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Anjiyogenez doku onarimi siirecinde basta kok hiicrelerin farklilagmasi, hiicre ¢ogalmasi
ve migrasyonu gibi 6nemli hiicresel slreclerin devam ettirilebilmesi icin dokuya oksijen
tasinmasini saglarken ayrica doku hasarindan dolay1 meydana gelen hipoksi kosullarinin
doku iizerindeki etkisinin azaltilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ostrojen
hormonlarinin ise memelilerde 6zellikle yumurtlama déneminde anjiyogenez siirecinde
etkili oldugu bilinmektedir. Diger taraftan Sson yillarda penetrasyon arttirici 6zellikleri
nedeniyle mikroigneli (MN) yamalar, gesitli terapotiklerin transdermal uygulamalari igin

ideal platformlar olarak diistiniilmektedir.

Bu tez kapsaminda Ostrojen turevleri (estron (E1), B-estradiol (E2), estriol (E3)) iceren
anjiyogenik mikroignelerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla kitosan (CS) ve
poli(vinil alkol) (PVA) polimerleri harmanlanarak farkli ¢apraz baglayicilar
(gluteraldehit, Glu), tetraetil ortosilikat (TEOS)) ile mikroigneler hazirlanmis ve
mekanik Ozellikleri karsilagtirilmistir. Ayn1 zamanda farkli 6strojen tirevleri iceren

mikroignelerin anjigenik etkileri ve in vivo cevaplari incelenmistir.

Uretilen mikroignelerin morfolojileri 1s1k ve taramali elektron mikroskobu (SEM) ile

incelenmistir. E1 ve E2 igeren mikroignelerin yaklasik 650 um igne yiiksekligine sahip
[



kare tabanli pyramidal, dlzgun igne yapisina sahip oldugu ancak E3 iceren
mikroignelerin morfolojisinin bozuldugu ve diizgiin igne sayisinin azaldig1 goriilmiistiir.
Diger taraftan TEOS ve Glu ile ¢apraz baglanmis E1 ve E2 yiiklii MN’lerin morfolojik
gorindmlerinin benzer oldugu ve olusan ignelerin piiriizsiiz ve diizenli bir sekilde
siralandigl gozlenmistir. TEOS ve Glu kullanilarak ¢apraz baglanan E1 veya E2 iceren
MN’lerin mekanik karakterizasyonlar1 tekstiir cihazi ile incelenmis olup TEOS
konsantrasyonu ve glutaraldehit buharina maruz kalma suresinin, MN’lerin mekanik
ozelliklerini 6nemli 6l¢lide etkiledigi goriilmiistiir. TEOS ile ¢apraz baglanan gruplarin
(MN-T), icermeyen MN gruplarina gore daha esnek ve daha yiiksek bir kuvvette kirtlma
gosterdigi, E1 veya E2’nin ise mekanik 6zellikler izerinde anlamli bir degisim meydana
getirmedigi tespit edilmistir. Diger taraftan, Glu buharina maruz birakilan E1 veya E2
igeren mikroignelerin uygulama siiresinin artmasiyla daha kirillgan bir yapiya sahip
oldugu izlenmistir. Mikroignelerin su tutma kapasiteleri incelendiginde ise TEOS ile
capraz bagli mikroignelerin yeterli capraz baga sahip olmadigi, su iginde ¢oziindiigii ve
kararli bir yap1 sergilemedikleri gézlenmistir. Glu buharina maruz kalan mikroignelerin
ise kararli olduklari, 8. giinde maksimum %1 kiitle kaybina ugradigi ve uygulama
sliresinin artisiyla birlikte su tutma kapasitesinin azaldig1 tespit edilmistir. E2 iceren ve
15, 30 ve 60 dakika sureyle Glu buharina maruz birakilan mikroignelerin % su tutma

kapasitesi sirasiyla %88, 49 ve 31 olarak dl¢iilmiistiir.

Ostrojen yukli MN’lerin anjiyogenez Uzerindeki etkileri in ovo CAM deneyi ile
incelenmistir. Ostrojen yiiklii mikroignelerin tiimiinde, icermeyen gruplara gore
istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek damarlanma tespit edilmistir (p<0.05).
Bu gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda ise damarlanma seviyelerine gore
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlenmemistir (p>0.05). Bu sonug, farkli dstrojen
tiirevlerinin anjiyogenez iizerinde benzer etkilere sahip oldugunu gostermistir. Sonug
olarak 0Ostrojen turevleri igeren mikroignelerin giivenli dozda anjiyogenezi tesvik edici

bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Gelistirilen mikroignelerin in vivo yanitinin degerlendirilmesi icin E2 iceren ve
glutaraldehit buharina maruz birakilan mikroigneler sicanlarin deri altina implante
edilmistir. MN yamalarinin in vivo implantasyonundan 14 gun sonra abdomen
bolgesinden alinan drneklerin makroskobik incelemelerinde MN yamalarin bag dokusu

icinde dokuyla biitiinleserek dokuya entegre oldugu gézlenmistir.



Kontrol grubunun ve 6strojen yikli mikroignelerin implantasyon sonrasinda yabanci
cisim granulamatdz reaksiyonu gosterdigi tespit edilmis olup bu sonu¢ beklenen bir tepki
olarak degerlendirilmistir. Diger taraftan 6strojen yikli mikroignelerde kontrol grubuna
kiyasla artan inflamatuar hiicre varligi ve damarlanma gézlenmistir. Bu bulgu, 6strojenin
anjiyogenik ve inflamatuar yanitlar tetikleyebilecegini gostermektedir. Ayrica dstrojen
iceren mikroignelerin fibroblast aktiviteyi tetikledigi ve kolajen fibril birikimini artirdig

gozlenmistir.

Sonug olarak gelistirilen 6strojen yiiklii mikroignelerin anjiyogenik etkiye sahip olduklari
ve cesitli terapotik uygulamalarda giivenli olarak kullanim potansiyelinin oldugu

gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikroigne, anjiyogenez, estron, R-estradiol, estriol TEOS,

gluteraldehit
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Angiogenesis plays a crucial role in tissue repair processes, ensuring the continuation of
important cellular processes as stem cell differentiation, cell proliferation, and migration
during tissue repair. It also plays a significant role in reducing the impact of hypoxia
conditions caused by tissue damage by facilitating oxygen transport to the tissue.
Estrogen hormones are known to be particularly effective in angiogenesis during
mammalian ovulation. In recent years, microneedle (MN) patches, due to their
penetration-enhancing properties, are considered ideal platforms for transdermal

application of various therapeutics.

The morphologies of the produced microneedles were examined using light and scanning
electron microscopy (SEM). Microneedles containing E1 and E2 exhibited square-based
pyramidal structures with approximately 650 um needle height and a smooth needle
structure, while the morphology of E3-containing microneedles was disrupted, and the
number of smooth needles decreased. On the other hand, microneedles crosslinked with
TEOS and Glu containing E1 and E2 showed similar morphological appearances, with
smooth and regularly arranged needles. The mechanical characterization of microneedles
crosslinked with TEOS was examined using a texture analyzer, revealing that the TEOS
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concentration and exposure time to glutaraldehyde vapor significantly affect the
mechanical properties of the microneedles. TEOS containing MN-T groups exhibited
more flexibility and higher fracture strength compared to MN groups without TEOS,
while E1 or E2 did not cause significant changes in mechanical properties. Furthermore,
microneedles exposed to Glu vapor containing E1 or E2 became more fragile as the
duration of Glu vapor application increased. When the water retention capacities of
microneedles were examined, it was observed that TEOS-crosslinked microneedles did
not have sufficient crosslinking, dissolved in water, and did not exhibit a stable structure.
Microneedles exposed to Glu vapor were stable on the 8th day with a maximum mass
loss of 1%. The water retention capacity of Glu-crosslinked microneedles decreased with
increasing glutaraldehyde vapor exposure time. The water retention capacity of
microneedles containing E2 and exposed to Glu vapor for 15, 30, and 60 minutes was

measured as 88%, 49%, and 31%, respectively.

The effects of estrogen-loaded MNs on angiogenesis were examined using in ovo CAM
experiments. In all estrogen-loaded microneedles, statistically significantly higher
vascularization was observed compared to non-loaded groups (p<0.05). When compared
among themselves, the highest vascularization was observed in the E3 loaded
microneedle group, followed by the E2 and E1 groups, respectively. However, no
statistically significant difference in vascularization levels was observed among the E3,
E2, and E1 groups (p>0.05). This result indicates that different estrogen derivatives have
similar effects on angiogenesis. Ultimately, it was observed that microneedles had a safe

dose of angiogenic effect.

For the evaluation of the in vivo response of the developed microneedles, microneedles
containing E2 and exposed to glutaraldehyde vapor were selected and implanted
subcutaneously into rats. Macroscopic examination of the samples taken from the
abdominal region 14 days after the in vivo implantation of MN patches revealed that the
MN patches integrated with the tissue by being incorporated into the connective tissue. It
was observed that both the control group and estrogen-loaded microneedles showed
foreign body granulomatous reaction after implantation, which was considered an
expected response. On the other hand, increased presence of inflammatory cells and

vascularization were observed in estrogen-loaded microneedles compared to the control



group. This finding indicates that estrogen can trigger angiogenic and inflammatory
responses. Additionally, it was observed that estrogen-containing microneedles

stimulated fibroblast activity and increased collagen fibril accumulation.

In conclusion, it was demonstrated that the developed estrogen-loaded microneedles have
angiogenic effects and have the potential to be safely used in various therapeutic

applications.

Keywords: Microneedle, Angiogenesis, estrone, [R-estradiol, estriol, TEOS,

gluteraldeyde
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1. GIRIS VE TEZIN AMACI

Anjiyogenez, yeni kan damarlarinin olusumu siireci olup doku/yara iyilesmesi ve organ
rejenerasyonu gibi bircok fizyolojik ve patolojik durumda kritik bir rol oynar. Ornegin;
yara onartminda hemostatik fazda cok sayida salgilanan anjiyogenik faktorler
anjiyogenezi tesvik ederek, yerlesik endotel hiicreleri, FGF, VEGF, PDGF, anjiyogenin,
TGF-0 ve TGF-B dahil olmak iizere bir dizi anjiyogenik faktére yanit verirler [1-4].
Anjiyogenezi tetiklemek icin eksojen faktorler birgok arastirmaci tarafindan
kullanilmistir [5]. Protein ve protein kaynakli faktorler (instlin, eritropoetin, spidroin,
glipikan-1, sindekan-4 vb.) [5], buylme faktorleri (Vaskiler Endotelyal Buyume Faktor(
(VEGF), Epidermal Buyume Faktorii (EGF), Fibroblast Biyime Faktéri (FGF),
Transforme Edici Buyume Faktori (TGF-B), Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii
(PDGF)) [6], peptitler (LLKKK18, VIP, CW-49, Tylotoin, SR-0379, WRL3 [7, 8], kan
kaynakl faktorler (PRP, Hemoglobin) [9, 10], mikroRNA’lar (miR-92a, miR 200b'nin)
[5], kok hicreler (ASC, BMSC, iPSC, PMSC) [5] ve kugtik molekuller (NO, ATP) [11,
12], statinler [13], deferoksamin [14], hyaluronan oligosakkaritler [15], dogal bilesikler
[16-18], bircok ilag ve ilag benzeri bilesikler ve makromolekdllerin anjiyogenez lizerine
terapotik etkiler gosterdigi bildirilmistir. Ayn1 zamanda 6strojenin de anjiyogenez lizerine

etkilerinin oldugu bildirilmistir.

Kadinlarda, lokal ya da sistemik Ostrojen seviyesinin, menopoz Oncesi ve sonrasinda
gosterdigi farkliliklara dayanarak, dstrojenin yara iyilesmesi lizerinde olumlu etkilerinin
oldugu, menopoz sonrast dénemde, hormon replasman tedavisi sonucunda hastalarda
yara iyilesmesinin hizlandirdig1 gériilmiistiir [19-22]. Hastalarda yastan bagimsiz olarak
yara lizerine topikal dstrojen uygulamasinin, kollajen depolanmasini ve buna bagh olarak
granulasyon dokusunun yogunlugunu artirdigim gdstermektedir. Ostrojen uygulamast,
elastaz enzim aktivitesini azaltarak kollajen ve fibronektin depolanmasini artirarak, yara
iyilesme siirecini destekledigi bildirilmistir [23]. Yara iyilesmesinde major olarak gorev
alan fibroblastlarda bulunan Ostrojen reseptorleri sayesinde, fibroblastlarin fonksiyonlari
da Ostrojen tarafindan kontrol edilebilmektedir. Yapilan ¢alismalarda, yara iyilesmesine
onemli katkilar1 olan, TGF-B1 biiyiime faktoriiniin fibroblast hiicrelerindeki miktarinin
Ostrojen miktari ile dogru orantili oldugu tespit edilmistir [24]. Diger taraftan yapilan
caligmalar, Ostrojenin anjiyogenezi artirarak yara iyilesmesine katkida bulundugunu
gostermistir. Ostrojen; anjiyogenezi diizenleyen bir sinyal protein olan VEGF’nin
1



dretimini duzenleyerek, anjiyogenezi artirmaktadir [25]. Matriks metalloproteinaz
inhibitord olan estradiol, kollajen sentezini uyararak kollajen tretiminde de énemli bir rol

oynamaktadir [26].

Diger taraftan bir¢ok ilacin ¢dziinme problemi ve farkli dokulardaki diisiik gegirgenlikleri
nedeniyle biyoyararlanimlar diisiiktiir. Ayrica peptit/protein yapilarin viicut i¢inde hizl
degradasyonu veya biiyiime faktorii gibi molekiillerin kisa dmiirlii olmasi etkinliklerini
azaltmaktadir. Bu nedenle bu dezavantajlarin iistesinden gelmek, biyoyararlanimlarini
artirmak i¢in bircok dozaj sekilleri gelistirilmistir. Bunlar arasinda transdermal sistemler

olarak ortaya ¢ikan mikroigneler son yillarda arastirmacilarin ilgi odagi olmustur.

Mikroigneler, deri gibi biyolojik engelleri invazif olarak gegebilen mikron boyutundaki
igne topluluklardir. Mikroignelerin uclar1 derinin epidermis tabakasindan gecerek
dermisin iist tabakasina kadar ulasir. Boylece mikroigneler kanama ve agriy1 dnleyerek
sinir uglarina temas etmeden ila¢ uygulamaya olanak saglarlar. ilaglarin gastrointestinal
sindirimin etkisine ugramadan uygulanmasini saglarken ayni zamanda ilacin emilimini
hizlandirma ve etki slresini uzatarak biyoyararlanimlarini artirmaktadir. Mikroigneler
sadece ilag uygulamalari ile kisith olmayip ayni zamanda kozmetik ve teshis gibi
alanlarda da giderek artan bir ilgi gormektedir. Biyoalgilama i¢in mikroigne yaklagimi,
interstisyel sividaki biyobelirteglerin siirekli olarak izlenmesine olanak saglar. Ayni
zamanda mikroignelerin minimal invaziv bir teknoloji olarak anjiyogenez ve doku

rejenerasyonu alanlarinda 6nemli bir potansiyele sahiptir.

Bu tez kapsaminda Ostrojen turevleri (estron (E1), B-estradiol (E2), estriol (E3)) iceren
anjiyogenik mikroignelerin gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu amagla kitosan ve poli(vinil
alkol) polimerleri harmanlanarak farkli ¢apraz baglayicilar (gluteraldehit (Glu), tetraetil
ortosilikat (TEQOS)) ile kararli mikroigneler hazirlanmis ve mekanik 06zelliklerinin
karsilagtirilmistir.  Aymi zamanda farkli &strojen tiirevleri igeren mikroignelerin

anjiyogenik etkileri incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ostrojen Turevlerinin Anjiyogenez Uzerine Etkileri

Damarlar araciligi ile dokulara besin ve oksijen tasinirken atiklarin ve karbondioksitin
uzaklastirilmasi hiicresel dongiintin saglikli bir sekilde gergeklesmesini saglamaktadir.
Saglikli dokularda damarlanma anjiyogenez ve vaskiilogenez olmak {iizeri iki farkli yol
ile gerceklesmektedir. Vaskulogenez, endotel oOncl hicrelerin endotel hiicrelere
doniiserek birincil damar olusumunu ifade etmektedir. Anjiyogenezde ise var olan
damarlarin yapisindaki endotel hiicreleri cogalarak ve goc ederek yeni damar olusumu
gerceklesir. Anjiyogenez siirecinde bir dizi olay sirali olarak meydana gelmektedir: bazal
membranin degradasyonu, endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi ve gocu, tiip olusumu ve yeni
damarlarin olgunlagmasi [27]. Anjiyogenez temel olarak embriyonik gelisim sirasinda,
doku onariminda, adet dongiisiinde, kas biiylimesinde ve organ membranlarinin
yenilenmesinde dizenli veya kisa Omiirlii olarak meydana gelmektedir. Patolojik
durumlarda besinler ve gazlar agisindan hiicresel dongiilerin siirdiiriilebilmesi iyilesme
siirecinin durumunu belirleyen énemli faktdrlerin basinda gelmektedir. Ozellikle doku
biitiinliiginiin bozuldugu durumlarda damar ag yapismin da bozulmasiyla birlikte
hiicrelere gerekli besin ve oksijenin tasinmasi zorlasirken bu durum iyilesme siirecinin
uzamasina sebep olmaktadir. Anjiyogenez doku onarim siirecinde basta kok hiicrelerin
farklilagmasi, hiicre ¢ogalmasi ve migrasyonu gibi 6nemli hiicresel siireclerin devam
ettirilebilmesi i¢in dokuya oksijen tasinmasini saglarken ayrica doku hasarindan dolay1
meydana gelen hipoksi kosullarinin doku iizerindeki etkisinin de azaltilmasinda agisindan

da 6nemli bir rol oynamaktadir [28].

Doku rejenerasyonunu hizlandirmak igin anjiyogenezin artirilmasi arastirmacilar
tarafindan siklikla tercih edilen bir yaklasimdir. Anjiyogenezi tetiklemek igin bircok
eksojen faktorler uygulanmistir. Bu siirece blyume faktorleri (VEGF, FGF), spesifik
yolaklar (WNT/B-katenin, PI3K) ve miRNA'lar (miR-210, miR-126) dahil olmaktadir
[29]. Anjiyogenezin tetiklenmesi amaciyla dokuda biiylime faktorlerinin salgilanmasinin
artirtlmasi, anjiyogenez ile ilgili yolaklarin aktivasyonun artirilmasi veya molekiler
seviyede anjiyogenezi tetiklemek amaci ile miRNA destegi kullanilmaktadir. Benzer

sekilde Ostrojeninde anjiyogenez iizerinde etkili oldugu bilinmektedir.

