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OZET

ELEKTROEGIRME YONTEMI iLE KANSER TEDAVISINE
YONELIK INULA HELENIUM EKSTRAKTI VE AMIGDALIN
YUKLU NANOFIBERLERIN URETIiMi

Kanser hastaligi diinya capinda en yaygin 6liim sebebi olarak tanimlanmaktadir ve
kiiresel boyutta bir saglik problemidir. Kanser tiirleri arasinda en sik goriilen kolon
kanseri, 6liimciil kanserler icerisinde yer almaktadir. Kanser tedavisi i¢in nanoteknolojik
yontemlerle iiretilen biyomalzemeler, mevcut tedavi stratejilerinden daha etkili ve
tamamlayicidir. Nanofiber yapi iskeleleri, kanser tedavisinde kullanilabilen, biyouyumlu
polimerler ve kanser 6nleyici ilaglar, bitki ekstraklar ile kompozitler halinde iiretilebilen
biyomateryallerdir.

Bu caligmada lokal kolon kanseri niiksetmesini onlemek amaciyla elektro-egirme
yontemiyle amigdalin (AMG) ticari ilact ve Inula helenium (I.H) bitki ekstrakti ytikli
polilaktik asit (PLA) ve polivinil pirolidon (PVP) polimerlerinden olusan nanofiberler
iiretilmistir. Uretilen nanofiberlerin taramali elektron mikroskobu (SEM) gériintiileri
incelendiginde PLA/PVP grubunun fiber ¢ap1 443,74+79 nm olarak Sl¢iilmiistiir ancak
I.H bitki ekstrakt1 ve AMG ilacinin ilavesi fiber caplarinda kalinlagma etkisi yaratmistir.
UV Spektrofotometre ile yapilan ilag salim sonuglari, IH bitki ekstrakti ve AMG ilaci
yiiklii nanofiberli yamalarin 180 saat i¢inde kontrollii salim periyodunu géstermektedir.
In-vitro sitotoksisite sonuglar1 analiz edildiginde tiim nanofiberlerin HCT-116 kolon
kanseri hiicrelerine kars1 sitotoksisiteyi tetiklemede etkili oldugu goriilmiistiir. En etkili
grup I.H ekstrakti ve AMG ilacinin birlikte nanofiber tizerine yiiklendigi gruptur. I.H bitki
ekstrakti ve AMG ilaci, in-vitro deneylerde kolon kanseri hiicre dizisi iizerinde etki
gostermistir. Sonug olarak bu tez caligmasinda yapilan testler ve deney sonuglarina
bakildiginda hem bir ticari ilacin hem de bir bitki ekstraktinin farkli kombinasyonlarlari
nanofiber lif materyali formunda incelenmistir, karsilastirilmistir ve kat1 tiimor hiicreleri

tizerindeki lokal tekrarlama riskinin azaltilmas1 amag¢lanmistir.

Temmuz 2024 Rabia Betiil SULUTAS
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ABSTRACT

PRODUCTION OF INULA HELENIUM AND AMYGDALIN LOADED
NANOFIBERS FOR CANCER TREATMENT BY ELECTROSPIN METHOD

Cancer disease is defined as the most common cause of death worldwide and is a global
health problem. Colon cancer, the most common type of cancer, is among the deadly
cancers. Biomaterials produced with nanotechnological methods for cancer treatment are
more effective and complementary than existing treatment strategies. Nanofiber scaffolds
are biomaterials that can be used in cancer treatment, biocompatible polymers and anti-
cancer drugs, and can be produced as composites with plant extracts.

In this study, the effect of nanofibers consisting of polylactic acid and polyvinyl
pyrrolidone polymers loaded with amygdalin (AMG) commercial drug and Inula
helenium (1.H) plant extract by electrospinning method in order to prevent local colon
cancer recurrence. When scanning electron microscope images were examined, the fiber
diameter of the polylactic acid and polyvinyl pyrrolidone group was measured as
443.74+£79 nm, but the addition of Inula helenium plant extract and amygdalin drug
caused a thickening effect on the fiber diameters. Drug release results using UV
Spectrophotometry show the controlled release period of nanofibrous patches loaded with
Inula helenium plant extract and amygdalin drug within 180 hours. When in-vitro
cytotoxicity results were analyzed, it was seen that all nanofibers were effective in
triggering cytotoxicity against HCT-116 colon cancer cells. The most effective group is
the group in which I.H extract and AMG drug are loaded onto the nanofiber together. I.H
plant extract and AMG drug showed effects on colon cancer cell line in in-vitro
experiments. As a result, looking at the tests and experimental results performed in this
thesis study, different combinations of both a commercial drug and a plant extract in the
form of nanofiber fiber material were examined and compared and it was aimed to reduce

the risk of local recurrence on solid tumor cells.

July 2024 Rabia Betiil SULUTAS
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SEMBOLLER
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KISALTMALAR
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1. GiRiS
1.1.Kanser Hastahig Nedir

Diinya genelinde kanser ve kanser tiirevleri gelmis gecmis en 6nemli 6liim sebeplerinden
biridir. Yapilan tahminlere gore 2018 yilina kadar 18.1 milyon yeni kanser vakasinin
meydana gelmesi ve 9.6 milyon kansere bagl 6liimiin gerceklesmesi beklenmistir. I¢inde
bulundugumuz 2024 yili i¢in ise sadece Amerika Birlesik Devletleri’nde 2.001,140 yeni
kanser vakasinin ve 611.720 kanser 6liimiiniin meydana gelecegi ongoriilmektedir [1].
Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansit Diinya Saglik Orgiitii'ne (DSO) gore, kanser
vakalar1 orta bolgeye kiyasla diinyanin uzak kuzey ve giiney bolgelerinde énemli dlgiide
artmaktadir [2]. Kanser kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi sebepli bir hastaliktir. Kontrolsiiz
hiicre ¢ogalmasi ile karakterize edilen kanser hastalig1 baslangicta bir odak noktasindan
viicudun farkli bolgelerine yayilarak oliime sebebiyet veren bir hastalik olarak
bilinmektedir. Hastali§in viicut igerisinde yayilmasin1 ve oliimle sonuglanma oranini
azaltmak ic¢in erken tani tespiti yapmak ¢ok onemlidir [3]. Kansere sebebiyet veren
kontrolsiiz hiicre boliinmelerinin sonucu olarak meydana gelen hiicre topluluguna tiimor
denir. Bu sekilde tiimorlesen hiicreler viicuttaki reaksiyonlarina gore iyi huylu ve kotii
huylu tiimér kavramlarma ayrilmistir. Iyi huylu tiimérlesen hiicreler istilaci bir sekilde
biiyiirler. Tek basina kanserin bir gostergesi olmayan bu tiimdrler viicutta yayilmadiklari
icin metastaz yapmazlar ¢iinkii olustuklar1 bolgede lokalize bir sekilde kalirlar [4]. Kotii
huylu tiimorlere kiyasla daha yavag biiyiirler. Etraflarini1 saran ve ¢evreleyen bir kapsiile
sahip olduklar1 i¢cin komsu dokularla sinirli etkilesim gosterirler. Kotii huylu tiimdrler
daha hizl1 biiyiimeye egilimli bir davranis sergilerler. Koken aldiklart bolge ile sinirh
kalmayarak dislokalize bir sekilde metastaz gibi molekiiler mekanizmalarinda olusan

degisim sonucu farkli dokulara ve bélgelere yayilabilir [5][6].
1.2 Kanser Nasil Olusur

Kanser hiicrelerin isleyisini, biiylimesini ve bdliinme seklini kontrol eden genlerde olusan
degisimler yiiziinden ortaya c¢ikan genetik bir hastaliktir. Hiicre boliinmesi esnasinda
DNA’da meydana gelen hatalar, genellikle giines 1sinlar1 sebepli UV maruziyeti, kimyasal
maddeler, genetik yatkinlik gibi pek ¢ok unsur kansere sebep olur. Insan viicudunun

onarim mekanizmasi DNA’da hasar gormiis kisimlari kansere donligmeden once



onarabilme 0zelligine sahiptir ancak insan viicudu yaslandik¢a onarim mekanizmasinin
islevinde azalma goriiliir. Bu yiizden insan hayatinin orta yas ve iizeri donemlerinde

kanser tiirlerinin olugma riskinin artmasi yas ile paralellik gosterebilir [7].

Kanser kisilerin genetik benzersizlikleri gibi farkli kombinasyona sahip bir olusum
mekanizmasi ile ¢aligir. Ayni tiimdr igerisinde bulunan farkli hiicrelerde farkli genetik

degisimler goriilebilir [8].

Kanserin meydana gelmesinde rolii olan genetik degisiklikler ii¢ ana gen tipini degistirme
egilimindedir. Proto-onkogenler, tiimor baskilayict genler ve DNA onarim genleri olarak
tanimlanan bu genlere kanser “tetikleyici” denir. Proto-onkogenler normal hiicre
biiylimesini ve boliinmesini saglar. Bu genlerin belirli sekillerde degisimi kansere neden
olmaktadir. Ya da proto-onkogenler hiicre i¢inde normalden daha aktif hale gelme
durumunda kansere doniisebilen genlere evrilerek hiicrelerin fazla biiyiimesine ve
gereginden fazla hayatta kalmalarma yol acabilir. Tiimor baskilayic1 genler hiicre
biiylimesinde ve ¢cogalmasinda gorevlidir[9]. Bu genlerde olusan degisiklikler kontrolsiiz
hiicre boliinmesine sebebiyet verebilir. DNA da olusabilecek potansiyel hatalari diizeltme
fonksiyonu olan DNA onarim genleri mutasyon bulunan genlerde ek mutasyon olusuna
sebep olabilir. Benzer sekilde kromozomlarda bulunan kromozom parcalarinin
kopyalanmas1 veya silinmesi gibi degisimler yapabilme egilimindedir. Bu egilim

hiicrelerin kanser formuna donmesine yol acabilir [10].
1.3.Kanser tipleri

Kanser tiirleri 100°den fazladir ve bu tiirler genellikle kanserin olusturdugu doku veya
organ ismine gore isimlendirilir. Bu kanser tipleri olusum sekline gore karsinom, sarkom,
l6semi, lenfoma, multipl] miyelom, melanoma, beyin ve spinal timor olarak cesitli

siniflara ayrilmistir (Sekil 1.1.) [11].
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Sekil 1.1 Kanser tipleri

1.3.1. Beyin ve Spinal Tiimérler

Beyin tiimorii spinal (omurilik) tiimorlerin farkli tiirleri vardir. Bu tiirler timoriin olustugu
hiicre tipi ve insan merkezi sinir sisteminde ilk olusum goriilen bolgeye gore cesitlilik
kazanmaktadir. Beyin tiimorleri iyi huylu (benign) ya da kotii huylu tiimor (malignant)

olabilirler [29].

1.3.2. Sarkom

Kas doku, yag doku, kan damarlari, lenf damarlari, fibr6z dokular (tendon) gibi
bolgelerde olusan yumusak doku kanseri sarkom grubundadir. Osteosarkom yaygin

goriilen kemik kanseridir.

Sarkomlar, kas, yag, kan damarlari, lenf damarlar1 ve fibroz doku (tendonlar ve baglar

gibi) dahil olmak iizere kemik ve yumusak dokularda olusan kanserlerdir [14]
1.3.3. Losemi

Losemi beyaz kan hiicreleri, kirmizi kan hiicreleri ve trambositleri iceren kemik iliginde
kan yapici dokuda meydana gelen kanser tiiriidiir. Kat1 timér yerine anomali tagiyan
(I6semik patlama hiicreleri) beyaz kan hiicresi birikimiyle olusur. Kan ve kemik iliginde
birikimi artan beyaz anomal kan hiicrelerinin normal kan hiicrelerinden sayica lstiin

oldugu durumda viicut dokularina kanla tasinan oksijenin engellenmesi, kanama ve



pihtilasma mekanizmasinda hakimiyet kaybi1 ve dolayisiyla enfeksiyonlara karsi

miicadele edememe gibi etkenler 16semiyi fiilen baglatan sebeplerdir [15]-[17].

Kemik iliginin kan yapic1 dokusunda baslayan kanserlere 16semi denir. Bu kanserler kat1
tiimdrler olusturmazlar. Bunun yerine, kanda ve kemik iliginde ¢ok sayida anormal beyaz
kan hiicresi (l6semi hiicreleri ve losemik patlama hiicreleri) birikerek normal kan
hiicrelerini geride birakir. Normal kan hiicrelerinin diisiik seviyesi, viicudun dokulara
oksijen gitmesini, kanamay1 kontrol etmesini veya enfeksiyonlarla savasmasini
zorlagtirabilir. Kanseri baslatan kan hiicresi grubuna gore yaygin goriilen dort kisma
ayrilir: akut 16semi, kronik 16semi, lenfoblastik 16semi, miyeloid 16semi. Akut l6semi

hizli bityiime gosterir [18], [19].
1.3.4. Lenfoma

T hiicreleri veya B hiicreleri bir 16kosit tiirii olan lenfositlerde bulunur. Lenfositler en
genel Ozelligi itibariyle viicudun bagisiklik sisteminde dnemli role sahip olan savasci
beyaz kan hiicreleridir [20]. Tip dilinde lenf kanseri olarak isimlendirilen lenfoma
anormal lenfositlerin lenf diiglimlerini ve lenf damarlarini ele gecirerek birikmesidir.
Lenfoma Hodgkin lenfoma ve Hodgkin olmayan lenfoma olarak iki ana tiirden olusur.
Hodgkin lenfoma da Reed-Sternberg hiicreleri bulunur. Bu anormal hiicreler genellikle B
hiicrelerinden olusur. Hodgkin olmayan lenfoma B hiicrelerinden veya T hiicrelerinden
olusan anormal hiicrelerin barindig1 kitlesel bir kanser grubudur. Hizli ya da yavas

biiyiiyebilir [21], [22].

