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Akne vulgaris, cildin pilosebase birimlerinin iltihaplanmasi, propionibacterium acnes
bakterisi kolonizasyonu, sebase (yag) bezlerin aktivitesi, genetik faktorler, yasam sekli
ve hormonlar gibi birgok faktdr nedeniyle 6zellikle ergenlik caginda yasanan yaygin ve
kronik bir hastaliktir. Akne tedavisinde oral veya topikal olarak antibiyotik ve retinoid
tirevi ilaglarin birlikte kullanimi en etkili secenektir. Giintimiizde bu ilaglarin tablet,
krem, jel gibi klasik tedavi formlar1 mevcuttur. Son yillarda penetrasyon arttirici
ozellikleri nedeniyle mikroigneli (MN) yamalar, ¢esitli terapotiklerin transdermal iletimi
icin ideal platformlar olarak diisiiniilmektedir. Bu tez kapsaminda akne tedavisinde
kullanilan tetrasiklin (TCH) ve bir retinoid tiirevi olan retinoik asit (RA) hidrojel yapiya
yiiklenerek mikroigneli yamalarin tasarimi ve iiretilmesi hedeflenmistir. Bu amacla
jelatin (Jel) ve poli(vinil alkol) (PVA) bazli Jel/PVA mikroigneler mikrokaliplama
yontemi ile tretilmistir. Mikroignelere tetrasiklin ve retinoik asit farkli 2 dozda
ylklenerek mikroigneler karakterize edilmis ve etkinlikleri degerlendirilmistir.

Uretilen mikroignelerin morfolojileri 151k ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
incelenmistir. Mikroskobik goriintiilerde yaklasik 650 pm igne yiiksekligine sahip kare
tabanli piramidal mikroignelerin olduk¢a diizglin yapilar olusturdugu ve etken
maddelerin ignelere basarili bir sekilde yiiklendigi tespit edilmistir. Mikroignelerin termal
ozellikleri Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC) ve Termogravimetrik Analiz (TGA)
ile incelenmis ve biitiin 6rneklerde 1s1l bozunmanin yaklagik olarak 325 °C’de basladigi

ve 300-450 °C arasinda %76-82 civarinda kiitle kayiplarinin oldugu izlenmistir. Etken



maddelerin Jel/PVA’ya eklenmesinin 1s1l bozunmaya 6nemli bir etkisinin olmadigi
gozlenmistir. Mikroignelerin DSC termogramlar1 benzer 6zellik gostermis olup 37.5
°C’de PVA’ya ait, 49.22 °C’de ise jelatine ait 2 farkli cams1 gegis sicakligi (Tg) tespit
edilmistir. Ayrica 110 ve 195.36 °C’de sirasiyla jelatinin ve PVA’nin erime sicakliklar
izlenmistir. Uretilen mikroigne yamalar 1929 hiicre hattina karsi toksik bir etki
gostermemistir. Mikroignelerin penetrasyon testi Parafilm M® katmanlar1 ile
gerceklestirilmistir. 650 um igne yiiksekligine sahip ignelerin yaklasik 5. ve 6. Parafilm
M® katmanina kadar ulastif1 tespit edilmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde
mikroignelerin cildin dermis kismina ulasacagi sonucuna varilmistir. Hazirlanan
mikroigne yamalarinin antibakteriyal aktiviteleri Staphylococcus aureus ATCC 29213
susuna karsi incelenmis ve antibakteriyal Ozellikte oldugu degerlendirilmistir. Sonug
olarak; tetrasiklin ve retinoik asit yiiklii hidrojel yapili mikroigne yamalarinin kombine
ila¢ yaklasimi ile penetrasyonu artirarak akne vulgarisin topikal tedavisinde kullanim

potansiyeline sahip oldugu diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mikroigne, tetrasiklin, retinoik asit, akne vulgaris, PVA, jelatin.
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Acne vulgaris is a common and chronic disease, especially during adolescence, due to
various factors such as inflammation of the pilosebaceous units of the skin, colonization
of the Propionibacterium acnes bacterium, activity of sebaceous (oil) glands, genetic
factors, lifestyle and hormones. In the treatment of acne, the combination of oral or topical
antibiotics and retinoid drugs is the most effective option. Today, these drugs are available
in traditional forms such as tablets, creams and gels. In recent years, microneedle (MN)
patches have been considered as ideal platforms for the transdermal delivery of various
therapeutics, primarily due to their enhanced penetration properties. This thesis aim to
design and produce microneedle patches by loading them with tetracycline (TCH),
commonly used in acne treatment, and a retinoid derivative known as retinoic acid (RA)
in a hydrogel structure. To achieve this, microneedles based on gelatin (Gel) and
poly(vinyl alcohol) (PVA) were fabricated using a micro-molding technique. The
microneedles were loaded with tetracycline and retinoic acid at different doses,
characterized and their effectiveness evaluated.

The morphologies of the produced microneedles were examined using light and scanning
electron microscopy (SEM). Microscopic images revealed that square-based pyramidal
microneedles with a height of approximately 650 um exhibited well-defined structures,
and the active substances were successfully loaded onto the microneedles. The thermal
properties of the microneedles were investigated using Differential Scanning Calorimetry
(DSC) and Thermogravimetric Analysis (TGA). It was observed that all samples

exhibited thermal degradation approximately at 325 °C, with mass losses of around 76-



82% in the temperature range of 300-450 °C. Adding the active substances to the
Gel/PVA did not significantly affect thermal degradation. DSC thermograms of the
microneedles showed similar characteristics, with two different glass transition
temperatures (Tg) identified: one at 37.5 °C attributed to PVA and another at 49.22 °C
attributed to gelatin. Additionally, the melting temperatures of gelatin and PVA were
observed at 110°C and 195.36 °C, respectively. The microneedle patches did not exhibit
toxic effects against the L929 cell line. A penetration test of the microneedles was
performed using parafilm layers, and it was determined that microneedles with a height
of 650 um reached approximately the 5th to 6th parafilm layer. Based on these results, it
can be concluded that the microneedles can penetrate into the dermal layer of the skin.
The antibacterial activity of the prepared microneedle patches was examined against
Staphylococcus aureus ATCC 29213 strain, and they were found to possess antibacterial
properties.

In conclusion, hydrogel-based microneedle patches loaded with tetracycline and retinoic
acid have the potential to enhance penetration and are considered for use in the topical

treatment of acne vulgaris through a combined drug approach.

Keywords: Microneedle, tetracycline, retinoic acid, acne vulgaris, PVA, gelatin.
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1. GIRIS VE TEZIN AMACI

Akne vulgaris, cildin pilosebase birimlerinin iltihaplanmasina bagli olarak o6zellikle
ergenlik ¢aginda yasanan yaygin ve kronik bir hastaliktir. Akne genellikle yag bezi
tarafindan asir1 liretilen sebum nedeniyle pilosebase tinitede (sa¢ folikiili, kil kokii ve yag
bezi dahil) ttkanmanin bir sonucu olarak olusur ve bu da Propionibacterium acnes (P.
Acnes) bakterisinin asir1 ¢ogalmasini tetikler [1]. Hayati tehdit eden bir hastalik
olmamasina ragmen akne vulgaris, psikososyal problemlere yol agmasi nedeniyle 6nem
arz etmektedir [2].

Akne hastaliginin siddetine gore topikal veya sistemik tedavi veya fiziksel yontemler gibi
birgok tedavi segenegi bulunmaktadir. Birinci basamak tedavi segenekleri agirlikli olarak
benzoil peroksit veya topikal retinoid veya bunlarin siddet dlgegine gore topikal bir
antibiyotik veya oral izotretinoin ile bir kombinasyonunu icerir. Onerilen
antibiyotiklerden tetrasiklin sinifi, kontrendike durumlar disinda ilk tercih se¢enegidir
[3]. Topikal retinoidler, hem non-enflamatuvar hem de enflamatuvar akne lezyonlarinin
tedavisinde etkin olmasi nedeni ile bir¢ok akne hastasi i¢in birinci basamak tedavi
segenegi olarak onerilmektedir [4]. Retinoidlerin bir iiyesi olan tretinoin, akne i¢in en sik
kullanilan retinoiddir [5].

Akne tedavisinde, retinoid tiirevlerinin antibiyotik tiirevi ilaglarla birlikte kullanilmasinin
tedavide etkinligi artirdig1 bilinmektedir. Ancak mevcut sartlarda antibiyotik ve retinoidi
bir arada igeren herhangi bir formiilasyon bulunmamaktadir. Diger taraftan tedavi
secenekleri arasinda bulunan oral yolla kullanilan antibiyotiklerin ciddi yan etkileri
olmakta ve direnc gelisimi gdstermektedirler. Topikal kullanilan ilaglarin ise tedavide
etkinlikleri diisiiktiir. Bu nedenle aragtirmacilar tedavide etkinligi artirmak i¢in kombine
ilag yaklagimlarini esas almakta ve klasik dozaj formlari (tablet, krem, jel) yerine yeni
dozaj sekilleri (mikro/nano emiilsiyonlar, mikrosiingerler, lipozomlar, kati lipit
nanopartikiiller vb.) iizerine yogunlasmislardir. Son yillarda ise topikal uygulamalarda
mikroigneler arastirmacilarin yogun olarak dikkatini ¢ekmistir. Etken maddelerin
yarattig1 ciddi yan etkiler sebebiyle tedavilerde kullanilan dozlarin diistiriilerek ilaglarin
penetrasyonu artirilmasi i¢in mikroigneler 6n plana ¢ikmistir.

Bu tezin amaci topikal akne tedavileri i¢in kombine ilag yaklagimi ile birlikte
penetrasyonu artirmak i¢in tetrasiklin ve bir retinoid tiirevi olan all trans retinoik asit
yiiklii jelatin (Jel) ve poli(vinil alkol) (PVA) yapida ¢oziinebilen/biyobozunur mikroigneli

yamalarin gelistirilmesidir.



Tetrasiklin hidrokloriir, insan ve hayvan enfeksiyonlarini tedavi etmek i¢in kullanilan
genis spektrumlu bir antibiyotik olup akne tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Akne tedavilerinde oral veya topikal olarak kullanimiyla bakteriyostatik etki gostererek
ciltte bakterilerin gogalmasini engeller ve akne sebebiyle olusan iltihab1 kurutur [6]. Fakat
aragtirmalar, antibiyotiklerin insan bagirsaginda yasayan bakterilerle etkilesime girmesi
nedeniyle antibiyotiklerin agiz yolu ile verilmesinin antibiyotik direncinin gelisimini
onemli Olgiide hizlandirabilecegini gostermistir [7]. Bu sebeple, insan bagirsagini
atlayabilen ve hastalarin bunu bagimsiz olarak kullanabilmesine olanak taniyan alternatif
bir antibiyotik uygulama yolu olduk¢a arzu edilir. Alternatif olarak, antibiyotik yiiklii
mikroigne yamalar gelistirilmistir. Yapilan bir ¢alismada, tetrasiklin yiiklii hyaluronik
asit (HA) temelli mikroigneler, yeterli mekanik ozellikler, miikemmel sisme ve
biyouyumluluk, antibakteriyel ozellikler ve anjiyogenezi tesvik etme yetenekleri
gostermistir [8]. Bdylece, tetrasiklinin hidrojel mikroigneler tarafindan siirdiirtilebilir bir

sekilde verilebilecegi gosterilmistir.

HCI

H
OH O OH O O

Sekil 1.1. Tetrasiklin HCI’in kimyasal yapisi.

Tretinoin olarak da adlandirilan retinoik asit ise cildi eksfoliye eder, epidermal hiicrelerin
boliinmesini ve ¢ogalmasini tesvik edeerek cilt yenilenmesini destekler. Retinoik asit
antiinflamatuvar 6zellige sahip oldugu ve bu nedenle inflamatuar lezyonlarin tedavisinde
tercih edilmesi gerektigi sonucuna varilmistir [9]. Bu dogrultuda, sivilce ve lekelerin
tedavisinde etkili bir etken maddedir. Retinoik asit ¢ok kararsizdir ve 6zellikle 1s18a ve
1siya karsit zayif oldugundan ayrismasi kolay bir dezavantaja sahiptir. Ek olarak,
retinoidler giiclii cilt tahrisine sahiptir ve retinoidlerin tek basina perkiitandz olarak
uygulanmast zordur. Retinoidlerin ayrigmasin1 ve cilt tahrigini hafifletmek igin,
transdermal uygulama sirasinda bunlarin  mikroyapilar iginde sinirlandirilmasi

onerilmistir [5].
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Sekil 1.2. Retinoik asit’in kimyasal yapisi.

Bu tez caligmasinda mikroignelerin tiretiminde jelatin ve PV A kullanilmasi planlanmuistir.
Jelatin, kontrollii hidroliz yoluyla kolajenlerden elde edilen dogal bir biyopolimerdir
(Sekil 1.3). Jelatin, mikemmel biyouyumluluk, esneklik, yapiskanlik, hiicre
proliferasyonuna etkisi, gelistirilmis mekanik, fiziksel/kimyasal dzelliklere sahip olmasi
nedeniyle yaygin olarak biyomalzeme alaninda kullanilan dogal bir polimerdir [10].
Genel olarak iki tip jelatin vardir: Tip A ve Tip B. Jelatin Tip A, kollajenlerden asidik 6n
islemle ekstrakte edilir ve islenir, oysa Tip B jelatin, alkali 6n islemle elde edilir. Alkali
On islem , glutamin ve asparajin kalintilarin1 glutamik ve aspartik asite doniistiiriir, bu da
Tip B jelatin i¢in A Tipi jelatinden daha yiiksek karboksilik asit i¢erigine yol agar [11,
12]. Nispeten diisiik maliyetle ticari olarak temin edilebilmesi ve diisiik immiinojenitesi
nedeniyle jelatin yaygin olarak kullanilmaktadir. Jelatin, ilag dagitiminda tasiyici, yara
lyilesmesinde pansuman, damar protezlerinde sizdirmazlik maddesi gibi farmasétik ve
tibbi alanlarda kullanilmaktadir. Jelatinin diger polimerlerle karistirilmasi yaklasimi
arastirmacilar tarafindan siklikla benimsenmistir. Bu, sentetik ve dogal polimerlerin
eksikliklerinin dstesinden gelmek i¢in uygulanabilir bir yaklagimdir [13]. Jelatin
hidrojeller genellikle ii¢ boyutlu agi icerisinde kayda deger miktarda suyu hapsedebilir
[14].