Ostrojen, ana disi cinsiyet hormonlar1 olup tireme ile ilgili olan ve olmayan sistemlerde

kritik rol oynarlar. Ostrojen, menapoz dncesi dénemde yumurtaliklarda, korpus luteum



ve plasentada yuksek miktarda kolesterolden sentezlenmesine ragmen karaciger, kalp,
deri ve beyin gibi gonad olmayan organlarda da az miktarda sentezlenmektedir.
Kadinlarda fizyolojik kosullarda estron (E1), estradiol (E2) ve estriol (E3) olmak {izere
ti¢ farkl1 6strojen tiirevi bulunmaktadir (Sekil 2.1). Menopoz éncesi dénemde biyosentez
yolagin temel ana iirtinii E2'dir. E2 menopoz 6ncesi kadinlarda dstrojenin en giiclii ve
yaygin sekli olup kadin tireme dokularinin ve ikincil cinsel 6zelliklerin gelistirilmesinden
ve korunmasindan sorumludur. E1, menapoz sonrasi donemde yag dokuda adrenal
dehidroepiandrosterondan sentezlenmektedir. Hamilelik boyunca plasentadan yiksek
miktarda sentezlenen E3 ise en zayif Ostrojen tirevi olup El'in 16-alfa
hidroksilasyonundan sentezlenir. Bu 0Ostrojenler kadin iireme sisteminde farkli roller
oynarlar ve degisen diizeylerde biyolojik etkilere sahiptirler. Genel olarak E2, E1’e gore
10 kat ve E3’e gore ise 100 kat daha fazla aktivite géstermektedir [30]. E2, metabolik
olarak daha az aktif olan E1 ve E2 formuna doniistiiriilerek veya E2’nin slilfatlanmasiyla
yikima ugrar. Viicudumuzda 0strojen sentezi 18 adet ekzon igeren CYP19 geni tarafindan
sentezlenen ve yumurtaliklar ile beyin dokusu basta olmak iizere bircok doku tipinde
bulunan aromataz enzimi tarafinda diizenlenmektedir [31, 32]. Aromataz enzimi hem
disi hem de erkek gonadlarinda sentezlenmektedir. Erkeklerde ise testislerde
sentezlenmekte olup spermatogenezde, sperm olgunlagmasinda ve sperm hareketliliginde

etkili oldugu ifade edilmistir [33].

El E2 E3

Sekil 2.1. Ostrojen Tirevleri: estron (E1), estradiol (E2) ve estriol (E3).

Yetiskin organizmalarda, disi lireme sistemi disinda normal kosullar altinda anjiyogenez
neredeyse yoktur. Bu durum cinsiyet hormonlarinin neo-anjiyogenezde etkili
olabilecegini diislindiirmiistiir. Endotel hiicre ¢ogalmasi ile iliskilendirilen lupus gibi
hastaliklarin menopoz Oncesi donemdeki kadinlarda gozlenmesi bu diisiinceyi

kuvvetlendirmektedir. Ostrojen reseptdrlerinin inhibe edildigi farelerde yapilan



calismalarin sonuclar1 rahimde anjiyogenezin olumsuz yonde etkilendigi gdstermistir.
Bununla birlikte Ostrojen reseptorii antogonisti kullanilarak yapilan calismalarda da
anjiyogenezin inhibe oldugu gosterilmistir [34]. Tim bu ¢alismalar Gstrojenlerin

anjiyogenezde kritik rol aldiklarin1 kanitlar niteliktedir.

Farkli doku tiplerinde 0strojen tarafindan olusturulan etkiler traskripsiyonel (genomik) ve
transkripsiyonel olmayan (non-genomik) sinyal yolaklarinin aktivasyonu ile ilisgkilidir.
Ostrojen, uzun ve kisa donem etkilerini ERo, ERB ve G-proteini Gstrojen reseptorii-
1(GPERZ1) gibi alt tirleri olan “Estrogen Receptor (ER)’larina baglanarak géstermektedir.
Ostrojenler genomik etkilerini hiicre i¢i ER’lere baglanarak gosterirler. Hiicre ici
reseptorlere baglanan Gstrojenlerin olusturdugu reseptdor-ligand kompleksleri hedef genin
DNA iizerindeki regiilatdr blgesine baglanarak etki gdsterirler. Ostrojenler non-genomik
etkilerini ise hiicre membraninda yer alan reseptdrlere baglanarak gosterirler. Ostrojenler
hiicre membraninda yer alan reseptorlere baglandiginda hiicre icinde ¢esitli sinyal
yolaklarmi aktive ederek biyolojik etkilerini gosterirler [35]. ERo, ERB ve GPERI
reseptorleri sirastyla ESR1, ESR2 ve GPER1 genleri tarafindan kodlanmaktadir [36]. ERa
vaskiler dokularda ifade olurken, ERP reseptoriiniin  vaskiiler dokularindaki
karakterizasyonu kapsamli olarak yapilmamis olsa da insan endotel hiicrelerinin ER
ifade ettigi gosterilmistir. Laminer kayma gerilimi altinda kiiltiirii yapilan insan endotel
hiicrelerinde fizyolojik konsantrasyonda E2 uygulandiginda, strojen ile iliskili oldugu
tespit edilen COX-2 geninin mRNA duzeyinde ifadesinin arttigi gosterilmistir [37].
Bununla birlikte serebral ve periferal endotel hiicrelerinde E2’nin hem in vitro hem de in
vivo kosullarda VEGF aracili anjiyogenezde kritik olan nitrik oksit duzeyini eNOS
aktivasyonu ve ER-reseptor aracili mekanizmalarla artirdigr tespit edilmistir [38]. Tim
bunlara ek olarak E2 uygulamasinin hem in vitro hem de in vivo kosullarda endotel hiicre
cogalmasini artirdig1 ve apoptozu inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica E2’nin HUVEC
hiicrelerinin adezyonunu ve migrasyonunu artirarak anjiyogenezi tetikledigi rapor
edilmistir. E2’nin pro-anjiyogenik etkisinden sorumlu mekanizmalar1 kapsamli bir
sekilde calisilmis olup elde edilen veriler bu etkinin ERa aktivasyonu tarafindan
saglandiginm1 gostermistir. Bununla birlikte E2’nin VEGF ifadesini artirdigi ve bu etkinin
de ERa iizerinden gerceklestigi tespit edilmistir. Anjiyogenez boyunca, besinlerin hedef
hiicrelere iletiminin hizlica yapilabilmesi amaciyla endotel hiicreleri, ihtiya¢ duydugu
enerjiyi sentezleyebilmek i¢in metabolik aktivitelerini hizlandirmak durumundadir.

Yapilan ¢alismalarda E2’nin bu siirecte 6nemli bir bilesen oldugu, endotel hiicrelerinde



glikolizin artigini tetikledigi tespit edilmistir [39, 40]. Hem genomik hem de genomik
olmayan yollarla etkisini gosteren E2 gibi E1’de genomik ve non-genomik etkilesimlerle
biyolojik fonksiyon gdstermektedir. Sigan aortik dokularinda yapilan ¢alismalarda E1’in
genomik olmayan (“‘non-geneomik’) aktivitesinde PLC/DAG transdiksiyon yolak
aktivasyonu ve NOS ile COX mekanizmalar1 arasindaki karsilikli etkilesimin ektin
mekanizmalar oldugu tespit edilmistir [41]. Bununla birlikte E1’in ER’lere (ERa ve ERP)
baglanarak da etki gosterdigi ancak baglanma afinitesinin E2’ye gore diisiik, E3’e gore
ise yiiksek oldugu tespit edilmistir [42]. Rauschemberger ve ark. yaptiklar1 ¢alismada
sican endotel hiicrelerinde E1’in biyolojik fonksiyonlarini arastirmis ve elde ettikleri
sonuglar E1’in hiicre ¢cogalmasini indiikledigi ve hidrojen peroksit kaynakli oksidatif
stresi baskiladigi tespit edilmistir. Ayrica E1’in monositlerin endotel hiicrelerine olan
adezyonunu inhibe ettigi ve mitojenik aktivitesini MAPK yolag: iizerinden gosterdigi
tespit edilmistir [43]. Endotel 6nciil hiicreleri kullanilarak yapilan bagka bir ¢aligmada ise
El, E2 ve bunlarin kombinasyonlari ayri ayri hiicrelere uygulanmis olup hucre
cogalmasindaki etkisinin doz bagimli oldugu ve hem si¢can hem de insan endotel 6ncii
hlcrelerinde GPER reseptorinin ifade edildigi tespit edilmistir [44]. Ayrica, vaskiiler
diiz kas hiicreleri ve sigan aortik halkalari ile yapilan ¢alismalarda; E1’in non-genomik
etkisinin MAPK kinaz bagimli oldugu, genomik etkisini ise hiicre ¢ogalmasi ve
migrasyonunu etkileyen Protein kinaz C yolaginin aktivasyonu ile gergeklestirdigi

bildirilmistir [45].

2.2. Mikroigneler ve Tarihsel Gelisimi

Mikroigneler mikron boyutunda ignelerden olusan transdermal ilag salimi saglayan
sistemlerdir (Sekil 2.2). Mikron boyutundaki bu igneler derinin stratum korneum bariyer
tabakas1 boyunca mikron 6lgekli yollar olusturarak derinin gegirgenligi arttirmakta ve
boylece ilaclarin, proteinlerin ve asilarin girisine izin vermektedir. Mikroigne
uygulamasi; ilaglarin karacigerde ilk gecis etkisinin, pH dalgalanmalarinin ve olasi
gastrointestinal sisteme olan yan etkilerinin dnlenmesi gibi avantajlara sahiptir. Ayrica
alerji veya anafilaksi gibi istenmeyen bir etki olugmasi durumunda igne kolaylikla
cikarilarak ilag uygulamasi sonlandirilabilir [46]. Ayrica intravendz ve intamiiskiiler

uygulamalara gore agrisiz olmasi da hasta uyuncunu artirmaktadir.



llaglarmn direkt olarak cilde uygulanmasi 6zellikle topikal ve transdermal ilag saliminda
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Konvansiyonel topikal ila¢ salim sistemleri
(DDS), merhem, krem, jel, losyon veya yamalar gibi formiilasyonlar1 igerir. Bu
formiilasyonlar cildin dis tabakasi olan stratum korneuma uygulanir ve ilag deriden
emilir. Ancak, stratum korneumun siki yapisi, birgok ila¢ molekiiliiniin deriden gegisini
siirlar ve diislik biyoyararlanima neden olur. Konvansiyonel topikal DDS'ler ise iiretim
ve uygulama kolayligina sahiptir, ancak diisiik biyoyararlanim ve ila¢ emilim hizlar

siirlidir.

Hipodermik enjeksiyon ise ilaglarin dogrudan deri alti1 dokuya verilmesi icin yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Bu yontem, ilaglarin tam biyoyararlanimini saglar ve
hizli sistemik etki gostermesine olanak tanir. Ancak, enjeksiyon uygulamasi invaziv bir
islem olup agr1, enfeksiyon, kanama veya hematom gibi riskleri de beraberinde getirir.
Ayrica, saglik personeli ihtiyaci ve atik biyolojik materyalin uygun sekilde imha edilmesi
gerekir. Hipodermik enjeksiyon hizli sistemik etki gerektiren durumlarda tercih edilecek

bir yontemdir

Mikroigneler ise transdermal ilag dagitimi icin yeni bir yaklasim sunar. MN'ler, 50-900
um uzunlugunda ve 300 pm'den daha kiigiik ¢apli kat1 veya ici bos ignelerden olusur
[32,33]. Diziler halinde diizenlenmis igneler, stratum korneumda mikron boyutlu fiziksel
yollar olusturarak ilaglarin deriye niifuz etmesini kolaylastirir. Bu sayede, ilaglarin
biyoyararlanimi artirilabilir ve daha yiiksek dozlarin uygulanmasina olanak saglar. MN
dizileri, azami 20.000 igne/cm? yogunluga kadar iiretilebilir ve dermisteki sinir uglarina

ulagsmadan sadece epidermisin iist tabakalarin1 delerek agrisiz bir uygulama saglar.

Mikroignelerin avantajlari, agrisiz ve minimal invaziv olmalari, kendinden uygulama
olanagi sunmalari, biyoyararlanimi artirmalar1 ve atik olusturmamalaridir. Bununla
birlikte, mikroigne dizilerinin iiretimi ve Ol¢eklendirilmesi bazi kisitlamalara sahiptir.
Ayrica, mikrokanallarin tikanmasi ve biyolojik sivilarla temas sonrasi ¢oziinme gibi

sorunlar: da bulunmaktadir.
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Sekil 2.2. A) Derinin yapist ve mikroignelerin deri dokusuna penetrasyonunun sematik

gosterimi. B, C) Tez kapsaminda tiretilmis transdermal polimerik mikroigneler.



Mikroigne (MN) terimi literatiiriinde ilk defa 1921 yilinda Robert Chambers tarafindan
kullanilmistir. Chambers, deniz yildizi yumurtasinin ¢ekirdegine igne enjekte ederek
mikro-diseksiyon islemi gergeklestirmis ve bu amagla MN kullanmistir [47]. Aym
arastirmacinin 1914 yilindaki ¢alismasinda da bir ¢ekirge tiirii olan Disosteira Carolina
ve bir hamambdcegi tiirli olan Periplaneta Americana'nin erkek iireme hiicrelerinin 'igne’

vasitasiyla diseke edildigi bildirilmistir [48].

Literatiir incelendiginde, ila¢ uygulamasi amaciyla MN’lerin kullanilmas ilk olarak 17
Mayis 1971 tarihinde ABD'de Martin S. Gerstel ve Virgil A. Place'in bulusuna ait patente
dayandig goriilmektedir [49]. Gerstel ve Place tarafindan MN konseptinin tanitilmasina
ragmen, “mikroigne” terimi Henry ve ark. tarafindan 1998 yilinda kullanilmaya
baslanmustir [50]. Gerstel ve Place'in patentinde, MN'ler; ila¢ rezervuarindan salinan ve
lokal veya sistemik ilag dagitim1 amaciyla cildi delmeyi hedefleyen bir ilag tasiyici sistem
olarak tanimlanmaktadir. S6z konusu patentte hem kati hem de i¢i bos MN'ler
aciklanmistir. ilk ilag kapli MN bazli cihaz ise Pistor Michel Louis Paul tarafindan
Onerilmistir. Bu patent, MN'lerin yiizeyine veya MN'ler ile 6n islem gérmiis cildin {izerine
uygulanan ilag kombinasyonundan olusan bir mikro-delme yapisina sahip cihazi

tanimlamaktadir [51].

Tasarim
1971: ilag dagitimina yénelik MN (kati ve
ici bos) konseptinin ilk raporu (patent)
1821: MN kullanimina
iliskin mevcut ilk literatur raporu i .
1975: llag kaph MN'nin 2005: MNnin feshedimasine
ilk raporu (patent) iliskin ilk rapor
1920 1933 1946 1959 1972 1985 1998 2011

1998: MN ile iigili ilk arastirma raporu;
MN kullanilarak yapilan ilk in vivo calisma e

iZDUS: MN'nin teshis

|uygulamasina yonelik

2001: MN kullanilarak genetik materyalin <€/ ilk raporu
teslimine iliskin ilk rapor ‘b-
2005: MN'lerin kozmetik
2002: MN'ler kullanifarak ast < e BRIl

ilk rapor
dagitimina iliskin ilk rapor

2003: Makromolekiillerin ve nanopartikiillerin
MN destekli transdermal
dagitimina iliskin ilk arastirma raporu

Sekil 2.3. Mikroignelerin kronolojik gelisimi [51].

Mikroignelerin transdermal ilag sistemleri olarak kullanimina ait ilk arastirma raporu ise

1998 yilinda yaymlanmistir. Henry ve ark. reaktif iyon asindirma mikro-fabrikasyon



teknolojisini kullanarak MN'leri gelistirmislerdir ve insan derisinden alinan 6rneklerde
kalseinin pasif topikal uygulamaya kiyasla MN uygulamasinin gegirgenliginin dort kat
daha fazla oldugunu gostermistir. Bu c¢alisma ayni zamanda yaklagimin in Vvivo
uygulanabilirligini ve agr1 algisini rapor eden ilk ¢alismadir. 2001'de Alza Corporation,
antisens oligoniikleotitlerin transdermal verilmesi i¢in kati metalik MN'lerin gelistirmistir
[52]. Dermal immiinizasyon i¢in MN teknolojisinin kullanimina iliskin ilk rapor 2002
yilinda yayinlanmistir. Mikszta ve ark. fare modelinde ¢iplak plazmid DNA ile asilama
icin silikon MN’lerin etkinligini rapor etmistir [52]. Calisma ayrica eritema ve 6dem
skorlarina dayanarak insan deneklerinde MN’lerin guvenirligini degerlendirmistir.
Makromolekdiller ve nanopartikillerin  MN  destekli transdermal verilmesinin
uygulanabilirligini rapor eden ilk ¢alisma ise 2003 yilinda McAllister ve ark. tarafindan
yaymlanmustir. Insan kadavra derisinden insiilin, albiimin ve 100 nm boyutundaki lateks

partikillerin verilmesi i¢in kat1 ve oyuk MN'ler kullanilmistir [53].

Mikroigneler, cilt ylizeyini delerek ilacin veya biyolojik maddenin hedef dokulara
ulagmasini saglamaktadir. Geleneksel igne enjeksiyonlarina kiyasla mikroignelerin daha
az invaziv olmasi ve daha az agriya neden olmasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Ayrica
mikroignelerin tasarimi, ilacin daha etkili bir sekilde salinmasini saglamaktadir. Bunun
nedeni ilaglarm hedef dokulara dogrudan iletilirken metabolik parcalanmadan
kagilmasidir [54].

Mikroignelerin yukarida bahsedildigi Uzere daha az invaziv olmalari, daha az agriya
neden olmalar1 ve ilaglarin daha etkili bir sekilde teslim edilmesini saglamalar1 gibi
avantajlart bu teknolojinin giderek artan popiilerligini agiklamaktadir. Arastirmacilar,
mikroignelerin tasarimi ve kullanimi konusundaki caligmalarini siirdiirmekte ve bu
teknolojinin arastirmalarda ve klinikte nasil daha etkili bir sekilde kullanilabilecegini

aragtirmaktadir [55].

Mikroigneler, biyolojik engelleri (6rnegin deri) minimal invazif bir sekilde agan mikro
6l¢ekli ignelerdir. Mikroignenin boyutlar1 kan damarlarina ve sinirlere dokunmay1 6nler,
bOylece agr1 veya kanamaya neden olmaz. Bu nedenle mikroigneler istiin salim
verimliligine sahip bir ila¢ tasiyict sistemi olarak kabul edilmektedir. Ila¢ salim
ozelliklerine gore, mikroigneler genel olarak bes kategoriye ayrilabilir. Bunlar; kati, ici

bos, kaplanmis, ¢oziinen ve gozenekli mikroignelerdir [56].
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2.3. Mikroignelerin Simiflandirilmasi

Mikroigneler iiretim siireci, uygulama, malzeme bilesimi ve tasarim gibi ¢esitli faktorlere
gore siniflandirilabilir. Mikroignelerin genel siniflandirmasi ise ila¢ salimina gore
yapilmis olup bunlar kati, kaplanmis, ¢ozilinen, i¢i bos ve hidrojel mikroigneler olarak

tanimlanmustir.
2.3.1. Kat1 Mikroigneler

Kat1 mikroigneler, deri iizerinde gegici gozenekler olusturarak ilag molekiillerinin bu
gOzeneklerden dagilimin1 saglayan sistemlerdir. Bu uygulama iki asamada

gerceklestiginden kullanim agisindan dezavantaj olusturmaktadir [57].