Lenfoma, lenfositlerde (T hiicreleri veya B hiicreleri) baslayan kanserdir. Bunlar
bagisiklik sisteminin bir parcasi olan hastaliklarla savasan beyaz kan hiicreleridir.
Lenfomada anormal lenfositler, viicudun diger organlarinin yani sira lenf diigtimlerinde

ve lenf damarlarinda da birikir [23].
1.3.5. Multipl Miyelom

Plazma hiicreli miyelom ya da Kahler hastalig1 olarak bilinen kanser tiiriinde miyelom
hiicreleri olarak bilinen anormal plazma hiicreleri kemik iliginde birikir ve viicudun her
noktasinda bulunan kemiklerde tiimorler olusturur. Bu kanserin baslangict bagisiklik

hiicre tiirli olan plazma hiicreleridir [24], [25].



1.3.6. Melanom

Cilde renk veren melanin pigmentlerinde goriilen kanser tiirtidiir. Melanositler melanin
tireten Ozel hiicrelerin doniistiigii yapidir ve melanom kanseri bu hiicrelerde baslar.
Melanom genellikle ciltte goériinmesine ragmen bazi melanom tipleri goz gibi pigmentli

yapiya sahip dokularda da tespit edilebilir [26]-[28].
1.3.7. Karsinom

En sik goriilen kanser tiirii olan karsinomlar epitel hiicreleri tarafindan meydana gelir.
Karsinomlar farklilastiklar1 epitel hiicre tiplerine gore cesitli alt gruplara ayrilir.
Adenokarsinom viicutta sivi veya mukus gibi metabolik salgilari iireten epitel hiicrelerde
goriilii. Meme kanseri, kolon kanseri, prostat kanseri gibi kanserler adenokarsinom
grubuna girer. Bazal hiicreli karsinom viicudun deri tabakasinin dis katmani olan
epidermisin alt tabakasinda goriilen bir kanserdir. Skuamdz hiicreli karsinom deri
tabakasinin dis kisminda bulunan skuaméz hiicrelerinde meydana gelen bir kanserdir.
Mide, bagirsak, akciger, mesane, bobrek gibi organlarin dis yilizeyinde bulunan skuamoéz

hiicreleri epitelyal hiicreler oldugu i¢in epidermoid karsinom olarak da isimlendirilir [12].

Transizyonel ya da diger ismiyle gecis hiicreli karsinom {irotelyum epitel dokuda olusur.
Mesanenin, lreterin, bobrek pelvisinin i¢ yiizey tabakasinda yer alir. Burada olusan

tiimorler gecis hiicreli ya da transizyonel kanserlerdir [13].

1. 3. 7. 1. Kolon kanseri

Kolon kanseri diinya ¢apinda 6liime sebep olan, en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir.
Bu kansere yakalanma riski yasla birlikte arttig1 gibi vakalarin ¢cogu 50 yas ve iizeri
insanlar1 etkilemektedir [30]. Kolon kanseri, diinya genelinde kansere bagli 6liimlerin
arasinda ikinci sirada yer alir. Hastalifin insidans orani Avrupa, Avustralya ve Yeni
Zelanda olarak seyrederken en yiiksek 6liim oran1 Dogu Avrupa iilkelerinde gortilmiistiir.
2040 y1l1 i¢in yapilan dngdriilerde kolon kanser yiikii y1lda %63 artigla 3,2 milyon vakada
insidanse edecekken %73 artigla 1,6 milyon 6liime sebebiyet verecektir. Bu kanser tiirii
Tiirkiye’de erkek ve kadinlarda en sik goriilen ii¢lincii kanser olma oranina sahiptir [31].

Yaygin semptomlar1 ishal, kabizlik, diskida kan, karin agrisi, agiklanamayan kilo kaybi,



yorgunluk ve kanda goriilen diisiik demir seviyesidir. Bu semptomlar bir¢ok kiside

hastaligin erken evrelerinde goriinmeyebilir.

Kolon kanserinin duvarlarda veya organlarda ne kadar ilerledigini 4 farkli asamada ifade
edebiliriz. Bu asamalar su sekildedir: ilk evre olarak sayilan sifirinci evre, en erken evreyi
tanimlar. Kolonun mukoza ile ¢evrelenmis boliimiinde veya en i¢ tabakasinda biiyltime
olmadig1 anlamina gelir. Malignite ilk asamada submukozaya ulagir ancak lenf bezlerine
ilerlemez. Daha sonraki zaman periyodunda malignite yap1 timor tipi gelisim gosterir
fakat lenf diiglimiine sigrama yapma evresi burada gerceklesmez. Bu asamada {i¢ alt grup
vardir: evre 2A, kolonun dis katmanlarina dogru ilerledigi ancak biiylimenin tam olarak
gerceklesmedigi evredir. Evre 2B, bu tiimériin visseral peritona ulastig: evredir. ikinci
evrenin alt gruplarindaki son agamasi olan 2C’de kolon kanser hiicresinin yakindaki
organlar veya yapilar iizerinde biiyiidiigii asamadir. Uglincii evrenin de {i¢ alt kategorisi
vardir. Asama 3A'da tiimor yakindaki lenf diigiimlerine yayilir ve asama 3B'de kag lenf
diiglimiine ulasildigina bagh olarak {i¢, dort veya daha fazla olmak iizere iki siniflandirma
vardir. Asama 3C, tlimoriin kas katmanlarinin disina biiytidiigiinii ve dort veya daha fazla
bitisik lenf diigiimiinde etkilenen bdlgede bulundugunu belirtir. Sonuncu evre ise 3 farkl
asamadan olusan dordiincii evredir. Asama 4A'da malignite yayilim gosterme asamasina
gecerek karaciger, akcigerler veya lenf diigiimleri gibi yakin olmayan bir bolgeye taginir.
Asama 4B, hem birden fazla hem daha uzak bdolgeye ulastigi zamandir; bu siirecin

finalinde evre 4C'de ilerleme gostermistir ve kanserin karin zarina uzanim yapmustir [2].
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Sekil 1.2 Kolon kanseri olusum evreleri [2]
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1.4. Tedavi Amaglayan Yaklasimlar

Kolon organi malignite tanist alan hastalara yonelik ge¢cmisten gilinlimiize pek ¢ok tedavi
tiirli vardir. Tedavi yontemleri ayn1 zamanda kanserin evresine ve durumuna da baghdir.
Heniiz primer tiimdrlerin olustugu cok erken evrelerde tedavisi kolaydir ¢ilinkii hastalik
cok siddetli seyretmez ve buna bagl olarak hastanin iyilesmesi uzun bir siireye ihtiyag
duymaz. Ancak malignite hiicreleri tan1 konduktan ¢ok sonraki bir asamada viicudun
farkli yerlerinde bulundugundan tedavi kompleks ve uzun zaman alacaktir. Ustelik bazi
durumlarda iyilesme i¢in tedavi plani iki veya tig tiir tedaviyi gerektirebilir. Kolon kanseri
tedavisinin temel tasi cerrahidir ve hastalarin prognozunu iyilestirmek i¢in adjuvan
kemoterapi rutin olarak uygulanir. Ancak kemorezistans kolon kanseri tedavisini
engelleyen en onemli sorunlardan biridir. Kanser kok hiicrelerinin (KKH'ler) varligi
kemoterapi basarisizligina ve tiimoriin niiksetmesine yol agtigindan, KHK!'leri
hedeflemek kolon kanserindekei terapotik etkinligi artirabilir. Bu nedenle, kolon
kanserininnin kokiini kontrol eden molekiillerin arastirilmasi, kolon kanseri igin

terapotik hedefler saglayacaktir [32].



1.5. Kanser Tedavisinde fla¢ Tasiyic1 Yapilar

Geleneksel ve modern tekniklerle iiretilen ilag tasiyict mekanizmalar gegmisten
giiniimiize tedaviler de kullanilir [27]. Polimerik misel formlu yapilar, nanopartikiiller,
lipozomlar, dendrimerler, karbon nanatiip formlu yapilar ve nanofiberler alternatif tagima

sistemlerini olusturur.
1.5.1. Polimerik Misel Formlu Yapilar

Polimerik formlu miseller (PM'ler), hidrofilik bir kabuga ve hidrofobik bir ¢ekirdege
sahip, kiiresel, nano Olgekli koloidal parcaciklardir. Bu forma sahip olmak i¢in bazi
amfifilik kopolimerlerden sentez s6z konusudur. PEG, hidrofilik kabugun yapiminda en
cok kullanilan polimerdir; bu, tastyicilart etken maddeyi stabilize etmeye spesifik
olmayan etkilesimleri azaltarak onlari bozunmaya karsi korumaya yardimci olabilir.
Hidrofobik c¢ekirdegi olusturmak i¢in polisakkaritler, poli(e-kaprolakton) (PCL),
poli(laktit) (PLA) ve poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) dahil olmak iizere ¢esitli dogal
veya sentetik polimerler siklikla kullamina dikkat ¢ekilmistir [34]. Hidrofobik ¢ekirdegin
hidrofobikligi, hidrofobik ilaglar1 hapsetmek i¢in miilkemmel bir ortam saglayarak
bunlarin suda zayif ¢oziiniirliikte olmasina yardimer olur. Hidrofobik ilaglarin zayif
¢ozlinme yeteneginin yani sira, dar dagiliml kiigiik boyut, polimerik miselleri ideal nano
ilag dagitim sistemleri haline getirir, ¢iinkii hizli bobrek atilimini 6nleyebilir ve uzun bir
dolasim siiresinin gergeklestirilmesine yardimci olabilir [35]. Polimerik forma sahip
miselleri ideal nano ilag dagitim mekanizmasi haline getiren sebepler olarak bu formda

yapilarin dar dagilimlii ufak boyut ve hidrofobiteye sahip olmasi olarak siralanabilir [36].



Sekil 1.3 Polimerik misel formlu yap1 [37]

1.5.2. Polimerik Nanopartikiiller

Nanotip alanindaki en can alict noktalardan biri olan polimerik nanopartikiillerin (NP)
polimerik miseller ile karsilastirildiginda ilag yiikii ve ilag stabilitesi dahil olmak {izere
{istiin farmakokinetik ozellikler sunmasidir. Ilaglarin emilimi, ¢dziinme, tutulma ve
kapsiillenmesi amacina hizmet eden polimer matris formuna sahip NP'ler uygun bir ortam
yaratir. AGT etkisi yoluyla pasif hedefleme yoluyla antikanser tedavisinin terapdtik
etkisini artirabilirler [38], [39]. AGT etkisi arttirilmis gegirgenlik ve tutma etkisi, belirli
boyutlardaki molekiillerin (tipik olarak lipozomlar, nanopartikiiller ve makromolekiiler
ilaglar) timoér dokusunda normal dokularda oldugundan ¢ok daha fazla birikme

egiliminde oldugu tartigsmal1 bir kavramdir [40].
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Sekil 1.4 Polimerik nanopartikiiller [41]




1.5.3. Lipozomlar

Kendiliginden birlesebilir olan lipozom formlu NP'lerin membran yapisi kapalidir.
Baslangi¢ kutbu hidrofiliktir ve bu ug fosfolipitlerin ayrigmasiyla dagilarak olusmustur.
Diger bir ugta yer alan kuyruklar1 ise hidrofobik anyonik/katyonik uzun bir zincir
yapidadir. Yapisinda hem suda ¢dziinebilen ilaglarin hapsedilmesini saglarken aym
zamanda lipofilik ilaglarin da tutunmasini basarir. Bunun igin karakteristik lipit ¢ift
katmani 6zelligini tasir ve kullanilir. Bu spesifik yapidaki lipozomlar, farkli ve ¢ok cesitte
biyoaktif (enzin, niikleik asit) molekiillerin tasinimda dncii rol oynar. Bu biyoaktif taginim
rolii sebebiyle hedef bolgeler biyo-dagilim icin oldukca etkili bir zemin saglar. Bunu
yapmak i¢in lipozomlar ve dogal olarak olusan, toksik olmayan fosfolipidler
kullanilabilir. Genellikle fosfolipid kombinasyonu, amaclanan ilagla bir ¢ozelti i¢cinde

lipozomlar olusturmak i¢in hidratlanir [42].
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Sekil 1.5 Lipozom yap1 [43]

1.5.4. Dendrimers

Miikemmel monodispers makromolekiiller olan dendrimerler, oldukca dallanmis bir 3D
mimariyle karakterize edilmistir. Dendrimer yapilar gen molekiillerini ytliklenebilir ve bu
yikleme i¢in basit elektrostatik etkilesimler, kapsiil yiiklemesi ve kovalent
konjugasyonlar metodsal olarak kullanilir . Dendrimerler i¢i bosluktan olusan yapisal
gozeneklere ve yiiksek yogunlukta yiizey fonksiyonel grubunu (-NH2 veya -COOH)

biinyasinde barindirir. Antitiimor terapétikleri i¢in ideal tagiyicilar olan dendrimer formlar
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sayesinde tasiyict dendronlar {iriner sistemde kandan kolayca ayrisabilir ¢ilinki

boyutlarinin 1-15 nm arasinda olmasi bu ayrisma i¢in idealdir [44].