Sekil 1.3. Jelatin’in kimyasal yapisi.



Poli(vinil alkol) (PVA) ise yiiksek diizeyde biyouyumlu olmasi, toksik ve kanserojen
olmamasi, milkkemmel ve kolay film olusturma oOzelliklerine sahip olmasi, suda iyi
¢Oziinmesi, biyolojik olarak pargalanabilir olmasi nedeniyle biyomedikal uygulamalarda
yaygin olarak kullanilan bir polimerdir. Yiiksek kristal yapist nedeniyle iyi mekanik
Ozelliklere sahiptir ve bu da onu polimerik mikroignelerin gelistirilmesinde yaygin olarak
kullanilmasini saglar. PVA elverisli ve uyumlu 6zelliklerden dolay1 bir¢ok sentetik ve
dogal polimerlerle harmanlanmistir. Harmanlanmis malzemeler, dogal veya sentetik
polimerler, her bir malzemenin arzu edilen 6zelliklerini kendi bagina bir araya getirirken,
harmanlanmis polimer malzemeler, elde edilen polimerik malzemelerin mekanik ve
fizikokimyasal 6zelliklerini gelistirmek i¢in PVA ile karistirtlir [15]. Bu polimerlerden
bir tanesi de biyomedikal uygulamalarda kullanilan jelatindir. PVA ve jelatin
kombinasyonu tezde yapilmasi planlanan hidrojel mikroigneler olusturmak icin
kullanilan malzemeler arasindadir. Yapilan bir ¢alismada, Jel/PVA'nin i¢ ige gegen
hidrojellerinin  biyomedikal uygulamalarda kullanimi i¢in tim gereksinimleri

karsiladigin1 gostermektedir [9].

HO |,

Sekil 1.4. PVA’nin kimyasal yapisi.

Bu bilimsel bilgiler 151g1nda akne tedavisinde kullanilmak {izere hem bakteriyostatik hem
de komedolitik aktivite gosteren mikroigneli yamalarin {iretimi ve 6zellikleri kullanim

potansiyellerine yonelik olarak degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Mikroigneler

Mikroigneler (MN), ¢esitli organ ve dokularda mikron Ol¢eginde delikler olusturan
gelismis transdermal ilag iletimine izin veren minimal invaziv cihazlardir. Mikroigne
teknolojisi, terapdtik, kozmetik ve teshis agisindan umut vericidir [16]. Mikroskobik
igneler tipik olarak kiigiik bir yama {izerinde olusturulur. Mikroignelerin kullanimi i¢in
genellikle rulo, yama, aplikator kullanmak yaygindir [17].

Mikroigneler, ciltteki sinir uglartyla temas etmediginden minimum doku hasari
gerceklesir. Mikroigneler yoluyla uygulanan ilaclarin karaciger gibi hayati insan
organlarini atlamasi nedeniyle bir MN'nin transdermal ila¢ iletimi i¢in en iyi yollardan
biri oldugu disiiniilmektedir [18]. Ayrica, agrisiz bir deneyim saglayarak intravendz
enjeksiyonla iligkili agriy1 ortadan kaldirir [19]. Sonug olarak, igne fobisi (tripanofobi)
olan kisiler i¢in en iyi secenek olarak kabul edilir. Mikroigneli transdermal ilag verme
uygulamasi, egitimli personel gerektirmez, bu nedenle kullanim kolaylig: saglar [20].
Ayrica bu, enfeksiyonun viicuda bulagma riskini azaltir [21].

Stratum korneum, herhangi bir terapotik ajanin molekiillerinin deriden gecerek epidermis
veya dermis tabakasina ulagmasini 6nlemek igin bir bariyer gorevi goriir [22]. Mikroigne,
stratum korneum bariyerini atlama ve ilact herhangi bir agriya neden olmadan epidermise
veya ist dermis tabakasina verme yetenegine sahiptir [23]. Ayrica, MN dizisi, stratum
korneum'a niifuz edecek kadar uzun ve dermise zarar gelmesini onleyecek veya sinir
uglarma ulagacak kadar kisadir ve boylece agrisizdir [24].

Insan derisine manuel olarak veya mekanik bir yerlestirme sistemi ile yerlestirilebilir
[25]. Yerlestirme sirasinda MN'ler burkulma ve biikiilme nedeniyle basarisiz olabilir.
Mikroigne burkulmasi, uygulanan yiik kritik burkulma yiikiinden fazla oldugunda
gerceklesir [26].

Ilag iletiminde, asilarin ve diger biyolojik tiirlerin lokalize veya sistemik uygulamasinda
ve deriden biyolojik numuneleri ¢ikarmak kullanilabilir [27]. Bu sistemler, COVID-19
astlarinin dagitimi igin platformlar olarak incelenmistir [28, 29].

Ozetle, daha iyi hasta uyumu, artan ilag biyoyararlanimi, kolay uygulanabilirlik, minimal
invazivlik ve kendi kendine asilama potansiyeli 6zellikleriyle agrisiz bir ilag iletim
yontemidir [30, 31]. Mikroignelerin kullanimi biyolojik olarak tehlikeli keskin alet

atiklarinin, igne batmasi yaralanmalarinin, igne fobisi olan hastalarin kaygilarinin



olugmasint Onler. Hipodermik ignelere kiyasla mikrobiyal penetrasyonu ve

kontaminasyonu 6nemli 6l¢iide azaltir [32].

A) Mikroigneler B) Mikroigne Dizisi

C) Mikroigne Geometrileri

\ARA

D) Mikroigne Boyutlari

Sekil 2.1. A) Mikroigneler, B) Mikroigne dizisi, C) Mikroigne geometrileri, D)Mikroigne
boyutlar (a = Igne yiiksekligi, b = igne taban genisligi, ¢ = igneler aras1 uzaklik).



Mikroigneler, uygulamalara bagli olarak genellikle 50 - 2000 pum uzunlugunda, 20 - 250
um genisliginde, uglarinin ¢apt 1 - 100 um ve baz genisligi 25 - 500 pm arasinda
degisebilir [32]. Kiig¢iik u¢ yarigapina, agisina ve yiiksek en boy oranina sahip
mikroigneler, kirtlma riskini ve doku penetrasyon hedefini dengelemek i¢in idealdir [33].
Mikroignelerin temel amaci, deriye veya herhangi bir biyolojik dokuya kirilmadan veya
biikkiilmeden niifuz etmektir. Mikroignelerin kirilma  kuvvetlerini  ve deriye
yerlestirilmesini etkileyen ana faktorler sunlardir: malzeme tiirti, igne yiiksekligi, ug
yarigapl, taban capi, igne geometrisi, igne kalinhigi ve igne yogunlugu [34]. Igne
uzunlugu, u¢ capt ve taban genisligi/cap1 dahil olmak {lizere mikroignelerin kontrol
edilebilir boyutlari, ignelerin hedeflenen konuma (penetrasyon derinligi) ulasip
ulagsamayacagini belirlediklerinden doku penetrasyonu i¢in ¢ok énemli parametrelerdir.
Daha genis, daha uzun ve daha yogun bir sekilde paketlenmis mikroignelerin daha etkili
cilt gegirgenligine yol agtif1 sonucuna varmistir. Ignenin en boy orami, yerlestirme
kolayligim1 ve mekanik biitiinligt etkiler. Daha yiiksek en boy oranli ignelerin
yerlestirilmesi daha kolayken, daha diisiik en boy oranli igneler mekanik olarak daha
gliclii igneler saglar [34]. Deri kalinliginin farkli etnik kokenlere, cilt tiplerine, yas
gruplarina, cinsiyetlere, anatomik bolgelere, yasam tarzlaria ve viicut kitle indekslerine
gore degistigini dikkate almak gerekir [35]. Igne tabani geometrisi de penetrasyon
derinligini 6nemli Olciide etkiler (Sekil 2.1.C). Ornegin, iiggen ve kare tabanli
mikroigneler, sabit mikroigne uzunlugu ve araliginda altigen tabanli mikroignelerden
daha fazla penetrasyon derinligine sahiptir [36]. igne taban1 geometrisinin mikroignelerin
mekanik mukavemeti tizerindeki etkisi, ayn1 polimer malzemelerden yapilmis konik ve
piramidal mikroigneler karsilastirilarak arastirilmistir. Test sirasinda, piramidal
mikroignelerin konik mikroignelere gére daha giiclii bir mekanik kuvvete sahip oldugu

gosterilmistir [37].

Derinin yapis1 epidermis, dermis ve hipodermisten olusur. Derinin en dis tabakasi olan
stratum Korneum epidermiste yer alir. Bu katmanlarin mekanik 6zelliklerinin anlagilmasi,

mikroigne teknolojilerinin gelistirilmesinde zorunludur.



Stratum corneum
Viable epidermis
—— Dermis

Sekil 2.2. Memeli derisinin histolojik yapis1 [23].

Derinin en dis tabakasi olan stratum korneum tabakasinin kalinligi yaklasik 10-20 pm'dir
[38]. Stratum Kkorneum'un altinda epidermis bulunur ve epidermis yaklasik 100-150
um'dir ve kan damarlarindan yoksundur [39]. Hedeflenen molekiil stratum korneum ve
epidermise niifuz ettikten sonra dermiste sistemik absorpsiyon meydana gelir. Dermis
tabakasi genellikle 3-5 mm kalinligindadir ve kan kilcal damarlari, lenfatik aglar, sinir
uglart ve ter bezleri igerir [40]. Mikroignelerin penetrasyon derinligi, terapotiklerin
derinin epidermise ve dermis tabakasina iletilmesi i¢in sirasiyla 20 um ve 150 um 'den
uzun olmalidir. Sinir uclart derinin derin dermisinde dagildigr i¢in daha uzun olan
mikroignelerin, agr1 reseptorlerini aktive etme olasilifi daha yiiksektir. Mikroigne
uzunlugu ile agr1 arasindaki iligkiyi arastiran bir ¢alisma, mikroigne uzunlugunu 480
um’den 1450 um'ye ¢ikarmanin agrida yedi kattan fazla artisa yol agtigini bulmustur [41].
Ote yandan, mikroigne uzunlugundaki artis, difiizyon yolunun uzunlugunu azaltacak ve
ilacin dermal mikrosirkiilasyon tarafindan alimin1 artiracaktir. Yapilan bir ¢alismada, 300
mikron igneler, cilt bariyerinin elastik deformasyonunun iistesinden gelemeyip insan
derisi yeterince delinememistir [42]. Sonug olarak, igne boyu etkisiz olacak kadar kisa ya
da dermisin daha derin katmanlarindaki sinir uglarina temas ederek agriya neden olacak

kadar uzun olmamalidir.

2.2. Mikroigne Uretiminde Kullanilan Malzemeler

Mikroignelerin iiretimi i¢in metalden polimerlere kadar ¢ok cesitli malzemeler kullanilir.
Mikroignelerin gelistirilmesinde kullanilan malzemelerin biyouyumluluk, maliyet,

kullanici dostu, kolay temin edilebilirlik, yiiksek ¢ekme mukavemeti, asindirici olmayan,



iyi mekanik mukavemet gibi 6zellikleri karsilamasi gerekmektedir [43]. Bu o6zellikler

mikroignelerin kabul edilebilirligini ve kullanighiligini artiracaktir.

2.2.1. Silikon

Silikon, ¢esitli Ozellikleriyle mikroyapilarin ve mikro elektromekanik sistemlerin
(MEMS) iiretiminde ¢ok yararli oldugu bilinmektedir [34]. En biiyiikk avantaji,
esnekliginden dolay1 sekillendirilmesinin kolay olmasidir. Bu 6zellige sahip olmasi da
cesitli istenilen sekil ve boyutlardaki mikro yapilarin kolayca iiretilebilecegi anlamina
gelir [44]. Silikon alt tabakalar i¢in var olan iiretim yontemleri belirlidir ve maliyetleri
azaltan toplu iiretim yetenegine sahiptir.

Silikon mikroignelerin mekanik dayaniklilik gibi 6nemli mekanik o6zellikleri, cildi
basartyla delmesine izin vererek transdermal ilag dagitimini, istenen sekil ve boyutlarin
tiretimini kolaylastirir [45]. Silikonun ana sinirlamalari, yliksek maliyeti, ayrintili imalatt,
uzun imalat siireleri, temiz oda kosullar1 gerektirmesi ve karmasik cok adimli islemesidir.
Silikon mikroignelerin kullanilmasiyla ilgili en biiyiik endise, silikonun kirilgan dogas1
nedeniyle, delme isleminden sonra silikon mikroigne deride kirilabilir ve bu saglikla ilgili

endiselere yol agabilir [46].
2.2.2. Metal

Mikroignelerin tiretiminde kullanilan paslanmaz celik, titanyum gibi metaller zaten
hipodermik igne imalati, tibbi implantlar ve protezler i¢in kullanilmis ve iyi bir
biyouyumluluk ve mekanik dayaniklilik gdstermistir [44]. Iyi biyouyumluluklarma ek
olarak, bu tiir metaller iy1 mekanik 6zelliklere sahiptir. Young modiilii, bir malzemenin
esnekligini Olcer. Modiil degerleri karsilastirilirken metaller, miimkiin olan en yiiksek
silikon Young modulus degeriyle (180 GPa) karsilastirilabilir olarak kabul edilebilir;
ancak metaller, silikona kiyasla daha yiiksek bir kirilma toklugu sergiler. Bu nedenle,
metaller silikona kiyasla MN {iretimi i¢in daha uygun bir malzeme olarak diisiiniilebilir.

