisite, korozivite ve deri iritasyon testleri ve transdermal permeasyon ¢alismalari
gibi alanlarda da degerlendirilmektedir [94]. Bu modeller in vivo kosullara daha iyi uyum

gostermektedir.

7

Phenion® FT modelinin bariyer fonksiyonu, dort bilesigin permeasyonlar1 ve gecikme siireleri
incelenerek diger deri modelleri ve domuz derisi ile karsilastirilmistir. Sonug olarak Phenion® FT
modelinin, EpiDerm®, SkinEthic® ve EpiSkin®’e kiyasla benzoik asit, nikotin ve kafeine kars1 biraz
daha zayi1f bir bariyer fonksiyonuna sahip oldugunu gosterirken, yiiksek oranda lipofilik bir bilesik olan
testosteronun permeasyonu bu spesifik modelde daha etkili bir sekilde gecikmistir [81].

Ozetlenecek olursa, yeniden yapilandirilmis insan derisi esdegeri modellerinin insan derisi ve
hayvan derisi i¢in iyi alternatifler olabilmesini saglayan avantajlari su sekilde siralanabilir [28].

. Kullanima hazir modellerdir, ¢ok sayida etken maddenin permeasyonunun kolay ve hizli bir

sekilde incelenmesini saglamaktadir.
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. Veri tekrarlanabilirligi yiiksektir.

. Gecikme siiresi kisa ve sabit oldugundan deneylerin 6 - 8 saat iginde ger¢eklestirilmesine imkan
verir. Sonsuz ve sonlu dozlarin test edilmesi miimkiindiir.

. Deri metabolizmasinin degerlendirilmesinde kullanilabilir.

. Etken maddelerin deriden penetrasyon / permeasyon davranisi lizerine ilag tasiyici sistemlerin
etkisini incelemeye olanak saglar.

Yeniden yapilandirilmis insan derisi esdegeri modellerinin biitiin bu avantajlarina ve
gelistirilmesindeki 6nemli adimlara ragmen, etken maddelerin deriden absorpsiyonunun in vivo tahmini
icin insan veya hayvan derisinin yerini tamamen almalari heniiz tam anlamiyla miimkiin degildir.
Yeniden yapilandirilmis insan derisi esdegeri modellerin kullanimini sinirlayan en 6nemli faktorlerin
basinda maliyet gelmektedir. Ticari yeniden yapilandirilmis insan derisi esdegeri modellerinin
kullanildig1 permeasyon ¢alismalari, tilysiiz SKH-1 fareleri kullanilarak gerceklestirilen calismalardan
en az iki kat daha maliyetlidir. Benzer sekilde, domuz derisi veya eksize edilmis insan derisi yerine
yeniden yapilandirilmis insan derisi esdegeri modelleri kullanildiginda da, aragtirma giderleri ¢ok daha
yiiksek olmaktadir. Domuz derisinin mezbahalardan elde edilebilir olmasi ve insan derisinin de
maliyetsiz olmasi avantaj iken, her zaman kolayca bulunabilir olmamasi da énemli bir sorundur. Diger
taraftan, insan veya hayvan derisi ile ¢aligmak icin etik kurul onayi alinmasi gereklidir. Yeniden
yapilandirilmis insan derisi esdegeri modelleri kullanilirken etik kurul izninin gerekmemesi de oldukca

onemli bir avantajdir [28].

Insert

Hava-sti arayiizeyi
Epidermis
Membran

Kolajen matrise
gomiilii fibroblast

Sekil 6. (A) Epidermis ve (B) canli deri esdegeri (tam kalinlikta yeniden
yapilandirtlmig) modellerinin gosterimi ve histolojik gortintiileri [77,78]
Sonug olarak, incelenen in vitro modellerin ve insan derisinin avantajlari ve sinirlamalar1 Tablo 1'de

Ozetlenmistir.
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Tablo 1. Topikal formiilasyonlarin optimizasyonu i¢in kullanilan farkli deri modellerinin avantajlar ve

siirlamalari [2,95].