Kati mikroigneler; silikon, paslanmaz celik, titanyum, metal ve polimerlerden
tiretilmektedir. Bu mikroigneler dirtme ve yama yaklagimi ile galismaktadir. Diirtme
isleminde, mikron Olcekli ¢ikintilarla cilt katmaninda mikron boyutunda kanallar
olusturulur. Boylece, sonrasinda uygulanacak ila¢ formiilasyonu deriye kolay bir sekilde
niifuz edebilir. Ilag, sistemik etki i¢in kilcallardan almabilir veya topikal bir etki icin
kullanilabilir. ila¢ formiilasyonu, topikal bir yama veya jel, krem, merhem, losyon veya
jel gibi yari kat1 bir bilesim olabilir [58-61]. Literatiirde bildirilen ilk kati mikroigne dizisi
Hashmi ve arkadaslar1 tarafindan silikon levhaya yerlestirilmis ve in vitro dagitim igin

tasarlanmustir [62].

2.3.2. Kaph Mikroigneler

Kaplanmis mikroigneler, kat1 mikroignelerin suda ¢oziiniir ila¢ formiilasyonlariyla ince
bir tabaka halinde kaplanmasiyla olusturulur. Bu mikroignelerin ¢alisma mekanizmasi iki
asamadan meydana gelir: kaplama ve batirma. Ilk asamada mikroigne ilag
formiilasyonuyla kaplanir. Daha sonra kapli mikroigne cilde batirilir ve kaplanan ilaglar
deriye gecerek hizlica emilir. Bu islemden sonra mikroigne cilt disina ¢ekilir.
Mikroigneye yiiklenebilecek ila¢ miktari, ignenin boyutu ve kaplama tabakasinin
kalinlhigina baghdir [59, 63, 64]. Kaplanmis mikroignelerin bazi dezavantajlar
bulunmaktadir. Kaplama isleminin verimsiz olmasi, kapli tabakanin cilde batirma
esnasinda ayrilmasi veya mikroignenin ¢ekilmesi sonrasi kaplama tabakasinin ciltte
kalmasi gibi sorunlar yasanabilir [65]. Kaplanmis mikroigneler igin 6nemli bir hususda
ilag kaplamasi i¢in uygun teknigin secilmesidir. Kaplama islemi genellikle daldirma,

miirekkep piiskiirtmeli baski veya ¢esitli sprey kurutma teknikleriyle gerceklestirilir.
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Kaplama verimliligini artirmak i¢in mikroigne yiizeyinin hidrofilikligini artiran yilizey

aktif maddeleri de kullanilabilir [63, 64].

2.3.3. Coziinen Mikroigneler

Cozlinen mikroigneler, biyouyumlu polimerler veya sekerlerden iiretilen c¢oziiniir
matriksler kullanilarak mikrokaliplama yontemiyle elde edilmektedir. Cilde
yerlestirildikten sonra, viicut sivisiyla temas ederek uclari ¢oziiniir ve ilag salimi
gergeklesir. Salim kinetigi, kullanilan polimerin ¢6ziinme hizina baghdir. Dolayisiyla
kompozisyonun veya iiretim yonteminin ayarlanmasiyla salim kinetigi kontrol edilebilir
[66, 67]. Cbziinen mikroignelerin biiyiikk bir avantaji uygulama sonrasi tamamen

¢oziinerek atik birakmamasidir [68].

Coziinen mikroigneler, ilacin biyolojik olarak parcalanabilen polimerler igine
yuklenmesiyle Uretilir [69]. Mikroigne stratum korneuma temas ettikten sonra ¢oziinme
gerceklesir ve ilag salinimi baslar. Diger mikroigne uygulamalarindan farkli olarak,
cOziinme gergeklestigi i¢in mikroignenin yerlestirildikten sonra ¢ikarilmasi gerekmez. Bu
sayede islem tek adimda gerceklestirilmis olur. C6ziinen mikroignelerin bu mekanizmasi
"batir ve birak" seklinde adlandirilir. Polimerin deri igerisinde ¢0ziiniir olmasi, uzun siireli

tedavi i¢in biyouyumlulugu artiran 6nemli bir avantajdir [70].

2.3.4. ici Bos Mikroigneler

Ici bos mikroignelerin tasarimi, ilagla doldurulacak ici bos bir kistm ve ucundaki
deliklerden olusur. Hipodermik enjeksiyona benzer bir mekanizmaya sahiptir [71]. Bu
sistem, diirtme ve akis mekanizmasiyla c¢alisarak ilacin cilde enjekte edilmesini
saglamaktadir. ilag cilde uygulandiginda dogrudan dermisin iist kismina ya da epidermise
iletilir. ici bos mikroigneler, seramik, cam, metal ve silikon kullanilarak iiretilebilir [64,

65].

Kat1 mikroignelerin diirtme ve yama mekanizmasinin bazi kisitlamalar1 bulunmaktadir.
Mikroignelerin uygulanip ¢ikarilmasinin ardindan cildin hizlica iyilesmesinden dolay1
olusan mikrokanallar hizlica ¢oker ve uygulanan ilag deriyi gecemez. Bu, kati
mikroignelerin baslica sorunlarindan biridir. I¢i bos mikroigneler ise stratum korneumda
tedavi siiresi geregince tutuldugu icin siv1 ila¢ formiilasyonlari cilde dogrudan verilebilir.
Bunlarin diger avantaji ise doku 6rneklemesi i¢in de kullanilabilmesidir ki bu saglik

hizmetlerinde 6nemli bir yere sahiptir [63, 64].
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I¢ci bos mikroigneler genellikle yiiksek agirlikli molekiiller olan proteinler ve asilar icin
kullanilmaktadir. flaglarin tiim dozunun bir kerede verildigi durumda akis hizi ve salim
basinci istenilen diizeyde ayarlanabilmektedir [55, 63]. i¢i bos mikroigneler kati
mikroignelere gore Ustunlukleri olmakla birlikte ila¢ kanallari bulundugu i¢in {iretimleri
daha karmasik ve zordur. Diger bir dezavantaji ise mikrokanal tikanmasi gibi sorunlarin
olusabilmesidir. Bu sorun ise mikroignelerin deliklerinin merkezden uzaga taginmasi ile

duzeltilebilir [65, 72].
2.3.5. Hidrojel Mikroigneler

Capraz bagli polimerik mikroignelerden olusan ve bir ilag rezervuari igeren entegre
sistemlerdir. Cilde uygulandiklarinda igne uglari dokudan siviy1 emerek siser ve ilacin
difiizyonunu indiikler. ilag salimi hidrojel capraz bag yogunluguna baghdir [73].
Uygulama sonrast hidrojel mikroigneler bozulmadan ¢ikarilabilir veya az miktarda kalint1
birakirlar [74]. Hidrojel mikroigneler siiper sisebilen hidrofilik ¢apraz bagh
polimerlerden elde edilmektedir. Bu polimerler deride viicut i¢i sivinin varligi nedeniyle
siserken ayni zamanda kanallar olusturarak rezervuardan salinan ilacin mikrodamarlarin
i¢ine girmesini saglarlar. igneleme olmadan 6nce bu sistem sadece cilt bariyerini bozmak
i¢cin kullanilir. Hidrojel mikroigneler esnektir ve deriden kolay bir sekilde bozulmadan

cikarilirlar [60, 65, 75].

Hidrojel = mikroignelerin  kullaniminda  birgok  polimer/polimer  karigimlari
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda kitosan (CS) ve poli(vinil alkol) (PVA) yaygin olarak
kulllanilan polimerlerdir. Kitosan, dogal bir polisakkarit olan kitinin alkali ortamlarda
islenmesiyle elde edilen bir polimerdir. Deniz kabuklularinin kabuklarindan ve bazi
mantar tlrlerinden elde edilen bu mucizevi polimer, cesitli endiistriyel ve tibbi
uygulamalarda genis bir kullanim alanina sahiptir. Kitosanin biyouyumluluk,
antibakteriyel 0zelligi ve biyogdziinir olmasi medikal alanda yaygin kullanilmasini
saglamaktadir. Ozellikle yara iyilesmesi, ilag tasiyicis1 ve doku rejenerasyonu gibi
alanlarda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ayrica gida takviyeleri, su aritma ve tarim gibi
alanlarda da yaygin olarak kullanilmaktadir. Kitosanin ¢evre dostu ve biyolojik olarak
parcalanabilen 6zellikleri, onu cevresel uygulamalarda da populer bir secenek haline
getirmektedir. Bu nedenle kitosanin ¢ok yonlii kullanimi1 ve gesitli avantajlar1 bilim

diinyasinda ve endiistride 6nemli bir ilgi odagi olmustur.
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PVA ise sentetik bir polimer olup arastirma ve endustriyel uygulamalarda genis bir
kullanim alanina sahiptir. PVA, ¢6ziiniir, esnek, dayanikli ve yapiskan bir yapiya sahiptir.
PVA'nin en 6nemli 6zelliklerinden biri suda ¢oziinebilmesidir. Bu 6zellik PVA'y1 birgok
su bazli uygulama i¢gin ideal hale getirmektedir. Ozellikle yapistiricilar, boya, tekstil,
ilaclar, gida ambalaj1 ve tarim gibi alanlarda su bazli {irlinlerin tiretiminde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, PVA'nin suda ¢oziiniirliigii bazi uygulamalarda
istenmeyen bir 6zellik olabilir. Bu durumlarda PV A, suya dayanikli hale getirilmek tizere
cesitli kimyasal islemlerden gecirilir. PVA'nin bir diger 6nemli oOzelligi ise
biyouyumluluktur. Bu o6zellik, PVA'nin tibbi uygulamalarda kullanilmasina olanak
saglamaktadir. Ozellikle yara iyilesmesinde, tibbi pansumanlarda ve ilag tastyic
sistemlerinde PVA yaygin olarak kullanilmaktadir. PVA, yiiksek su ¢ozlniirliigi
sayesinde, bu tibbi uygulamalarda kolayca biyolojik olarak pargalanabilir ve viicut

tarafindan emilebilir.
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Sekil 2.4. Mikroigne ¢esitleri: A) Ici bos Mikroigneler: Deriyi deler ve sivi ilag
formiilasyonunu igne liimeni i¢inden salar. I¢i bos mikroignelerin mikroskop goriintiisii
(a). B) Kat1 Mikroigneler: Deride mikrokanallar olusturur ve ilag gegirgenligini artirir.
Kat1 mikroignelerin SEM gériintiisii (b). C) Kaplamali Mikroigneler: Ilacin kaplama
filminden deriye ge¢isini saglar. Kaplamali mikroignelerin mikroskop goriintiisii (c). D)
Coziinen Mikroigneler: Yapinin ¢6ziinmesi ile ilag salinir. C6ézlinen mikroignelerin
mikroskop gorlntisii  (d). E) Hidrojel Mikroigneler: Doku sivilariyla sisen
mikroignelerden ilag salim1 gergeklesir. Hidrojel mikroigne fotografi (e) [76].
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2.4. Mikroigne Uretiminde Kullanilan Yéntemler ve Malzemeler

Mikroignelerin Uretiminde; titanyum, paslanmaz celik, paladyum, silikon, seramik,
poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA) ve kopolimerleri (PLGA) gibi birgok
malzme yaygin olarak kullanilmaktadir [77]. Secilen malzemenin; biyouyumluluk,
maliyet etkinligi, kullanim kolayligi, yiksek asinma direnci ve mekanik dayaniklilik gibi
bircok 6zelligi karsilamasi gerekmektedir [70]. Bu 6zellikler, mikroignelerin giivenli ve
verimli bir sekilde kullanilabilmesini saglamaktadir. Mikroigneler, ¢ok c¢esitli
uygulamalar igin farkli sekil ve boyutlarda Uretilmektedir. Mikroigne iiretiminde siklikla

kullanilan malzemeler asagida sunulmustur.

Silikon: Silikon, benzersiz 6zellikleriyle mikroyap1 ve mikro-elektromekanik sistem
tiretiminde siklikla tercih edilmektedir [78]. Esnekligi sayesinde istenilen sekil ve
boyutlarda kolayca sekillendirilebilir. Ayrica yiiksek mekanik dayanikliliklar: sayesinde
cildi basariyla delerek transdermal ilag salimin1 miimkiin kilmaktadir [79]. Kat1, i¢i bos
ve kaplanmis silikon mikroigneler iiretilebilmektedir. Ancak yiiksek maliyet, uzun liretim
stireleri ve kirilganliktan kaynaklanan olasi saglik riskleri dezavantajlari arasindadir [80].
Var olan dretim teknikleri ve toplu Uretim imkanlari ile maliyetleri diistirilebilmektedir
[81].

Metal: Paslanmaz celik, titanyum, paladyum, paladyum-kobalt alasimlar1 ve nikel gibi
metaller mikroigne tiretiminde kullanilmaktadir [82]. Bunlar biyouyumlu olup mekanik
Ozellikler agisindan avantaj sunmaktadirlar [83]. Paslanmaz ¢elik ilk kullanilan metal
iken titanyum ise mikroigneler i¢in iyi bir alternatif olup 6zellikle biyosensor ve
transdermal sistemlerde tercih edilmektedir [84].

Seramik: Alimina (Al2O3) baslica seramik tlrlerinden biridir. Yuksek kimyasal direnci,
sikigtirma dayanimi ve biyouyumlulugu avantajlarini olugturmaktadir [9]. Ancak ¢ekme
kuvveti altinda kirilgandir ve mekanik 6zellikleri agisindan dezavantajlidir [85].
Polimer: Polimerler; biyouyumluluklari, biyobozunurluklari, diisiik toksisiteleri ve
diisiik maliyetleri nedeniyle mikroigne iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir.
COzundr/biyobozunur ve hidrojel mikroignelerin yani sira kati, i¢i bos ve kaplanmig
polimerik mikroignelerin iiretimi de miimkiindiir. Mukavemet bakimindan metallere gore
daha diisiik performans gostermektedir ancak esnek yapilari sayesinde daha avantajh bir
uygulama saglamaktadirlar [57]. Gelecek nesil polimerik mikroigne kullanima hazir
testler ve ila¢ salimli yamalarin gelistirilmesinde tercih edilen fabrikasyon yontemlerinin

fotolitografi, kalip kaliplama, 3D baski ve mikroisleme olacag: gittikge daha acik hale
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gelmektedir [86]. Diger taraftan metaller, silikonla karsilagtirildiginda bazi toksisite
sorunlarina ragmen, mikroigne lretimi i¢in iyi mekanik ozellikler ve biyouyumluluk
saglamaktadir. Fotokimyasal asindirma, elektrokaplama ve lazer kesme, kat1 ve i¢i bos

metalik mikroignelerin iiretiminde kullanilan yaygin tekniklerdir [87].

Mikroigneler ilk olarak silikondan tiretilmistir. Mikroelektronik endiistrisi mikroigne
iretimine uyarlanabilecek entegre devreler liretmek igin araclar saglamistir. Glnlimuzde
silikon mikroigne tiretiminde en yaygin sekilde kullanilan malzemedir. Bu teknoloji
yaygin bir ilgi uyandirmis ve seri iiretim i¢in potansiyel saglamistir ancak Uretim
teknolojisi, 6zel temiz oda tesislerinde bulunan pahali ekipman kullanan karmasik ve gok
adiml siiregler gerektirmektedir. 3B baski ve iki-foton polimerizasyonu (TPP) gibi
alternatif iiretim siirecleri, son yillarda gelistirilen yeni doniistiiriicii teknolojiler vaat
etmektedir. Bu katmanli tiretim yontemleri, 3B yapilar olusturmak igin katman katman
isleme yaklagimini kullanir. Mikroigneler icin gelistirilen diger mikrofabrikasyon
yontemlerinin aksine, bu hizli prototipleme yontemleri pahali temiz oda tesisleri
gerektirmez ve karmasik geometriler daha kisa siirede ve daha az teknik uzmanlikla
gerceklestirilebilir. Bu, bakim noktasi teshisi veya ilag salimi i¢in mikroakiskan
elementlerin entegrasyonunu gerektiren mikroigne yama dizilerinin {iretimi i¢in biiyiik
bir avantajdir. TPP mikroteknolojisinin Nanoscribe GmbH (Almanya) gibi sirketler
tarafindan yakin zamanda ticarilestirilmesi, mikron alt1 ¢6ziiniirliikle hassas ve esnek

tiretim saglamigtir [88].

Mikroigne fabrikasyonu i¢in diger iiretim siirecleri arasinda enjeksiyon kaliplama, sicak
kaliplama, lazer delme, litografi art1 elektro-formlandirma, cekme litografisi ve 3B baski
yer alir. Silikon tzerinde DRIE, mikro-kaliplama, fotolitografi, litografi, elektrokaplama,
kaliplama (LIGA) kullanilarak derin X-1sin1 litografisi mikroigne fabrikasyonu igin en
yaygin kullanilan iiretim teknolojileri arasindadir. Ancak bazi bu yontemlerle, 6zellikle
DRIE ile 400 um'den daha uzun mikroignelerin iiretimi zordur. Cekme litografisi, 1600,
1200 ve 600 um yiiksekliklerinde yiiksek aspekt oranli mikroigneler i¢in kullanilmistir
[89]. Bu teknik, SU-8 epoksi reginesi gibi viskoelastik termoset bir polimerin spin

kaplamadan sonra termal kiirlenmeyi ve akiskan formda kontrollii cekmeyi igerir.

Silikon mikroignelerin fabrikasyonundaki zorluklar, karmasik ¢ok adimli fabrikasyon
stirecleri ve pahali temiz oda araglar1 gerektirmesi nedeniyle yiiksek maliyet goz oniine

alindiginda silikonun hala bu alanda baskin olmasi sasirtict olabilir. Dahasz, tipik silikon
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mikroignelerin uzunluklari, kan kapillerlerine ulagsmak ve test i¢cin kan ¢ekmek icin yeterli
degildir [90]. Ayrica silikon mikroigne tiretim teknikleri, hizli prototipleme ile uyumlu
degildir ve 3D baski gibi diger liretim yontemlerinin sagladig esneklige sahip degildir.
Silikon yerine polimerlerden mikroigne iiretmenin avantajli alternatif yontemleri asagida
ele alinmistir. Mikroignelerin iiretimi i¢in ¢esitli metotlar kullanilmaktadir. Bu metotlarin
se¢imi, mikroignelerin boyutu, geometrisi, mekanik 6zellikleri ve amaglanan uygulamaya

baglidir. Yaygin olarak kullanilan metotlar asagida 6zetlenmistir.