Ancak bazi hastalarda lokal alerjik reaksiyonlara neden olabilir [24].

2.2.3. Cam

Cam malzeme, geometrik olarak degisken mikroigneleri kiigiik 6l¢ekte imal etmek i¢in
kullanilir. Silika cam, dogas1 geregi kirillgan olmasina ragmen genellikle mikroignelerin
hazirlanmasi i¢in kullanilir [47]. Ayrica, borosilikat cam daha elastiktir, bu nedenle elle

tiretilebilir. Boylece bu, cam1 mikroigneler igin ticari bir imalat malzemesi olarak kisitlar.



2.2.4. Seramik

Alimina (Al203), mikroignelerin {iretimi ig¢in en popiiler seramik tiridir [48].
Monokristal silisyum ile karsilastirildiginda, aliimina uygun bir mekanik dayanima
sahiptir. Aliimina en kararl1 oksitlerden biri olarak diigiiniilmesine ve bu nedenle olumsuz
cevre kosullarindan veya korozyondan etkilenmemesine ragmen, kirilgan bir malzemedir
[49]. Diger malzemelere kiyasla gerilime kars1 daha diisiik mukavemet direncine sahiptir.
Kirilganligi, kesme kuvvetlerini ortadan kaldiran mikro girinti teknikleri kullanilarak ve
MN'lerin silikon kauguga manuel olarak uygulanmasiyla mekanik performans testlerinde
kanitlanmistir. Aliimina MN'lerin deri ilizerinde manuel olarak uygulanmasi sirasinda
kirtlmalar meydana gelmistir [50]. Zirkonya, MN yerlestirme agisindan daha ¢ekici
olabilen, ancak daha zayif asinma 6zelliklerine sahip olan aliimina ile karsilastirildiginda
daha iyi egilme mukavemeti ve kirilma toklugu degerlerine ve egilme mukavemetine

sahip olan bagka bir seramik tiirtidiir [51].

2.2.5. Polimer

Polimerik malzemeler, mikroigne iiretimi i¢in diger malzemelere ek olarak umut verici
alternatiflerdir. Baz1 polimerler ve polisakkaritler, miikemmel biyouyumluluklari,
biyobozunurluklari, diisiik toksisiteleri, dayanikliliklari/tokluklar1 ve diisiik maliyetleri
nedeniyle giderek daha fazla dikkat ¢ekmektedir [52]. Polimerler, yiiksek
biyouyumluluklari nedeniyle esas olarak ¢oziinen ve hidrojel olusturan MN'lerin imalati
icin kullanilir ve yerlestirmenin ardindan cilt i¢inde kalabilecek potansiyel MN
malzemesiyle ilgili endiseleri azaltir. Genel olarak, polimerler silikon, metaller, seramik
ve camdan daha diisiik mukavemet gosterirken, cam ve seramikten daha iyi tokluk sunar
[34]. Belirli bir klinik uygulamada istenen mekanik 6zellikleri elde etmek igin farkli
polimer karisimlar1 kullanilabilir. Ornegin, bir calismada, cildi hizl1 ve esit bir sekilde
delmek icin delici bir malzeme olarak hyaluronik asit, karboksimetil seliiloz ve aljinat
kullanilmistir. Boylece, altta yatan MN'lerin interstisyel siv1 ile etkilesime girmesine izin
verilmistir [53]. Bu ¢alisma, keskin bir igne ucunun ve genel mekanik giiciin igne girigini
etkileyen en 6nemli iki faktor oldugunu gostermistir.

Coziinebilen/biyobozunur polimerler arasinda sentetik polimer ve polisakkaritlerin dogal
polimerleri, karbonhidratlar, polipeptitler ve protein polimerleri yer alir. Dogal
polimerlerin metabolitleri toksik degildir ve insan viicudundan giivenli bir sekilde elimine

edilebilir. Yaygin olarak kullanilan polisakkaritler veya karbonhidrat polimerleri arasinda
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kitosan, hyaluronik asit (HA), kondroitin stilfat, karboksimetil seliiloz (CMC) ve
hidroksiproil metil seliiloz yer alir. Jelatin, kolajen ve ipek fibroinin polipeptitleri veya
protein polimerleri ile de mikroigneler {iretildigi rapor edilmistir. Dogal polimerlere ek
olarak, poli(vinil alkol) (PVA), poli(etilen glikol) (PEG), poli(vinil pirolidon) (PVP) ve
poli(metil vinil eter-ko-maleik asit) (PMVE/MA)nin sentetik ¢oziinen polimerleri,
poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA) ve poli(laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA)'nin biyolojik olarak pargalanabilen polimerleri arastirilmistir [54].

2.3. Mikroigne Fabrikasyon Yontemleri

Mikroigne tiretimi igin litografi, mikro kaliplama, sicak kabartma, lazer ablasyon ve 3B
baskilama dahil olmak {izere cok sayida yoOntem kullanilabilir. Mikroignelerin
gelistirilmesi  igin mikro kaliplama ve litografi yaygin olarak kullanilsa da
ozellestirilebilirlik, ol¢eklenebilirlik, finansal uygulanabilirlik ve kullanilacak malzeme

ile baglantili ¢esitli sinirlamalarla karakterize edilirler.

2.3.1. Litografi

Litografi, Onceden tasarlanmis maske modellerini belirli radyasyon kaynaklarma
(ultraviyole 151k, X-151n1, elektron 151n1) duyarli olan ve resist ad1 verilen bir filme aktarma
islemidir. Litografi teknigi, geometrik sekillerin ana desenini bir substratin yiizeyine
aktarmak icin kullanilir [55]. Fotolitografi, mikroelektronik alanindaki genis
uygulanabilirligi nedeniyle oncelikle oriintii aktarimi i¢in kullanilir [56]. Tiim uyaranlar
arasinda, fotolitografi en yaygin kullanilan litografidir. Fotolitografi sirasinda, 1518a
duyarli bir polimerler (foto-direng) ultraviyole (UV) 15181 ve X-1s1nina tabi tutulur [57].

Ince bir foto-direng tabakasi, déndiirerek kaplama yaklasimiyla bir silikon levhanin oksit
ylizeyi iizerine kaplanir. Direng kapli tabaka daha sonra bir maske araciligiyla UV
radyasyonuna (150 ve 500 nm) tabi tutulur. Photomask, radyasyona yalnizca belirli bir
diizende izin veren seffaf olmayan bir plakadir. Radyasyona maruz kaldiginda, foto-
direng bozulur ve bir gelistirici i¢inde daha fazla ¢6ziiniir hale gelir. Foto-direng,
tanimlanmis bir foto-diren¢ modeli elde etmek i¢in kopiik giderme yoluyla ayrilir ve son
olarak tabakalar sonradan pisirilir. Litografi, cam, metal, seramik ve plastik gibi ¢esitli
malzemelerden {iriinler yaratma yetenegine sahiptir [58]. Ayni1 zamanda hassas
geometriler ve diizgiin dikey yan duvarlar tiretir [59]. Ancak bu teknik, gelismis bir tesis

(temiz oda) ve uzun iiretim siiresi gerektirir [60].
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2.3.2. Sicak Kabartma

Sicak kabartma yonteminde, iki plaka birbiriyle temas halinde olacak sekilde preslenir ve
polimerin mikro yapilara aktarilabilecegi sicakliga kadar 1sitilir. Isitilan polimer, kaliptaki
oyuklara dolarak igne yapilarini olusturur. Oyuklara dolan igneler sogutularak hazir hale
gelmesi saglanir. Kalip plakasinin tasarim mantig1 ve kalitesi, hazirlanan MN'lerin
kalitesini dogrudan etkiler. Bosluklu kaliplarin ¢ogu esas olarak silikon veya metal

levhalardan imal edilmistir [61].

2.3.3. Mikro Kaliplama

Mikro kaliplama, mikro igne iiretimi i¢in en yaygin kullanilan tekniktir. Mikro kaliplama,
kaliplar kullanilarak bir ana yapinin ¢ogaltilmasini igerir. Bugiine kadar, mikroigne
tiretimi i¢in kaliplarin ¢cogu PDMS'den yapilmistir. Bu malzemenin se¢ilmesinin ana
nedenleri, esnekligi ve ana yapilarin dogru sekilde yeniden fretilebilirligidir. PDMS,
mikro kaliplarin, mikro cihazlarin kopyalarmin imalatinda yaygin olarak kullanilmasini
saglayan benzersiz 6zelliklere sahiptir. Diisiik yiizey enerjisi, uygun termal kararlilik ve
diisiik termal iletkenlik, kimyasal olarak inert, biyolojik ve kimyasal olarak uyumlu,
giivenli ve diisiik maliyetlidir. Geleneksel mikro kaliplama tekniklerinde rahat kullanim
saglar [62, 63].

Mikro kaliplamanin bir¢ok avantaji vardir; basit, ucuz ve yliksek oranda
tekrarlanabilirdir. Ayrica farkli malzemeleri ve kargolar1 ayni kaliba sirayla ekleyerek
kompozit bir mikroigne olusturmak kolaydir. Sonug olarak, kompleks salim kinetikleri
ve fonksiyonlari olan yapilar bu yontemle elde edilebilmektedir. Yine de mikro
kaliplamadaki ana sorunlardan biri kalip doldurma sorunudur. Mikro 6l¢ekte, ylizey
gerilimi kuvveti baskin bir rol oynar ve malzemelerin yer¢ekimi kuvveti altinda kalip
bosluguna dolmasini zorlastirir. Bu nedenle, yiizey geriliminin iistesinden gelmek i¢in
kalip doldurma stratejileri gereklidir. Bu kalip doldurma problemini ¢6zmek icin
arastirmacilar vakum, santrifiijleme gibi yontemler kullanmislardir. Kaliplar1 hazirlamak
icin, farkli malzemeler (6rnegin silikon veya metal) kullanilarak ana yapilar iiretilebilir
ve pozitif ana sablonlar olarak kullanilabilir. Mikro kaliplama, MN iiretimi i¢in polimer
malzeme ile yaygin olarak kullanilir [64].

Mikroigne sablonlari sertlesmemis PDMS’ye daldirilir ve hava kabarciklarini ¢ikarmak
icin vakuma tabi tutulur, ardindan 1sitma ve sertlestirme islemleri yapilir. Sertlesmis

PDMS’den, sablonun ¢ikarilmasiyla disi kalip elde edilir. Mikroigne malzemesinin
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¢ozeltisi PDMS kalibina dokiiliir ve uygun sicaklikta katilastirilir. Belirtilen malzemeye
sahip mikroigneler kaliptan ¢ikarilabilir [24].

! | ‘:\ ‘;\ ‘I Sertlesme
—_—— % \ i .x: 'y ——

PDMS disi kahp

Erkek Kalip PDMS ile birlestirme
Kaliptan -,y
Cikarma Santrifiij/Vakum
-— ——
Mikroigne Kurutma Formiilasyon Sivisinin Dékiimii

Sekil 2.3. Mikrokaliplama yontemi ile mikroigne olusturulmasi [65].

2.3.4. Termal Cizim Litografisi

Erimis polimer, bir taban plakasi lizerine kaplanir ve ¢ekme siitunlariyla temas ettirilir.
Belirli bir siire sonra, yukar1 dogru hareketle plaka ve siitunlarin birbirinden ayrilarak
polimerlerin igne seklindeki yapilara doniismesine neden olur. Ayni1 zamanda, mikroigne

yapilarini iyilestirmek i¢in malzemenin sicakligi kontrollii bir sekilde sogutulur [66].

2.3.5. Lazer Ablasyon

Lazer ablasyon, MN dizileri olusturmak i¢in bir substrattan materyali ortadan kaldirmak
icin odaklanmis bir optik 151k huzmesinin kullanimini igerir. Lazerler, ¢esitli uygulamalar
igin mikro ve nano dlgekten farkli malzemeleri islemek igin kullanilmistir [67, 68].
Lazer ablasyon yontemi, MN'lerin iiretimi i¢in etkili ve hizli bir yontem olarak kabul
edilir. Lazer 1simninin malzeme tabakasindaki yanma noktasina yaklagmasi 10 ila 100
nanosaniye stirer [59]. Lazer herhangi bir metali sekillendirmek i¢in de kullanilabilir. Bu
yontem, MN vyapisinin ve mekanik 06zelliklerin degismesine neden olan kesme
yiizeyindeki termal etkilerle iligkilidir [69]. Bu, MN'lerde ¢atlama veya yorulma direnci
gibi istenmeyen etkilere yol agabilir. Lazer ablasyon yontemi temassiz bir islemdir ve alt
tabakaya diislik 1s1 ylikleri uygular. Bununla birlikte, lazerin maliyeti diger ekipman
tirlerine gore daha yiiksektir [59]. Lazer ablasyon yontemi, biiylik 6l¢ekli imalat igin
uygun degildir [69].
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2.3.6. 3B Baskilama

3B baskilama tekniginde, istenen malzeme katman katman yerlestirilerek bir nesne
olusturulur. Geleneksel fabrikasyon yontemleriyle gerceklestirilemeyen karmasik
pargalar1 programlanabilir bir sekilde isleyerek mikroignelerin tiretim zorlugunu biiyiik
Ol¢iide azaltabilir. 3B baski gibi bilgisayar kontrollii veya otomasyon iiretim teknikleri,
ylksek derecede hassasiyet ve tekrarlanabilirlik ile mikroigne fabrikasyonunda 6nemli

bir rol oynar [70].