Sekil 1.6 Dendrimer yapi [45]

1.5.5. Karbon Naneotiip Formlu Yapilar

Karbon nanotiip (KNT) formlu yapilar tek g¢eperli karbon nanotiipler ve ¢ok ¢eperli
karbon nanotiipler seklinde siniflandirilabilir. Son zamanlarda ilag ve gen aktariminda
kullanim1 miimkiin olan KNT'ler elektrik, termotik, optik ve mekanik o6zellikleri
fotodinamik tedaviler ve termal tedaviler de dahil olmak {izere hemen hemen her yerde

KNT'ler uygulanabilmektedir.

Elektrik, termotik, optik ve mekanik Ozelliklerinden dolayr kanser tedavilerinde
kullanilan KNT'ler i¢in ana sentez teknikleri ark desarji, lazer ablasyon ve kimyasal buhar
biriktirme olarak uygulanabilir. Tiim yontemler, KNT'leri olugturmak i¢in bir karbon ve
enerji kaynagmin kullanilmasini igerir. Ark dejarji yonteminde karbon elektrotlar bir
karbon kaynagi gorevi goriir; yaklasik 20 V'luk bir potansiyel fark, bir enerji kaynagi

gorevi gorlir [46].
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Sekil 1.7 Karbon nanotiipler [47]

1.5.6. Nanofiber Boyutlu Doku Iskeleleri

Tarihi 1930'lara dayanan elektro-egirme islemi, birka¢ nanometre ile mikrometre arasinda

caplara sahip lifler olusturmak icin oldukga elverisli bir sistemdir.

Bu tastyicilar arasinda nanofiberler ilag sektoriinde birgok avantaja sahiptir. Nanofiberler
terapotik ajan dagitim uygulamalar1 ve kanser tedavisi sorunlarina son derece basarili
cozlimler sunmaktadir. Nanofiberler yalnizca kanserler i¢in degil aym1 zamanda diger
birgok hastalik i¢in de terapdtiklerin saglanmasi i¢in dogal veya sentetik veya her ikisi de
olmak {izere polimerler kullanilarak iiretilen, genellikle nanometre boyutunda filamentli
veya iplik benzeri yapilardir. Hiicre dis1 matris (HDM) benzeri yapiya olan benzerlikleri,
onlar1 biyomedikal uygulamalar i¢in daha ¢ekici kilmaktadir. Bu avantajlardan bazilar
tiretimde basitlik, yiiksek mekanik 6zellikler, kontrollii ilag salim profili, yiiksek ylizey
alani/hacim orani, yan etkileri en aza indirme ve ilacin giiclinii maksimuma c¢ikarma
potansiyeli, sistemik serbest ilag dagilimini azaltma yetenegidir [48]. Nanofiberlerin
genis ylizey alan1 ve mikro gozenekli yapisi, hiicresel fonksiyonun modiilasyonu i¢in
ilaclar ve biiylime faktorleri gibi aktif biyomolekiillerin dogrudan dahil edilmesini saglar
ve bu, nanofiberleri cesitli terapotik ajanlarin dagitimi igin bir ara¢ olarak uygun hale
getirir. Bu 6zellikler kapsiilleme verimliligini ve ilag yiikleme yeteneklerini artirict yonde
etki saglar. Spesifik bir teslimata ihtiya¢ duyuldugunda nanofiberler, akis hizi, sicaklik ve
voltaj gibi iglem parametrelerini degistirerek morfolojik yapilarinin manipiilasyonuna

izin verir [49]. Karakteristik olarak nano boyutta malzemelerin dogal 6zelliklerinin bir
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sonucu olarak iyilestirici 6zellige sahip malzemeler ve terapdtik ajanlarin dagitimini
saglayan tasiyict malzemeler bu yenilik¢i tedavi yaklagimlarina 6rnektir. Nanofiber bazli
ilag tasima sistemleri kolloidal stabiliteye, boyut ve yiizey fonksiyonelligine sahiptir

[50][51].

Elektron nanofiber membranlar, elektro-egirme sirasinda ilag birlestirme kolayligi,
yuksek yiizeysel alan-hacim orani, gézenekli ve birbirine bagli mimari ve malzeme
ozelliklerindeki esneklik gibi avantajli 6zellikleri sayesinde, ¢esitli ilaglarin taginmasinda
tasiyict olarak kabul edilmektedir. Nanofiber doku iskeleleri yagda ¢oziiniir ilag yuklii
nanofiber, suda ¢oziiniir ilag yiiklii nanofiber, protein yiiklii nanofiberler ve gen yiiklii

nanofiberler olmak tizere siniflandirilir.
1.5.6.1 Yagda Coziiniir ilac Yiiklii Nanofiberler

Kiiciik molekiillii antitiimér ilaglarin ¢ogunlugu hidrofobiktir, bu nedenle elektro-egirme
yontemiyle tretilmis yagda ¢oziinebilen ilag yiikli fiberlerin kanser tedavisinde yaygin
olarak kullanildigi rapor edilmektedir. Bunun sebebi yagda ¢oziinebilen fiberin yiiksek
calisma verimliligi, azaltilmis toksisite ve gelistirilmis terapotik etki gibi 6zellikleridir.

Caligmalarin sonuglari, antikanser ilaclarinin nano elyaflarin iginde kapsiillendigini

gosterdi [52].

1.5.6.2 Suda Céziiniir flac Yiiklii Nanofiberler

Elekro-egirme yontemiyle elde edilen fiberlere ¢ok ¢esitli maddeler dahil edilebilse de,
en az 7 giine kadar stirekli ila¢ salimina iliskin 6rneklerin gogu, zayif 6zellikleri nedeniyle
stirekli salinmaya daha uygun olan kiigiik hidrofobik molekiilli ilaglar veya biiyiik
biyolojik makromolekiiller ile sinirlidir.

Buna karsilik, kiiclik hidrofilik molekiillii ilaglar, salim ortami igindeki yiiksek
¢oOziiniirliikleri, zayif boliimlenmeleri ve hidrofobik olan birka¢ polimerdeki diisiik
¢oziiniirliikleri nedeniyle siirekli salim konusunda biiyiik bir zorlukla kars: karstyadr. Tlag
ve polimerin birbiriyle uyumlanmasi pargaciklarin uzun siireli saliniminin bir sonuglari
ve tam Kkapsiilleme saglamay1 igerir. Polar oOzellik gosteren bir solvent-polimer
karisiminda, diisiik sicakliklara sahip kii¢iik hidrofilik molekiillii aralikta fiber ¢esitlerinin
olast bir bolinme pargalarin1 aciga c¢ikaracak sonug siiphesi kontrolsiiz bir salim

periyodudur. Elektro-egirme yontemiyle tiretilen fiberlerden yiiklenen ve salinan kiigiik
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hidrofilik molekiillii ilac1 aragtiran ¢aligmalarin ¢ogunlugu antibiyotikler ve bazi antiviral
bilesikler {izerine odaklanmistir. Bununla birlikte, nanofiberler yapilar i¢eren ilag tastyici
sistemlerin diizenli ve stabilize salimlanmasi, kanser tedavileri i¢in kalic1 ve etkili bir

¢Ozim Onerisi olabilir [53].

1.5.6.3 Protein Yiiklii Nanofiberler

Biiylime faktorleri (BF), hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanma ve yeni dokunun
yenilenmesiyle sonug¢lanan hiicresel aktiviteleri tesvik etme yetenegine sahip bir grup
endojen proteindir.

Chew ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada insan b-sinir biiylime faktoriiniin etil etilen
fosfat ve e-kaprolaktondan olusan bir kopolimer i¢inde kapsiillenme performansi
arastirildiginda sonug, protein yapili biiylime faktoriiniin diflizyon yoluyla siirekli
salinmasi en az 3 ay siirdigii goriildii. Kanser tedavilerinde kullanilmak {izere elektro-
egirme yonteminin iskelelerden biiylime faktorii salinimini uzatmak i¢in verimli ve

giivenilir bir yontem oldugu soylenebilir [54].

1.5.6.4 Gen Tasimumh Nanofiberler

Kemoterapi ve kemoterapinin farkli kombinasyonlari su anda en sik kullanilan kanser
tedavileridir. Ancak bu tedavi yontemini en iglevsiz hale getiren olgu kullanilan ilaglarn
viicuda olumsuz etkileri gostermekle kalmayip viicutta dolasan diger saglikli hiicrelere
Olimciil derecede zarar veriyor olmasidir. Doku miihendisligi, kanser tedavisi ve kok
hiicre tedavisi gibi biyolojik uygulamalarda gen transferi 6nemli bir teknolojik ilerleme
olarak ortaya ¢ikmistir. Gen transferinin oynadigi rollerin tiimii 6nemlidir ve hastaliklarin
tedavisinde gelismislik vaadeden yontemlerin arasina girebilir. Gen terapisi, arizali bir
proteinin yerini alacak yeni, hedeflenmis bir gen sunabilir ve sinyal iletim yolunu
degistirerek proteinin iglevini 1iyilestirebilir. Mevcut arastirmalarda goriiliiyor ki
arastirmacilar, DNA veya RNA'nin hedef hiicreye dogrudan implantasyonunun zor
olmasi nedeniyle vektorleri tasiyici olarak kullaniyor [55]. Elektro-egirme metoduyla
yapilan nanofiber iskelelerin kanser tedavilerinde kullanildig1 durumlar oldugu kadar bu

yontemi sinirlayan noktalar da vardir. Zayif transfeksiyon etkinligi ve yanlis niikleik asit
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kapsiilleme gibi ¢ozlilmemis bazi sorunlara ragmen gen tasinimli nanofiberlerin

kullanimi devam etmektedir [44].

1.6. Uretim Yontemleri

1.6.1. Eklemeli imalat

Eklemeli iiretimin tipta uygulanmasi, hasta bakiminin kisisellestirilmesine olanak tanir.
Eklemeli imalat hizl1 bir sekilde malzeme tiretimine olanak sagladigi icin tercih edilen bir
yontemdir [56]. Biyomedikal alanda farkli sekillerde kullanilan eklemeli imalat
yontemleri vardir. Malzeme Ekstriizyonu (Erimis Biriktirme Modelleme (FDM), Jel veya
macun ekstriizyonu), Vat Polimerizasyonu (Stereolitografi (SLA), Dijital Isik
Projeksiyonu (DLP)), Toz Yatagi Fiizyon (Se¢ici Lazer Sinterleme (SLS)), Baglayici
Piiskiirtme (Toz Yatakli Miirekkep Piiskiirtmeli baski), Malzeme Piiskiirtme (Miirekkep
Piiskiirtmeli baski, Polyjet), Levha Laminasyon (Lamine Nesne imalat1) gibi iiretimler
eklemeli imalat yontemlerinden sayilabilir. Bilgisayar destekli dizayn 6zelligine sahip
CAD programlar ile kisisellestirilmis, tekrarlanabilen, karmasik geometriye sahip, por
yapili iiretimler yapilabilir [57]. Bu iiretim metodunu sinirlayan seylerden bir kag¢1 por
geometrisi, ara baglanti ve boyutunun her zaman istenildigi gibi kontrol edilememesi

olmasina ragmen hastalara 6zel malzemelerin iiretimi i¢in kullanilabilir [58], [59].

Ayrica geleneksel liretim yontemleriyle ayni hassasiyette iiretilemeyen implant, protez,
gbzenekli iskele gibi karmasik geometri ve yapilarin insa edilmesi de miimkiin. CAD
yazilimi, kisisellestirmeden vazgecmeden dogru ve tekrarlanabilir sekilde iiretilebilen

sekil ve geometrinin tasarlanmasina olanak saglar [60].
1.6.2. 3 Boyutlu Basim Teknolojisi

X-Y-Z koordinaatlarinda yapilan 3 boyutlu baski, bilgisayar destekli tasarimdan karmasik
3D geometriler olusturmak i¢in farkli malzemelerin katman katman biriktirildigi bir
eklemeli iiretim prosesidir [61]. Bilgisayar destekli tasarimlarin kullanimiyla karmagik 3
boyutlu geometriler olusturur [62], [63]. 3D baskinin en Onemli avantaji, karmasik
mimarilerin endiistriyel Olcekte veya masaiistii baski Olceginde verimlilik ve

Ozellestirilebilirlikle basilabilmesidir. 3D baski {itiinleri, teknolojik olarak daha fazla
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geliserek ve evrilerek son zamanlarda biyobaski adi verilen ve canlilarin yasamini

stirdlirdiigii bir siirec haline geldi [64].