2.4.1. Mikrokaliplama

Mikroignelerin iiretiminde kullanilan 6nemli yontemlerden biri mikro kaliplama
teknigidir. Bu teknik cesitli sekil ve boyutlarda kati veya oyuk mikroignelerin
iiretilmesine olanak saglamaktadir. Mikro kaliplama yonteminde ilk adim istenilen
mikroigne dizisinin negatif kalibin1 olusturmaktir. Bu kalip, genellik se¢ilen malzemeye
uygun olacak sekilde silikon veya diger uygun malzemelerden yapilmaktadir.
Mikroignelerin iiretiminde kullanilacak polimer secilir. Secilen polimer, biyouyumlu,
mekanik olarak saglam ve islemeye uygun olmalidir. Secilen polimer ¢ozeltisi kalibin
icine dokiiliir ve kalip dolgulu halde bekletilir. Belirli bir siire sonra MN’ler kaliptan

cikarilir. Kaliptan ¢ikarilan mikroigneler gerekirse ek islemlere tabi tutulabilir.

Mikro kaliplama teknigi mikroignelerin sekli, boyutu ve dizilis 6zelliklerini kontrol
etmeye olanak saglar. Ayrica, bu teknik biiyiik 6l¢ekli tiretim i¢in uygundur [91]. Farkli

kalip malzemeleri (silikon, metal, PDMS vb.) ve polimer ¢ozeltileri kullanilabilir.

{ ) Kurutma
Santrifilj ve/veya ‘ I I I I I
/’

YVVVY

Sekil 2.5. Mikrokalipla yontemi ile mikroigne Uretimi.
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2.4.2. Fotolitografi

Mikro-elektromekanik sistemlerin iiretiminde yaygin olarak kullanilan fotolitografi
teknigi mikroigne iiretimine de uyarlanmistir. Bu yontemde foto-duyarli polimer iizerine
151k tutularak mikroigne kalib1 olusturulur. Sonraki adimlarda kalip i¢ine polimer ¢ozeltisi
dokiilerek mikroigneler elde edilir [92].

2.4.3. Is1l Sekillendirme

Isil sekillendirme ydntemi polimer malzemeyi 1sitarak sekillendirmeye dayanir. Bu
yontemde, 1sitilmis polimer kaliplara aktarilir ve sogutularak sekillendirilir. Isil

sekillendirme ile metal, plastik veya silikon mikroigneler iiretilebilir [92].

2.4.4. Elektroegirme

Elektroegirme, nanolifler veya mikroigne-lif kompozit yapilar elde etmek igin
kullanilmaktadir. Yiiksek voltaj altinda polimer ¢o6zeltisi elektro-egirme cihazina

verilerek ve toplayici iizerine lifin birikmesi saglanir [93].

2.4.5. Cekirdek/Kabuk Elektroegirme

Bu yontem, c¢ekirdek ve kabuk olmak iizere farkli iki bilesenden olusan kompozit
mikroigneler {iiretmek icin kullanilmaktadir. Cekirdek ve kabuk c¢ozeltileri ayri

kanallardan elektro-egirme cihazina beslenir [93].

2.4.6. 3B Yazia
3B yazicilar, mikroignelerin iiretiminde kullanilabilecek yeni bir teknolojidir. Bu

yontemde, bilgisayar tarafindan kontrol edilen bir sistemle polimerik malzeme katman

katman islenerek mikroigneler tiretilir [94].

Sekil 2.6. Mikroignelerin 3B yazic1 teknigi ile tiretilmesi.
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2.5. Mikroignelerin Biyomedikal Uygulamalari

Mikroigneler, son yillarda bir¢ok biyomedikal alanda umut verici bir teknoloji olarak 6ne
cikmaktadir. Minimal invaziv yapilari ve kontrollii ilag/biyoaktif madde salimi 6zellikleri

sayesinde ¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir.
2.5.1. Transdermal ilac Salim

Mikroigneler, ilaglarin deriden etkin bir sekilde verilmesini saglamaktadir. Deri bariyer
fonksiyonunu gecici olarak bozmak i¢in kullanilan mikroigneler, biiyiik molekiilli
ilaclarin  dahi deriden gegisine olanak tanir. Proteinler, peptitler, asilar ve
oligonukleotitler gibi biyomolekiller bu sayede transdermal olarak verilebilmektedir
[95].

2.5.2. Deri Hastaliklarinin Tedavisi

Mikroigneler araciligiyla biyolojik ajanlar, asilar veya gen tedavisi dogrudan cildin
epidermal ve dermal tabakalarina uygulanabilir. Bu sayede deri kanseri, egzama, sedef

hastalig1 gibi durumlarda hedeflenmis ve etkin tedaviler miimkiin olabilmektedir [96].
2.5.3. Agrisiz Biyosensorler

I¢i bos mikroigneler, agrisiz bir sekilde kiiciik miktarlarda biyolojik s1vi érnegi almak
i¢in kullanilabilir. Kan sekeri, laktik asit, kolesterol ve ilag diizeylerinin srekli izlenmesi
bu teknoloji sayesinde daha konforlu hale gelmektedir [97].

2.5.4. Rejeneratif Tip ve Doku Miihendisligi

Mikroigneler, biiylime faktorlerinin, kok hiicrelerin veya biyolojik ajanlarin kontrolli bir
sekilde dokuya verilmesinde rol oynayabilir. Doku iyilesmesi, rejenerasyonu ve

yenilenmesi i¢in bu platformlar umut verici araglardir [93, 98].
2.5.5. Kozmetik ve Estetik Alanlar

Mikroignelerin transdermal uygulama yetenekleri, kozmetik ve estetik iirlinlerin deriye

etkin penetrasyonunu saglamak ig¢in hali hazirda kullanilmaktadir. Cildi yenileme,
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sikilagtirma, leke giderme gibi amaclarla aktif bilesenlerin derialt1 tabakalara

penetrasyonu mimkun olabilmektedir [99].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Estradiol Tiirevlerinin Hiicre Canhhgina Etkisi

Vaskuler endotel hicreleri (VEH) laboratuvarimizda yiiriitilmiis olan projeler
kapsaminda si1gir aort damarindan izole edilerek karakterize edilmis ve stoklanmistir. Bu
calismada da mevcut stoklar kullanilmigtir. VEC’lerin kiltiri  kollajen kapli kiiltiir
kaplarinda, bilesiminde %10 FBS (Sigma Aldrich, ABD), %1 I-glutamin (Cegrogen,
Almanya), %0,1 penisilin-streptomisin (Cegrogen, Almanya) ve 125 pg/mL heparin
(Biochrom, ABD) bulunan yliiksek seker icerigine sahip DMEM (Cegrogen, Almanya)
kullanilarak yapilmistir. insan kaynakli dermal fibroblast hiicreleri (iFibH, ATCC),
bilesiminde %10 FBS, %1 1-glutamin ve %0,1 penisilin-streptomisin bulunan diisiik seker
icerigine sahip DMEM (Cegrogen, Almanya) kullanilarak yapilmistir. Her iki hicre tipi
uygun sayiya getirilerek tripsinizasyon ile hiicre kiiltiir kabinin yiizeyinden kaldirilarak

sayllmis ve caligmalar yapilmistir.

Estron (E1, Sigma Aldrich, ABD), Estradiol (E2, Sigma Aldrich, ABD) ve Estriol’in (E3,
Sigma Aldrich, ABD) VEH ve hFibH’in canliligina olan etkilerinin tespit edilmesi
amaciyla her iki hiicre tipi kuyucuk basma 1.10* hiicre olacak sekilde hiicre kiiltiir kabina
dagitilmis ve 24 saat kiiltiir yapilarak hiicrelerin tutunmasi saglanmistir. 24 saat sonunda
10° - 10° nM konsantrasyon arahiginda E1, E2 ve E3 iceren ¢alisma soliisyonlar:
hazirlanarak hiicrelere uygulanmistir (n=6). 48 saat sonunda MTT analizi yapilarak
konsantrasyona bagli hiicre canlilig1 tespit edilmistir. Bu amagla, hiicrelerin iizerindeki
besi ortami1 bilesiminde %10 MTT bulunan serumsuz DMEM ile degistirilmis ve 4 saat
standart hiicre kiiltiirii kosullarinda inkiibasyon yapilmistir. 4 saat sonunda olusan
formazan kristalleri DMSO kullanilarak ¢ozdiirilmiis ve 570 nm dalga boyunda 6l¢iim
yapilarak absorbans degerleri Ol¢lilmiistiir. Elde edilen degerler kullanilarak % hiicre
canlilig1 hesaplanmistir. Negatif kontrol grubu olarak biiylime ortami1 ve pozitif kontrol
grubu olarak ise %10 DMSO igerigine sahip biiylitme ortam1 kullanilmistir. Elde edilen
sonuglar tek yonliit ANOVA yontemi kullanilarak istatiksel analiz yapilmis ve gruplar

arasinda ¢oklu karsilastirma Tukey yontemi kullanilarak yapilmistir.
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3.2. Estradiol Turevlerinin Anjiyogenez Etkisinin incelenmesi

Ostrojen tiirevlerinin anjiyogenik etkileri aortik halka deneyi ile analiz edilmistir. Aortik
halka deneyi laboratuvarimizda optimizasyonu yapilmis ve siklikla calisilan bir
yontemdir. Deneyde aortik halka dondri olarak tavuk embriyolari kullanilmigtir. Aortik
halkalar1 alimacak yumurtalar Tavuk¢uluk Arastirma Enstitiisiinden temin edilmis ve
yumurtalar inkiibatoriinde 14 giin boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra
embriyolara dekapitasyon ile terminal islem yapilmigtir. Aortik halkanin en az hasarla ve
bir biitiin halinde ¢ikartilabilmesi i¢in asamali bir protokol takip edilmistir. Oncelikle
embriyolarin gogis kafesi agilmis ve aort damarimin 6niindeki ve etrafindaki dokular
uzaklastirilmistir. Aort damarlarinin kalp-viicut hatti boyunca agik¢a gortildiigii durumda
aort damarlari kalp ile viicuttan ¢ikartilmigtir. Aort damarlari alindiktan sonra bir sonraki
asamaya kadar PBS icerisinde saklanmistir. Sonraki agamada diseksiyon mikroskobu
kullanilarak aort damarlar1 kalpten ayrilmistir ve tek bir kdke bagli 5 aort damari
birbirinden ayrilarak etrafindaki yag ve bag dokular tamamen temizlenmistir. Aort
damarlar1 1 mm’lik halkalara boliinerek toplanmistir. 48 kuyucuklu plakalarin her birine
20 pL ECM Gel (Sigma-Aldrich, USA) damlatilarak 3B ortam olusturulmus ve {izerine
bu aortik halkalar yerlestirilmistir. Biitiin halkalar yerlestirildikten sonra jellesmenin
gerceklesmesi amaci ile 30 dk. boyunca 37 °C’de inkiibasyon yapilmistir. Inkiibasyon
siiresinin sonunda E1, E2 ve E3 hormonlarindan hazirlanmis stok ¢ozeltileri 5 farkli
konsantrasyonda (100 pM, 10 pM, 1 nM, 10 nM, 100 nM) seyreltilerek deney gruplari
hazirlanmistir. Aortik halka kiiltiiriinde ve seyreltme ¢ozeltisi olarak %2,5 FBS iceren
DMEM (HG) kullanilmistir. Her bir aortik halka tlizerine 250 pL besi ortami eklenerek
37 °C’de kiiltiire baglanmistir (0. giin). Farkli konsantrasyonlarda dstrojenler kullanarak
Ostrojenlerin anjiyogenez {lizerinde doza bagli etkisinin incelenmesi amaglanmistir.
Aortik halka kiiltliriniin 3. ve 5. giinlerinden alinan goriintlilerin analizi yapilarak
Ostrojenlerin anjiyogenez tizerinde zamana bagl etkisi incelenmistir. Mikroskobik
goruntdler anjiyogenezin degerlendirilmesi amaci ile iki farkli parametreye gore analiz
edilmistir. Image J kullanilarak aortik halkalarin dis ¢eperinden itibaren en uzak noktaya
ulasmis endotel filizlenme uzunluklart (n=3) ve endotel filizlenmelerinin ve
dallanmalarinin olusturdugu ag yapisinin 4 farkli noktasindan alinan ag yapisi uzunluklar

Olciilerek istatistiksel analizler gergeklestirilmistir.
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3.3. Kitosan/Poli(vinil alkol) Mikroignelerin Uretimi

Kitosan/poli(vinil alkol) (CS/PVA) mikroignelerin tiretimi igin poli(dimetilsiloksan)
(PDMS) kaliplar (Micropoint Technologies Pte Ltd, Singapur) temin edilmis ve
mikroigneler pyramidal silikon kalip kullanilarak tiretilmistir. Mikroignelerin Uretimi igin
taban yapisi olarak dortgen piramit geometrisi tercih edilmistir. Bu geometrinin tercih
edilmesinin nedeni, deriyi daha etkin bir sekilde delebilmesi ve mikroignelerin daha
saglam bir yapiya sahip olmasidir. PDMS kaliplarda her bir mikroignenin tabani 0.8x0.8
cm? boyutlarinda olup mikroigneler 10x10'luk bir dizilimle siralanmistir. Mikroignelerin
yiiksekligi 800 um, taban genisligi 200 pm ve merkez-merkez uzakligir 500 pm’dir (Sekil
3.1).

B

Sekil 3.1. Silikon kaliplardaki mikroigne boyutlari. A) Yikseklik:800 um, B) Taban
genisligi: 200 um, C) Merkez-Merkez uzakligt 500 pm.

Mikroignelerin Uretiminden énce PDMS kaliplar temizlenmistir. Daha sonra kitosan
asetik asit icinde cozdurulerek %3'lik ¢ozeltisi hazirlanmis ve pH'st 6-7 araligina
ayarlanmigtir. Kullanilan kitosan diisiik molekiil agirlikli olup deasetilasyon orani
%77,5'dir (Sigma Aldrich/izlanda). Daha sonra %20'lik PVA (Mw=145000, Sigma
Aldrich/Almanya) ¢ozeltisi ile 2:1 oraninda karistirilarak oda sicakliginda 30 dakika
boyunca karistirmaya devam edilmistir. Ardindan, %?2'lik tetraetilortosilikattan (TEOS)

cozeltisi eklenerek 30 dakika daha karistirma islemi gerceklestirilmistir.

Mikroignelere ti¢ farkli 6strojen tirevi (estrone, B-estradiol ve estriol) yiiklenmistir. Bu
amacla Ostrojen tdrevleri 1 mg tartilarak uygun cozlicide 1 mL'lik cozeltileri
hazirlanmustir. B-estradiol igin etanol, estriol icin aseton, estron icin ise dimetilstlfoksit
(DMSO) ¢oziicii olarak kullanilmistir. Capraz baglayici olarak strojen igeren polimer

cozeltilerine %1 ve %2 (v/v) oranlarinda TEOS 1 mL etanolde karistirilmis ve 3 mL
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polimer ¢ozeltisine eklenmistir. Daha sonra 100 pL polimer ¢ozeltisi kaliplara dokiilmiis
ve 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir (Sekil 3.1). Ornekler daha sonra 31°C'de 24

saat kurumaya birakilmistir.

%20 PVA (W/v)
%1 TEOS
%2 TEOS

Estrone
(E1)

/

PVA/Kitosan/TEOS
@RT
7 puir i =
& -

PVA/Kitosan
(2:1)

2 birim,

Estradiol (EZ)

Estriol (E3)
%3 Kitosan (w/v)

S| = . 3000 rpm
10 dak.
= @RT

=

110 pL Jel/Kalip

Sekil 3.2. Mikroigne liretim metodunun sematik gosterimi.

Mikroignelerin kararliliklarini artirmak igin ikinci bir yol olarak mikroigneler

gluteraldehit buharina maruz birakilmistir. Bu amagla mikroigneler kurutma isleminden

sonra 15, 30 ve 60 dakika suresince % 25’lik (v/v) gluteraldehit buhari ile capraz

baglanmaya tabi tutulmus ve daha sonra mikroigneler yikanarak gluteraldehitin fazlasi

uzaklagtirilmastir.
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Tablo 3.1. Uretilen MN’lerin kompozisyonu.

Gluteraldehit VVapor

CS PVA El E2 E3 TEOS .
MN % (dakika)
% (W/v) W) 10upg | 10ug | 10pg | % (Viv)
15 30 60
MN 3 20 - - - - . - -
MN-T1E1 3 20 + - - 1 - - .
MN-T1E2 3 20 - + - 1 - - -
MN-T1E3 3 20 - - + 1 . - -
MN-T2E1 3 20 + - - 2 - - .
MN-T1E2 3 20 - + - 2 - - -
MN-T1E3 3 20 - - + 2 - - .
MN-Glu15 3 20 - - - - + y -
MN-Glu15E1 3 20 - + - - + . .
MN-Glu15E2 3 20 - - + - + - .
MN-Glu15€3 3 20 - - + - + - -
MN-Glu30 3 20 - - - - - + -
MN-GIu30E1 3 20 + - - - - + .
MN-GIu30E2 3 20 - + - - . + .
MN-GIu30E3 3 20 - - + - - + -
MN-Glu60 3 20 - - - - - - +
MN-GIu60E1 3 20 + - - . - . +
MN-GIuB0E2 3 20 - + - - . . +
MN-GIu60E3 3 20 - - + - . - +
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3.4. Mikroignelerin Karakterizasyonu
3.4.1. FTIR Analizi

Etken maddelerin ve hazirlanan mikroignelerin kimyasal yapilari Fourier Doniistimli
Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR, Thermo Scientific/Nicolet iS50, ABD) ile 4000 - 500

cm™ dalga boyu araliginda incelenmistir.

3.4.2. Mikroignelerin Sitotoksite Analizi

Ostrojen turevlerini iceren ve farkli capraz baglayicilar kullanilarak hazirlanan
mikroignelerin hiicre tlizerinde toksik etki gosterip gostermediklerinin arastirilmasi
amaciyla laboratuvarimizda rutin olarak kullanilan indirekt toksisite analizi yapilmstir.
Bu amacla TEOS iceren (%1 ve %2) ve gluteraldehit buharina maruz birakilarak (15, 30
ve 60 dak.) capraz baglanmis E1, E2 ve E3 igeren mikroigneler 45 dak. UV altinda
sterilize edilmistir ve 2 defa PBS ile yikanmistir. Yikanan 6rnekler 500 pL buyttme
ortami ile 72 saat standart hiicre kiiltiir kosullarinda inkiibe edilmis (n=3) ve ekstraktlar
elde edilmistir. Elde edilen ekstraktlar 96 gozli kiiltiir kabinda kiiltlirleri yapilan fare
fibroblast hiicrelerine (L-929, 1.10* hiicre/kuyucuk) uygulanmis (n=12) ve 24 saat

inkiibasyon yapilmistir. 24 saat sonunda MTT yapilarak % hiicre canlilig1 hesaplanmistir.

3.4.3. Mikroignelerin Morfolojik Analizi

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

morfolojileri ve igne boyutlar1 analiz edilmistir.