2.4. Mikroignelerin Uygulama Alanlar:

Mikroigneler, invazif olmama, birincil segicilik ve hastaliklarda hem terapotik hem de
teshis aract olarak kullaniminin ¢ok yonliiliigii 6zelliklerine sahip bir biyomedikal
ilerlemedir. Influenza asilamas1 [71], diabetes mellitus [72, 73], kanserler [74], néropatik
agr1 [75], yeniden sa¢ ¢ikmasi [76] ve obezite [77, 78] tedavisi gibi ¢ogu arastirmada
ilaglarin transdermal olarak verilmesine odaklanilmistir. Mikroigneler, farkli alanlarda

potansiyeli olup bir¢ok arastirmaci tarafindan ilgi gérmiistiir.

2.4.1. Transdermal Ila¢ Salim Sistemi

Transdermal ilag uygulamasi, oral veya parenteral enjeksiyonlar gibi geleneksel
uygulama yollartyla karsilastirildiginda gesitli avantajlart vardir. Ilaglarm deri yoluyla
verilmesi, mide tahrisi, diisiik biyoyararlanima yol acan karacigerde ilaglari zamanindan
once metabolize eden ilk ge¢is metabolizmasinin ortadan kaldirilmasi ve zayif hasta
uyumu dahil olmak iizere oral ilag verilmesi ile ilgili birgok sorunun tistesinden gelir [79].
Ek olarak, oral ilag uygulamasina kiyasla zaman i¢inde daha iyi salim saglar [80].
Transdermal uygulamanin ayrica agrili olan, tehlikeli tibbi atik olusturan ve o6zellikle
gelismekte olan {ilkelerde ignenin yeniden kullanimiyla hastalik bulagsma riski olusturan
hipodermik enjeksiyonlara gore avantajlar1 vardir. Ek olarak, transdermal sistemler
invaziv degildir ve kendi kendine uygulanabilir. Uzun siire (bir haftaya kadar) salinim
saglayabilirler. Ayrica hasta uyumlulugunu da artirirlar ve sistemler genellikle ucuzdur
[81].

Transdermal terapétik sistemler; erisilebilir, degistirilebilir, kontrol edilebilir ve koma
veya yutma giicliigli vakalar1 gibi oral ila¢ vermenin zor oldugu durumlarda kolay

uygulanabilir seceneklerdir [82]. Hareket hastaligini yonetmek igin birincil endikasyon
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olan skopolamin (Transderm-Scop®), sigaray1 birakmak icin nikotin (Nicoderm®) ve
kronik agr1 i¢in fentanil ilk nesil transdermal ila¢ uygulamasinin 6rnekleridir [83].

Ote yandan, yalnizca diisiik molekiiler agirlikli, diisiik dozlu ve lipofilik ilaglar, iyi bir
terapotik etkinlik ile transdermal ila¢ dagitim sistemlerine gelistirilebilirler [84].
Farmakoterapi acisindan bakildiginda; proteinler, peptitler ve genler, hidrofilik, elektrik
yiiklii veya biiyiik molekiiller oldugundan deriyi terapotik miktarlarda gecemezler [85].
Bu nedenle, trandermal ila¢g dagitim sistemlerinin bariz bir dezavantajidir. Bu nedenle,
stratum korneum tarafindan olusturulan bariyeri asmak igin yillar i¢inde ¢esitli teknikler
kullanilmistir. Stratum corneum bariyerini agmak i¢in elastik lipozomlar, etozomlar gibi
vezikiiller, kimyasal penetrasyon arttiricilar, iyontoforez, sonoforez, mikroigneler,
elektroporasyon ve diger teknikler kullanilmistir [79].

Ik nesil transdermal dagitim sistemleri, pasif difiizyon yoluyla deriden gecen ilaclara
odaklanmustir [86]. Cilt gecirgenligini ve transdermal tasima ig¢in itici gligleri artirarak
kiigiik molekiil iletimi i¢in ek ilerlemeler saglayan ikinci nesil trandermal tasiyict
sistemler, hafif elektrik akimi (iyontoforez), ultrason (sonoforez) ve tek basina pasif
difiizyon yoluyla ciltte terapotik miktarlarda tasinamayan ilag molekiillerinin daha iyi
tasinmast i¢in kullanilmistir [87]. Ugiincii nesil transdermal terapétik sistemler, yiiksek
molekiiler agirlikli ajanlar dahil olmak iizere ilaglarin tasinmasi i¢in mikroskobik igneler
(mikroigneler) kullanir. Bu transdermal dagitim sistemleri, ila¢ molekiillerinin

taginmasini kolaylastiran stratum corneum’u ihlal eder [79].

2.4.2. Hastahklarin Tedavisi

Mikroigne yamalar, genellikle hastalarin kendi kendine uygulamasi i¢in agrisiz, giivenli
ve basit olan hipodermik enjeksiyon icin potansiyel adaylar olarak kabul edilir.

Mikroignelerle hastalik tedavisi gelismekte olan umut verici alanlardan birisidir.

2.4.2.1. Kanser

Cerrahi, kemoterapi ve radyoterapiyi iceren geleneksel kanser tedavi yontemleri, akut
toksisite ve yan etkilerin yani sira tiimoriin tekrarlamasina da yol agabilir. Mikroigne
yamalari ile iligkili minimal invaziv bir kanser tedavisi, avantajli kontrol edilebilirlik,
kolay uygulanabilirlik ve baskin sinerjistik etkinin bir sonucu olarak her zaman genis ilgi
gormektedir [88]. Bu gereksinimleri karsilamak i¢in Dong ve arkadaslari, yiizeysel

tiimorleri sinerjistik olarak tedavi etmek i¢in kemoterapiyi fototermal terapi ile
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birlestirmek iizere kemoterapotik ilag doksorubisin (DOX) ve altin nanokafesler i¢eren
mikroigne dizilerini ¢6zen hyaluronik asit (HA) gelistirmistir [89].
2.4.2.2. Diyabet

Geleneksel diyabet tedavi yontemleri, karmasik ve ¢oklu giinliik enjeksiyon uygulamalari
hastanin tedaviye uyumunu azaltma egilimindedir [90]. Bu zorluklarin iistesinden gelmek
i¢in yapilan bir calismada, glikoza duyarli mikroigne yamalarin, tip 1 diyabet tedavisi i¢in
insiilin ileterek kandaki glikozu etkili bir sekilde diizenledigi gdsterilmistir. Calismada,
oksijen tiiketimi ile birlikte glikoz oksidaz, glikozu glukonik asite doniistiiren gii¢li bir
enzim gorevi gdrmiistiir. Hiperglisemik durum veya hipoksik durum, hyaluronik asit
keseciklerinin kendiliginden ayrismasini takiben insiilin salinmasi eslik edebilir.
Kendiliginden bir araya getirilen yapay keseciklerin kullanildig1 akilli insiilin yamasi,
hizli glikoza duyarli, agrisiz ve giivenli diyabet tedavisi i¢in alternatif bir firsat sunmustur
[91].

2.4.2.3. Obezite

Cay veya kahveden ekstrakte edilen kafeinin, insanliga herhangi bir zararli etkisi
olmaksizin anti-obezite aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir. Dangol ve arkadaslari,
hyaluronik asit (HA) bazli ¢6ziinen mikroigne yiikleme kafeinin, yiiksek yagh diyetle

indiiklenen obez farelerde dnemli kilo kaybina yol agabilecegini bulmustur [92].

2.4.3. Hastalik Teshisi

Hastalik teshisi ve terapdtik etkinlik, saglik kosullarini degerlendirmek ve izlemek icin
viicut stvilarini 6rnekleyen cesitli yerlesik biyoanalizlerle izlenebilir. Mevcut yontemler
agriya neden olmakla birlikte 6zel teknikler, 6zel ekipman ve profesyonel tibbi personel
gerektirir. Ancak mikroigne teknolojisi, agrisiz deneyim ve basit uygulama ile biyoanaliz
¢Ozlimii sunar [93].

I¢i bos mikro igneler, kilcal kuvvet veya vakum kullanarak interstisyel siviy1 geri gekmek
icin cildi epidermise delebilir. Cikarilan interstisyel sivi metabolitleri, kanser,
ateroskleroz, tromboz, kardiyovaskiiler bozukluklar ve diyabet gibi ¢esitli hastaliklar

teshis etmek i¢in kullanilmistir [94].
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2.4.4. Yara lyilesmesi

Junjie Chi ve arkadaslari, antibakteriyel aktiviteye sahip kitosan bazli mikroignelerin
hazirlandigini gostermistir. Yara enfeksiyonunu onleyebilen ve ayn1 zamanda dokunun
yeniden olugmasini uyarabilen bir yama, yara iyilesmesi i¢in inanilmaz derecede
faydalidir. Bu arastirma, yara iyilesmesini hizlandirmak ig¢in akilli yanit veren ilag
dagitimiyla birlestirilmis bir biyokiitle kitosan mikroigne dizisi (CSMNA) yamasini
tanimlamigtir. Biyokiitle CSMNA yamasmin yara iyilesmesi sirasinda enflamatuar
baskilamay1, kollajen birikimini, anjiyogenezi ve doku rejenerasyonunu arttirdigi
bulunmustur. Sonug olarak, bu uyarlanabilir CSMNA yamasi klinik yara iyilesmesinde

etkili olma potansiyeline sahiptir [95].

2.4.5. As1 Uygulamalari

Cozilinebilir MN’ler, as1 verme amagclar1 icin kullanilan yaygin bir MN tiiriidiir.
Coziinebilir MN'ler, tipik olarak asilari uygulamak i¢in kullanilan hipodermik enjeksiyon
ignelerinin yerine kullanilmistir. Diger MN tiplerinden farkli olarak, ¢6ziinebilir MN'ler
biyolojik olarak uyumludur, saglamdir, dlceklenebilirdir ve biyolojik olarak tehlikeli atik
tiretmez [96]. Coziinebilir MN'ler, sitma, difteri [97], grip [98], Hepatit B [99], HIV [100]
ve ¢ocuk felci [101] asilarii dagitmak igin kullanilmistir.

Eriyebilir MN'ler en sik as1 uygulamasi i¢in kullanilsa da, kaplanmis ve i¢i bos MN
dizileri de asilama amagclar1 i¢in basarili bir sekilde kullanilmistir [102, 103].

2.4.6. Cilt Hastaliklarimin Tedavisi

Yara izleri, sedef hastaligi, herpes, akne vulgaris ve alopesi gibi cilt hastaliklar1 goriiniir
semptomlar1 ve yiiksek prevelansi nedeniyle dikkat g¢ekici hale gelmektedir. Oral ve
intravendz yollar1 gibi sistemik uygulama yontemleri sistemik dolasimla iligkili toksik
risklere ve yan etkilere sahiptir. Her ne kadar dogal topikal hedef 6zelligi nedeniyle cesitli
cilt hastaliklarinin tedavisinde transdermal ilag dagitimi yaygin olarak kullanilmis olsa da
kargolarin transdermal penetrasyon kapasitesi genellikle yetersizdir ve bu da terapdtik
etkinligin tehlikeye atilmasina yol acar. Mikroigneler ile olusturulan geri doniistimlii
mikrokanallar yoluyla terapotik ajanlar patolojik bolgeye iletebilmesi dikkat cekicidir
[104]. Mikroigneler ile kozmetik uygulamalar esas olarak iki kisma ayrilir. Bunlardan
biri yarali cildin dogal iyilesmesini desteklemektir. Digeri ise kozmetiklerin ciltten
niifuzunu arttirmaktir. Mikroignenin minimal invaziv iletimi, penetrasyonu arttirmak igin

gegici delikler olusturarak yara onarim mekanizmasini kendiliginden tetiklemistir [105].
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Skar Tedavisi

Skar, farkli travmalarin neden oldugu normal cilt dokusunun morfolojisi, goriiniimii ve
histopatolojik degisiklikleri i¢in kullanilan ortak bir terimdir. Insandaki yara iyilesme
slirecinin kaginilmaz bir tirinidiir ve 6zellikle yanik, siddetli travma sonrasi gibi kalan
yara izleri olmak {izere hastalarda farkli derecelerde fiziksel ve psikolojik etkilere sebep
olur. Akne yara izi, akne iyilesmesinden kaynaklanan bir tiir cilt hasaridir [106]. Akne
skarlarin1 tedavi etmek i¢in deri alt1 insizyon, perforasyon ve mikrodermabrazyon dahil
olmak iizere gesitli teknikler kullanilmistir [107]. Giliniimiizde MN'ler akne izlerinin
tedavisinde alternatif bir strateji olarak ortaya ¢ikmustir. Sharad ve arkadaslari, akne
izlerini tedavi etmek i¢in paslanmaz celik katit MN'leri glikolik asit (GA) peeling ile
birlestirmislerdir. Bu ¢alismaya yaslar1 20-40 arasinda degisen 60 akne skarli hasta dahil
edilmis ve rastgele iki gruba ayrilmistir: bir grup GA peeling ile kombine MN'lerle tedavi
alirken, diger kontrol grubu sadece MN'lerle tedavi edilmistir. Sonuglar, MN'lerin GA
peeling ile kombine tedavisinin akne izlerini Onemli Olclide iyilestirebilecegini

gostermistir [108].

Sedef Hastalig1 Tedavisi

Sedef hastalig1, coklu genetik kusurlar, travma, enfeksiyon ve ila¢ kullanimiyla iliskili
kronik inflamatuar bir cilt hastaligidir. Sedef hastalig1 ortaya ¢iktiginda tipik semptomlar
arasinda kabuklanma, eritem, kasint1 ve kalinlagmus cilt bulunur [109]. Sedef hastaliginin
tedavisinde birinci basamak ilag metotreksattir (MTX), ancak oral veya enjeksiyon
uygulamasiyla iliskili ciddi yan etkiler nedeniyle klinik uygulamasi sinirhidir. Alternatif
olarak yapilan bir ¢calismada, sedef hastaliginin tedavisi icin MTX ytiklii, ¢cdziinen bir MN
sistemi tasarlanmistir. Hazirlama islemi sirasinda her MN yamasi i¢indeki MTX'in
kapsiilleme miktarinin kontrol edilmesiyle dogru bir doz elde edilebilmistir. MTX ytiklii
MN'lerin, kalinlagmis epidermisi olan fare sedef hastaligi modeline basarili bir sekilde
niifuz edebildigi goriilmiistiir. Ek olarak in vivo sonuglar, MTX ytiiklii MN'lerin, oral

MTX'ten daha etkili oldugunu da géstermistir [110].