Klasik eklemeli imalatin bir iiriinii olan 3D baski teknolojisi ve bi¢imi son zamanlarda
canli hiicrelerin, hiicre dis1 matris (HDM) bilesenlerinin, biyomateryallerin ve
biyokimyasal faktorlerin genelde sivi rezervuar {izerine basildigi, biyobask: adi verilen
bir siirece evrildi [65]. Biyobaskinin klasik 3D baskilara gore avantajlar arasinda canli
hiicreler igeren geometrik olarak kompleks yap1 iskeleleri olusturma yetenegi, verimlilik,
ulasilabilir maliyet, yiiksek verim ve hassas tekrarlanabilirlik yer alir [66]-[68]. Istenilen
konfigiirasyon yapisina sahip birden fazla hiicre tipinin basilabildigi 3D basim i¢in biyo-
miirekepler hiicre dis matrisi (HDM) olabildigince taklit ederek kiiltiire edilebilen bir
malzeme tabani saglar [69]-[71]. Bu benzersiz avantajlarla biyobaski, biyokimyasal
ylizey modelleme ve yara iyilesmesi i¢in biyomateryallerin yerinde basilmasinin yani sira
temel aragtirma rejeneratif tip, hastalik modelleme veya farmasotik arastirmalar igin 3
boyutlu doku yapilarinin tasarlanmasi da dahil olmak iizere genis bir uygulama yelpazesi

sunar [72].

1.6.3. Elektro-egirme Yontemi

Nanofiber boyutta fiberler elektro-egirme yontemi kullanilarak kolay ve hizlica
uretilebilir. Bu yontemin temel calisma prensibi elektrik kaynagindan saglanan
elektrostatik kuvvet ile igne ucundaki polimer c¢ozeltisi arasindaki elektrofiziksel
etkilesimdir [73]. Elektro-egirme yonteminin iirlinii olan nano lifli tabakanin homojen
ylizey alaninda bulunan gozenekler yarali doku bolgelerinde hiicre baglanmasini, gaz
aligverisini, tutunmaya olan egilimi ve hiicre biiylimesini destekler. Nano 6lcekli fiber
caplar, yiiksek gozenekli ve piiriizsiiz morfolojileri nedeniyle doku miihendisligi
iskeleleri, yara pansumanlar1 ve ilag dagitim sistemleri de dahil olmak t{izere biyomedikal
alanda genis bir uygulama alanina sahiptir [74]. Bu yontem ile ulta ince, uzun boyutlu ve

dar ¢apa sahip fiberler seri bir sekilde tiretilebilir.

Elektro-egirme cihazinin kurulumu i¢in polimer soliisyonu tipik bir siringa aracilig ile
voltaj ve akis hizinin kontrol edildigi bir pompaya yerlestirilir. Siringa i¢inde bulunan

polimer soliisyonun elektrik alana iletimi igin siv1 ¢ozelti ince hortumlar aracilig ile
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taginir ve metal bir igne ile diizenege sabitlenir. Voltaj ve akis hizinin kontrol edildigi
pompadan yiiksek bir voltaj (5-30 kV araliginda) ¢ikisi yapildiginda hortumlardan igneye
optimum akis hizinda ilerleyen sivi damlacik {izerinde yiizey yiikk yogunlugunun
ylkselmesi sonucu damlacik koni formunu alir. Bu koni formu literatiirde Taylor konisi
olarak isimlendirilmistir. Taylor konisi formundaki sivi damlacik elektrik yliklenmis bir
polimer sivisi olarak topraklanmis metal silindir toplayiciya dogru hareket eder. Bu
sekilde baslayan elektro-egirme prosesi jet baslatma yapmis olur. Jet baslatmada, jet diiz
bir yoriinge izler. Bu yoriinge i¢inde jet spiralleserek biikiilme kararsizlig1 yasar. Biikiilme
kararsizligr durumu jet ¢apinin farkedilir 6l¢tide mikron hatta mikron alt1 seviyelere
diismesi olarak sonuglanir. Coziicii bu esnada buharlastigi icin fiber yapida katilagsma
meydana gelir. Katilasan fiberler lif formunda topraklanmis metal silindir etrafinda

birikim gdsterir ve zamana bagli olarak agsi bir yap1 gosterir [75].

Elektro-egirme tekniginin ¢ok sayida avantaji arasinda basitligi, kolay kurulumu,
ulagilabilir maliyet, polimer cozeltisine yiiksek ila¢ ylikleme kapasitesi ve g¢esitli
polimerik fiberleri egmeye uyarlanabilirligi yer alir [76], [77]. Elektrospin nanofiber
yamalarin ila¢ salinim profili hedef bolgeye kolayca ayarlanabildiginden ve ilag dagitim
profili fiber bilesimi, gozeneklilik ve morfolojinin modiilasyonuyla kontrol
edilebildiginden, elektrospin nanofiber yamalar ayni zamanda anti-kanser ilaclarini

tasimak i¢in de kullanima elveriglidir [78].
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1.7.Polimerler

1.7.1. Polilaktik asit

PLA dokuyla yiiksek biyouyumluluk, yiiksek mekanik mukavemet, alim giicii
karsilanabilir, ¢cevre dostu olma ve ilag dagitim sistemleriyle uyumluluk gibi elektro-
egirme teknolojisi arastirmalarindaki avantajlarindan dolay1 sik¢a tercih edilen bir
polimerdir [79]. PLA biyolojik olarak parcalanabilitesi yiiksek bir yapay malzeme oldugu
icin ¢esitli doku miihendisligi uygulamalari icin elverislidir bir bazdir [80]. PLA bazl
nano lifli yamalarin, baslangictaki patlamay1 ortadan kaldirarak aktif bilesenlerin istenen
salinma kinetigininde profil gosterdigi kesfedilmistir [81]. PLA viicudun karbonhidrat
metabolizmasinda monomerik laktik asit birimine indirgenebilmesi 6zelligi sayesinde
ilag dagitim sistemlerine uygulanabilir [82]. PLA'nin bilinen ideal 6zelliklerinin yani sira,
PLA nanofiberleri, kanser ilaclarin kapsiillenmesi i¢in karmasik 3 boyutlu mikroskobik

ve nano 6l¢ekli yapilarin olusturulmasina elverislilik sunar [83].

CH,

HO

O

Sekil 1.9 PLA polimerinin kimyasal yapis [84]

1.7.2 Polivinil prolidon

PVP, temel bir sentetik malzeme olarak kullanilabir. Toksik degildir ve biyolojik olarak
uyumludur [85]. PVP yiiksek hidrofiliklige, termal stabiliteye, gerilme mukavemetine,
¢Oziiniirliige, biikiilebilirlige ve film olusturucu 6zelliklere sahiptir. Bu nedenle PVP, tibbi
uygulamalarda um ut verici bir biyomiihendislik malzemesi olarak diisiiniilebilir [86].
PVP kanser ila¢ tasiniminda amorf yapisi ve siispansiyon, emdiilsiyon stabilizasyon

ozelliklerinden dolay1 inert farmasétikler i¢in uygun bir polimerdir [87].
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Sekil 1.10 PVP polimerinin yapisi [88]
1.8.Etken Maddeler

1.8.1. Amigdalin

AMG, igerisinde bulunan dogal madde (D-mandelonitril-b-D-glukozit-6-b-glikozit)
siyanojenik glikozit ailesine ait olup antikanser ajan olarak literatiirde geger. Bu
antikanser ajan kayisi, kiraz, badem, seftali gibi meyvelerin ¢ekirdeklerinden elde edilen
kimyasal bir bilesiktir [19][89]. Antitlimor 6zelliklere sahip bir madde olan AMG bununla
beraber antitlimor 6zelliklerine ek olarak antioksidan, antibakteriyel ve antiinflamatuar
ozelliklere de sahiptir. Agizdan alindiginda toksik olmayan amigdalin ayn1 zamanda
immiinomodiilator bir maddedir [90]. AMG'nin ayrica insan kolon kanseri hiicrelerinde

hiicre dongiisiiyle iligkili genlerin ekspresyonunu azalttig1 da bulunmustur [91].

HO

OH o
OH OH =
OH

CN
OH OH

Sekil 1.11 AMG ilacinin kimyasal yapisi [92]
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1.8.2. Inula helenium (1.H)

Bitki kokenli ilaglar, diisiik toksisiteye ve yiiksek etkinlige sahip olmalar1 nedeniyle fito-
tip tarihinde kanser tedavilerinde vazgecilmez bir yere sahiptir [93]. Bircok dogal etken
maddeyi iceren sifali bitkiler, potansiyel antikanser ajanlar1 olarak bilinmektedir.
Ozellikle son yapilan arastirmalara gore dogal fitokimyasal bilesenlere sahip iiriinlerin,
anti-kanser Ozelliklerinden dolay1 alternatif bir kanser tedavi yontemi oldugu ortaya
cikmistir [94]. Latince literatiirde "Elecampane" olarak da bilinen bir seskiterpen lakton
olan alantolakton olan andiz, Cin bitkisel ilac1 Inula helenium'un (I.H) aktif bir bilesenidir
[95]. Bu bitkide bol miktarda bulunan seskiterpen laktonlarin, 6zellikle alantolakton ve
izoalantolaktonun antikanser ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Bu ozellikler

arasinda ila¢ direncinin, metastazin 6nlenmesi ve apoptozun uyarilmasi yer alir [96].

0
CH,OH
H

Sekil 1.12 |.H bitkisinin kimyasal yapis [97]



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1.Malzemeler

Deneylerde kullanilan malzemeler polilaktik asit (PLA), polivinilprolidon (PVP),
Amigdalin (AMG), Inula helenium bitki ekstraktidir (L. H) . Yardimci soliisyonlar
kloroform, etanol, dimetilsiilfoksit (DMSO) ve Tween 80 ylizey ajani.

2.1.1. PLA

PLA (molekiiler agirlik (Mw) = 420,000 g/mol) 2003D, Nature Works LLC, Minnetonka,

MN'den satin alinmistir. Suda ¢éziinmeyen hidrofobik bir polimerdir.
2.1.2. PVP

PVP molekiiler agirligi 40.000 g/mol olup, Sigma-Aldrich’den (USA) satin alimistir. PVP

suda ¢Oziinebilen bir polimerdir.
2.1.3. AMG

Farmasotik bilesen olan ticari AMG, Sigma Aldrich’ten (USA) satin alinmisti. AMG
kansizlik, astim bronsit, ateroskleroz (damar sertlesmesi), diyabet ve kanser tedavilerinde

kullanilmaktadir.
214. I.H

I.H Bitki Ekstraktt Marmara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Analitik Kimya Anabilim

dali Laboratuvarindan temin edilmistir.
2.1.5. Kloroform

Kloroform Sigma Aldrich (USA) firmasindan temin edilmistir.
2.1.6. Etanol

Etanol Isolab firmasindan temin edilmistir.

2.1.7. DMSO

DMSO Sigma Aldrich (USA) firmasindan temin edilmistir. Polar bir ¢oziiclidiir.
dimetilformamid, dimetilasetamitd, N-metil-2-pirrolidon gibi tiirevlerinden daha az

toksik reaksiyon gosterir.
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2.1.8. Tween 80

Tween 80 Sigma Aldrich (USA) firmasindan alinmistir. Tween 80 polisorbat naniyonik

ylizey aktfi ajan1 olarak kullanir ve soliisyonu stabilize etmeye yardimer olur.

2.2. I.H Bitki Ekstraktinin Elde Edilmesi

1.H bitkisinin yaprak kisimlar1 toplandi. Toplanan yapraklar ilk énce serin ve kuru bir
ortamda kurutuldu. Kuruyan yapraklar ince bir toz haline gelinceye kadar bir karistiricida
ogiitiildii. Daha sonra toz haline getirilmis 2 g I.H, %70 etanol igeren ultrasonik
ekstraksiyon cihazinda 60 °C'de 1 saat siireyle ve ardi1 ardina 3 ekstraksiyonla ekstrakte
edildi. Ekstrakt ilk 6nce Whatman mavi bant filtre kagidindan siiziildii ve daha sonra nem
kuruyuncaya kadar 50 °C'deki evaporatérde indirgenmis basing altinda buharlastirildi
(Sekil 2.1.). Kurutulduktan sonra elde edilen kalintt ham bitki ekstrakt: olarak tartild1 ve
siselere aktarildi. Uygun saklama kosullarinda +4 C'de ve karanlik ortamda agzi sikica
kapatilarak muhafaza edildi. Ham ekstrakt, nano lifli yama iiretiminde kullanilmak iizere

DMSO igerisinde ¢oziildii.
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Sekil 2.1. Andiz bitki ekstraksiyon prosesi
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2.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi

2.3.1 Polimer Cozeltilerinin Kombinasyonu ve Optimizasyonu

PLA ve PVP polimerlerinden olusan soliisyonun kombinasyonu i¢in 3 farkli oranda
karisim yapildi. Sirasiyla PLA ve PVP polimeriyle hazirlanan karigimlar bu iki soliisyon

grubu i¢in 75:25, 50:50, 25:75 seklinde denendi.