3.4.4. Mikroignelerin Mekanik ve Penetrasyon Analizleri

Mikroignelerin mekanik dayanimi ve elastik 6zellikleri Tekstir Analizor( kullanilarak
basma testi ile belirlenmistir. Bu test, mikroignelerin dayanikliligini, kirilma noktalarini
ve deformasyon davranislarini analiz etmek icin kullanilmaktadir. Bu amagcla
mikroigneler hazirladiktan sonra cihazin numune alim yerine igneler yukariya bakar
sekilde konulmustur. Cihazin probu ignelere maksimum kuvvet uyguladiktan sonra
igneler kirildigim geri donerek, yamalara uygulanan kuvvet-mesafe grafikleri elde

edilmistir (n=3).

Mikroignelerin mekanik 6zelliklerini incelemek i¢in literatiirde yaygin olarak kullanilan

diger bir test ise Parafilm M® testidir. Bu tez ¢alismasinda mikroignelerin parafilm
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katmanlarindaki penetrasyonlarini incelemek igin sert bir yuzey tzerine 10 katman
Parafilm M® yerlestirilmis ve mikroigne gruplari, igneler Parafilm M® ile temas edecek
sekilde konumlandirilmistir. Ardindan, mikroignelerin {izerine yaklasik 1 dakika siireyle
5 kg’lik (49N) bir agirlik uygulanmistir. Daha sonra, mikroigneler Parafilm M®
tizerinden cikarilmig ve dijital el mikroskobu altinda deformasyonlar incelenmistir. Ek

olarak, her Parafilm M® katmani birbirinden ayrilarak olusan delikler tespit edilmistir.

3.4.5. Mikroignelerin DSC Analizi

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 30°C — 400 °C sicaklik araliginda ve 10 °C/dakika 1sitma

hiz1 ile gerceklestirilmistir.
3.4.6. Mikroignelerin Su tutma ve Degradasyon Analizi

Mikroignelerin su tutma kapasitelerini 6lgmek i¢in mikroigneler Oncelikle -80°C'de 4 saat
boyunca dondurulmus ve ardindan gece boyunca bir liyofilizatdrde kurutulmustur.
Liyofilizasyon isleminden sonra mikroignelerin baslangi¢ kuru agirliklar1 (Wo) bir hassas
terazi kullanilarak ol¢iilmiistiir. Daha sonra mikroigneler saf su icinde 3 saat ve 24 saat
boyunca oda sicakliginda bekletilmis, sudan ¢ikarilmis ve yiizeyindeki fazla su
uzaklagtirildiktan sonra agirliklarnt (W) kaydedilmistir. Mikroignelerin su tutma

kapasiteleri 3 ve 24 saat sonunda ayr1 ayr1 asagidaki formil ile hesaplanmistir:

Su Tutma kapasitesi (%) = 100

(W - Wo)
Wo ]X

MN'lerin bozunma davranigini incelemek i¢in numuneler -80°C'de dondurulmus ve
liyofilizatorde kurutulmustur. Kurutulmus MN'lerin agrliklar1 hassas terazide tartilmis
(Wo) ve daha sonra saf su icinde oda sicakliginda bekletilmistir. Numuneler belli zaman
araliklarinda ¢ikarilarak dondur-kurut islemi yapildiktan sonra agirliklari olgtilmiistiir

(Wt) (n=3). Daha sonra asagidaki formiil ile % kiitle kayb1 hesaplanmistir.

x 100

Kiitle kaybi (%) = | Vo~ WV
iitle kayb1 (% = we
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3.5. Mikroignelerin Anjiyogenik Ozelliklerinin incelenmesi

Ostrojen turevleri yikli MN’lerin anjiyogenik etkisi in ovo tavuk embriyosu
koryoallantoik membran (CAM) yontemi ile tayin edilmistir. Bu amagla déllenmis tavuk
yumurtalart kullanilmigtir. Dollenmis tavuk yumurtalar1 SPF T.C Tarim ve Orman
Bakanlig1 izmir Bornova Veteriner Kontrol Enstitlisii’nden temin edilmistir. Yumurtalar
oncelikle %20'lik etanol ile silinmis ve ardindan 45 dakika boyunca ultraviyole (UV)
isinlarina maruz birakilarak sterilize edilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra
yumurtalar 37.5°C’de ve %70 nemli ortamda 3 gun boyunca kulugcka makinesinde
(Cimuka Kulucka Makineleri Ltd. model: PD30SH) tutulmustur. 3.giiniin sonunda
yumurtalar temiz bir ortama alinmis ve yumurta kabuklarimin alt kismina elektrikli
matkap ile capr yaklasik 0.8 mm olan kiigiik bir delik agilmistir. Bir enjektor yardimi ile
embriyoyu kabuktan uzaklagtirmak ic¢in yumurtanin beyazindan yaklastk 10 mL
cekilmistir ve delik bantlanmigtir. Ardindan pencere agilacak bolgedeki kabuk
inceltilerek yaklasik 1.5 cm x 1.5 cm o6lcllerine sahip bir pencere agilmistir. 7.glinde
acilan pencere bdlgesindeki kabuk, steril bir cimbiz yardimiyla ¢ikarilmigtir. CAM’lere
uygulanacak MN’ler (MN-GIlu60, MN-GIu60E1, MN-GIu60E2, MN-GIu60E3) 45 dk.
UV ile steril edildikten sonra agilan bolgeye yerlestirilmis ve pencere steril bir bant ile
kapatilmigtir. Yumurtalar tekrar kulugka makinesine konulmustur. 12.giinde yumurtalar
kulugka makinesinden alinmis ve pencere bolgesi fotograflama igin genisletilmistir.
Membranin altina CAM iizerindeki damarlanmanin agik¢a goriintiilenebilmesi igin beyaz
krem enjekte edilmis ve CAM, mikroigne uygulama bolgesinde olusan degisikliklerin
(damar olusumu, enflamasyon, kanama vb.) gozlenmesi igin fotograflanmistir.
Fotograflar, Image J programi kullanilarak analiz edilmis ve elde edilen veriler t-test ile

istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.6. Mikroignelerin /n Vivo Doku Yamitinin Histopatolojik Degerlendirilmesi

Uretilen mikroignelerin in vivo doku yamtmin degerlendirilmesi amaciyla mikroigneler
300- 400 gr agirliginda ve dogurgan ¢agdaki disi siganlarin deri altina implant edilmistir.
Bu amacla kontrol grubu olarak MN-Glu60 mikroignelerin ve en yiiksek glutaraldehit
buharina maruz kalmig ve E2 igeren mikroignelerin doku yanitlar1 inflamasyon,

damarlanma ve kolajen agisindan degerlendirilmistir.

Mikroignelerin implantasyonu hayvanlara anestezi verildikten sonra, karin alt kisminda

2 cm’lik bir insizyon yapilarak yerlestirilmistir. Mikroigneler yerlestirildikten sonra 5/0
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Prolen siitiir materyali ile tek bir dikis ile etraf dokulara tespit edilmistir. Ardindan karin
on duvar1 usuliine uygun olarak kapatilmigtir. Implantasyon sonras1 14. giinde hayvanlar

sakrifiye edilerek dokular1 histolojik inceme i¢in ayrilmstir.

¥y

Sekil 3.3. Mikroignelerin deri altina implasyonunun sematik gosterimi.

3.6.1. Histolojik Analizler

Histolojik analizler i¢in fiksasyon isleminden gecirilen dokular, parafin igerisine
g6milmiis ve 7 mikron kalinliginda kesitler alinmistir. Daha sonra bu kesitler, Mayer'in
hematoksilen eozin ve Masson'un trikromu boyama yontemleri kullanilarak boyanmis ve

mikroskop altinda incelenmistir. Gergeklestirilen yontemler asagida kisaca 6zetlenmistir.

Hematoksilen Eozin Boyama Yontemi: Boyama i¢in alinan doku kesitleri
deparafinizasyon islemi igin, 6ncelikle bir gece boyunca 60°C'deki etlivde bekletilmis ve
ardindan toplamda 45 dakika siireyle (3 defa 15'er dakika) ksilol soliisyonunda
tutulmustur. Ksilolden ¢ikarilan ve kurutulan kesitler daha sonra, rehidratasyon amaciyla
once %96'lik alkolde toplam 20 dakika (2 defa 10'ar dakika), ardindan %80'lik alkolde 10
dakika bekletilmistir. Cesme suyunda yikanan kesitler, 15 dakika Mayer's Hematoksilen
solisyonu icinde bekletilerek boyanmistir. Tekrar yikanan kesitler, amonyakli suya
daldirilip ¢ikarildiktan sonra tekrar ¢esme suyuyla yikanmistir. Bir sonraki agamada,
kesitler eozin solusyonunda 1 dakika bekletilerek boyanmistir. Dehidratasyon igin 6nce
%80'lik, ardindan iki kez %96'lik alkoller kullamilmustir. En az 45 dakika ksilol ile

seffaflastirma isleminden sonra, kesitler entellan ile kapatilmistir.
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Masson'un Trikromu Boyama Yontemi: Deparafinize edilen kesitler, sirasiyla %96,
%96 ve %80'lik alkoller i¢inde 10'ar dakika rehidrate edildikten sonra ¢esme suyunda
yikanmistir. Hematoksilen soliisyonunda 25 dakika bekletildikten sonra yikanip
amonyakli suya batirilmistir. Yikama sonras1t 20 dakika trikrom boya soliisyonunda
bekletilmistir. Ardindan 3 dakika asetik asit soliisyonunda bekletilen kesitler, sirasiyla
%80 ve %96'lik alkollerden gegirilip kurutulmustur. Kurutulan Kesitler, en az 45 dakika
ksilol ile seffaflastirildiktan sonra entellan ile kapatilmistir. Hematoksilen eosin ve
Masson’un trikrom boyasi ile boyanan kesitler, dijital kamerali (Leica DC490, Wetzlar-

Almanya) 151k mikroskobu (Leica 6000B) ile incelenip ve fotograflanmistir.

3.6.2. Degerlendirme Kriterleri ve Skorlama
Her ornekte eksplant gevresindeki dokuda ¢akigsmayan 5 farkli alan 200X biiyiitmede

inflamatuar hiicrelerin ve damarlarin varlig1 acisindan Tablo 3.12'de belirtilen kriterlere

gore degerlendirme yapilarak skorlama gergeklestirilmistir [100, 101].

Tablo 3.2 Skorlama kriterleri.

Skor
Degerl(_endyme 0 1 2 3 4
Kriteri

Oiles 6ile 10 11 ile 20 20°den fazl
. arasinda arasinda arasinda <V den fazla
Inflamasyon | Yok | . ) . Inflamatuvar

inflamatuvar | inflamatuvar | Inflamatuvar hiicre

hiicre hiicre hiicre

lile5 6ile 10 11 ile 20 20°den fazla
Damarlanma | Yok | arasinda kan | arasinda kan arasinda Kan damari

damar1 damari Kan daman

3.6.3. In Vivo Verilerinin Istatistiksel Analizi

Polimorfoniikleer 16kosit, mononiikleer hiicre, bag dokusu organizasyonu, damarlanma
skorlamalar1 ve dev hiicre sayimi1 verilerinin istatistiksel analizleri, tek yonli ANOVA
testi kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel anlamliligi ise
Tukey post-hoc testi ile degerlendirilmistir. p<0.05 degeri istatistiksel anlamlilik sinir1
kabul edilmis ve sonuclar; p<0.05, *p<0.01, ***p<0.001 ve ****p<0.0001 seklinde ifade
edilmistir. Istatistiksel analizler GraphPad programmin 10 versiyonu kullanilarak

gergeklestirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Ostrojen Turevlerinin Hiicre Canlihgina EtKisi

Ostrojen tiirevlerinin (E1, E2 ve E3) 103-10° nM konsantrasyon araliginda Vaskiiler
Endotel Hiicre (vEH) ve Deri Fibroblast Hiicre (iFibH) canliligina etkileri MTT ile

incelenmis ve elde edilen veriler sirasiyla Sekil 4.1 ve 4.2°de sunulmustur.

VEH’lerine 10° nM’dan diisiik olan konsantrasyonlarda (10-3-10° nM) 6strojen tirevleri
uygulandiginda hiicre canliligi %88 ve lizerinde 6l¢iilmiis olup herhangi bir toksisite
tespit edilememistir. 10° nM konsantrasyonunda uygulanan E1, E2 ve E3’in hiicre
canliligr sirasiyla %34,5, %58,89 ve %78 olarak Olciilmiis olup test edilen diger
konsantrasyonlara ve negatif kontrol grubuna gore anlamli bir diisiis gostermistir
(p<0.0001). (Sekil 4.1). E1 ile muamele edilmis vEH’inde 103 ve 10° nM
konsantrasyonlarda dlgiilen hiicre canlilig1 negatif kontrol grubu ile benzer bulunmustur
(p>0.05) (Sekil 4.1A). 10 ve 10° nM E2’ye maruz birakilan vEH’lerde canlilik sirasiyla
%88.,9 ve %388,6 olarak Olciilmiistlr. Bu degerler negatif kontrol grubuna gore anlamli
olarak diigiik bulunmus olmakla birlikte (p<0.01) toksik olmayan araliktadir (Sekil 4.1B).
Benzer sekilde, 103, 102 ve 10 nM konsantrasyonlarda E3 ile muamele edilmis
hlcrelerde canlilik %95 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.1C). Sonug olarak 48 saat boyunca
E1, E2 ve E3’e maruz birakilan vEH’inde 10° nM ve daha diisiik konsantrasyonlarda
herhangi bir toksisite tespit edilmemis olup 10° nM konsantrasyonda ise yiiksek toksisite
gozlenmistir. Bu sonuclar Gstrojen tirevlerinin 10° nM’dan diisiik konsantrasyonlarin
hiicre ¢ogalmasi iizerinde toksik bir etkisinin olmadig1 ve devam eden ¢alismalarda 107

ve 10° nM araliginda E1, E2 ve E3 kullanilabilecegini gostermistir.
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Sekil 4.1. Ostrojen tiirevlerinin vaskiiler endotel hiicre canliligina etkisi: A) Estron (E1),
B) Estradiol (E2) ve C) Estriol (E3) (* p<0.05 ve **** p<0.0001).
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Ostrojen tirevlerinin fibroblast hiicre canlilig: tizerine etkisi 10 — 10° nM konsantrasyon
araliginda tespit edilmis ve sonuglar Sekil 4.2’de verilmistir. E1, E2 ve E3’Un fibroblast
hiicreleri lizerine etkisinin benzer oldugu, negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda hiicre
canliliginda diisiis neden oldugu ancak bunun 10° nM grubu disinda toksik aralikta
olmadig1 gozlenmistir. Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda, 10° nM E1, E2 ve E3
uygulandiginda hiicre canliligi anlamli bir sekilde azalmakta olup sirastyla %40,38,
%35,41 ve %58,02 olarak bulunmustur (p<0.05). E1’in test edildigi konsantrasyonlarda
hiicre canlilig1 10° nM olan grupta %68 6lciiliirken diger tiim gruplarda %70’in iizerinde
hesaplanmis olup toksik olmadig: tespit edilmistir. 10° nM E1 uygulanan hiicrelerde ise
canlilik test edilen diger tim konsantrasyonlara gore anlamli olarak diisiik bulunmustur
(p<0.05) (Sekil 4.2A). 10° nM E2 ve E3 uygulanan hiicrelerde de canlilik diger gruplara
gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0.05). Fibroblast hiicrelere 103-10° nM
araliginda E2 ve E3 uygulandiginda canlilik %80 nin iizerinde hesaplanmis olup toksisite

tespit edilmemistir (Sekil 4.2B ve C).

Sonug olarak; fizyolojik konsantrasyonlarda (107 -10% nM) [32] test edilen Gstrojen
tiirevlerinin hem endotel hem de fibroblast hiicrelerinin canliliklarini artirmadiklari, 10°
nM konsantrasyonunda ise diisiirdiikleri tespit edilmistir. Bununla birlikte literaturde
Ostrojen tiirevlerinin hiicre ¢ogalmasini artirdigi bildirilmistir [102, 103]. Bunun
muhtemel sebebinin E1, E2 ve E3’{in uygulama siiresi olabilecegi diisiinlilmiistiir. Ayrica
MTT analizi mitokondrial aktivitenin Olctilmesi prensibine dayanan bir yéntemdir.
Dolayisiyla test edilen konsantrasyonlarda hiicrelerin metabolik aktivitelerinin
degismemis olma ihtimali de goz ardi edilmemelidir. Bununla birlikte Ostrojen
trevlerinin genomik ve non-genomik diizeyde gosterdikleri etki mekanizmalari
diisiintildiiglinde hem fibroblast hem de endotel hiicrelerinde molekiiler diizeydeki

degisimlerin incelenmesi gerekmektedir.
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Sekil 4.2. Ostrojen tirevlerinin insan fibroblast hiicre canliligma etkisi: A) Estron (E1),
B) Estradiol (E2) ve C) Estriol (E3) (*** p<0.001 ve **** p<0.0001).
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4.2. Ostrojen Turevlerinin Anjiyogenik Etkisi

Ostrojen hormonlarinin memelilerde &zellikle yumurtalama déneminde anjiyogenez
stirecine dahil oldugu bilinmektedir [104]. Bu tez kapsaminda Gstrojen tiirevlerinin (E1,
E2, E3) anjiyogenez iizerinde doza ve zamana bagl etkileri aortik halka deneyi ile
aragtirtlmistir. Bu yontem anjiyogenez calismalarinda endotel hiicrelerinin 2-boyutlu
ortamda kiiltiir edilerek tiip olusumunun tayin edilmesine gore ¢ok daha gelismis bir
metotdur. Anjiyogenez taniminda belirtilen var olan damardan yeni damar olusumu
stirecinin direkt olarak in vitro kosullarda taklit edilmesine olanak saglamaktadir. Aortik
halka yontemi 1990 yilinda Nicosia ve Ottinetti tarafindan in vitro ve in vivo ¢alismalar
arasindaki boslugu doldurmak amaci ile “ex vivo organ kultlr(” olarak tasarlanmigtir
[105]. Anjiyogenez sirasinda bir¢ok hiicre, sitokin ve hormon siirecine dahil olmaktadir.
Ostrojen hormonlar1 ise vaskiler endotel biyiime faktoriinin (VEGF) diizenlenmesi,
endotel hiicreleri Gzerinde bulunan 6strojen reseptorlerinin aktivasyonu, vaskiler bazal
membranin degradasyonunda gorev alan enzimlerin aktivasyonu, reseptorler aracilig ile
endotel hiicre gogalmasi ve migrasyonunun tetiklenmesinde rol oynayarak anjiyogenez
stirecine dahil olmaktadir [106].