Alopesi (Sackiran) Tedavisi

Tibbi adiyla alopesi areata yani sagkiran hastalig1 kisinin saginin veya kas, kirpik, sakal
gibi diger bolgelerdeki tiiylerinin kisa siire i¢inde bolgesel olarak aniden dokiilmesi ile

karakterize bir hastaliktir. Alopesi insanlarda yaygin bir hastaliktir ve yas, hastalik,
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hormonlar ve ilaglar gibi ¢esitli faktorlerden kaynaklanir [111]. Alopesili hastalar
psikolojik ve fizyolojik stres, 6zgiiven kaybi gibi durumlara maruz kalacaklardir [112].
Giiniimiizde sa¢ kokli nakli, alopesi tedavisinde etkili bir yontem olarak kabul
edilmektedir. Ancak bu islemlerin pratikte uygulanmasinda, islemin pahali olmasi ve
invazivliginin yiiksek olmasi gibi baz1 sorunlar bulunmaktadir. Son zamanlarda, intrinsik
sa¢ folikiillerinin indiiksiyonu alopesili hastalar i¢in umut verici noninvaziv bir tedavi
saglamistir. Yapilan bir calismada, alopesi tedavisi i¢in molekiiler ajanlardan ve
mezenkimal kok hiicreden (MSC) tiiretilmis eksozomlarla birlikte sag folikiilii kok hiicre
aktivatorlerini yiikleyen ¢ikarilabilir bir MN yamasi tasarlamigslardir. igneler ¢ogunlukla
keratinden yapilmis olup uygulandiktan sonra hyaluronik asit bulunan ¢ikarilabilen baz
olusturulmustur. MN'lerin, sa¢ folikiilii rejenerasyonunu tesvik etmek i¢in kargolar
dogrudan ve siirekli olarak sa¢ folikiilii kok hiicrelerine iletebilmesi umut vericidir.
Boylece, noninvaziv olma ve gelismis cilt penetrasyon verimliligi gibi avantajlar elde
edilmistir. Calismada fare modelindeki in vivo sonuglar, MN sisteminin sag

yenilenmesini destekleyebilecegini gostermistir [76].

Akne Vulgaris Tedavisi

Akne vulgaris, kiiresel niifusun %80'inden fazlasini etkileyen, tekrarlayan bir duruma
sahip kronik cilt hastaligidir. Genellikle hastalarin fizyolojisini ve psikolojisini etkileyen
akne vulgaris; sebum {iiretiminde artis, kil folikiilii kanali tikanmasi, iltihaplanma ve kil
folikiilinde Propionibacterium acnes (P. acnes) kolonizasyonu ile iligkilidir [113]. Oral
retinoik asit sebum salgisini etkili bir sekilde azaltip akne tedavisi iizerinde olumlu bir
etkiye sahip olabilir. Ancak retinoik asidin klinik uygulamas teratojenik yan etkilerinden
dolay1 sinirlidir [114]. Giiniimiizde akne tedavisi ve cilt genglestirme i¢in minimal invazif
cithazlar olarak fraksiyonel radyofrekans mikroigneler (FRM'ler) gelistirilmistir. Bu
cihaz, retinoik asidin yan etkileri olmadan neoelastikizasyon ve neokollajen olusumu
dahil olmak {izere retikiiler dermiste uzun vadeli dermal yeniden yapilanmay1
indiikleyebilir [115]. Yapilan bir ¢caligmada, akne vulgarisli hastalarda FRM cihazinin
terapotik etkinligi degerlendirilmis ve sebum sekresyonu iizerindeki etkisini arastirmak
icin objektif dl¢limler onerilmistir. Bu ¢alismada akne vulgarisli 20 adet hastaya FRM
tedavisi uygulanmistir. Deneysel sonuglar, FRM'nin akne vulgaris hastalarinda sebum
sekresyonu iizerinde bariz bir inhibitdr etkiye sahip oldugunu gostermistir [116].

Anti-akne tedavisinde, transdermal ilag penetrasyonunu ve tedavi verimliligini artirmak

i¢cin Zhang ve arkadaslari, ilag salinimin1 gergeklestirebilen ve yan etkileri azaltabilen bir
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PV A matrisi kullanarak ilag ytiklii reaktif oksijen tiirtine (ROS)'a duyarli bir MN yamasi
hazirlamistir. Akne iginde asir1 iiretilen ROS'a yanit olarak kontrollii ve siirekli bir ilag
salinimi, antibakteriyel etkiyi iyilestirmek ve yan etkileri azaltmak i¢in de 6nemlidir.
Yaygin olarak kullanilan sivilce onleyici kremle karsilastirildiginda MN sistemi,
transdermal ilag penetrasyonunu 6nemli dl¢lide artirabilir. Boylece dermal lezyonlarin
tedavi etkinligini artirabilir. Yapilan in vivo ¢aligma fare istiinde Propionibacterium
acnes kaynakli sivilce modelinde, bu sistemin ayni1 zamanda cilt sismesini etkili bir
sekilde azaltabildigini ve bakteri liremesini engelleyebildigini gosterdi [117].

Benzer bir baska calismada Zhang ve arkadaslari, P. acnes enfeksiyonu tedavisi i¢in
salisilik asit igeren aktif farmasdtik igerikli poli(iyonik sivi) (API-PIL) bazli MN
yamasini (SA-PIL-MN) gelistirmislerdir. Calismalar, yliksek mekanik mukavemete sahip
MN'lerin ciltte mikrokanallar olusturabildigini ve bdylece antibakteriyel etkiler
olusturmak i¢in salisilik asidi cilde etkili bir sekilde enjekte edilebilecegini gostermistir.
Ek olarak, bir fare anti-enfeksiyon modelinde serbest SA veya PIL-MN ile
karsilastirildiginda SA-PIL-MN sistemi, fare kulaginin sismesini etkili bir sekilde ortadan
kaldirmigtir ve P. acnes'in biiylimesini engellemistir. Es zamanli olarak SA-PIL-MN,
inflamatuar faktorlerin salgilanmasini baskilamak i¢in inflamatuar hiicrelerin sayisin1 da

etkili bir sekilde azaltabilecektir [118].

2.5. Mikroignelerde fla¢ Salim Stratejileri

Mikroigne ilag salim stratejileri kati, etken madde kapli, ¢oziinen, i¢i bos ve hidrojel

mikroigneler olmak tizere 5 tiirde incelenmistir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.4. Mikroigne ilag salim strateji ¢esitleri [79].

2.5.1. Kat1 (Solid) Mikroigneler

Kat1 mikroigneler ile deri lizerinde gegici olarak gézenekler olusturulduktan sonra, ilag
tasiyict sistem tarafindan uygulanir. Olusturulan gozeneklerden ilag molekiillerinin
diflizyonu saglanir. Kati mikroigne tliretmek i¢in kullanilan malzemeler tipik olarak
silikon, titanyum ve paslanmaz ¢eliklerdir [119]. Kati MN'lerin avantaji, MN'ler
uzaklastirildiktan sonra, MN'lerin olusturdugu kanallarin kapanmasi nedeniyle toksik
maddeler veya enfeksiyondan kaginilabilmesidir [120]. Bununla birlikte, delme
isleminden sonra tedavinin hizl bir sekilde uygulanmasini gerektirir. Insan derisinin kati
MN'lerle muamelesi biyouyumluluk sorunu olusturabilir ve kirilmig katt MN yamalari
cilde zarar vererek enfeksiyon riskinin artmasina sebep olabilir [121]. Bu yaklasimin
temel kisitlilig, hastalar i¢in iki agamali bir uygulama siirecinin gerekliliginden kaynakli

pratik bir segenek olmamasidir [31].
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2.5.2. Etken Madde Kaph (Coated) Mikroigneler

Etken madde kapli kat1 mikroigneler, cilde uygulanmadan 6nce kati mikroignelerin etken
madde iceren ¢dzelti formiilasyonuna batirilarak yiizeyleri etken madde molekiilleri ile
kaplanmasiyla olugur. Kaplanmis mikroigneler, asilar, proteinler, peptitler ve DNA gibi
ozellikle yiiksek molekiiler agirlikli makromolekiillerin deriye hizli bir sekilde deriye
verilmesi i¢in kullanilmistir [22]. Bu tiir mikroigneler, basit bir tek adimli uygulama
stirecine izin verir. Ancak ana sinirlamalari, mikroigne yapilarinin sonlu yiizey alani
tizerine kaplanabilen sinirli miktarda ila¢ uygulanabilmesi ve kaplanmis MN
yerlestirilmesinden sonra olusan biyolojik olarak tehlikeli atigin dikkatli bir sekilde

atilmasini gerektirmesidir [122].

2.5.3. Coziinen (Dissolving) Mikroigneler

Cozlinen mikroigneler, genellikle biyouyumlu bir polimer veya seker olan ¢oziiniir
matrislerin mikro kaliplanmasiyla yapilirlar [123]. Dizinin cilt yerlestirilmesini, cilt
interstisyel s1vis1 ile temas iizerine mikroignelerin uglarinin ¢oziinmesi takip eder. Ilag
salimi zamanla serbest birakilir. Ilacin salim kinetigi, bilesen polimerlerin ¢dziinme
hizina baghidir. Bu nedenle kontrollii ila¢ dagitimi, mikroigne dizisinin polimerik bilesimi
ayarlanarak veya mikroigne fabrikasyon isleminin modifikasyonu ile elde edilebilir.
Coziinen mikroigneler ¢ok sayida avantaj sunar. Kati veya kaplanmigs MN'lerle
karsilagtirildiginda, ¢oziinen MN'ler daha yiiksek ilag yliklemelerine sahiptir. En biiyiik
avantajlarindan biri de tek asamali uygulama sonrasi ¢oziinerek etken maddeyi de salmasi
ve geride tibbi atik birakmamasidir. Boylece, kullanimdan sonra ¢oziindiikleri i¢in
cthazin tekrar kullanilmasina izin verilmez, bu da hastalar ve saglik ¢alisanlar1 arasinda
enfeksiyon bulagma riskini ve keskin uclu atiklarin giivenli bir sekilde imha edilmesiyle
ilgili sorunlar1 ortadan kaldirir [124]. Coziinen mikroignelerin iiretiminde genellikle
mikro kalip yontemi kullanilmaktadir. Bu tip mikroigne dizisini liretmek i¢in poli(vinil
alkol) (PVA), poli(vinilpirolidon) (PVP), dekstran, karboksimetil seliiloz (CMC),
kondroitin siilfat ve seker dahil olmak tizere ¢esitli materyaller kullanilmistir. Buna gore,
uygun polimer secilerek salim muhtemelen aylarca siirdiiriilebilir. Ote yandan, ¢oziinen
MN’lerin uzun siireli kullantminin deride polimer birikmesiyle olusabilecek giivenlik

sorunlarina yol agabilir [125].
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2.5.4. ici Bos (Hollow) Mikroigneler

I¢i bos mikroigneler, cilde sokulan i¢i bos igneler yoluyla bir sivi formiilasyonunun
enjeksiyonu ile belirli bir ilacin deriye verilmesine olanak tanir. i¢i bos mikroigneler ile
cozelti tipi formiilasyonlar uygulanabilmekle birlikte genellikle viicuttan kan gibi
biyolojik 6rnek toplamak icin de kullanilabilmektedirler. Bu tiir sistemler, kat1, kaplanmis
ve ¢oziinen mikroignelere kiyasla muhtemelen daha biiyiik miktarlarda ilag maddesi
verme yetenegine sahiptir. I¢i bos mikroigneler, silikon, metal, cam, polimer ve seramik
dahil olmak iizere cesitli malzemelerden yapilabilir [126]. I¢i bos mikroignelerin ana
sinirlamalari, cilde yerlestirilmesi sirasinda igne agikliklarinin doku ile tikanma
potansiyeli ve yerlestirme sirasinda mikroigne uglarinin etrafinda sikisan yogun dermal

doku nedeniyle akis direncidir [127].

2.5.5. Hidrojel Mikroigneler

Hidrojel olusturan matrislerden hazirlanan mikroigne dizileri, kimyasal veya fiziksel
olarak capraz baglanan polimerik mikroignelerden iiretilir. Mikroigne dizisinin cilde
uygulanmasindan sonra, sokulan igne uglar1 dokudan interstisyel siviy1 hizla alir ve
boylece ilacin sismis mikroprojeksiyonlar yoluyla yamadan difiizyonunu indiikler [128].
Hidrojel olusturan mikroigneler, ilaglari imalat sirasinda polimerik yapiya dahil edilerek
veya ilaglar1 ayr1 bir rezervuara yiikleyip hidrojel mikroignelerin {istiine konumlandirarak
ilaclarin transdermal iletimi i¢in de kullanilabilir. Bu nedenle, igne veya igne yiizeyine
yiiklenebilen ila¢ miktar1 ile sinirli degildir, bu da cilde niifuz edebilen ila¢ miktarim
onemli Ol¢iide artirir [129].

Hidrojel mikroigneler, geleneksel MN'lerin bazi sinirlamalarinin da iistesinden gelir.
Ornegin, hidrojel mikroigneler daha yiiksek bir ilag yiikleme kapasitesine ve ayarlanabilir
bir ilag salim hizina sahiptir. Bu faktorler genellikle dogrudan MN'lerin geleneksel

formlarinda kolayca kontrol edilemeyen polimer ¢apraz baglanma oranina baglidir [130].