PLA/PVP i¢in, 75:25 oraninda hazirlanan soliisyon grubuna 10 ml kloroforma %8 PLA
eklenerek ¢ozlindiirtildii. Coziinen sollisyonun igerisine %1 oraninda Tween 80 eklenerek
karigtirildi. 7,5 ml alinarak iizerine 10 ml etanol ve %1 PVP karisimindan alinan 2,5 ml
eklendi. 50:50 oraninda hazirlanan soliisyon grubu i¢in 10 ml kloroform igerisinde
¢Oziinen %8 PLA karisimindan 5 ml alinarak tizerine 10 ml etanol icerisinde ¢oziinen %1
PVP karisimindan alinan 5 ml eklendi. 25:75 oraninda hazirlanan soliisyon grubu i¢in 10
ml kloroform ve %8 PLA karisimindan 2,5 ml alinarak {izerine 10 ml etanol igerisinde

¢oziinen %1 PVP karisimindan 7,5 ml eklendi (Tablo 1.).

Soliisyonlar hazirlandiktan sonra elektro-egirme yontemiyle nanofiber {iretimi i¢in ii¢
farkli oranda hazirlanan nanofiber gruplarin hepsi 29 kVa voltaj degerinde ve 0.7 ml/s
akis hizinda 12 cm mesafede elektro-egirme yontemiyle iiretildi. PLA/PVP 25:75,
50:50 ve 75:25 oranda 29 kVa ve 0.7 ml/s akis hizinda atilan fiberlerin goriintiileri
birbirleriyle karsilagtirildi. (Sekil 2.4.). Bu denemeler sonucunda en 1iyi fiberlesen,
gozenekli, yumusak ve piirlizsiiz morfolojinin 7SPLA/25PVP grubu SEM sonuglari ile
desteklendi. Ilag ve bitki ekstrakt1 bu gruba yiiklendi.
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W X YA
%75PLA/%25PVP

Sekil 2.2. Ug farkli karisim oraninda denen PLA/PVP fiberleri. (a) 75:25 orani, (b)
25:75 orani, (¢) 50:50 oran1

2.3.2 PLA/PVP/1.H Cozeltisinin Hazirlanisi

LH igeren ¢ozeltiyi hazirlamak icin 9 ml kloroform igerisinde %8 PLA, 500 rpm'de
1sitilmadan 1 saat karigtirildi. Daha sonra PLA ¢ozeltisine agirlikca %1 Tween 80 damla
damla ilave edildi ve ¢ozelti 350 rpm'de 35 dakika daha karistirildi (Sekil 2.2.). Ayri bir
beher igerisine 1 ml DMSO ¢oziiciisiine toz halindeki ekstre edilmis 40 mg /. H ilave edildi
ve 1s1 olmadan 350 rpm'de 5 saat karistirildi. 5 saatin sonunda bitki esktrakti iceren
beherde sollisyon renginin agik sar1 bir renge doniistiigli gozlemlendi. Hazirlanan 9 ml
kloroform igerisine hazirlanan 1 ml /. H eklenerek 1 saat karistirildi. Bu soliisyondan 7.5

ml alinarak ayr1 yerde hazirlanan 2.5 ml miktarinda %1 PVP ile 30 dk karistirildi.
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Sekil 2.3. |.H ¢ozeltisinin hazirlanisi. a) bitki ekstraktinin kurutma isleminden 6nceki
formu, b) bitki ekstraktinin kurutma igleminden sonraki formu, ¢) PLA polimeri d) I.H

iceren PLA soliisyonu

2.3.3 PLA/PVP/AMG Cozeltisinin Hazirlanisi

AMG ¢ozeltisi i¢in %1 PVP tartild1 ve 10 ml etanol ile ayr1 bir beherde 1sitilmadan 2 saat
boyunca 550 rpm’de karistirildi. Cozeltiye 40 mg ticari AMG ilaci ilave edildi. AMG ilaci
PVP ve etanol igerisinde tamamen ¢dziinmesi i¢in 230 rpm’de 30 dakika karistirildi. 30
dakikanin sonunda seffaf bir soliisyon elde edildigi goézlemlendi (Sekil 2.3.). Bu
soliisyondan da 2.5 ml alinarak ayr1 yerde hazirlanan PLA ¢6zeltisinden 7.5 ml alinarak

birlikte 30 dk karistirildi.

— 1

Sekil 2.4. AMG ¢ozeltisinin hazirlanisi. a) PVP, b) ticari AMG ilaci, ¢) AMG igeren
PVP soliisyonu
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Tablo 1. Soliisyon bilesenleri ve oranlari

PLA PVP Tween 80 1LH AMG
7SPLA/25PVP 8% 1% 1 % 0 0
75PLA/25PVP/IL.H 8 % 1% 1% 0.4 % 0
75PLA/25PVP/AMG 8 % 1% 1% 0 0.4 %
7SPLA/25SPVP/LH/IAMG 8% 1 % 1 % 0.4 % 0.4 %
(K)
7SPLA/25SPVP/LH/IAMG 8% 1 % 1 % 0.4 % 0.4 %
(CK)

2.4  Elektro-egirme Yontemiyle Nanofiber Uretimi

Elektro-egirme i¢in laboratuvar tipi bir cihaz (NS24, Inovenso Co., Tiirkiye) kullanildi.
Hazirlanan soliisyonlar enjektdre aktarildi. Enjektor, akis hizinin ayarlandigi bir pompaya
baglandi. Pompanin ic¢indeki enjektor elektro-egirme makinesinin ignesine polietilen
plastik kablo yardimiyla baglandi. Igne ile toplama metal silindiri arasindaki mesafe 12
cm'dir. Toplayict metal silindirin etrafina parsdmen kagidina sarildi. Optimize edilen tiim
¢ozelti gruplart 0,7 ml/saat ve 29 kVa'da uygulandi.

Uretim sonucunda toplam 5 farkli model de nanaofiber grup elde edildi. Elde edilen bu
gruplarda /. H ve AMG aktivitelerini gormek i¢in once ayri sekillerde ytliklendi. Boylelikle
bitki ekstrakt1 ve ticarin ilacin tek basina fibere yiiklendiginde performansi goriilmiis ve

degerlendirilmis oldu.

Bitki ekstrakti ve ticari ilacin birbiriyle olan etkilesimi i¢in bu iki etken madde
karistirtlarak tekrar elektro-egirme yontemiyle fiber atimi gerceklestirildi. Boylelikle iki

etken madde karigim (K) halinde fiber olarak atildi ve bir aradaki etkilesimleri incelendi.

Bir diger model i¢in ise bitki ekstrakt1 ve ticari ilag katmanli bir tasarim yapildi ve fiber
yap1 olusturuldu. Katmanli yap1 i¢in 6nce 1. H bitki ekstrakti iceren fiber optimize edilen
akis hiz1 ve kV degerinde elektro-egirme yontemiyle atildiktan sonra {izerine ayrica
hazirlanmis olan ticari ilagc AMG igeren soliisyon tekrar ikinci bir kat olarak atildi.

Boylelikle ¢ift katmanli (CK) nanofiber yap: elde edilerek sonuclar degerlendirildi ve
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karsilastirildi. Uretilen nanofiber gruplarinda PLA ve PVP iceren grup 75PLA/25PVP
olarak isimlendirildi. Soliisyona sadece I.H bitki ekstrakti yiliklenen nanofiber grubu
75PLA/25PVP/I.H olarak isimlendirildi. Soliisyona sadece AMG ticari ilaci yiiklenen
nanofiber grubu 75PLA/25PVP/AMG olarak isimlendirildi. Sollisyona iki etken
malzemenin bir arada kondugu ve beraber karistirildigt nanofiber grubu
75PLA/25PVP/I.H/AMG (K) olarak ifade edildi. Iki ayr1 bilesenenin iki ayr1 katman
halinde hazirlandig1 nanofiber grubu ise 7SPLA/25PVP/I. H/AMG (CK) olarak gdsterildi.

Sekil.2.5. a) Elektrospin cihazi, b) pompa ve siringa

2.5.Uretilen Nanofiberlerin Karakterizasyonu

2.5.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

75PLA/25PVP, ILH ve AMG yikli nanofiberli yamalardan olusan 5 grubun
morfolojilerini goriintillemek i¢cin SEM (EVO LS 10, ZEISS) cihaz1 kullanildi.
Numuneler kesildi ve yiizeyleri Quorum SC762 Mini Sputter Coater ile 120 saniye
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boyunca altin-paladyum kaplamayla kaplandi. Elde edilen SEM goriintiilerinde
nanofiberli yama iizerinden her grup i¢in nm ayar1 yapilarak 100 adet ¢ap 6l¢iimii alindu.
(Olympus AnalysisSIS, ABD).(Sekil 2.6.) Olgiilen nanofiberlerin ¢ap datalar1 SPSS
programiyla histogram grafikleri ¢izilerek ortalama ¢ap boyut bilgisi elde edildi.

Sekil 2.6. a) Kaplama cihazi ve b) Taramali elektron mikroskobu

2.5.2. Fourier Doniisiimlii Kiz1lotesi Spektroskopisi (FTIR)

Fourier doniigiimli kizilotesi spektroskopisi (FTIR), fourier matematiksel doniisiimii ile
151810 kizilotesi yogunluguna karsi dalga sayisini dlgen kimyasal analitik yontemdir. IR
1sinlar1 madde igerisinden gegerken molekiilerin veya atomlarin baglarinin egilmesi,
gerilmesi, vibrasyonu veya spin sonucu olusan absorpsiyon ile spektrum olusur. Baglar
hakkinda yorum yapabilmek ic¢in olusan spektrumlar incelenir. Nano lifli yamalarin
fonksiyonel gruplarindaki bag yapilarini analiz etmek i¢in FTIR cihazi (Sekil 2.7.) (Jasco
FT/IR-4700) kullanildi. Bu analiz igin tiim spektrumlar 4000 cm™ ile 400 cm™ tarama

araliginda, 32 tarama hizinda ve 4 cm™! ¢dziiniirliikte analiz edildi ve degerlendirildi.
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Sekil 2.7. FTIR cihazi

2.5.3. Diferansiyel Taramah Kalorimetre Analizi (DSC)

Malzemenin termal davramigini ve i1siya karsi verdigi reaksiyonlar1 incelemek igin
diferansiyel taramali kalorimetre cihazi kullanildi. Cams1 gegis sicakligi (Tg) ve erime
sicaklig1 (Tm) gibi ana termal gegisleri ve 1sitma hareketlerini belirlemek i¢in diferansiyel
taramal1 kalorimetri (DSC) cihazi (Shimadzu, Japonya) dl¢iildii (Sekil 2.8.). Nano lifli
yama i¢in 25 °C ila 300 °C sicaklik araliginda, 10 °C/dakika 1sitma hizinda ayarlama
yapildi.

Sekil 2.8. a) DSC cihazi, b) numunelerin cihazda yerlestirildigi kisim, ¢)numunelerin

i¢ine kondugu aliiminyum yuva
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2.5.4. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi (HPLC)

Fenolik maddelerin belirlenmesinde HPLC yontemi (Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografisi) kullanildi. Fenolik bilesikler 278 nm dalga boyunda ve 0,8 mL/dakika
akis hizinda tespit edildi. Agilent Eclipse XDB C-18 (250x4,6 mm) 5 pum ters faz kolonu
kullanild1 ve kolon sicakligi 30 °C olarak ayarlandi. Ayirma, ikili ¢oziicii sistemle gradyan
programi uygulanarak yapildi. Cozelti A %3 asetik asit; ¢ozelti B metanol olarak
kullanildi. Caligmada kullanilan HPLC cihazi Shimadzu (Kyoto, Japonya) marka olup
icerisinde Shimadzu marka dedektor (SPD-M10A vp Photo Diode Array dedektor), kolon
firm1 (CTO-10A vp), pompa (LC-10AD vp), degazoér (DGU-14A). ) ve otomatik
enjeksiyon (SIL-10AD vp) sistemi bulunmaktadir. Yiiksek Performanshi Sivi
Kromatografisi (HPLC) yonteminde kullanilan kolon, sivi kromatografisinin énemli bir
bilesenidir ve analitik ayirmanin kalitesi ve hassasiyeti iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
Stitun se¢imi analitlerin 6zelliklerine, analizin amacina ve diger deney kosullarina
dayanmaktadir. Bu calismada tercih ettigimiz kolon tipi 250x4,6 mm boyutlarinda sivi
kromatografi kolonu olan Agilent Eclipse XDB C-18'dir. Kolonun uzunlugu 250 mm ve
i¢ ¢ap1 4,6 mm'dir. Kromatografik ¢ozliniirliigii etkileyen cok dnemli bir faktor olan 5 pm
parcacik boyutuna sahiptir. C-18 tanimi kolonun kimyasal yiizeyini tanimlar. Bu siitun
tipik olarak hidrofobik etkilesimlere dayali olarak analitleri ayirmak i¢in kullanilir. C-18,

18 karbon zinciri uzunluguna sahip bir alkil ligandin belirtir.