Bu tez calismasinda aortik halka kaynagi olarak embriyonik donemde olmasi dolasiyla
hiicre kiiltiirii kosullarinda daha etkili yanit veren tavuk embriyolar1 kullanilmistir. Aortik
halkalara uygulanan gstrojen tiirevlerinin miktari, hiicre canliligi sonuglarina gore toksik
etki goriilmeyen konsantrasyon araligina gore belirlenmistir. Aynm1 zamanda Matrigel
uzerinde kalture edilen insan umbilikal damar endotel hicrelerinin (HUVEC) tutunma,
cogalma, go¢ etme gibi 6zelliklerinin 1-2 ng/mL estradiol hormonu varliginda arttigi ve
bu konsantrasyonlarin etkili dozlar oldugu beldirilmistir [102]. Calismada; E1, E2 ve
E3’iin uygulama yapildiktan sonra zamana bagl etkilerini gdzlemek icin 3.ve 5. gunlerde
alinan aortik halka goriintiilerinden endotel hiicre filizlenmeleri ve ag yapisi analiz
edilmistir. Endotel hiicrelerin filizlenmeleri ile birlikte olusturdugu ag yapisi anjiyogenez

acgisindan 6nemli veriler sunmaktadir.

Aortik halkalarin 3. ve 5. gunune ait mikroskobik gortntileri Sekil 4.3 ve Sekil 4.5°de
verilmistir. Aortik halkalarda, 3 giin sonra maksimum endotel filizlenme uzunluklari
incelendiginde; E1, E2 ve E3 arasinda konsantrasyona bagli istatiktiksel olarak anlamli
bir fark gézlenmemistir (Sekil 4.4). 5. giin analiz sonuglarina gore, 1 nM E3
uygulandiginda E1 ve E2’ye gore belirgin olgide endotel filizlenme uzunlugunu

artirmigtir (p<0.05). Diger konsantrasyonlarda ise dstrojen turevleri arasinda istatiktiksel
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olarak anlamli bir fark bulunmamaktadir (Sekil 4.6). Endotel hiicre filizlenmelerinin
olusturdugu ag yapilarinin Ol¢cimleri analiz edildiginde ise elde edilen maksiumum
endotel filizlenme verilerinden farkli sonuglar elde edilmistir. 3. giin Glglimlerinin
analizine gére E1 ve E2 hormonlar1 100 pM konsantrasyonunda uygulandiginda E3
hormonuna gére ag yapisi olusumunu artirmustir (p<0.05). Ostrojen turevleri 1 nM
uygulandiginda E1 hormonunun ag yapis1 olusumunu artirdigi, 100 nM uygulandiginda
ise E1 hormonunun diger dstrojen gruplarina gore ag yapist olusumunun daha az geligsmis
oldugu goriilmiistiir (p<0.05). Uygulanan diger konsantrasyon gruplari arasinda ise
istatiksel olarak anlanmli bir fark bulunmamistir (Sekil 4.4). 5. Giin analiz sonuglarinda
ise 3. giin sonuglarina benzer veriler elde edilmistir. Ostrojen turevleri 100 pM
uygulandiginda E1 ag olusumunu belirgin sekilde artirmistir (p<0.05). 1 nM
uygulandiginda ise E1, E2’ye goére ag yapisi olusumunu artirmis (p<0.05). 100 nM
uygulandiginda ise E2, E3’e gore ag yapisi olusumunu artirdigr (p<0.05) gozlenmistir.
Diger konsantrasyonlar arasinda ise istatiktiksel olarak anlamli bir fark bulunmamaistir
(Sekil 4.6). Elde edilen sonuglara gore E1, E2 ve E3 endotel filizlenmesi ve ag yapisi
olusumu acgisindan karsilastirildiginda anijogenez siireclerinde farkl etkiler gostermistir.
Ayn1 zamanda bu sonuclar; 6strojen tlrevlerinin anjiyogenez etkisinin konsantrasyona
bagli oldugunu ve herbirinin farkli konsantrasyonlarda etkili oldugunu gostermektedir.
Ostrojen tlrevlerinin anjiyogenez iizerinde zamana bagl etkisi degerlendirildiginde ise
5. glinde endotel filizlenmesi ve ag yapist olusumunda zamana bagli bir artis oldugu
gozlenmistir. Ostrojen tirevlerinin anjiyogenik etkilerini degerlendiren calismalar
cogunlukla estradiol ve endotel hiicrelerin in vitro kiiltiir sartlarinda tutunma, ¢ogalma ve
tip formu olusturma yetenekleri iizerinde yogunlasmustir. Li ve ark. disi ve erkek
siganlarin sag karinciklarindan izole edilen endotel hiicrelerinin E2 hormonu yoklugunda
cogalma, migrasyon ve tiip olusturma yeteneklerinde kayiplar meydana geldigini
raporlamiglardir [107]. Calicati ve ark.; E2 hormonunun anjiyogenez etkisi i¢cin hem
HUVEC’lerin tiip olusturma yeteneklerini hem de fare aortik halka deneyinde endotel
hiicrelerin filizlenmelerini incelemisler ve E2 hormonunun spesifik ligandlar araciligi ile
anjiyogenez yolaklar1 uyarildiginda anjiyogenezin artirilmasinda daha etkili oldugunu
bildirmiglerdir [108]. Bu tez kapsaminda ise elde edilen sonuclara gore E1, E2 ve E3;
endotel filizlenmesi ve ag yapist olusumu acisindan karsilagtirildiginda anijogenez

tizerine farkli etkiler gostermis olup bu etkinin doza bagl oldugu gosterilmistir.
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3.GUN

Kontrol

Estron (E1)

Estradiol (E2)

10 pM
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Estriol (E3)

1nM
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Sekil. 4.3. Ostrojen tiirevleri uygulanmis aortik halkalarin 3. giin mikroskobik gériintiileri

(10x).
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Sekil 4.4. Ostrojen turevleri uygulanmis aortik halkalarin 3. giinde olusan endotel

filizlenme (A) ve ag yapisi (B) uzunluklart (* p<0.05).
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5. GUN

Kontrol

Estron (E1)

10 pM

100 pM

Estradiol (E2)

1nM

Estriol (E3)

10 nM

100 nM

Sekil 4.5. Ostrojen tirevleri uygulanmis aortik halkalarin 5. giin mikroskobik gériintiileri

(10x).
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Sekil 4.6. Ostrojen turevleri uygulanmis aortik halkalarin 5. giinde olusan endotel
filizlenme (A) ve ag yapisi (B) uzunluklar1 (* p<0.05, ** p<0.01).
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4.3. Mikroignelerin Ozellikleri
4.3.1. Mikroignelerin FTIR Analizleri

Bu ¢alismada kitosan/PV A mikroignelerin kararliliklarinin artirilmasi i¢in TEOS ve Glu
capraz baglayici olarak ayri ayri kullanilmistir. TEOS sol-jel prosesi yoluyla asidik
ortamda stabil hidrojeller tiretmek i¢in kullanilan bir silikon oksit polimerik onciisiidiir.
Bu islem, esnek ve mekanik dayanikliliga sahip, toksik olmayan ve c¢evre dostu

hidrojellerin elde edilmesini saglamaktadir (Sekil 4.7) [109].
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Sekil 4.7. Kitosan/PVA’nin TEOS ile ¢apraz baglanmasi.

Glu ise yaygin olarak kullanilan kimyasal ¢apraz baglayici ajanlarindan biridir. Jelatin,
kitosan veya polivinil alkol gibi amin ve hidroksil gruplar1 i¢eren polimerler Glu ile
capraz baglanarak kararli hidrojeller elde edilmektedir. Reaksiyon, Glu'nun aldehit
gruplar ile polimerlerin amin ve hidroksil gruplar1 arasindaki Schiff baz reaksiyonu
yoluyla gergeklesir (Sekil 4.8). Ancak reaksiyona girmeyen Glu sitotoksisiteye neden

olabilir, bu sebeple uzaklastirilmalar1 gerekir [110].
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Sekil 4.8. Kitosan/PVA’nin gluteraldehit ile ¢apraz baglanmasi.

Bu tez ¢alismasinda E1, E2 ve E3 iceren kitosan/PVA mikroigneler TEOS ve Glu ile
capraz baglanmis olup yapilar1 FTIR ile izlenmistir. Etken maddelerin, polimerlerin ve

mikroignelerin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.9-12°de sunulmustur.

Sekil 4.9’da, E1, E2 ve E3’iin FTIR spektrumlari verilmistir. 3500-2800 cm™ arasindaki
genis pik Ostrojen tirevlerindeki O-H gerilme titresimlerini géstermektedir. 3000-2800
cmt arasindaki pikler ise C-H gerilme titresimlerini isaret etmekte olup bunlar alifatik ve
aromatik C-H baglarmin varligimi gostermektedir. E1’deki ~1740 cm™ civarindaki pik
C=0 gerilme titresimlerini gostermekte olup keton grubuna aittir. Tum 6rneklerdeki
~1600 cm™ civarindaki siddetli pik aromatik C=C gerilme titresimlerine isaret etmekte
olup bilesik yapilarindaki aromatik halkanin varligini isaret etmektedir. Metil grubunun
1

simetrik deformasyonlar1 ise 1400-1300 cm—! araliginda gozlenmistir. ~1200 cm—

civarindaki absorpsiyon piki ise CH2 gruplarinin titresimlerine atanmustir.
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Sekil 4.9. Ostrojen tiirevlerinin FTIR spektrumlari.

PVA, CS ve MN'nin FTIR spektrumlarini Sekil 4.10°da verilmistir. PVA’da; 3000 - 3600
cm? civarindaki genis pik O-H gerilmesini, ~2900 cm™ civarindaki pik ise C-H gerilme
titresimlerini gostermektedir. 1400 cm™ ve 1000-1100 cm™ arahigindaki karakteristik

pikler ise sirastyla C-H bukilme ve C-O gerilme titresimlerini temsil etmektedir [111].

CS’nin FTIR spektrumu incelendiginde; ~3300 cm™ civarindaki iist iiste binmis genis pik
O-H ve N-H gerilmelerine aittir. 2900 cm™ civarindaki pik ise C-H gerilme titresimlerini
gostermektedir. 1650 cm™ civarindaki pik, amid I (C=0) gerilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir. 1550 cm™ civarindaki pik, amid Il (N-H biikiilme ve C-N gerilme)
titresimlerini temsil etmektedir ve 1000-1100 cm™ araligindaki pikler, C-O gerilme
titresimlerini gdstermektedir [112]. izlenen tiim bu pikler CS’nin sakkarit yapisini

aciklamaktadir.

MN spektrumunda ise PVA ve CS’ye benzer fonksiyonel gruplarin pikleri
gozlenmektedir. Bununla birlikte CS ile ilgili amin bélgesi (1500 - 1650 cm™) pik
siddetlerinde saf kitosana gore bir azalma gortlmektedir. Saf PVA'da C=0 piki (1730
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cmt) daha belirgin iken, CS'de ise amid | (1650 cm™) ve amid I1 (1550 cm™) pikleri daha
belirgindir. MN spektrumu ise her iki malzemenin fonksiyonel gruplarini igermekte olup
ancak pik siddetlerinde ve konumlarinda farklilik gostermistir. Bunun MN'nin
kompozisyonundaki oranlardan ve malzemelerin etkilesiminden kaynaklandigi

diistintilmektedir [113].
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Sekil 4.10. MN, CS ve PVA’nin FTIR spektrumlart.

Sekil 4.11°’de TEOS ve TEOS ¢apraz bagli mikroignelerin (MN-T, MN-TE1, MN-TEZ2,
MN-TE3) FTIR spektrumlar1 verilmisti. TEOS spektrumunda; 3500-300 cm
bolgesinde -OH gerilmesi (Si-OH), ~2900 cm™ bélgesindeki asimetrik CH gerilmesi,
~1380 cm™ bolgesinde simetrik C-H biikilmeleri (CHs) izlenmekte olup ~1080 cm™
bolgesindeki pik ise Si-O-Si baglarina karsilik gelmektedir. ~960 cm™ civaridaki pik Si-
OH bagini, ~800 cm™ civarindaki pik Si-O bagini isaret etmektedir. MN-T spektrumu
incelendiginde; 3000-3600 cm™ civarindaki genis pik O-H gerilmesini, ~2900 cm™
civarindaki pik ise C-H gerilme titresimlerini gostermektedir. ~1650 cm™ civarindaki pik,
amid I baglarmi (C=0 gerilmesi), ~1550 cm™ civarindaki pik ise amid II baglarina (N-H
biikiilme ve C-N gerilme) karsilik gelmektedir. ~1080 cm™* bélgesindeki pik ise Si-O-Si
baglarina isaret etmektedir. MN-TE1, MN-TE2 ve MN-TE3 spektrumlarinin ise MN-T
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spektrumuna benzer oldugu izlenmistir. MN-T, MN-TE1, MN-TE2 ve MN-TE3
spektrumlarinda ~1080 cm™ bélgesindeki Si-O-Si piklerinin varligi, TEOS'un bu

kompozit yapida varligini ve silika aginin olustugunu gostermektedir.
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Sekil 4.11. TEOS ve TEOS capraz bagli mikroignelerin FTIR spektrumlari.

Glu’nun spekturumu incelendiginde; ~3300 cm™ civarindaki genis pik O-H gerilmesini,
~2900 cm™ civarinda pik ise alifatik C-H gerilmesini temsil etmektedir. ~1650 cm™

civarindaki pik ise C=0 gerilmesini gostermektedir (Sekil 4.12).

CS/PVA karisimlarinin Glu ile kimyasal ¢apraz baglanmasi, Schiff baz olusumuyla
aciklanabilir. Bu C=N ve NH; gruplanyla iliskilendirilen yaklasik 1630 ve 1550 cm™
pikleri ile gozlenebilir. CS/PVA mikroigneler glutaraldehit ile ¢apraz baglandiktan sonra
imin piklerinde goreceli bir artis ve ayn1 zamanda amin (-NH2) piklerinde ise bir diisiis
beklenmektedir. Ancak MN-GIuE1l, MN-GIUE2 ve MN-GIuE3 spektrumlar
incelendiginde yaklasik 1600-1500 cm™ bolgesinde farkli pik yogunluklari izlenmis olup
bunun CS/PVA mikroignelerin farkli Gstrojen tiirevlerini icermesinden kaynaklandigi

diistintilmiistiir. Bu nedenle mevcut spektrumlarda imin piklerinin siddeti izlenememis
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olup daha detayli FTIR spektrumlarinin alinmasi planlanmistir. Bununla birlikte ileriki
bolimlerde yer alan mekanik ve degradasyon analizleri mikroignelerin Glu ile ¢apraz

baglandigini dogrulamistir.
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Sekil 4.12. Glu ve Glu ¢apraz bagli mikroignelerin FTIR spektrumlari.

4.3.2. Mikroignelerin Mikroskop Goriintiileri

Uretilen mikroignelerin morfolojileri SEM ile incelenerek Sekil 4.13-17’de sunulmustur.
Silikon kaliplardan c¢ikarilan mikroignelerin platform {izerinde diizglin bir sekilde
dizildigi gerek dijital mikroskop gerekse SEM goriintiileriyle teyit edilmistir.
Mikroignelerin SEM ile farkli acilardan goriintiileri alinarak morfolojileri

degerlendirilmis (Sekil 4.18) ve ayn1 zamanda igne boyutlar1 6l¢iilmiistiir.

Sadece CS/PVA’dan hazirlanan mikroignelerin (MN) oldukga purizsiz ve duzenli bir
sekilde siralandigr gozlenmistir. Benzer sekilde E1 ve E2 yiiklii mikroignelerin de
purizsuz oldugu, etken maddelerin igne sekillerinde ve morfolojilerinde bir degisiklik

yaratmadig1 tespit edilmistir. Ancak E3 iceren ignelerin morfolojisinin bozuldugu,
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diizgiin igne sayisinin azaldigi ve igne platformunun bizildigii goriilmistiir (Sekil 4.13).
Bunun; E3’Un digerlerine gore daha fazla -OH fonksiyonel gruba sahip olmasi ve
yapisinda bulunan 3 adet -OH grubunun, TEOS ile ve kitosanda bulunan -NH> gruplari

ile etkilesime girmesinden kaynaklandig1 degerlendirilmistir.

Diger taraftan TEOS ve Glu ile ¢apraz baglanmis E1 ve E2 yiikli MN’lerin morfolojik
gorindmlerinin benzer oldugu ve olusan ignelerin piiriizsiiz ve sirali oldugu gézlenmistir.
TEOS’un %1°den 2’ye ¢ikarilmasi mikroigne morfolojisinde bir degisiklik yaratmamistir
(Sekil 4.13 ve Sekil 4.14). Benzer sekilde Glu buharina maruz birakilarak c¢apraz
baglanan mikroigneler incelendiginde; uygulama siirenin igne morfolojisi Uzerine bir
etkisinin olmadig1 goriilmistiir (Sekil 4.15-17). Tum bu sonuclar penetre olabilen ve
dizgin yapida MN’lerin elde edilmesinde etken maddenin kimyasal yapisinin Kritik

oldugunu gostermistir.

Uretim sonras1 igne yiiksekliklerinin dl¢iilmesi, mikroignelerin performansinin dogru bir
sekilde degerlendirilmesi agisindan olduk¢a onemlidir. Elde edilen sonuclara gore,
tiretilen mikroignelerin ortalama yiiksekligi 600 pm olarak Sl¢iilmiistiir (Sekil 4.18).
Uretim igin kullanilan silikon kaliplardaki igne boyutu ise 800 um'dir. Bu fark, tretim
stirecinde kullanilan hidrojellerden suyun buharlasmasi nedeniyle olusan boyut
kiiciilmesinden kaynaklanmaktadir. Hidrojellerin kendine 6zgii yapilar1 geregi, liretim
sonrast bir miktar boyut degisimi beklenebilir. Ancak, elde edilen 600 um ortalama igne

yiiksekligi, trans dermal ila¢ dagitimi agisindan yeterli bir boyutu temsil etmektedir.

Gelecekteki caligmalarda, hidrojellerden kaynaklanan boyut degisimlerinin minimize
edilmesi veya {iretim parametrelerinin optimize edilmesi, daha hassas igne boyutlarinin
elde edilmesine yardime1 olabilir. Ayrica, igne boyutlarinin yani sira igne sayist, dizilimi
ve yogunlugu gibi faktdrlerin de degerlendirilmesi, mikroignelerin performansini daha

kapsamli bir sekilde ortaya koyacaktir.
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Sekil 4.13. Mikroigne (MN) ve TEOS (%1) ile ¢apraz bagl farkl1 6strojen tirevleri iceren

mikroignelerin SEM goriintiileri.

49



MN-T2E1

MN-T2E2
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Ustten gorinum (75X)
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Dol 82
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e
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B: &,
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Sekil 4.14. TEOS (%2) ile ¢apraz bagli Gstrojen tiirevleri iceren mikroignelerin SEM

goruntdleri.
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Sekil 4.15. Gluteraldehit buharina (15 dakika) maruz kalmis Ostrojen tiirevleri igeren

mikroignelerin SEM goriintiileri.
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MN- Glu30 E3

Sekil 4.16. Gluteraldehit buharina (30 dakika) maruz kalmis Ostrojen tiirevleri igeren

mikroignelerin SEM goriintiileri.
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Sekil 4.17. Gluteraldehit buharina (60 dakika) maruz kalmis Ostrojen tiirevleri igeren

mikroignelerin SEM goriintiileri.
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Sekil 4.18. Uretilen mikroignelerin boyutlari. L1: merkez-merkez uzakligi, L2: mikroigne

tabani, L3: MN uzunlugu (Olgek uzunlugu: 200 pm).