2.6. Ticari Uriinlerde Mikroigneler

Saglik personeli tarafindan hastalar {izerinde tibbi amaglarla kullanilmak iizere veya daha
yaygin olarak insanlarin kozmetik uygulamalar i¢in kendi baslarina kullanmak {izere
mikroigne teknolojisine dayali bir dizi {irlin piyasaya siirlilmistiir. Kozmetik pazarinin
genislemesi ile birlikte mikroigneli tirlinlerin artmasina da sebep olmustur. Mikroigneler,

bircok yerde satisa sunulmakta ve aktif sekilde kullanilmaktadir. Birgok kullanici, ¢aplari
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0.5 ila 2.5 mm arasinda degisen mikro ince igneler igeren bir silindir cihazi, kalem
seklinde otomatik bir mikro igneleme cihazi veya mikroigne yamalar1 kullanir (Sekil 2.6).
Igneler ciltte mikroskobik delikler olusturdugunda, viicudun hiicre déniisiimiinii
destekleyen, kolajen lretimini artiran ve gelecekteki akne olusumlarini azaltmaya
yardimct olan dogal yara iyilesme siirecini tetikler. Mikroigneleme islemiyle olusan

delikler, uygulanan tedavinin cildin daha derin katmanlarina ulagmasini saglar.

A) B)

C)

Sekil 2.5. Mikroigneleme cihazlar1; A) Dermaroller, B) Dermastamp®, C) Dermapen®
[34, 131, 132].

Manuel olarak uygulanan yani elle yavas yerletirme yapilan mikroigneler cilde diisiik
hizda yama yapar. Bu sekilde uygulama, elastik cilt nedeniyle diisiik penetrasyon etkisine
neden olabilir. Bu smirlamanin {stesinden gelmek icin, derinin anlik sertligini

lyilestirmek ve boylece tam niifuz etme verimliligini elde etmek i¢in yiiksek hizli bir
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aplikator ile de uygulama yapilabilir. Bu da mikroigneli yamanin maliyetini arttirmak i¢in
kagimilmazdir [133].

Mikroigneli yamalar, temel olarak akne gibi belirli cilt sorunlarini hedefleyen aktif
bilesenleri uygulamak ya da etkinligini artirmak i¢in kullanilir. Salisilik asit, hyaluronik
asit, niasinamid gibi farkli aktif bilesenler iceren erken evre aknelerin boyutunu ve

siddetini azaltmak iizere mikroigne yamalari satisa sunulmustur.

m | %\&

Sekil 2.6. Piyasadaki akne ve akne izlerine yonelik etken madde igeren mikroigne

yamalart.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Jelatin/Poli(vinil alkol) Mikroignelerin Uretimi

Dortgen piramit geometriye sahip ve 0.8x0.8 cm? bir taban tizerinde 10x10 diziliminde
siralanan mikroigneler; poli(dimetilsiloksan) (PDMS) kaliplar (Micropoint Tecnologies
Pte Ltd, Singapur) kullanilarak tiretilmistir (Sekil 3.1). Mikroigne tiretimi igin %20 jelatin
(w/w) (A Tipi jelatin, 300 Bloom, Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD) ve %20 (w/w)
poli(vinil alkol) (Mw=30.000-70.000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) ¢o6zeltileri
deiyonize su i¢inde hazirlanmis ve 1:1 oraninda karistirilarak 30 dakika boyunca 50 °C’de
manyetik karistirict ile homojen bir ¢ozelti (Jel/PVA) elde edilmistir. Daha sonra Jel/PVA
¢ozeltisinden 200 pL alinarak PDMS kaliplara dokiilmiis ve 3000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmistir. Mikroignelerin liretim semasi Sekil 3.2°de sunulmustur. Kaliplar 37
°C’de 48 saat kurutulduktan sonra MN’ler kaliptan ¢ikarilmis ve 151k mikroskobu ile
incelenmistir. Daha sonra mikroignelerin stabilitelerini artirmak i¢in 1 saat %25
glutareldehit buharina maruz birakilmis ve kurutulmustur. Bu mikroigneler MN olarak

isimlendirilmistir.

Sekil 3.1. Uretilen mikroignelerin dlgiileri; A) Yiikseklik: 800 um, B) Taban genisligi:
200 um, C) Merkez-merkez uzakligi: 500 um.

Tetrasiklin (TCH) igeren mikroigneler ise giinliik topikal uygulama dozu gbéz oniinde

bulundurularak %3 ve yiiksek dozu %15 (w/w) etken madde icerecek sekilde
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hazirlanmistir. Bu amagla %3 ve %15 belirli oranda TCH, %20 jelatin (w/w) ¢0zeltisine

eklenerek 15 dakika karistirilmis ve yukarida verilen genel yontem izlenmistir.

%20 (w/v) PVA cozeltisi

S T, \h'@. -

- -

%20 (w/v) Jelatin ¢ozeltisi 1:1 PVA/Jelatin ¢ozeltis 3000 rpm 10 dak. santrifdj

48 saat sonra )
i
w ‘
.

Sekil 3.2. Mikroigne iiretim metodunun sematik gosterimi.

Retinoik asit (RA) igeren mikroigneler ise benzer sekilde giinliik doz (%0.05 w/w) ve
yiiksek doz (%0.25 w/w) etken madde igerecek sekilde hazirlanmistir. Bu amagla, 100
uL ethanol iginde ¢ozdiiriilen RA %20 jelatin (w/w) ¢ozeltisine eklenerek 15 dakika
karistirilmis ve yukarida verilen genel yontem izlenmistir. Hazirlanan mikroignelerin

kompozisyonlar:1 ve adlandirmalar1 Tablo 1°de sunulmustur.

Tablo 1. Uretilen mikroignelerin kompozisyonu.

. .. RETINOIK
JELATIN PVA JEL/ TETRASIKLIN .
MN GRUPLARI ASIT (RA)
%w/w %w/w | PVA (TCH) %w/w
%ow/w

MN 20 20 1/1 - -
MN-TCH1 20 20 1/1 3
MN-TCH2 20 20 1/1 15 -
MN-RA1 20 20 1/1 - 0.05
MN-RA2 20 20 1/1 - 0.25
MN-TCH1/RA1 20 20 1/1 3 0.05
MN-TCH2/RA2 20 20 1/1 15 0.25
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3.2. Mikroignelerin Karakterizasyonu
3.2.1. Mikroignelerin Mikroskopik Gériintiilerinin Incelenmesi

Uretilen mikroignelerin goriintiileri 151k mikroskobu (Leica DM4000 B) ve Taramali
Elektron Mikroskobu (SEM, GAIA3+Oxford XMax 150 EDS) ile incelenerek

morfolojileri ve igne boyutlar analiz edilmistir.

3.2.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Etken maddelerin ve hazirlanan mikroignelerin kimyasal yapilar1 Fourier Doniistimli
Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR, Thermo Scientific/Nicolet iS50, ABD) ile 4500 - 550

cm? dalga boyu araliginda incelenmistir.

3.2.3. Diferansiyel Taramal Kalorimetri

Mikroignelerin termal 6zellikleri (camsi gegis sicakliklari (Tg) ve erime sicakliklari (Tm)
Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC, Perkin Elmer DSC-8000) ile azot atmosferi
altinda incelenmistir. Analizler 25 °C - 300 °C sicaklik araliginda ve 10 °C/dakika 1sitma

hiz1 ile gerceklestirilmistir.
3.2.4. Termogravimetrik Analiz

Mikroignelerin termal stabiliteleri ve bozunma davranislar1 termogravimetrik analizor
(TGA, Perkin Elmer Pyris, ABD) ile incelenmistir. Analizler 25 °C - 500 °C sicaklik

araliginda 10 °C/dakika 1sitma hiz1 ile azot atmosferinde ger¢eklestirilmistir.

3.2.5. Mikroignelerin Hidrolitik Bozunma Davramslarinin incelenmesi

Mikroignelerin % hidrolitik bozunmasi BCA analizi ile jelatinin bozunmasi tizerinden
tespit edilmistir. Bu amagla agirliklar1 6lgiilen mikroigneler su banyosunda 37 °C'de 2.5
mL fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH = 7.4) icerisinde inkiibe edilmis ve 1., 3., 6., 9., 12.
ve 24. saatlerde drnekler alinmistir (n=3). Orneklerin iizerinden 250 pL siv1 cekilerek
yerine 250 puL taze PBS eklenmistir. Sonraki giinlerde her 24 saatte bir 6rnek toplanmustir.
Daha sonra BCA kiti (Takara, Japonya) kullanilarak protein miktar tayini yapilmistir.
BCA Kkiti iireticinin direktifleri takip edilerek kullanilmustir. Ozetle, ilk olarak 2 — 0
mg/mL konsantrasyon araliginda Bovine Serum Albumin (BSA, Takara, Japonya) igceren
standart sollisyonlar hazirlanmistir. 96 gozlii kiiltiir kabinin her gdziine 25 pL standart
sollisyonlart ve Orneklerden konulmustur. Daha sonra her goze bilesiminde kitin

bilesenleri kullanilarak hazirlanan ¢alisma soliisyonundan (Reagent A: Reagent B; 100:1)
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eklenerek 30 dak. 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra spektrofotometrede
562 nm Sl¢lim yapilarak hem standart soliisyonlarin hem de 6rnek gruplarinin absorbans
degerleri Ol¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak belirli zamanlarda
toplanan 6rneklerden toplam protein miktarlar1 (W1) hesaplanarak baslangi¢ miktar1 (Wo)

ile oranlanmis ve yiizde bozunma orani hesaplanmuistir.

W
% Bozunma = W_l x 100
0

3.2.6. Mikroignelerde Penetrasyon Analizi

Mikroignelerin mekanik karakterizasyonu igin literatiirde siklikla kullanilan Parafilm M®
testi kullanilarak mikroignelerin penetrasyonlari incelenmistir. Sert bir yiizey {izerine 10
katman Parafilm M® yerlestirildikten sonra MN gruplarinin igneleri Parafilm M® ile
birbirine degecek sekilde konumlandirilmistir. Yerlestirilen mikroignelerin {izerine
yaklasik 1 dakika boyunca 5 kg agirlik uygulanmistir. Daha sonra mikroigneler Parafilm
M® iizerinden ¢ikarilarak 131tk mikroskobu altinda mikroigne deformasyonlart
incelenmistir. Ayrica her Parafilm M® katmani birbirinden ayrilarak katmanlardaki delik

olusumlari tespit edilmistir.

3.3. Hiicre Canlihig1 Analizi

Mikroignelerin toksik etki gosterip gostermediklerinin aragstirilmasi amaciyla fare
fibroblast hiicreleri (L-929) kullanilarak hiicre canliligi indirekt MTT analizi ile test
edilmistir [134]. L-929 hiicreleri laboratuvarimiz hiicre stogunda bulunmakta olup
kiiltiirleri rutin olarak laboratuvarimizda kullamilan yéntem ile yapilmistir. Ozetle
hiicreler s1v1 azot tankindan ¢ikarilarak ¢ozdiiriilmiis ve kiiltiirleri bilesiminde %10 Fetal
Si1gir Serumu (FBS, Sigma-Aldrich, ABD), 4 mM L-glutamin (Cegrogen, Almanya), 100
IU/mL penisilin/streptomisin (Cegrogen, Almanya) bulunan yiiksek seker igerigine sahip
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Cegrogen, Almanya) kullanilarak
yapilmustir. Hiicre kiiltlirii kabinin yiizeyini %90 oraninda kapladigi goriilen hiicreler
tripsinizasyon iglemi ile kaldirilip sayilmis ve devam eden deneylerde kullanilmistir.

Bu c¢aligmada gelistirilen mikroignelerin hiicre canlilig1 {izerine etkilerinin test edilmesi
amaciyla yukarida detaylar1 verilen yontem kullanilarak hazirlanan mikroigneler (Bknz:

Tablo 1) laminar akish kabinde 45 dak. UV maruz birakilarak sterilize edilmis ve normal
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hiicre biiyiitme ortaminda standart kiiltiir kosullarinda 72 saat inkiibe edilerek ekstraktlar
hazirlanmistir. Elde edilen ekstraktlar 96 gozlii kiiltiir kabinda kiiltiire edilen (1.105
hiicre/mL) L-929 hiicrelerine uygulanarak 24 saat kiiltlir yapilmistir (n=9). Pozitif kontrol
grubu olarak %10 DMSO iceren hiicre biiylitme ortam1 ve negatif kontrol olarak normal
hiicre biiyiitme ortami kullanilmistir. 24 saat sonunda MTT yapilarak mikroignelerin
hiicre canlilig1 {lizerine etkileri tespit edilmistir. Bu amagcla hiicrelerin iizerindeki besi
ortami uzaklastirilarak bilesimde %10 oraninda MTT (5 mg/mL, Sigma-Aldrich)
soliisyonu bulunan serumsuz besi ortami eklenmis ve 4 saat boyunca standart hiicre kiiltiir
kosullarinda inkiibe edilmistir. 4 saat sonra olusan formazan kristalleri DMSO
kullanilarak ¢ozdiiriilmiis ve 570 ile 690 nm’de absorbans dl¢liimii yapilarak % hiicre

canlilig1 hesaplanmaistir.