Deri Modeli

Silikon model membranlar

PAMPA

PVPA

Avantajlar

Tekrar
tiretilebilirlik/Tekrarlanabilirlik
Diisiik maliyet
Uzun siireli depolama

Tekrar
tiretilebilirlik/Tekrarlanabilirlik
Uzun siireli depolama
Diisiik maliyet

Tekrar

Smmirlamalar

Lipit esasli degil
SC'ye diisiik benzerlik
Biyolojik kokenli degil

Sentetik lipitler / lipit esasli degil
Lipit organizasyonu karakterize
edilmemis / SC'ye diisiik benzerlik
Biyolojik kokenli degil

Lipid organizasyonu karakterize

uretilebilirlik/Tekrarlanabilirlik
Lipit bilesimi kolayca modifiye
edilebilir
Nispeten diigiik maliyet
Uzun siireli depolama
Insan derisine kiyasla permeasyon
verilerinde tutarlilik

edilmemis
Biyolojik kokenli degil

Insan derisine kiyasla yiiksek
gecirgenlik
Tartismaya acik bariyer iglevi
Yiiksek maliyet

Yeniden yapilandirilmis insan
derisi esdegerleri

Etik izinler
Domuz kulag1 derisine gore daha
yiiksek degiskenlik
Farkli kaynaklar, yas, cinsiyet, ik,
plastik cerrahi, amputasyon, kadavra
Farkli anatomik kisimlar: abdominal,
gogis, sirt vb.
Depolama zorlugu

insan derisi Altin standart model

SONUC VE TARTISMA

Molekiillerin deriden permeasyonunun belirlenmesi, dermal veya transdermal tasiyici sistemlerin
degerlendirilmesinde 6nemli bir adimdir. Deriye uygulanmasi amacglanan farmasétik ve kozmetik
formiilasyonlarin penetrasyon c¢aligmalarinda, "altin standart" olarak kabul edilmesine ragmen, insan
derisinin kullanimi her zaman miimkiin olamamaktadir. insan derisinin her zaman ulasilabilir olmas1
genellikle zordur ve etik kaygilardan dolay1 uygulamalarda birtakim kisitlamalar igerir. Diger taraftan,
deney hayvanlarimin kullaniminda karsilasilan bazi kisitlayici faktorler de bulunmaktadir. Bu durum,
alternatif in vitro deriden permeasyon modellerinin gelistirilmesi ve bu konuda yapilan ¢alismalarin
artmas1 sonucunu dogurmustur.

Yapay membranlar; tekrar tiretilebilirlik, diisiikk maliyet, kullanim kolaylig1, saklama kosullar1 ve
modifiye edilebilir olmasi gibi bir¢ok avantaji sebebiyle insan ve hayvan derisi yerine tercih

edilmektedir. Yeniden yapilandirilmig insan derisi esdegerleri ise; kullanima hazir modeller olmalari,



Ankara Ecz. Fak. Derg., 45(3): 699-721, 2021 Yedikaya ve Badilli 713

yiiksek veri tekrarlanabilirliginin olmasi, etik kurul izni gerekmemesi ve deri metabolizmasinin, deri
korozyonunun ve fototoksisitenin degerlendirilmesinde kullanilabilir olmalar gibi avantajlari nedeniyle
onemli hayvan derisi alternatifleri olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte, yeniden yapilandirilmis
insan derisi esdegerlerinin, diisiik bariyer fonksiyonlar1 ve yiiksek maliyetleri nedeniyle, permeasyon
caligmalarinda hayvan veya insan derisinin yerini tamamen alip alamayacagi halen tartigmalidir.
Standart hale getirilmesi kolay, yiiksek tekrarlanabilirlige sahip, ila¢ kesfinin erken asamalarinda ve
kozmetik aragtirmalarda deriden etken madde penetrasyonunu tahmin etmeye yonelik ve geleneksel
yaklagimlara alternatif olabilecek in vitro deri modellerinin gelistirilmesine yonelik ¢aligsmalar biiyiik

Onem tasimaktadir.
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