2.5.5. Mekanik Analiz

Nanofiberli yamanin mekanik mukavemetini, elastik modiiliislinii, siinekligi, gerilim
kuvveti altindaki tepkisi ve kopma gerilimini 6l¢gmek icin gekme test makinesi (Shimadzu
Corporation, EZ-LX, Kyoto, Japonya) kullanildi. Testten 6nce nanofiberli yamalar 10x50
mm boyutunda kesildi. Kesilen her numune, dijital bir mikrometre (Mitutoyo MTI Corp.,
ABD) (SEkil 2.9.) yardimiyla 3 farkli noktadan kalinlik 6l¢limiine tabi tutuldu. Teste
baslamadan ©nce ortalama kalinlik degerleri isim bilgileriyle birlikte bilgisayar
programina (Trapezium) kaydedildi ve c¢ekme testi baglatildi. Tutarlilik saglamak
amaciyla bu test her grup icin li¢ kez tekrarlandi. Test sonucu 6l¢iimii yapilan verilerin

grafigi ¢izildi.
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Sekil 2.9. a) Mekanik analiz i¢in ¢gekme-basma cihazi, b) ¢cekme testinin yapildigi parga

2.5.6. Sisme-Bozunma Testi

Nanofiberli yama orneklerinin, su tutuculugunu ve zaman igindeki kiitle degisimini
belirlemek i¢in tiim gruplara sisme ve bozunma testi yapildi. Sigsme testi i¢cin, pH degeri
7,4 olan fosfat tamponlu salin (PBS) kullanilarak her gruptan 1 ml'lik tiiplerde 3mg olacak
sekilde esit agirlikta {i¢ nanofiberli yama parcasi hazirlandi. Eppendorf tiiplerinde bir
araya gelen 1 ml PBS ve fiber fragmanlar1 termal ¢alkalayicida (BIOSAN TS-100) 37
°C'de 24 saat bekletildi (Sekil 2.10.) ve 24 saatin sonunda ornekler PBS sivisindan
cikarilarak (Ww) elektronik terazide tartildi. Bu islem sisme testi siireci boyunca her giin
ayni1 sekilde tekrar edildi ve her giin ayni1 saatlerde ol¢iim ti¢ tekrarli bir sekilde yapilarak
Denklem (1)'e gore grafik haline dontistiiriildii [98].

SD = =T 100 Denklem (1)

0

Nanofiberli yamalar her grup i¢in 3 mg olacak sekilde esit agirlikta kesildi ve bozunma
testinde kullanilmak {izere i¢in tartildi. Tartim1 yapilan nanofiberli yamalar, 1 ml PBS
iceren Eppendorf termal ¢alkalayicida 37 °C de 24 saat bekletildi. 24 saat sonra fiberler
ve PBS birbirinden ayrildi. Nanofiber yama, bos Eppendorf' tiipiiniin igine yerlestirildi ve
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Eppendorf tiipleri, kapaklar1 agik olacak sekilde 24 saat boyunca 37 °C termal 1siticida
kurutuldu. 24 saat sonra kurutulmus lif numunesi agirliklar1 (Wt) elektronik terazide
Olciildii. Bu islem bozunma testi boyunca giin asir1 tekrar edildi. Elde edilen sonuglar

Denklem (2)'ye gore grafige doniistiiriildi [99].

D= 2=t 100 Denklem (2)

0

Sekil 2.10. Termal calkalayict

2.5.7. In-vitro fla¢c Salim Testi

L.H ve AMG yikli nanofiberli yamanin in-vitro ilag salimi ic¢in her gruptan 5 mg
nanofiberli yama kesilerek 1 ml PBS i¢eren Eppendorf tiiplerine aktarildi. 15 dakika, 30
dakika, 1 saat, 2 saat, 3 saat, 4 saat, 6 saat, 8 saat, 12 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat
Ol¢iimleri UV spektrofotometre (Shimadzu UV-3600, Kyoto, Japonya) (Sekil 2.11.)
cihazinda 190 nm ile 550 nm dalga boylar1 aralifinda 6l¢tildii. Eppendorf'taki PBS (pH
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7,4), her saat 6l¢timti i¢in yenilendi. Alinan sonuglara gore absorbans egrileri ve kiimiilatif
salim grafikleri cikarildi. Olgiimler her bir grupta bulunan numuneler icin iicer defa

tekrarlandi.

Sekil 2.11. a) UV spektrofotometre cihazi, b)salim numunesinin cihazda yerlestirildigi

yuva, c)salim numunesinin transfer edildigi kristal kiivet

2.5.8. In-vitro Sitotoksisite Analizi

Malzeme sterilizasyonu Sinif II Laminer akis kabini kullanilarak gergeklestirildi (Sekil
2.12 (a)). Sterilizasyon i¢in malzemeler 90 dakika boyunca UV 15181 altinda tutuldu.
Iskele mikro ortaminin optimizasyonu igin, iskeleler 20 mikrolitre biiyiime ortaminda
(%10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren DMEM) 1 saat siireyle 37°C'de nemli %5
CO? inkiibatér icinde 96 kuyucuklu bir plakada inkiibe edildi. 5x10° HCT-116 hiicresi,
standart hiicre tohumlama prosediiriindeki gibi 96 kuyucuklu plakalardaki nanofiberli
fiberlerin iizerine ekildi. Hiicre ekili nanofiberli fiber yapilar1 ve tek katmanli kiiltiirler,
nemlendirilmis inkiibatdrde (NuAire) 37 0C, %5 CO2'de 1, 3 ve 7 giin siireyle inkiibe
edildi. Nanofiberli yamalardaki hiicre canliligin1 analiz etmek i¢in 1,3 ve 7 giinliik
inkiibasyon periyotlarinda MTT (3-(4,5-dimetiltiyazolil-2)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) (Glentham Life Sciences) yéntemi ile test yapildi. Uretici firmanin protokoliine
gore 5 mg/mL MTT soliisyonu eklendi ve %5 CO2 ile 37 0C’de 5 saat inkiibe edildi.
Daha sonra 0,1 mL dimetilsiilfoksit (DMSO) ilave edildi. Hiicre canliligini gézlemlemek
icin plakalar yeniden inkiibe edildi (37 0C'de ve %5 CO2'de 15 dakika). Absorbans, 560
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nm dalga boyunda bir mikroplaka okuyucu (BioTech, Epoch) kullanilarak ol¢tildii (Sekil
2.12. (b))

Sekil 2.12. Hiicre canlilik testi a) steril kabin, b) mikroplaka okuyucu cihaz

2.5.8.1 DAPI Boyama Testi

Kolon kanseri hiicrelerinin AMG ve [ H yikli nanofiberli yamalara yapigsmasini
gbzlemlemek ve hiicre canliligini belirleyebilmek i¢in DAPI boyama yontemi uygulandi.
10° hiicre/mL yogunluktaki kolon kanseri hiicreleri, 96 kuyucuklu plakadaki her bir
sterilize edilmis nanofiberli yamaya ekildi ve 1, 3 ve 7 giin boyunca %5 CO altinda 37
°C'de DMEM igeren bir ortamda kiiltiirlendi. Inkiibasyonun sonunda &rnekler %4 liik
Formaldehit ile 20 dakika siireyle fikse edildi. Daha sonra 9%0,1 TritonX soliisyonu ile 15
dakika gecirgenlestirildi ve PBS ile yikandi. Hiicre ¢ekirdekleri karanlikta 5 dakika
boyunca 1 pg/ml DAPI soliisyonuyla boyandi. Nano lifli yamalar daha sonra fazla
DAPI'yi uzaklastirmak i¢in PBS ile ii¢ kez durulandi ve bir floresans (Leica) mikroskobu
(Sekil 2.13.) kullanilarak incelendi.
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Sekil 2.13. Floresan mikroskobu

2.5.8.2 Hiicre Tutunmasinin Morfolojik Analizi

Nanofiberli yama iizerindeki kolon kanseri hiicre biiyiimesi ve yayilma morfolojisi,
taramali elektron mikroskobu (SEM) gozlemiyle arastirildi. AMG ve [LH yikli
nanofiberli yamalar iki kez PBS ile yikandi; bunlar %2,5 glutaraldehid soliisyonunda 24
saat boyunca 4°C'de fiksasyon islemine tabi tutuldu. Daha sonra fazla glutaraldehit, PBS
ile yikanarak ¢ikarild:1 ve nano lifli yamalar, dereceli bir etanol serisinde dehidre edildi.
Numuneler altinla piiskiirtiilerek kaplandi ve SEM (EVO MA-10, Zeiss) kullanilarak

morfolojik goriintiileri incelendi.

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1.Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Hazirlanan 3 farkli PLA/PVP (75:25, 50:50, 25:75) soliisyon gruplarinin elekteo-
egirmeyle ayni parametrelerde ve aym siirelerde yapilan fiber atislarinin SEM sonucu
Sekil 3.1.'de gosterilmistir. Bu sonuglara gore 25PLA/75PVP kombinasyonunda olduk¢a
boncuklu, piiriizsiiz olmayan ve fiber morfolojsinden uzak bir goriintli elde edilmistir
(Sekil 3.1. (A) (B)). 50PLA/S0PVP kombinasyonu gorece fiberlesmeye biraz daha yakin
liflerden olugmasma ragmen Sekil.3.1 (C)(D)'de goriildiigii tam bir fiber formuna
ulasamadan diizensiz kalinlasan ve tek bir fiber tipinde olmayan agsi bir yapi

olusturmustur. 75PLA/25PVP fiber yapist1 morfolojik olarak diizgiin fiberlesmis,
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piirtizsiiz, boncuksuz, hiicre tutunmasina uygun bir yiizey formu ve dagilimi gostererek
optimize oran se¢ilmistir. Bitki ekstrakti I.H ve ticari ilagc AMG belirlenen parametrede

optimize edilmis 75PLA/25PVP kombinasyonuna eklenmistir.

Sekil 3.1. A) ve B) 25PLA/75PVP, C) ve D) 50PLA/50PVP, E) ve F) 75PLA/25PVP
oranlarindan elekro-egirme yontemi ile tiretilen fiber gruplarinin morfolojileri i¢cin SEM

goriintiileri.

Uretilen nanofiberli yamanin ¢ap1 ve morfolojik analizi igin her gruptan 100%er adet
nanofiberin c¢ap1 Olgiildii. Bu Olgiimlere gore yapilan histogram grafigi Sekil 3.1'de
gosterilmektedir. Elde edilen liflerin ¢caplar1 75SPLA/25 PVP olan saf grup i¢in 443,74+79
nm olarak Sl¢lilmiistiir. Yalnizca I.H'nin 75PLA/25PCP/I.H olarak eklendigi grup igin
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525,34+£87 nm olarak oOl¢iildi. AMG eklenen tek grup 75PLA/25PVP/AMG igin

536,95+140 nm sonucu elde edilmistir.
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Sekil 3.2. Nanofiberlere ait morfolojik goriintiiler ve ¢cap dagilimlari. A) 75PLA/25PVP,
B) 75PLA/25PVP/I.H, C) 75PLA/25PVP/AMG D) 75PLA/25PVP/I.H/AMG/(K), E)

75PLA/25PVP/1.H/AMG (CK)
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PLA/PVP, ILH ve AMG aktif bilesenlerinin harmanlanip birbirine eklendigi
75PLA/25PVP/L. HAMG (K) grubu i¢in dl¢iim sonuglart Sekil 3.1'de gosterildigi gibi
494,21+100 nm olarak ol¢lilmiistiir. 75PLA/25PVP/IL.H/AMG (CK) grubunda I.H ve
AMG aktif maddeleri ayr1 ayri, karistirilmadan, ¢ift katman olarak 501.38+£93 nm'de
Olciildii. Sonuglara gére 7SPLA/25PVP saf grubu en kiigiik ¢ap 6l¢iisiine sahiptir. AMG
etken maddesinin ¢ap Ol¢limiinii arttirmadaki etkisi /. H.'ye gore daha ytiksektir. Aktif
maddelerin ayr1 ayri eklendigi katmanli grup i¢in lif ¢aplar1 daha kalin 6lgiildi. 1.H ve
AMG karistirilip fibere yiiklendiginde, fiber ¢ap1 bagimsiz yiiklemeye kiyasla azaldi.
Sridhar ve arkadaslar kanser iizerine yaptiklari ¢aligmada PLA gibi sentetik bir polimer
olan PCL'ye zerdecal ve aloe vera aktif maddelerini eklediklerinde nanofiber ¢apinda artig
gbzlemlediler [100]. Fan ve Daniels tarafindan yapilan nanofiberli yara pansuman
calismasinda hus agaci bitkisinden elde edilen ftriterpen ekstraktinin PLA'ya
yiiklenmesiyle elde edilen lif ¢aplar karsilagtirilmistir. Triterpen ekstrakti ile yiiklenen
elyafin, triterpen igermeyen elyaftan daha ince bir ¢apa sahip oldugu goriilmektedir.
Literatiirde bitki ekstraktinin ¢ap kalinligini arttirdigini veya azalttigini ya da herhangi bir
degisiklige neden olmadigini destekleyen caligsmalar mevcuttur [101].