3.4. Mikroignelerin Antibakteriyal Aktivitesinin Incelenmesi

Mikroignelerin antibakteriyal aktivitelerinin degerlendirilmesi i¢in disk difiizyon
yontemi ile Staphylococcus aureus (ATCC 29213) susu calismaya dahil edilmistir.
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) susu Mueller-Hinton agar (MHA, Merck) kati
besiyerine 37 °C’de ekilerek giin asir1 iiremeleri saglanmis ve ertesi giin lireyen kiiltiirden
0.5 MacFarland bakteri soliisyonu hazirlanarak agara yogun ekim yapilmigtir. EKim
yapilan besiyerlerinin iizerlerine hazirlanan mikroigne drnekleri yerlestirilmis ve 24 saat
37 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi gilin inhibisyon zonlar1 dlgiilerek 6rneklerin

antimikrobiyal aktiviteleri degerlendirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda akne tedavisinde giincel olarak kullanilan tetrasiklin ve bir retinoid
tiirevi olan all trans retinoik asitin topikal uygulamasina yonelik transdermal ilag tagiyici
sistemin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla tetrasiklin ve retinoik asit yiiklii
jelatin/PVA yapida ¢oziinebilen/biyobozunur mikroigneli yamalar gelistirilmistir.
Gelistirilen mikroignelerle hem kombine tedavi hem de etken maddelerin uygulama
bolgesinde penetrasyonunun artirilmasi  hedeflenmistir. Bu amagla {iretilen
mikroignelerin mikroskopik goriintiileri, FTIR analizleri, termal ve penetrasyon
ozellikleri, sitotoksiteleri ve antibakteriyal aktiviteleri incelenmis ve elde edilen bulgular

asagida sunulmustur.

4.1. Mikroignelerin Mikroskop Goriintiileri

Akne hastaliginin topikal kullanima yonelik olarak iiretilen Jel/PVA mikroigneler ve
etken madde iceren mikroignelerin morfolojileri 151k mikroskobu ve SEM ile
gozlemlenmistir (Sekil 4.1-2). Silikon kaliplardan ¢ikarilan mikroignelerin platform
tizerinde kusursuz olarak dizildigi gerek 11k mikroskobu gerekse SEM goriintiileri ile

teyit edilmistir.

e

Sekil 4.1. Mikroignelerin genel goriintiileri; A) ve B) Isik mikroskobu goriintiisii, C) SEM

goruntiisi.

Uretilen MN gruplarin SEM ile farkli acilardan goriintiileri alinarak morfolojileri
degerlendirilmis (Sekil 4.2) ve ayni zamanda igne boyutlart olgiilmiistiir (Sekil 4.3).
Etken madde yiiklenmemis mikroignelerin oldukga piiriizsiiz Ve diizenli olarak siralandigi

izlenmistir. Mikroignelere yiiklenen etken maddelerin igne sekillerine ve morfolojilerine
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etkisi incelenmis olup diisik dozda (%3 w/w) tetrasiklin yiliklenen MN-TCH1
mikroignelerde ilacin onemli bir etkisi goriilmez iken, ilag konsantrasyonu 5 kat
arttiginda igne ylizeylerinde hafif bir piiriizliiliikk izlenmistir. Bunun nedeninin yiiklenen
tetrasiklin miktarinin oldukga yiiksek olmasi nedeniyle Jel/PVA i¢inde iyi ¢6zlinmeyerek
kristallestigi ~ diisiiniilmektedir. MN-RA1 ve MN-RA2 gruplarimin goriintiileri
karsilagtirildiginda ise igne morfolojilerinde veya yiizeylerinde herhangi bir degisiklik
izlenmemistir. Benzer sekilde diisiik doz etken madde igeren MN-TCH1/RAL grubu
olduk¢a diizgiin yiizeye sahip keskin mikroignelerden olustugu goézlenmistir. Ancak
yiiksek dozda her iki etken madde yiiklii MN-TCH2/RA2 mikroigneler ise diizgiin ve
keskin igne morfolojisine sahip olmakla birlikte etken maddelerin ignede kristallestigi

goriilmektedir.

Uretimden sonra tiim igne yiikseklikleri 6lgiilmiis ve ortalama olarak igne yiikseklikleri
650 pum olarak bulunmustur. Uretim i¢in kullanilan silikon kaliplarda igne boyutlar1 800
um’dir. Uretimden sonra igne boyutlarindaki bu azalmanin nedeninin dogal olarak

hidrojel yapisindan suyun buharlagsmasi olarak degerlendirilmistir.
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Sekil 4.3. Mikroigne boyutlari.
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4.2. Mikroignelerin FTIR Bulgular:

Etken maddelerin ve mikroignelerin kimyasal yapilar1 FTIR ile incelenmistir (Sekil 4.4-
6). Tetrasiklin amfoterik bir molekiil olup dimetilamin, trikarbonilamid ve fenolik diketon
gruplarini icerir. Karakteristik pikler esas olarak 1200-1700 cm™ araliginda yer alir.
Tetrasiklinin FTIR spektrumu incelendiginde 3320 ve 3296 cm™¥’de N-H ve O-H
gerilmesi, 3057-3054 cm’de aromatik C-H gerilmesine aittir (Sekil 4.4). 2978-2968 cm™
! ve 1668-1578 cm™*deki titresimler sirastyla CHz ve C=C gerilmelerine aittir. Aromatik
C-H biikiilme ve CHj biikiilme sirasiyla 1448 ve 1357 cm™’de izlenmistir. Aromatik
gruplarim diizlemsel ve diizlemsellikten saptig1 sirastyla 1247-1000 cm™ ve 567-501 cm’
Ldeki titresim bandlari ile gdézlenmistir. 965 cm™’deki titresim band1 C-N gerilmelerine

aittir. Elde edilen bulgular literatiir ile uyumlu bulunmustur [135, 136].

1247 f ‘ 56?}
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Sekil 4.4. Tetrasiklinin FTIR spektrumu.

Retinoik asidin spektrumunda 1680 cm™’deki karakteristik pikler karboksilik grubun
C=0 gerilmelerine aittir. 1250 cm™*’deki band C-H gerilmelerine aittir (Sekil 4.5). 2800-

3000 cm™ araliginda karboksilik asidin OH fonksiyonel grubuna, 2933 cm™’deki band
RA’daki ¢ift baglarinin C-H'sine aittir [137].
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Sekil 4.5. Retinoik asidin FTIR spektrumu.

Literatiirde saf PVA’nin 3445 cm ’de O-H gerilimleri, yaklasitk 2800 cm! C-H
gerilimleri ve 1382 cm ""de ise C-O gruplarina ait gerilimler izlenmistir. Jelatinin
karakteristik pikleri ise 3450 cm™' ve 3423 cm ""de ikincil amidlerin N-H gerilimleri,
2922 cmt ve 2850 cm > de C-H gerilimleri, 1680 cm™ ve 1640 cm*de C=0 gerilimleri,
1550 cm™* ve 1500 cm™ N-H biikiilmeleri izlenmektedir [138].

Mikroignelerin FTIR stektrumlari incelendiginde (Sekil 4.6) 3450-3300 cm™*de genis bir
pik O-H gerilimlerine ve ikincil amidlerin N-H gerilimlerine aittir. 2910-2940 cm™’de
C-H gerilimlerini, 1373 cm™ piki C-O gerilmesini, 1423 cm™ piki CH, grubunun
biikiilmesini gostermektedir [139, 140]. Ancak 1680 ve 1640 cm™’de C=0 gerilimleri
izlenmemistir. Bunun nedeni ise jelatinde bulunan serbest karboksilik asit gruplarin PVA
ile esterlesmesi nedeniyle C=0 gerilimlerinin 1733-1716 cm™ye kaydig
degerlendirilmistir [141]. Elde edilen tiim spektrum verileri literatiir ile uyumlu

bulunmustur.
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Sekil 4.6. Mikroignelere ait FTIR spektrumlari.

4.3. Mikroignelerin Termal Analiz Bulgular:

Etken maddelerin ve mikroignelerin DSC analizleri 30 - 300 °C araliginda incelenmis ve
Sekil 4.7-11°de sunulmustur. Tetrasiklinin DSC termogrami incelendiginde; 223.50
°C'de erime sicakligi ve 234.87 °C'de kristallenme izlenmistir (Sekil 4.7). RA’nin DSC
termograminda ise iki tepe noktasi izlenmistir. 179.39 °C'de goriilen endotermik pik
erime noktasini isaret ederken ~150 °C'de goriilen endotermik pik ise all-trans RA'nin
erimeden onceki monoklinik-triklinik faz gecisini gostermektedir (Sekil 4.8) [142]. Etken

maddelerin DSC termogramlari literatiir ile uyumlu bulunmustur [143, 144].

Mikroignelerin DSC termogramlar Sekil 4.9-11°de verilmistir. Etken madde igermeyen
mikroignelerin termogramlart incelendiginde; 37.5 °C’de PVA’ya ait camsi gecis
sicakligl (Tg) ve 49.22 °C’de jelatine ait Tg gozlenmistir. Jelatin/PVA mikroignelerde 2
adet Tg goriilmesi harmanlanmis polimerlere 6zel bir durumdur. 110 °C’de izlenen genis
endotermik pik ise jelatinin erime sicakligi olarak degerlendirilmistir. PVA’nin erime
sicakligr ise 195.36 °C’de izlenmistir. 221.51 °C’deki endotermik pik ise gelatinin
yapisindaki farkli aminoasitlerin erime sirasindaki faz gecislerinden dolay1r oldugu
degerlendirilmistir [145]. Mikroignelere etken maddelerin yiiklenmesinin jelatin/PVA

polimerinin termal Ozellikleri iizerine bir etkisi gozlenmemistir (Sekil 4.10). Tim
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mikroignelerin DSC termogramlar1 benzer 6zellik gostermistir (Sekil 4.11). Elde edilen

bulgular literatiir ile uyumludur [145-147].
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Sekil 4.7. Tetrasikline (TCH) ait DSC termogrami.
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Sekil 4.8. Retinoik asite (RA) ait DSC termogrami.
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Sekil 4.10. MN-TCH1/RA1’e ait DSC termogrami.
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Sekil 4.11. Mikroignelerin DSC termogramlart.

Mikroignelerin TGA termogramlar1 Sekil 4.12-18’de sunulmustur. Biitiin 6rneklerin
termogramlarinda yaklasik 80-90 °C’den baslayarak %10 civarinda kiitle kaybi
gozlenmistir. Bu, suyun buharlasmasindan kaynaklanmaktadir. Biitiin 6rneklerde 1s1l
bozunmanin yaklasik olarak 325 °C’de basladigi goriilmiistiir. Bu durum jelatin ve
PVA’nin iyi harmanlandigin1 gostermektedir. Diger taraftan 400 °C’deki ikinci 1s1l
bozunmanin ise tiim vinil polimerlerde oldugu gibi PVA’nin 2. basamak bozunmasi ile
ilgili oldugu disiiniilmektedir [145]. Etken maddelerin Jel/PVA’ya eklenmesinin 1sil
bozunmaya 6nemli bir etkisinin olmadigi gézlenmistir. 300-450 °C arasinda toplam %
kiitle kayiplar1 incelendiginde MN i¢in 82.124, MN-TCH1 ve MN-TCH2 igin sirayla
82.602, 79.208, MN-RA1 ve MN-RA2 i¢in sirastyla 80.266 ve 77.928, MN-TCH1/RAl
ve MN-TCH2/RAZ2 i¢in ise sirastyla 81.473 ve 76.402 olarak bulunmustur. Yiiksek dozda
(% 0.25 w/w) retinoik asit i¢ceren mikroignelerde (MN-RA2, MN-TCH2/RA2) % kiitle
kaybinin digerlerine gore yaklasik olarak %3-4 oraninda daha az oldugu goézlenmistir.
Elde edilen bulgularin Jel/PVA harmanlanmis polimerlerin TGA termogramlar ile

uyumlu oldugu gozlenmistir [145, 146].
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Sekil 4.13. MN-TCHI’in TGA termogrami.
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Sekil 4.15. MN-RAT’in TGA termogrami.
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Sekil 4.16. MN-RA2’nin TGA termograma.
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Sekil 4.17. MN-TCH1/RA1’in TGA termogrami.
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Sekil 4.18. MN-TCH2/RA2’nin TGA termogrami.

4.4. Mikroignelerin Hidrolitik Bozunma Davranislar

Cozlinen/bozunan mikroigneler genel olarak dogal hidrojellerden elde edilir.
Mikroigneler deri alti interstisyel sivisi ile temas ederek etken madde mikroignelerin
uglarmin ¢dziinmesi ile salmir [123]. Tlacin salim kinetigi, mikroignenin bilesenine giren
polimerlerin ¢dzlinme hizina ve ¢apraz bag miktarina baglidir. Bu ¢alismada her ikisi de
in vivo ortamda bozunabilen jelatin ve PVA polimerleri kullanilarak mikroigne tiretilmis
ve daha sonra stabilitelerini artirmak i¢in gluteraldehit buharina tabi tutulmustur. Uretilen
mikroignelerin hidrolitik bozunmalari yapidaki jelatininin bozunmasi iizerinden BCA ile
kolorimetrik olarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglara gore 24 saat sonra mikroigne
yapisindaki jelatinin %4’°{i bozunmaya ugramistir. Bununla birlikte yapidaki PVA’nin da
sulu ortamda ¢oziinecegi diisiiniildiiglinde mikroignelerin daha yiiksek bir bozunma
hizina erisecegi diisiiniilmektedir. BCA analizi 6n bir ¢alisma olup mikroignelerin
bozunma davraniglarmin gravimetrik olarak incelenmesi planlanmistir. Diger taraftan
mikroignelerin ortalama olarak % su tutma kapasitesi 331 olarak bulunmustur.
Mikroignelerin biyobozunur/¢oziiniir bir hidrojel yapiya sahip olmasindan dolay1 etken
madde salimmin bozunma ile birlikte difiizyonla gergeklesecegi diistinilmektedir. Bu

konu etken madde salim ¢aligmalari ile birlikte ileride degerlendirilecektir.
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Sekil 4.19. Mikroignelerde % jelatin kaybu.