4.3.3. Ostrojen Tiirevlerini iceren Mikroignelerin Toksisiteleri

Farkli ¢apraz baglayicilar kullanilarak hazirlanan E1, E2 ve E3 igeren MN’lerin
toksisiteleri indirekt toksisite yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar
Sekil 4.19°da verilmistir. MTT sonuglari, TEOS (%1 ve %2) ve gluteraldehit buhari (15,
30 ve 60 dak.) kullanilarak c¢apraz baglanan mikroignelerin hiicresel toksisiteye sahip
olmadiklart ve test edilen tiim gruplarda hiicre canliliginin %70’in iizerinde oldugunu
gostermistir. %2 TEOS kullanilarak hazirlanan E1, E2 ve E3 i¢eren mikroignelerde hiicre
canliligr sirasiyla %81, %77 ve %79 olarak hesaplanmis olup, %1 TEOS kullanilarak
hazirlanan mikroigneler ile kiyaslandiginda hiicre canliliginda anlamli diisiis oldugu
tespit edilmistir (p<0.05). Bununla birlikte kullanilan TEOS miktarindan bagimsiz olarak
El, E2 ve E3 igeren mikroignelerde hiicre canliligit MN grubu ile benzer bulunmustur
(Sekil 4.19A). Bu durum mikroignelere yiiklenen E1, E2 ve E3 miktarinin hiicre canlilig
tzerinde negatif bir etkisinin olmadigini agik bir bigimde gdstermistir. Bununla birlikte

mikroignelerin gelistirilmesinde kullanilan CS ve PVA polimerlerinin de biyouyumlu
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olduklar1 bilinmektedir [114, 115]. Dolayisiyla %2 TEOS uygulanan grupta hiicre
canliliginda meydana gelen diisiisiin TEOS kaynakli oldugu degerlendirilmistir [116].
Ancak bu diisiis toksik olmayan bir araliktadir. Ote yandan, gluteraldehit buhar
kullanilarak ¢apraz baglanan mikroignelerin MTT sonuglari, test edilen tiim gruplarda
benzer hiicre canliligi elde edildigini, gluteraldehit buhar1 kaynakli hiicresel toksisitenin
olusmadigin1 gostermistir [117] (Sekil 4.19B). Bununla birlikte 60 dak. gluteraldehit
buharina maruz birakilan mikroignelerde hiicre canliligi, 15 ve 30 dak. Glu gruplarda elde
edilen canlilik ile kiyaslandiginda daha diisiik oldugu ancak bu farkin anlamli olmadigi
tespit edilmistir (p>0.05). Benzer sekilde gluteraldehit buharinin 60 dak. uygulandig
durumda, El, E2 ve E3 iceren mikroignelerin hiicre canliligt MN grubu ile
kiyaslandiginda anlamli olarak diistiigii (p<0.05), ancak 15 ve 30 dak. Glu gruplarinda
ise MN grubu ile benzer oldugu bulunmustur (p>0.05). Bu durumun ortaya ¢ikmasindaki
muhtemel sebebin uzun siireli gluteraldehit buharinin kullanilmasi nedeniyle ¢apraz bag
olusumuna katilmayan gluteraldehit molekiillerin hiicre canliligini diisiirmesi olarak
diistiniilmiistiir. Sonug olarak TEOS ve gluteraldehitin toksik etki olusturmadiklar1 ve

devam eden ¢alismalarda ¢apraz baglayici ajan olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir.
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Sekil 4.19. Farkli capraz baglayici ajanlar kullanilarak hazirlanan strojen veya dstrojen
tiirevleri yiiklii mikroignelerin toksisiteleri. A) %1 ve %2 TEOS kullanilarak hazirlanan
El, E2 veya E3 iceren mikroignelerin % hiicre canliligi. B) 15, 30 veya 60 dak.
gluteraldehit buharina maruz birakilan mikroignelerin % hiicre canliligi. Semboller 6l¢iim

verilerini temsil etmektir (** p<0.01).

4.3.4. Mikroignelerin Mekanik ve Penetrasyon Ozellikleri

TEOS ve Glu kullanilarak ¢apraz baglanan E1 veya E2 iceren MN’lerin mekanik
karakterizasyonlar tekstiir analizi ile yapilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.20-22°de
verilmistir. Elde edilen sonuclar TEOS konsantrasyonu ve glutaraldehit buharina maruz

kalma stiresinin, MN’lerin mekanik 6zelliklerini dnemli 6l¢lide etkiledigini gostermistir.
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%1 TEOS igeren MN-T grubu, TEOS icermeyen MN grubuna kiyasla daha esnek ve daha
yiiksek bir kuvvette kirtlma gostermistir. Ayrica, MN-T1 grubu ile 6strojen tlirevi igeren
gruplar karsilastirildiginda, maksimum kirilma kuvvetleri arasindaki fark anlamli olmasa
da (p>0.05) Ostrojen iceren gruplarin daha sert bir yapiya sahip oldugu ve daha kirilgan
oldugu goriilmiistiir. %2 TEOS konsantrasyonunda ise MN-T grubu MN grubuna gore
daha esnek davranmistir. Ancak MN-T ve 0strojen iceren gruplar arasinda anlamli bir
fark tespit edilmemistir (p>0.05) (Sekil 4.21 ve 4.22A). TEOS konsantrasyonun %1’den
%2’ye ¢ikarildiginda MN’lerin maksimum kirilma kuvvetlerinin azaldigi, dolayisiyla
mikroignelerin daha kirilgan yap1 kazandigr tespit edilmistir. MN’lere E1 veya E2’nin

yiiklenmesinin anlamli bir degisim meydana getirmedigi goriilmiistir (Sekil 4.22A).

Diger taraftan, Glu buharina maruz birakilan ve E1 veya E2 iceren MN’lerin, uygulama
siiresinin artmasiyla daha kirilgan bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.21-
4.22B). MN-Glu gruplarinin, MN grubuna kiyasla daha esnek bir yap1 gostermistir
(p<0.05). 15 dak. Glu grubunda, MN-Glu ile 6strojenli gruplar (MN-GIUE1l ve MN-
GIuE2) karsilastirildiginda, E1 daha esnek, E2 ise daha kirilgan hale gelmistir. Bu durum
etken madde c¢esidinin MN’lerin mekanik ozelliklerini anlamli olarak etkiledigini
gostermistir. 30 dak. ve 60 dak. gluteraldehit buharina maruz kalan MN’lerin (MN-Glu)
benzer mekanik Ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir. Bu durumun ortaya
¢ikmasindaki muhtemel sebebin 30 dak. gluteraldehit uygulamasi ile yiizeydeki
fonksiyonel gruplarin tamaminin ¢apraz baglanmaya girdigi, dolayisiyla gluteraldehit
uygulama siiresinin 30 dakikadan 60 dakikaya c¢ikarilmasinin anlamli bir degisiklik
meydana getirmedigi diisiiniilmiistiir. Ayrica 30 dak. ve 60 Glu maruz birakilan MN’ler
ostrojenli gruplar ile kiyaslandiginda ise Ostrojen tiirevi yiiklii MN’lerin daha kirilgan
davrandigi tespit edilmistir. Bu sonu¢ uzun siireli gluteraldehit uygulandigi durumda
etken madde g¢esidinin MN’lerin mekanik 6zelliklerini degistirmedigini kanitlar
niteliktedir (Sekil 4.22B)

Sonug olarak, bu ¢alismada TEOS konsantrasyonu ve glutaraldehit capraz baglama
stiresinin MN’lerin mekanik 6zelliklerini etkiledigi gosterilmistir. Ayrica etken madde ve
capraz baglayic1 ajanin mekanik ozellikler iizerindeki sinerjik etkisinin oldugu ve bu
etkinin Ostrojen tlirevi ¢esidine ve gluteraldehit buharinin uygulama siiresine bagl

olustugu anlasilmistir.
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Sekil 4.21. Gluteraldehit buharina maruz birakilmis

mikroignelerin kuvvet-mesafe grafikleri.
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Sekil 4.22. Mikroigne yamalarin maksimum kirilma grafikleri: A) TEOS ile capraz bagh
Ostrojen tilirevleri i¢ceren mikroigne yamalar, B) Gluteraldehit buharina maruz birakilmis

Ostrojen tiirevleri igeren mikroigne yamalar.

Mikroignelerin penetrasyon derinliginin ve mekanik o6zelliklerinin degerlendirilmesi,
performanslarinin anlagilmasi acisindan kritik 6nem tasimaktadir. Bu calismada,
literatiirde  bildirildigi sekilde mikroigne dizilerinin penetrasyon kabiliyetini
degerlendirmek igin Parafilm M® bir zar modeli olarak kullanilmistir [118]. Parafilm
M®nin ¢ok katmanl yapisi, mikroignelerin penetrasyon derinliginin gorsellestirilmesine
olanak saglamistir. Penetrasyon testleri sirasinda, tiim gruplarmm 1., 3. ve 4. katman
parafilmleri goriintiilenmistir. Ayrica, mikroignelere agirlik uygulanmadan dnce ve sonra
dijital mikroskop ile goriintiileri alinarak morfolojileri incelenmistir (Sekil 4.23). Bu
sayede mikroignelerin penetrasyon derinligi ve mekanik 6zellikleri hakkinda detayl bir

degerlendirme yapilmistir.
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El, E2 ve E3 iceren MN’ler 15 dakika boyunca gluteraldehit buharma maruz
birakildiginda 3. ile 4. katmanda az sayida igne izi oldugu goriilmistiir. Uygulama suiresi
30 ve 60 dakikaya ¢karildiginda ise MN’lerde 3. ve 4. katmanlarda igne izleri daha fazla
olup belirgin bir penetrasyon oldugu goézlemlenmistir. Etken maddenin MN’lerin
penetrasyonuna etkisi degerlendirildiginde ise E1 ve E2 yukli MN’lerin penetrasyon
kabiliyetlerinin E3 yukli MN’lere gore daha fazla oldugu, E3 grubunda 3. ve 4.
katmanlarda daha az sayida igne izinin olustugu tespit edilmistir. Bununla birlikte test
edilen tim gruplarda 5 Kg (49 N) agirlik uygulandiktan sonra ignelerde ezilme, egrilme
ve kirilma gibi hasarlar olustugu gézlemlenmistir. Sonug olarak ¢apraz baglayici ajanin
uygulama siiresi ve kullanilan etken maddenin tiirline bagl olarak elde edilen MN’lerin
penetrasyon Ozelliklerinin degistigi goriilmistiir. Tekstlr analizi sonuglar1 15 dak. Glu
uygulanan MN’lerin daha esnek oldugunu gostermistir. Dolayisiyla 15 dak. Glu maruz

birakilan MN’lerin daha az penetre olmasi beklenen sonugtur.
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Sekil 4.23. Glu buharina maruz birakilmig Gstrojen tiirevleri iceren mikroignelerin
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4.3.5. Mikroignelerin DSC Analizleri

Mikroigne iiretiminde kullanilan polimerlerin ve MN’lerin DSC analizleri 30°C — 400 °C
araliginda incelenmis ve Sekil 4.24’te sunulmustur. Sekil 4.24.A'da saf CS ve PVA’nin
DSC termogramlari gosterilmektedir. Bu termogramlar incelendiginde PVA egrisinde
~220°C’de keskin bir endotermik pik gozlemlenmektedir. Bu pik, PVA'nin erime
noktasint (Tm) temsil etmektedir. Erime noktasindan sonra gorilen pik ise PVA'nin
bozunmaya basladigin1 gostermektedir [119]. Sekil 4.24.C’de DCS egrilerinde 28°C’de
PVA’nin camsi genis sicakligi gozlenmistir. Bu analizde CS igin DSC termogrami
incelendiginde 110 °C’de genis bir endotermik pik gorilmektedir. Bu pikin CS’nin
hapsettigi nemden kaynaklandig: diistiniilmektedir. Buna ek olarak 315 °C’de ise CS’nin
bozulmasindan kaynaklanan biiyiik bir pik bulunmaktadir. Kitin yapisinin kompaktligi
nedeniyle CS’nin termal ayrigmasi i¢in ylksek termal enerji gerekmektedir [120]. Bu
bilgiler, MN formiilasyonlarinda PVA ve CS termal davraniglarini anlamak agisindan
onemlidir. Sekil 4.24B ve C'de ise MN, TEOS ve Glu ile ¢apraz baglanmis ve E2
yiklenmis MN’lerin DSC termogramlari goriilmektedir. CS ve PVA kullanilarak
hazirlanmis MN’lerde polimerlere 6zgi pikler gortlmektedir. Kompozit yap1 nedeniyle
PVA’nin bozulma sicakligi 300°C’nin altina inmistir. MN c¢apraz baglamasinda
kullanilan TEOS ve Glu varliginin MN’lerin termal 6zelliklerinde DCS analizine gore
herhangi bir farkliliga neden olmadig1 goriilmektedir. Literatir verilerine gére E2’nin
erime sicakliginin ~180°C’de goriildiigii belirtilmistir [121]. Capraz baglayici ajanlarda
goriilen etkiye benzer sekilde yapiya E2’nin dahil olmasi DCS analizine gére MN’lerin
termal karakterinde belirgin bir degisiklige sebep olmamistir. Sonu¢ olarak
MN’lerin farkli ajanlarla capraz baglanmasinin veya etken madde olarak E2
yiiklenmesinin MN’lerin termal ozellikleri {lizerine bir etkisi gdzlenmemistir (Sekil
4.24B-C). Tiim mikroignelerin DSC termogramlari benzer 6zellik gostermekte olup elde
edilen bulgular ise literatiir ile ortiismektedir [119-121].
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Sekil 4.24. Uretimde kullanilan polimerin ve mikroignelerin DSC termogramlari.

4.3.6. Mikroignelerin Su Tutma Kapasitesi

Bu calismada TEOS veya Glu kullanilarak c¢apraz baglanan E1, E2 veya E3 igeren,
MN’lerin su tutma kapasitesi gravimetrik olarak incelenmis ve elde edilen veriler Sekil
4.25’de sunulmustur. Ancak yapilan ¢alismada TEOS'lu gruplardan sadece E3 iceren

mikroigneler tartilabilmis olup digerleri ise olduk¢a fazla siserek kismi olarak ¢6ziinmiis
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olup tartilamamistir. Bu durum E1 ve E2 iceren gruplarin yeterli capraz baga girmeyerek

¢ozlindiigiinii ve kararl bir yap1 sergilemediklerini gostermistir.

Glu buhar ile ¢apraz baglanan mikroignelerin uygulama siiresinin artigiyla birlikte su
tutma kapasitesinin azaldig1 tespit edilmistir. Ostrojen gruplarina bagl olarak, % su tutma
kapasitesinin en yiiksek E2'de, en diisiik ise E3'te oldugu hesaplanmistir. 15, 30 ve 60
dak. Glu buharina maruz kalan MN’lerin % su tutma kapasiteleri sirastyla %71,51ve 50
olarak hesaplanmustir. E2 i¢eren ve 15, 30 ve 60 dak. glu maruz birakilan MN’lerin % su

tutma kapasitesi %88, 49 ve 31 olarak 6l¢iilmiistiir.

MN'lerin 3 saat ve 24 saat sonra Olciilen agirliklart karsilastirildiginda, 3 saat sonra
maksimum su tutma kapasitelerine ulastiklar1 tespit edilmistir. 24 saate kadar
bekletilmelerine ragmen, su tutma kapasitelerinde énemli bir degisiklik gézlenmemistir.
Bu sonucglar, MN'lerin 3 saatte maksimum doygunluga ulastiklarin1 gostermektedir.
(Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Mikroignelerin % su tutma kapasitesi.
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Bu calismada ayrica farkli capraz baglayicilarla baglanan MN'lerin su igindeki
degradasyon davraniglari incelenmistir. Bu amagla tretilen MN'ler, 37 °C'de saf suda 24,
48, 96 ve 192 saat bekletilmis, ardindan saf su uzaklastirilarak -80 °C'de dondurulmus ve
liyofilizatdrde gece boyu kurutulmustur. MN'lerin baslangi¢ ve son agirliklar1 6l¢iilerek

yuzde kiitle kayb1 hesaplanmuistir.

Beklenildigi lizere gapraz baglayici kullanilmayan MN grubunda, numuneler saf suya
konulduktan hemen sonra ¢6ziinmiistiir. Benzer sekilde, TEOS (%1 veya %?2) ile capraz
baglanan MN'ler de hizli bir sekilde ¢coziinmiistiir gostermistir. Ancak, E3 yiikli TEOS-
MN'ler, 8 giine kadar kararl1 kalmistir.

Ote yandan, Glu ile 15, 30 ve 60 dakika siireyle capraz baglanan MN'lerin tiimii, 8 giinliik
stire sonunda %0.1-1araliginda olmak Uzere ¢ok diistik bir kiitle kayb1 gostermistir. 15,
30 veya 60 dak. Glu buharina maruz birakilan ve E2 iceren MN’lerin % kiitle kayb1
sonuglar1 irdelendiginde, E1 veya E3 iceren MN’lere gore daha hizli kiitle kaybinin
meydana geldigi tespit edilmis olup bu sonug¢ sisme analizinde elde edilen sonucu
destekler niteliktedir. Ayrica yine E2 grubunda Glu buharina maruz birakma siiresi
artikca meydana gelen % Kkiitle kaybinin azaldigir hesaplanmistir. Elde edilen tiim bu
veriler, Glu capraz baglayicisinin MN'lere yiiksek kararlilik kazandirdigimi kanitlar
niteliktedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma, ¢apraz baglayici tiirii ve modifikasyon yontemlerinin, MN'lerin
hidrolitik degradasyon profillerini 6nemli 6l¢tide etkiledigini gostermistir. Glu ile ¢capraz
baglama, MN'lerin kararliligini biiyiik 6l¢tide artirirken, TEOS ve MN grubu hizli olarak
¢cOzunme sergilemistir. Glu buhart ile ¢apraz baglanan MN’lerin oldukg¢a yavas kiitle
kaybina ugramalarmin ¢apraz baglanmanin yaninda analizlerin sulu ortamda
gergeklesmesinden kaynaklandig1 diisiiniilmiistiir. /n vivo kosullar dikkate alindiginda,
hem hidrolitik hem de enzimatik degradasyonlarin meydana gelecegi diisliniilmektedir
[122]. Bunun da % kutle kaybinin artmasina ve MN’lere yiiklii biyoaktif ajanlarin daha
hizli salinmasi ile sonuglanacagi diistiniilmektedir. Nitekim, ileriki bolimde sunulacak
olan CAM ve in vivo sonuglar1 da implante edilen MN’lerin kismi olarak degrede

oldugunu ve damarlanmanin arttigini1 géstermistir.