3.2.Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrum Analizi (FTIR)

FT-IR analizi nano lifli yama gruplarimin fonksiyonel gruplarimin yani sira bilesenler
arasindaki etkilesimleri arastirmak i¢in kullanilan bir spesktroskopi teknigidir. Saf PLA,
PVP, . H ve AMG'nin molekiiler yapilar1 ve elektro-egirme yontemleriyle tiretilen PLA
ve PVP iceren fiber, sadece bitki ekstraktli, sadece ticari ilagli, ayr1 katmanli, birbiriyle
karistirilmis tiim nanofiber yama ornekleri Sekil 3.3'de verilmistir. Baslica karakteristik
absorbe bantlari, 1750 cm'de C=O titresim piki, 1456 cm™'de CH? asimetrik kayma,
1386 cm™ ve 1358 cm’'de CH® ve C-H biikiilme titresimleri, C-O—C gerilmesi ile
ilgilidir. Sekil 3.3 A(a)'da saf PLA igin 1265 cm’de titresim, 1080 cm'’de C—-O-C
gerilmesi, C—-CH? gerilmesi, 950 cm™’de OH biikiilmesi ve 873 cm'’de C-COO
gerilmesi sirasiyla dlciilmiistiir [102]. FTIR spektrumlari, Sekil 3.3 A(b)'de PVP'nin CH?
sallanmasina atanmis yaklasik 1017 ecm™'lik bir bant gostermektedir. Yaklasik 1268,65
cm"lik bir zirve ise PVP'nin CH?'sinin biikiilmesine isaret etmektedir. Yaklasik 1284,36

em™'lik zirve, C-N gerilmesini veya C-O gerilmesini gosterdi ve yaklasik 1650,77 cm
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ik bant, PVP'nin C=0 gerilmesine isaret eder [103]. Sekil 3.3 A(c) bilesenindeki
AMG'nin FTIR spektrumundaki titresim bantlar1 1620 cm™ ve 1455 cm™! (aromatik C=C
gerilme), 2885 cm™! (alifatik C-H gerilme) ve 2932 cm™! (aromatik C-H streg) seklindedir.
OH gerilmesini gdsteren zirve 3367 cm™'dir [104]. Sekil 3.3 A(d)'deki /. H'nin FT-IR
spektrumu, 3402,11 cm™'de genis bir tepe ve 2923,56 cm™!'de zay1f bir tepe gdsterir; CH?
gruplarinin O-H gerilme titresimini ve C-H gerilme titresimini gdsterir ve sogurma tepe
noktasini isaret eder. Suyun sogurulmasi 1751,05 cm™ olarak gdsterilmis ve 1592,91 cm™
I'deki sogurma bandima C-H titresimi belirlenmistir. C-O-C halkas1 gerilme titresimleri
ve C-O gerilme titresimleri nedeniyle 1035,59 cm™ ve 981,59 cm™ noktalar1 sogurma
tepe noktalaridir. 860,10 cm™ ve 819,60 cm™ 'deki iki absorpsiyon bandi, B-tipi glikosidik
bagin ve seker 2-ketofuranozun varligini gosterir [105]. Sekil 3.3 B(h)'deki AMG ve IL.H
yiiklii nanofiberli yama i¢in FT-IR spektrumlarinda farkli yogunluklara sahip benzer

zirveler elde edildi. Bu sonuglara gore formiilasyon ve kapsiillemenin basarili oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 3.3. (A) a) saf PLA, b) saf PVP, ¢)AMG ilaci, d)I.H bitkisinin FTIR spektrumlari.
(B) )75PLA/25PVP, ) 75PLA/25PVP/I.H, g) 75PLA/25PVP/AMG, h)
75PLA/25PVP/1.HIAMG (K), j)75PLA/25PVP/1.H/AMG (CK) nanofiberlerin FTIR

spektrumlari
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3.3.Diferansiyel Taramah Kalorimetre Analizi (DSC)

DSC grafigindeki tepe ¢izgileri, Sekil 3.4'de {iretilen elyaflarin camsi gegis sicakligi (Tg)
ve erime sicakligi (Tm) olarak sicakliga yapisal tepkilerini incelemek i¢in kullanilir.
75PLA/25PVP, 75PLA/25PVP/1.H, 75PLA/25PVP/AMG, 75PLA/25PVP/1.H/AMG (K)
ve 75PLA/25PVP/I.LH/AMG (CK) elektrospinning fiberlerinin DSC termogramlari
gosterilmektedir. Nanofiberli yamanin camsi gecis sicakliklart sirasiyla su sekildedir:
52,09 °C, 53,32 °C, 55,89 °C, 55,96 °C, 55,27 °C. Tek basmna |.H eklendiginde,
75PLA/25PVP nanofiberin cam gecis sicakligini hafifce arttirdi. AMG ilaci tek basina
eklendiginde de benzer bir artis gozlendi. iki aktif maddenin bir arada kullanilmasi
durumunda camsit gecis sicakliginin daha fazla arttigi gozlendi. Tek bir cam gegis
sicaklig1 zirvesine sahip nanofiberli yamalarin bu 1s1 degerleri ve faz ayriminin olmamasi,
polimerler arasindaki dispersiyonlar ve etkilesimlerden kaynaklanabilir [102]. Erime
noktalar1 hafif bir diislisle sirasiyla su sekildedir: 156,73 °C, 155,32°, 154,75 °C, 155,65
°C, 155,45 °C. Cam ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada intravajinal nanofiber yamaya
eklenen steroid hormon progesteron P4'lin termal davranisi incelendiginde saf PLA'ya
eklenen P4 hormonunun Tm degerini diisiirdligii belirlendi. Bunun, PLA kristalliginin P4
progesteron hormonu tarafindan molekiiller arasi etkilesim yoluyla baskilanmasindan
kaynaklandig1 belirtilmektedir [106]. Benzer sekilde, AMG ve I.H katki maddeleri
eklendiginde saf grup 75PLA/25PVP'deki erime sicakligi, molekiiller arasi etkilesim

nedeniyle bir miktar azalmis olabilir.
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Sekil 3.4. Nanofiberlerin DSC egrileri

3.4.Yiiksek Performansh Sivi Kromatografi HPLC

LH ekstraktinin fenolik bilesenlerini belirlemek i¢cin HPLC analizi yapildi ve analiz
sonuglart Sekil 3.5'de belirtildigi gibi tanimlandi. Toz halinde kullanilan I.H ekstrakti,
kromatogramda en ¢ok dikkat ¢eken 5 fenolik asit igerigine sahiptir. Bu fenolik asitler,
Sekil 3.5'de sirastyla klorojenik asit 12205,9 pg/g, rutin 1353,1 pg/g, kuersetin 80,7 pg/g,
sinamik asit 19 pg/g ve p-kumarik asit 11 pg/g'dir.

Aybastier tarafindan DNA onarim mekanizmasi iizerine yapilan bir ¢alismada, LH
bitkisinden elde edilen HPLC sonuglarinda klorojenik asit varligi tespit edilmis ve
calismamizin sonuglarina paralel veriler elde edilmistir [107]. Petkova ve ark. yiiksek bir
antioksidan etki elde etmek i¢in /. H bitkisinin ekstraktini inceledi. Klorojenik asit fenolik
bileseninin en bol bulunan bilesen oldugu sonucuna vardilar. Zengin fitokimyasal igerigi
nedeniyle I.H, baz1 Avrupa farmakopelerinde resmi olarak listelenmistir. Bitki kokleri
laktonlar, timol tlirevleri, triterpenler, sterol, fenolik asitler ve flavonoidler igerir [108],

[109]. Bu fenolik bilesikler arasinda antikanser aktiviteye sahip bes ana bilesen olan
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kersetin, rutin, sinamik asit, klorojenik asit ve p-kumerik asit, kalibrasyon egrilerinin

regresyon denklemleri kullanilarak dl¢tildii.
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Sekil 3.5. Ekstraktin ve standartin 278 nm’de HPLC kromatografisi. (A) Pik 1: gallik
asiti pik 2: klorojenik asit, pik 3: p-kumarik asit, pik 4: rutin, pik 5: sinamik asit ve pik
6: kuersetin
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3.5.Mekanik Analiz

Kolon kanseri tedavisi i¢in lretilen bes farkli nanofiber modelin ¢ekme mukavemeti
(MPa) ve kopmada gerinim (%) test sonuglari Sekil 3.6'da gosterildigi gibidir.
75PLA/25PVP polimer kombinasyonundan olusan saf grubun ¢cekme mukavemeti degeri
3,581+ 0,594MPa. 75PLA/25PVP/I H isimli 1. H yiiklii grubun ¢ekme mukavemeti hafif
bir diisiisle 3.495+0.969 MPa'ya gerilemistir. 7SPLA/25PVP/AMG olarak adlandirilan
amigdalin ylkli nanofiber grubu ise daha keskin bir diislis gostererek 2.833+0,547
MPa'da o6l¢iim sonucu vermistir. .H ve AMG'nin karistirthp birlikte yiiklendigi
75PLA/25PVP/LH/AMG (K) isimli nanofiberlerin ¢ekme mukavemeti bir miktar
azalarak 2.449+1.141 MPa olmustur. 7SPLA/25PVP/1. H/AMG (CK) olarak adlandirilan
ve iki aktif maddenin ayri katmanlar halinde iiretildigi nanofiberli iskelenin ¢ekme

mukavemeti 1,508+0,784 MPa'dir.

Polimere aktif maddelerin eklenmesi, iiretilen nanofiberlerin gerilmesini etkilemistir
[110]. Stoyanova ve ark. PLA nanofiberlerine eklenen bitki ekstraktinin gii¢lii antioksidan
aktivitesinden dolay1r mekanik 6zellikleri azalttigini1 gdstermektedir. Bunun nedeni diisiik
molekiiler agirlikli bilesigin PLA matrisine karistirtlmis olmasi olabilir. Kopmadaki
gerinim (%) testi sonuglar1 tiim gruplar i¢in sirasiyla su sekildedir: 16,028+5,928,
9,633+1,179, 9,069+1,830, 9,715+2,52, 8,056+7,970; 75PLA/25PVP,
75PLA/25PVP/IL.H,  75PLA/25PVP/AMG,  75PLA/25PVP/LH/AMG (K) ve
75PLA/25PVP/I. HAMG (CK). Sonuglara gore ¢ift katmanli olarak {iretilmesine ragmen
kopma gerilimi en diisiik nanofiber grubu 75PLA/25PVP/I. H AMG (CK) olmustur. Cesur
ve ark. makale ¢alismalarinda ilag¢ katki maddelerinin ¢ift kath iiretimde elyafin mekanik

mukavemetini azalttig1 yoniindeki bulgularini desteklemistir [74].

43



A) ¢
3,5 | |
T 3
H !
= 25 7
w
Z 2
w
>
g 15 e
LR
| e
w I
= e
E 0,5 [
o P
0 RN
Q O B
& N S
W R A & &
o5 3 & N \a
A’ P v AN \\i‘
")Q \?’ s&q QQ
A & "Q
A \V i
N \a
Q Qv
A2 o
B) 1s
16 I
14
2
s
z ! L I
& 8 TR
(G R
: s i
z . e
Q llll:}
x o e
2 NN
llll'l]
e
1]
> e ® o
A A o & 0¥
K S & \“é\ >
& v & N &2
& > & &
A & & £
A \'L ¥
#‘? Q\y\
A )

Sekil 3.6. Cekme mukavemeti (MPa) ve Kopma gerinim (%) grafikleri

3.6.Sisme-Bozunma Testi

Hiicre tutunmasu, ¢ogalmasi ve biiylimesi gibi etkileri oldugundan sisme biyomateryaller
icin onemlidir [111], [112]. Sekil 3.7'de fiber gruplarinin zamana bagli sisme oranlari
verilmistir. Sigme testi i¢in insan viicudunun biyolojik sivisini en iyi taklit edebilen PBS
soliisyonu (pH: 7,4) ile 15 giin boyunca sisme testi yapilarak nanofiberli numunelerin
sisme performansi incelenmistir. 15 gilinliik sonuca gére 7SPLA/25PVP grubu en yiiksek
sisme oranina sahipken, diger gruplarin sisme oranlarinda anlamli bir fark bulunmamustir.
Sekil 3.7'de verilen grafige gore nanofiber liflerin 10. giine kadar sisme davranisi
gosterdigi goriilmektedir. 10. giinde sisme oran1 75PLA/25 PVP i¢in %161 iken, ayni gilin
75PLA/25PVP/AMG yiiklii nanofiber fiber grubu %80 oraniyla en az sisme profiline
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sahip olmustur. 15 giin sonunda en ¢ok su emen grup %93,33 oraniyla 7SPLA/25PVP
olurken, en az su emen grup ise %41 oraniyla 7SPLA/25PVP/AMG olarak ol¢iilmiistiir.
Daha ytiksek su emicilige sahip nanofiberlerin daha hizli bozundugu bilinmektedir [113].
Bu nedenle 25 giinliikk donemde 75PLA/25PVP nanofiber grubu daha fazla su emdigi i¢in
diger gruplardan daha hizli bozunmus olabilir. Hidrofilik bilesenin bozulmasina bagl
olarak zamanla sisme oraninin azalmasi nedeniyle PLA/PVP igeren liflerin sisme hiz1 da
zamanla azalmistir. Tiim nanofiberli liflerde 75PLA ve 25PVP orani aynm1 oldugundan

sonuglar karsilastirildiginda sisme oranlari birbirine yakindir [114].