4.5. Mikroignelerin Hiicre Canlihgina Etkisi

Gelistirilen ilag ytiklii mikroignelerin hiicre canliligina olan etkilerinin tespit edilmesi
amactyla MTT yapilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.20°de verilmistir. Yapilan analiz
tim deney gruplarinda yiiksek hiicre canliliginin (>%80) elde edildigini, ila¢ yiiklii
mikroignelerin toksik bir etkiye sahip olmadiklarini agik bir bigimde gostermistir. Negatif
kontrol grubu ile kiyaslandiginda MN-TCH1 ve MN-TCH1/RAT1 gruplart disinda diger
gruplarda hiicre canliliinin anlamhi olarak azaldigi ancak hiicre canliliginin %80’in
tizerinde oldugu hesaplanmistir (p<<0.0001). En yiiksek hiicre canliligt MN-TCH1
grubunda, en diisiik hiicre canliligt MN-TCH2/RA2 grubunda tespit edilerek sirasiyla
%107 ve %79 olarak hesaplanmistir. Yapilan analiz, mikroignelere TCH ve RA etken
maddelerinin yiiklenmesi hiicre canlilig1 profilinde konsantrasyona bagh olarak degisim
meydana geldigini ve hiicre canliligimin MN, MN-TCH1/RA1 ve MN-TCH2/RA2
gruplarinda sirasiyla %91, %97 ve %79 oldugunu gostermistir. Bununla birlikte
mikroignelere 5 kat daha fazla TCH eklendiginde hiicre canlilig1 anlamli olarak diigmiis
ancak RA eklendiginde ise degismemistir (p<0.0001). Bu sonug yiliksek dozda TCH’1n
hiicre canliligin1 etkiledigini ancak RA’nin olumsuz bir etki géstermedigini kanitlamistir.
MN-TCH1/RA1 ve MN-TCH2/RA2 grubu sonuglart da bu durumu destekler nitelikte
olup, MN-TCHI/RA1 grubu ile kiyaslandiginda MN-TCH2/RA2 grubunda hiicre
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canlilifi anlamli olarak disiik hesaplanmistir (p<0.0001). Shao ve ark. yaptiklar
calismada bakteriyel selilloz kompozit membranlara TCH yiiklemis ve gelistirilen
membranin hiicre canlilifina olan etkilerini HEK293 hiicrelerinde incelemislerdir. Elde
edilen sonuclar membranlara 10 mg/dm? tetrasiklin yiiklendiginde hiicre canliliginin
etkilenmedigi tespit edilmistir [148]. Yine baska bir c¢alismada arastirmacilar
elektroegrilmis PVA/Kitosan nanofiber doku iskelelerine TCH yiiklemis (polimer
agirhiginin %5 oraninda) ve diiz kas hiicrelerinde hiicre canliligini aragtirmislardir. Elde
edilen sonuclar TCH yiikli PVA/Kitosan doku iskelelerinin toksik olmadigim
gostermistir [149]. O’Leary ve ark. ise PCL-Kitosan nanofiber doku iskelelerine 0.1, 1,
ve 10 pg/mg doku iskelesi RA yiiklemis ve epitel hiicrelerini kullanarak doku
iskelelerinin toksisitesini arastirmislardir. Elde edilen sonuclar RA yiiklii doku
iskelelerinin biyouyumlu olduklarini géstermistir [150]. Dolayist ile bu ¢alismada elde
edilen sonuglar literatiir verileri ile uyumlu olup TCH ve RA yiiklii mikroignelerin
biyouyumlu olduklarini gostermistir.
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Sekil 4.20. TCH ve RA yiiklii mikroignelerin hiicre canlilig1 {izerine etkisi. Etken madde
yiiklii mikroignelerin hiicre canlilig tizerinde toksik etki gostermedigi tespit edilmistir.
Elde edilen wverilerin istatistiksel analizi tek yonlii varyans analizi kullanilarak
gerceklestirilmis olup, gruplar arasinda anlamli fark olup olmadigi Bonferroni ¢oklu
karsilastirma metotu ile tespit edilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmigtir. ***

p<0.001, **** p<0.0001 temsil etmektedir.
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4.6. Mikroignelerin Penetrasyon Ozellikleri

Mikroignelerin penetrasyon testleri i¢in literatiirde Parafilm M® mikroigne dizilerinin cilt
lizerine yerlestirilmesi i¢in bir model zar olarak kullanilmistir. Bu model zarin biyolojik
doku yerine kullanilabilecegi sonucuna varilmigtir. Ayrica, hizli bir mikro igne kalite
kontrol testi i¢in bir temel saglayabilecegi ve aday mikroigne formiilasyonlar1 arasindaki
yerlestirme verimliliginin karsilastirmali bir testi olarak kullanilabilecegi belirtilmistir
[151]. Parafilm M®nin katmanlanmasi, mikroignelerin niifuz  derinliginin
gorsellestirilmesine olanak saglamistir. Mikroignelere kuvvet uygulama Oncesi,
uygulandiktan sonra ilk Parafilm M® katmanu, ignelerin delik olusturdugu sondan énceki
Parafilm M® katmani ve delik olustugu gozlemlenen son katman Sekil 4.21te
gosterilmistir. MN, MN-TCH1, MN-TCH1/RA1 ve MN-TCH2/RA2 gruplarinda 4. ve 5.
katmanlara kadar delik olustugu gozlemlenmis olup MN-TCH2, MN-RA1 ve MN-RA2
gruplarinda ise 5. ve 6. katmanlara kadar delik olustugu goriilmiistiir. Mikroigne
yamalarina agirlik uygulandiktan sonra mikroskobik incelendiginde, bazi ignelerde ufak
bir deformasyon oldugu ve igne uglarmin biikildigi goriilmiistiir. Gruplardaki bazi
ignelerin ise tabandan ucuna kadar saglam kaldigin1 ve u¢ noktalarini korudugunu
gosterir. Tim bu mekanik sonuglar degerlendirildiginde, etken maddelerin ignelere

mekanik olarak katkis1 olmadig1 goriilmektedir.
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L Agirhk Uygulandiktan Sonra Mikroignelerin Agiik

Uygulﬂanmadan Goriintiilendigi Parafilm Katmanlar: Uygalxndikyan
Once Sonra

MN-TCH1

MN-TCH2

MN-RA1

6. Katman

MN-RA2

1. Katman . Katman

1. Katman

MN-TCH2/RA2 | MN-TCH2/RA1

1. Katman 4. Katman 5. Katman

Sekil 4.21. Mikroigne gruplarmin mekanik testten once ve sonra 1s1tk mikroskobu
goriintiileri ve kuvvet uygulama sonrasi ilk katman ve ignelerin parafilmi deldigi son

katmanlar.
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Bir Parafilm M® katman1 yaklasik 130 um’dir [152]. Uretilen MN grubunun Sekil 4.3’te
goriildiigii lizere igne yiiksekligi yaklasik 656,2 pym’dir. Boylece delik gériiniimiiniin en
fazla 6. katmana kadar ge¢cmesi beklenir. Sekil 4.4’te de goziiktiigii lizere mikroigne
delikleri en fazla 6. katmanda goriilebilmistir. Bu bilgiler dogrultusunda, sonuglarin
tutarl oldugu degerlendirilmektedir. Ayrica, olusan mikroignelerin yaklasik yiiksekligi
(656,2 um) goz oniinde bulunduruldugunda, stratum korneum (10-15 pum kalinlik) ve
epidermis katmanini (50-100 pm kalinlik) gecerek cildin dermis kismina ulastigi
sonucuna vartlmistir [153]. EK olarak, transdermal ilag dagitiminda ¢ok 6nemli bir faktor,
bir ilacin cilt katmanlarint gegerek kan dolagimina girmesi ig¢in gegen siire olarak
tanimlanan gecikme siiresidir [154]. Terapotik etkinin yani sira ilag dagitimimin hizl bir
sekilde baslamasini saglamak i¢in daha kisa bir gecikme siiresi tercih edilir. Boylece,
iiretilen mikroigneler ilacin dermis tabakasina yayilmasina izin vererek ilacin hareket

mesafesini onemli Ol¢iide kisaltmustir.

4.7. Mikroignelerin Antibakteriyal Aktiviteleri

Mikroignelerin antibakteriyal aktiviteleri, disk diflizyon yontemi kullanilarak inhibisyon
zon c¢aplart gozlemlenmistir. Sekil 4.22’te mikroignelerin antibakteriyal aktiviteleri ve
Tablo 2’de inhibisyon zon g¢aplari gosterilmistir. Ayn1 zamanda etken madde olarak
tetrasiklin mikroignelerdeki esdeger miktar kadar; giinlik doz (TCH1) ve yiiksek doz
(TCH2) olarak disklere yiiklenerek referans olarak test edilmistir. Elde edilen sonuglara
gore, TCH yiiklii mikroigneler S. Aureus bakterisine kars1 antibakteriyal etki gosterirken
etken madde igermeyen mikroignenin (MN) higbir etkisinin olmadig1 goriilmiistiir. Ayn
zamanda TCH yiiklii mikroignelerin inhibisyon zon ¢aplarinin referans olarak kullanilan
TCHI1 ve TCH2 ile karsilastirildiginda daha yiiksek bulunmustur. Bunun nedeninin etken
maddenin mikroignelerden daha hizli difiizyona ugramasi olarak degerlendirilmistir.
Antibiyotik yikli orneklerin  (MN-TCH1, MN-TCH2, MN-TCH1/RA1 ve MN-
TCH/RA2) zon ¢aplari agisindan bir fark olmadig: tespit edilmistir. Tiim pozitif test
ornekleri, negatif kontrol ornekleri olan MN ile karsilastirildiklarinda antibakteriyal
aktivite sergilemislerdir. Bununla birlikte Propionibacterium Acnes’in aknenin
etiyopatogenezinde Onemli bir yeri oldugu bilinmektedir. Bu nedenle ileriki
calismalarimizda tetrasiklin yiiklii mikroignelerin antibakteriyal aktivite caligmalarina P.

Acnes kullanilarak devam edilecektir.
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Sekil 4.22. MN gruplarinin antibakteriyal aktivitesi.

Tablo 2. S. aureus (ATCC 29128)'a kars1 disk difiizyon testi sonuglari.

Inhibisyon ortalama zon caplar

Ornekler
(mm)

Tetrasiklin Disk (0.3 mg) 33
Tetrasiklin Disk (1.5 mg) 36
MN 0
MN-TCH1 40,0 £2,6
MN-TCH2 40,3 +£2,5
MN-TCH1/RA1 39,0+1,7
MN-TCH1/RA2 40,7+1,2
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5. YORUM VE GELECEK PLANI

Giiniimiizde akne vulgarisin tedavisine yonelik olarak tablet, krem, jel gibi pek ¢ok klasik
dosaj sekilleri mevcuttur. Ancak oral yolla alinan antibiyotiklerin yan etkilerinin olmasi
ve ayni zamanda direng gelisimi gostermesi nedeniyle yeni tedavi yaklagimlari
arastirilmaktadir. Bu tez kapsaminda kombine bir yaklasimla akne tedavisinde kullanilan
bir antibiyotik olan tetrasiklin (TCH) ve retinoik asit (RA) Jel/PVA mikroignelere
yiiklenerek hem ilaglarin penetrasyonunun artirilmasi hemde lokal tedavi ile antibiyotik
direncinin 6nlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, hem giinliik dozda hemde yiiksek dozda
TCH ve RA, Jel/PVA mikroignelere yliklenerek iiretimleri yapilmis, mikroigne

ozellikleri belirlenmis ve antibakteriyal etkileri degerlendirilmistir.

Mikroignelerin morfolojileri incelendiginde etken maddelerin ignelere basarili bir sekilde
yiiklendigi ve diizgiin morfolojiye sahip keskin mikroigne dizilerinin olustugu
goriilmistiir. Elde edilen mikroigneler 650 pwm igne yiiksekligine sahip olup kare tabanli
piramidal geometride oldugu ve diizgiin yapilar olusturdugu izlenmistir. Gelistirilen
mikroigneler termal olarak stabil olup sitotoksik bir etki gostermemistir. Mikroignelerin
penetrasyon testi agirlik kullanilarak Parafilm M® katmanlar: iizerinden gergeklestirilmis
olup etken madde iceren mikroignelerin 5. ve 6. Parafilm M® katmanlarina kadar delik
olustugu goriilmiigtiir. Bu sonu¢ mikroignelerin derinin dermis kismina ulasabilecegi
konusunda bilgi vermistir. Ayn1 zamanda mikroignelerin hidrolitik olarak bozundugu
gosterilmistir. Ayn1 zamanda TCH yiikli mikroignelerin S. Aureus bakterisine karsi
antibakteriyal etki gosterdigi tespit edilmistir.

Bu bilgiler 15181nda, TCH ve RA yiiklii mikroigneler, akne tedavisinde transdermal ilag
tasict sistemler olarak kombine tedavi i¢in yeni bir yaklagim sunmaktadir. Bu sayede
TCH’nin yiiksek doz uygulamalarinin 6niine gecerek antibiyotik direncini 6nleme
potansiyeline sahiptir. Ayni zamanda yiiksek penetrasyon etkisi ile diisiik dozlarda etken
maddelerin dermise ulagsmasina olanak saglayarak klasik dozaj formlarina karsi daha

avantajli oldugu sdylenebilir.

Sonug olarak, bu tez kapsaminda retinoik asit ve tetrasiklin yiikli Jel/PVA mikroigne

yamalarinin antibakteriyel etkisi, hiicrelerde toksik etki gostermemesi, Yeterli

51



penetrasyon 6zellikleri, yiliksek su tutma kapasitesi gostermesi nedeniyle akne vulgaris

tedavilerinde kullanim potanyeline sahip oldugu goriilmiistiir.
Ileriye yonelik ¢alismalarimizda iiretilen mikroignelerin ilag salim profillerinin ve

kinetiginin belirlenmesi planlanmistir. Ayn1 zamanda tetrasiklin yiiklii mikroignelerin

antibakteriyal aktivite caligsmalarina P. Acnes kullanilarak devam edilecektir.
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