4.4. Mikroignelerin Anjiyogenik Etkileri

Anjiyogenez aragtirmalarinda bir¢ok yontem kullanilmakla birlikte bu yontemlerin bazi

kisitlamalar1  bulunmaktadir. /n vitro calismalarda endotel hiicrelerinin kiiltiire
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edilmesinin oldukc¢a zorlayict olmasinin yan1 sira bu yontem anjiyogenik yanitin uygun
sekilde degerlendirilmesi agisindan da yetersiz kalmaktadir. In vivo ¢alismalarda ise ilgili
ajanin anjiyogenik etkisi ile siirece birgok degisken dahil olmaktadir. Ayni1 zamanda in
vivo ¢alismalar yiiksek maliyetli olup uygulama agisindan zordur ve degerlendirme igin
gelismis yontemler kullanilmasi gerekmektedir [123]. CAM deneyi in vitro ve in vivo
deneylerinin dezavantajlarinin ortadan kaldirildig1 12-14 giin igerisinde sonug aliabilen
bir anjiyogenez deneyidir. CAM embriyonik donemde tavuk embriyolarinin besin ve gaz
tasinmasinin gergeklestigi dis zardir. Bu zar iizerinde bulunan damarlar direkt olarak
embriyo ile etkilesime girmektedir. CAM deneyi ex 0vo (yumurta kabugundan ¢ikarilmais)
veya in ovo (yumurta kabugu igerisinde) olarak gergeklestirilebilir. Bu yontemler ile
zardaki damarlara uygulanan anjiyogenik/anti-anjiyogenik ajanlarin anjiyogenez iizerine
etkileri degerlendirilmektedir [124]. Tez kapsaminda 0&strojen yukli MN’lerin
anjiyogenez Tlzerindeki etkileri ve biyouyumluluklari in ovo CAM deneyi ile
incelenmistir. MN’lerin mekanik, degradasyon, morfolojik 06zellikleri g6z Onlinde

bulundurularak Glu ile ¢apraz baglanmis mikroigneler CAM’e uygulanmustir.

MN’ler, tavuk embriyolarina embriyonik gelisimin 7. giiniinde uygulanmis ve
embriyonik gelisiminin 12. giinii goriintiiler analiz edilerek uygulanan MN’lerin
anjiyogenik etkileri degerlendirilmistir. Image J programi ile CAM fotograflarinin iki
asamali islenmis goriintiileri orijinal fotograflar ile Sekil 4.26’da verilmistir. Ikinci
adimdaki islenmis goriintiiler kullanilarak, her deney grubu i¢in % damarlanma degerleri
hesaplanarak damar olusumu analiz edilmistir. Sekil 4.27°de CAM fotograflarindan elde
edilen sayisal veriler % damar yogunluklar ile istatistiksel analizi verilmistir. Bos MN
uygulanan grupta % damar yogunlugu 1.2, E1 yikli MN’lerde 1.7, E2 yiikli MN’lerde
2 ve E3 yikli MN’lerde 2.1 hesaplanmistir. Bos MN grubu ile karsilastirildiginda,
Ostrojen yiikli MN gruplarinin tiimii istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek
damarlanmaya neden olmustur (p<0.05). Ostrojen yiiklii MN gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise en yiiksek damarlanma E3 yiiklii MN grubunda goézlemlenmis ve
bu artis1 sirastyla E2 ve E1 gruplari takip etmistir. Bununla birlikte E3, E2 ve E1 gruplari
arasinda damarlanma seviyelerine gore istatistiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir
(p>0.05). Bu sonug, farkli 6strojen tlrevlerinin anjiyogenez Uzerinde benzer etkilere
sahip oldugunu isaret etmektedir. Ayn1 zamanda 0strojen yukli MN’lerin bos MN ile

karsilastirildiginda anjiyogenezi tesvik edici bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir.
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MN’ler CAM deneyinde, HET-CAM olarak adlandirilmis ve biyobozunur MN’lerin
irritasyonunun degerlendirilebilmesi amaci ile ¢oziinmiis MN’lerin uygulanmasi
yaklasimi ile kullanilmaktadir [125]. Ancak literatirde MN’lerin direkt olarak CAM
tizerine uygulandigi ve anjiyogenik etkilerinin arastirildigi ¢alismalar bulunmamaktadir.
Bu bilgiler goz 6niine alindiginda tez kapsaminda yapilan 6strojen yikli MN’lerin CAM
deneyi kullanilarak anjiyogenik 6zelliklerinin degerlendirilmesi 6zgiinliik tagimaktadir.
Literatirde, Mangir ve ark. tarafindan estradiol yiikli PLA mesler CAM iizerine
uygulanarak anjiyogenik etkileri degerlendirilmistir. Elde edilen verilere gore kontrol
grubu olarak kullandiklar1 PLA mese gore estradiol yiiklii PLA meslerin damarlanmay1
anlamli sekilde artirdig: bildirilmistir [126].
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Sekil 4.26. Mikroignelerin in ovo CAM deneyi fotograflari: 1. (binary) ve 2. (skeletonize)

adim islenmis gorantaleri.
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Sekil 4.27. CAM alaninda damar yogunluklari.

4.5. Mikroignelerin /n vivo Yamiti

Yukarida detaylar1 verilen ¢alismalar sonucunda TEOS kullanilarak hazirlanan MN’lerin
hizli bir sekilde bozuldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla 6strojen turevi yukli MN’lerin
In vivo yanitin arastirilmasinda gluteraldit ile ¢apraz baglanan MN’ler kullanilmistir. Glu
15'in mekanik testlerde daha esnek olmasi ve diisiik penetrasyon gostermesi nedeniyle in
vivo ¢aligsmalarda tercih edilmemistir. Buna karsilik, Glu 30 ve Glu 60'in benzer mekanik
Ozellikler sergiledigi gozlenmistir. Bununla birlikte, SEM ve penetrasyon ¢alismalar1 E3
kullanildiginda diizgiin morfolojiye ve mekanik 0Ozelliklere sahip MN’lerin elde
edilemedigini ve CAM analizleri sonuglar1 da E1 yiiklii MN’lerin yiiksek anjiyogenik
etkiye sahip olmadigin1 gostermistir. Bu sebeplerden dolayr MN’lerin in vivo biyolojik
yanitlarinin arastirilmasinda E2 yiikli ve 60 dak. gluteraldehit buharina maruz kalan

MN’ler kullanilmistir.

MN yamalarinin in vivo implantasyonundan 14 giin sonra histolojik incelemeler igin
yamalar1 i¢ceren abdomen bolgesinden alinan 6rneklerin makroskobik incelemelerinde
MN yamalarin bag dokusu iginde dokuyla biitiinleserek dokuya entegre oldugu

gozlenmistir.
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Alman 6rneklerin mikroskopik incelemelerinde bag dokusu i¢inde eozinofilik olarak
boyanmig MN yamanin granulamatdz yabanci cisim reaksiyonuna neden oldugu ve ¢evre
dokudan izole edici bir kapsiil ile ¢evrelendigi ve tam bozunma olmadigini gézlenmistir

(Sekil 4.28).

Kontrol grubu olarak kullanilan MN-GIu60 ve 6strojen iceren MN-GIuU60E2 grubu
karsilastirildiginda kontrol grubunda materyal ¢evresinde ¢ok sayida ¢ok c¢ekirdekli dev
hiicre izlenmistir. MN-GIU60E2 grubuna ait &rneklerde inflamatuvar hicre ve
damarlanmanin kontrol grubuna gore artigi ve bu artisin istatistiksel olarak anlaml
oldugu saptanmistir (Sekil 4.29). MN yamay1 ¢evreleyen doku reaksiyonunda kolajen
fibrillerin arttig1 izlenmistir (Sekil 4.30)

Gruplar yabanct cisim granulamatdéz reaksiyon olusum silireci agisindan
degerlendirildiginde kontrol grubunda ¢ok sayida dev hiicre ve dista kapsiil ile granulom
izlenirken MN-GIU60E2 uygulanan grupta materyale tutunan epiteloid histiositler,
cevresinde inflamatuar hiicreler, lenfositler gozlenmistir. MN-GIU60E2 uygulanan grupta
fibroblastlarin ve fibroblastik aktivitenin arttigi, MN yamanin ¢evresinde hicre, fibriller
ve damarlardan olusan dokunun izole edici kapsiiler bir doku ile sarili olarak abdomenin

bag dokusundan sinirlandirildigi izlenmistir.

Hazirlanan MN yamalardan kitosan ve PVA'nin gluteraldehit ile ¢apraz baglanmas: ile
degrade olmayan MN'lerin elde edildigi degradasyon, CAM analizi ve histolojik

incelemelerde ile gosterilmistir.

Hem kontrol hem de 6strojen yiiklii MN'lerde, materyalin implantasyonu sonrasinda
yabanci cisim granulamatdz reaksiyon gozlenmistir. Bu, implante edilen materyalin

viicuda yabanci olarak algilanmasindan kaynaklanmakta olup beklenen bir tepkidir [127].

Ostrojen yiiklii MN-GIu60E2 grubunda, kontrol grubuna kiyasla artan inflamatuar hiicre
varlig1 ve damarlanma gézlemlenmistir. Bu bulgu, dstrojenin anjiyogenik ve inflamatuar
yanitlar tetikleyebilecegini gostermektedir. MN-GIU60E2 grubunda, artan fibroblast
aktivitesi ve kolajen fibril birikimi gozlenmistir. Bu, Ostrojenin doku yeniden
sekillenmesi ve yara iyilesmesi siireglerini etkiledigini diisiindiirmektedir. Son ve ark.
yaptiklar1 c¢alismada menapoz sonrasi hastalarda E2’nin topikal uygulamasini
gerceklestirmis ve elde edilen veriler hastalarda tip I pro-kolajen, tropoelastin ve fibrilin-
1’in hem mRNA hem de protein diizeyinde arttigin1 gostermistir [128]. Bu sonuglar

E2’nin kolajen sentezini artirdigin1 ve bu ¢alismada da gézlemlenen artan fibroblast

70



aktivitesi ve kolajen fibril birikimini agiklamaktadir. Her iki grupta da, materyalin
¢evresinde izole edici bir kapsiil olusumu goézlemlenmistir. Bu, viicudun uygulanan MN

yamayl izole etme ve siirlandirma girisimidir [129].

Ostrojen, birgok fizyolojik siiregte rolii olan énemli bir steroid hormondur. Mikroigne
(MN) sistemleri ise 0zellikle transdermal ilag salinimi i¢in umut verici bir platform olarak
kabul edilmektedir. Ostrojen salan MN'lerin gelistirilmesi, dstrojen replasman tedavisi
veya diger terap6tik uygulamalar igin alternatif bir yol sunabilir [130]. Ancak, bu tir
sistemlerin in vivo uygulamalari, doku reaksiyonlari ve giivenlik profilleri hakkinda
literatlirde sinirh sayida ¢calisma bulunmaktadir. Genel olarak, literatiir bulgulari, 6strojen
yukli- MN'lerin in vivo uygulamalarinda inflamatuar yanit, anjiyogenez [131], doku
yeniden sekillenmesi ve yabanci cisim reaksiyonu gibi etkilerin gozlemlenebilecegini
gostermektedir [132] . Ancak, bu etkilerin mekanizmalari, olusum siire¢leri ve uzun
vadeli sonuclar1 hakkinda daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica,
Ostrojenin farkli tiirevlerinin, dozlarinin ve tasiyici materyallerin etkilerinin de
incelenmesi gerekmektedir. Bu sayede, Ostrojen salan MN sistemlerinin optimize

edilmesi ve giivenli bir sekilde klinik uygulamalara aktarilmast miimkiin olabilecektir

[133].

Ostrojenin gesitli dokulardaki fibroblast hiicreleri {izerindeki proliferatif etkisi goz oniine
alindiginda, implant materyallerinin dstrojen reseptorlerine baglanma ve sinyal yollarin
aktive etme yetenegi, yabanci cisim reaksiyonunu etkileyebilir. Makrofajlar tarafindan
salinan faktorlerin, 6zellikle reaktif oksijen tiirleri ve pargalayict enzimlerin, implant
ylizeyini bozma ve proteinleri sokme potansiyeli vardir. Bu nedenle, implant
materyallerinin yapis1 ve yilizey Ozellikleri, makrofaj saldirisina karst direng

gosterebilmeli ve enflamasyonu minimize edecek sekilde tasarlanmalidir [134].

Biyobozunur implantlar i¢in, kontrollii bir enflamatuar yanit ve makrofaj aktivitesi,
materyalin zamanla par¢alanmasini ve viicuttan atilmasini saglayabilir. Ancak kalici
implantlar igin, yabanci cisim reaksiyonunun kroniklesmesi ve devam eden makrofaj
saldiris1, implant stabilitesini ve islevini tehlikeye atabilir. Bu nedenle, bu tiir implantlar
icin makrofaj yanitinin baskilanmasi veya uygun sekilde yonlendirilmesi gerekebilir

[135].
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Ayrica, implantasyonun erken safhalarinda nétrofil ve monosit gogiinii ve aktivasyonunu
diizenleyen faktorler de dikkate alinmalidir. Bu hiicrelerin asir1 veya yetersiz aktivasyonu,
enflamatuar siirecin dengesini ve nihayetinde yabanci cisim reaksiyonunun siddetini

etkileyebilir [136].

Sonug¢ olarak, implant tasariminda ve optimizasyonunda, implant-konak etkilesiminin
tiim asamalarinin ve bu siliregte yer alan tiim hiicre tiplerinin ve sinyallerin dikkate
alinmasi 6nemlidir. Biyomalzeme ylizeyi, yapisi ve bilesimi, enflamatuar yaniti ve
makrofaj aktivitesini uygun sekilde diizenleyecek ve terapotik performansi maksimize

edecek sekilde ayarlanmalidir.
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MN-Glu60 MN-Glu60E2

Al

Sekil 4.28. MN-GIu60 ve dstrojen iceren MN-Glu60E2 gruplarinin 1s1k mikrografi. MN-
GIu60E2 grubuna ait orneklerde inflamatuvar hiicreler ve damarlanmanin arttigi
izlenmektedir. Sari, mavi, siyah ve beyaz oklar sirasiyla damar, dev hiicre, histosit ve

kapsiilii gostermektedir. Yildiz mikroigne yamay1 gostermektedir.
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Sekil 4.29 MN-GIu60 ve MN-GIu60E2 gruplarinin damarlanma ve inflamatuar hiicre
skorlar1 (** p<0.01).

ST

MN-Glu60E2
o Yol b

<

Sekil 4.30 MN-Glu60 ve MN-Glu60E2 gruplarinin Masson Trikrom boyamalarina ait 151k
mikrograflari. MN-GIlu60E grubunda mikroigne cevresindeki doku reaksiyonunda
kolajen fibrillerin arttif1 izlenmektedir. Kolajen yesil renk ile boyanmistir. Yildiz

mikroigne yamayi gostermektedir.
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5. YORUMLAR

Ostrojen, anjiyogenez diizenlemesinde cesitli mekanizmalar iizerinde rol oynayarak
anjiyogenezi etkileyen o6nemli bir hormondur. Diger taraftan mikroigneler,
uzatilmig/kontrollii ilag salim1 saglayabilen transdermal sistemler olarak 6ne ¢ikmaktadir.
Bu nedenle 6strojen yiiklii mikroigneler anjiyogenezin gelismesi igin g¢esitli terapotik
uygulamalarda biiytik potansiyel sunmaktadir. Bu tez kapsaminda farkli dstrojen tiirevleri
(E1, E2 ve E3) iceren kitosan/PVA mikroigneler TEOS ve Glu ile ¢apraz baglanarak
karakterizasyonlarinin yaninda anjiyogenez Uzerine etkileri ve in vivo yanitlar
degerlendirilmistir. Tez kapsaminda yapilan analizlerle mikroignelerin stabilitesi,

etkinligi ve giivenligi detayl1 bir sekilde aragtirilmistir.

Fizyolojik doz araliginda E1 ve E2 iceren mikroigneler diizgiin, purlzsiz ve sirali igne
yapisina sahip olurken E3 iceren mikroignelerin bozuk morfolojiye sahip oldugu
goriilmiis olup bunun nedeninin E3’iin kitosan/PVA ile etkilesime girdigi sonucuna

varilmstir.

TEOS ve Glu ile capraz baglanan E1 veya E2 iceren MN’lerin mekanik o6zellikleri
incelendiginde TEOS konsantrasyonunun ve glutaraldehit buharina maruz kalma
stiresinin, MN’lerin mekanik ozellikleri tizerinde etkili oldugunu gostermistir. TEOS ile
capraz baglanan mikroignelerin daha esnek oldugu ve daha yiiksek bir kuvvette kirtlma
gosterdigi goriilmiistiir. Glu buharina maruz birakilan E1 veya E2 igeren mikroignelerin
ise uygulama siiresinin artmastyla daha kirilgan bir yapiya sahip oldugu ve ayni zamanda

capraz baglanmanin etkisiyle daha yiiksek bir kuvvette kirilma gostermistir.

Mikroignelerin su tutma ve degradasyon sonuglar1 incelendiginde ise TEOS ile ¢apraz
bagli mikroignelerin yeterli ¢apraz baga sahip olmadigi, su i¢inde ¢oziindiigli ve kararli
bir yapi sergilemedikleri gdzlenmistir. Glu buhart ile ¢apraz baglanan mikroignelerin ise
kararl1 olduklar1 ve 8. glinde maksimum %1 kiitle kaybina ugradiklar izlenmistir. Bu

nedenle ¢alismalara Glu buhari ile ¢apraz bagli mikroigneler ile devam edilmistir.

In ovo CAM deneyi sonuglarma goére dstrojen yiiklii mikroignelerin tiimiiniin, icermeyen
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha ylksek damarlanma sagladigi
gbzlenmis olup anjiyogenezi tesvik edici bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.
Anjiyogenik etki degerlendirmeleri, mikroignelerin hedeflenen terapotik etkilerini

dogrulamustir.
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Mikroignelerin in vivo yanitlar1 degerlendirildiginde ise implantasyonundan 14 gun sonra
MN yamalarin bag dokusu i¢inde dokuyla biitiinleserek dokuya entegre oldugu ve aym
zamanda yabanci cisim granulamatoz reaksiyonu gosterdigi tespit edilmistir. Diger
taraftan ostrojen yukli mikroignelerin kontrol grubuna gore damarlanmayi artirdigi,

fibroblast aktiviteyi tetikledigi ve kolajen fibril birikimini artirdigi tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak bu tez calismasi, anjiyogenezin diizenlemesi igin 0Ostrojen yikIu
mikroignelerin gelistirilmesi ve karakterizasyonu konusunda 6nemli katkilar sunmustur.
Elde edilen sonuglar, bu alanda bilgi birikimini genisletmis ve anjiyogenezi artirmak i¢in

yeni bir yaklagim ortaya koymustur.
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