A) O75PLA/25PVP O 75PLA/25PVP/I.H

O 75PLA/25PVP/AMG O 75PLA/25PVP/I.H/AMG  (K)
180 B 75PLA/25PVP/I.H/AMG (CK)
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Sekil 3.7. Sisme testi grafikleri

Bozunma, doku miihendisligi ¢alismalarinda biyomateryallerin énemli bir 6zelligidir.
Iskelelerin doku yenilenmesini sagladiktan sonra zamanla bozunmasi beklenir [115].
PBS'de saklanan malzemeler zamanla ayrisir ve tartim sirasinda kiitlelerini kaybeder.
Ayrica nemli ortamda tutulduktan sonra PLA'nin ana zincirindeki ester gruplar pargalanir
ve bu par¢calanmaya bagl olarak PLA'nin molekiiler agirligi azalir [116], [117]. Sekil 3.8'e
gore nanofiberli gruplarin bozunmasinin izlenmesi sonucunda 75PLA/25PVP'den olusan
saf grup en hizli bozunma oranina sahip gruptur. AMG ilag yiiklii grup en diisiik bozulma

oranina sahip olmustur. 25 giin sonunda 75PLA/25PVP grubu %67,5 oraninda bozunma

45



oran1 gosterirken, diger gruplarin bozunma oran1 sirayla su sekilde oldu;
75PLA/25SPVP/IH/AMG (CK), 75PLA/25PVP/AMG, 75PLA/25PVP/IH/AMG (K),
75PLA/25PVP/IH; %65, %64,15, %61,66, %60'tir. Bu sonuglara gore IH bitki
ekstraktinin bozunma hizina digerlerine gore daha az etki ettigi sOylenebilir. Mousa ve
arkadaslarinin ¢alismasinda hidrofobik polimer olarak kullanilan PLA nanofiberlerinin
kabaca yavas bozundugu gozlemlenmistir [ 118]. PLA hidrofobik bir polimer oldugundan
bozunmasi uzun zaman alir. Nanofiberli yapimizda PLA oran1 %75, PVP orani ise
%25°tir. Bu nedenle nanofiberler yavas bozunma davranisi gostermis olabilir. Bu
calismada nanofiberlere /.H ve AMG eklenmesinin sisme ve bozulma sonuglari iizerinde

cok hafif bir etkisi olmustur.
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Sekil 3.8. Bozunma testi grafikleri

3.7.In-vitro ila¢ Salim Testi

Kolon kanseri tedavisi i¢in lretilen nanofiberli yamalara yiiklenen I.H ve AMG etken
maddelerinin ilag salim &zelliklerini degerlendirmek amaciyla /n-vitro ilag salim testi
yapildi . UV spektrumlari belirlendi ve kalibrasyon egrileri ¢izildi. Fizyolojik kosullar
esitlemek i¢in PBS igeren bir ortamda salimlar yapildi. Salian AMG (R%: 0,9997) ve I.H
(R2:0,9921) igin absorbans degerleri UV 218 nm ve 345 nm'dir. Sekil 3.9 A (d)'de AMG
yiiklii nanofiber yamanin %72,27'sinin ilk 60 dakikada salindigi goriilmektedir. Ilk
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saatten sonra salinim yavas ve siirekli bir egime dogru ilerliyor. Seyhan ve arkadaslariin
yaptig1 ¢alismada farkli miktarlarda AMG ilaci yiiklenen PLA/PEG nanofiberlerinin ilk
90 dakikaya kadar hizli bir ilag salim performansi gosterdigi goriilmiistiir. AMG ilacinin

nanofiberli bir yamada tipik iki asamali ilerleme profilini gosterdigi gézlendi [119].
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Sekil 3.9.a) Amigdalin ilacinin UV absorbans spektrumlari, b) 218nm’de amigdalinin
standart egrisi, ¢) Amigdalin yiiklii nanofiberin in-vitro salim egrisi 0-200 saat araligi,

d) Amigdalin yiikli nanofiberin in-vitro salim egrisi 0-5,5 saat aralig1

Sekil 3.10 (d)'de I.H yiiklii nanofiberli yamanin 24 saatte saliniminin %95,15 oldugu
belirlendi. Chou ve arkadaslarinin yaptigi ¢aligmada ila¢ yiiklii nanofiberlerin cap1
arttikca salinim hizinin yavasladig: belirtildi. Arastirmada biiyiik ¢caph fiberler ile kiiclik
caph fiberler karsilastirlldiginda kiigiik ¢apli fiberlerin ilaci daha hizli saldig1 goriildii
[120]. Daha yiiksek ila¢ yliklemesi, yiizeyle iligkili ilacin daha 6nemli miktarlar1 ve
liflerin daha yliksek yiizey alani nedeniyle siklikla patlama saliminin artmasiyla
sonuglanir. AMG ilaci ile karsilastirildiginda 1. H daha hizl ilag salimi1 sonucu saglar. i1k
saat icinde bir karsilagtirma yapildiginda, 525,34 nm capindaki 7. H. yiiklii fiber, 536,95
nm ¢apindaki AMG yiiklii fiberden daha yiiksek oranda ila¢ saldi. Salim ¢aligmalari, daha
biiyiik ¢apli liflerin, daha kiiciik liflerden daha yavas salindigim gdstermistir. Ilag
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salimindaki bu degisimler, farkli lif formiilasyonlarindaki sisme davraniglari ve ilag
¢oOziiniirliikleriyle beraber dolayli yoldan lif capindan etkilenerek de salimdaki
farklilasma durumlarii meydana getirebilir [121]. Onceki ¢alismalarda bildirildigi gibi,
hidrofilitesi yiiksek 6zelliklere sahip kiiclik molekiillii ilaglarin salinmasinin sebebi su da
¢ozlinlirliik kaynakli daha hizli difiizyon veya patlama salimina yatkin olmasidir [122].
Sonug olarak, AMG ve . H'nin nano lifli yamadan salinmasinin tamamlanmasi 180 saat
kadar siirdii. Her iki madde i¢in de ¢esitli konsantrasyonlarda ¢aligmalar yapilmistir. Bu

calismada optimum konsantrasyonlar belirlenerek incelenmistir [123].
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Sekil 3.10. a) I.H bitki ekstraktinin UV absorbans spektrumlari, b) 345nm’de |.H bitki
ekstraktinin standart egrisi, ¢) I.H yiiklii nanofiberin in-vitro salim egrisi 0-200 saat

aralig1, d) Amigdalin yiiklii nanofiberin in-vitro salim egrisi 0-6 saat araligi.

3.8.In-vitro Sitotoksisite Analizi
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Farkli sekillerdeki AMG ve I.H ile yiiklenenlerin hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri, HCT-
116 hiicre hattinda 1, 3 ve 7 gilinliik MTT analizi ile degerlendirilmistir. Bu ¢aligmada
iiretilen ana fiber materyalinin (75PLA/25PVP) HCT-116 hiicreleri i¢in toksik olmadig,
kontrol grubuyla (2D) karsilastirildiginda sirasiyla 1, 3 ve 7. giinlerde %95,24 oldugu
rapor edilmistir. Sekil 3.11'de 7. H, AMG yiiklii ve kombine ana fiber materyal gruplarinda
hiicre canliliginin %98,05 ve %96,7 oraninda 6nemli derecede toksik seviyelerde oldugu
belirlenmistir. Sonuglar incelendiginde hem AMG hem de I.H. nanofiberli yamalara
ylklenen malzemeler kanser hiicresi 6liimiinde olumlu sonuglar veriyor. AMG ve . H ile
karsilastirildiginda AMG nanofiberleri HCT-116 kolon kanseri hiicre hattinda daha az
canli hiicre davranis1 gostererek daha etkili sonug¢ vermistir. En anlamli azalma, yalnizca
AMG yiikli 75PLA/25PVP/AMG grubunda yasanmistir. 3. giin AMG ve LH yiikli
liflerin hiicre canliliginin azalmasinda etkinin en yiiksek oldugu giin olmustur. AMG ve
1. H'nin kanistirilip fiber iizerine yiiklendigi grup, ayr1 ayr1 katmanlar halinde ytiklendigi
gruba gore daha iyi sonuglar vermistir. Aktif bilesenlerin karistirildigi ve nanofiberlere
yiiklendigi grupta, tek tek ¢ift katmanli yliklemeye gore daha basarili sonuclar elde
edilmistir. Kyung-Nam ve arkadaslarinin ¢aligmasinda AMG'nin kolon kanseri tizerindeki
etkisi arastiritlmistir. G6zlemlenen sonuglara géore AMG ilacinin kolon kanseri hiicreleri
tizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu kanitlanmistir. Bu sitotoksik etki, ilag
konsantrasyonunun artmasina bagl olarak hiicre canliliginin azalmasina neden olmustur
[124]. Dorn ve ark. I.H ekstraktini dort tiimdr hiicre tipi iizerinde test etti: HT-29 (kolon
kanseri), MCF-7 (meme kanseri), Capan-2 (pankreas kanseri) ve G1 (astrositom). MTT
testi sonucunda dort tiimor hiicre hattinin tamaminda oldukga toksik etki elde eden Dorn
ve ark. /.H'min antikanser arastirmalarinda kullanilmak iizere miikemmel bir aday
oldugunu gostermistir. .H ekstrakti ile 6ldiiriilen hiicreler elektron mikroskobu altinda
incelendiginde, HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin goriintiilerinde kromatinin diizensiz
yogunlagsmasi ve sismis mitokondrinin yirtilmasit gibi elde edilen bulgular MTT

sonuglartyla paralel sonuglar géstermistir [125].
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Sekil 3.11. Nanofiberlerin 1, 3 ve 7 giinliik hiicre canlilik testi

3.8.1. DAPI Boyama Testi

Uretilen nano lifli gruplarm floresan goriintiileri, Sekil 3.12'de hiicre ekim tespitinde
kullanilan floresan tekniklerinden biri olan ve iiretilen fiber malzemelerin
biyouyumlulugunun gosterildigi DAPI boyama yontemiyle incelendi. Floresan
goriintiilerde hiicrelerin zar biitiinliigiindeki degisiklikler, hiicre zar1 asimetrisinin kaybi,

DNA parcalanmasi gibi sebeplerden kaynaklanabilecek hiicre 6liimleri meydana gelmistir
[126].

Hiicre oliimiiniin gercgeklestigi bolgelerde floresans yogunlugu daha diisiik iken, canli
hiicrelerin bulundugu bolgelerde yogunluk daha yiiksektir. Beklenen hiicre yapismasi,
hicbir aktif madde icermeyen ve yalnizca polimer kombinasyonundan olusan saf grupta

mevcuttur. Mavi boya goriintiisiine sahip bolgeler, kolon kanseri hiicrelerinin yogunlugu
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ve kiimelenmesi nedeniyle daha belirgin floresans gostermistir. Diger gruplarda

kullanilan aktif maddelerin etkisiyle yapisma c¢ok az aktivite gdstermistir.

(A) (a) (b)

Sekil 3.12. DAPI boyama yontemiyle nanofiberlere ait 7 giinliik floresan goriintiileri

3.8.2. Hiicre Tutunmasinin Morfolojik Analizi

Sekil 3.13'de verilen SEM goriintiisiine gore fiber gruplar1 arasinda 1. H igeren nanofiber
grubu AMG ilact igeren grupla karsilastirdigimizda AMG iceren 75PLA/25PVP/AMG
grubu daha az baglanma gosterdi. Bu durum lif iceren AMG ilaglarinin hiicre 6liimii

tizerindeki etkisiyle agiklanabilir.
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(A) 3.GUN
(a)

Sekil 3.13. Nanofiberlere ait 3 ve 7 giinliik hiicre tutunma analizi sonucunun taramali

elektron mikroskop (SEM) sonuglari
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4. SONUCLAR

Bu tez calismasinda, elektro-egirme yontemi kullanilarak, kolon kanseri tedavisi i¢in
AMG ve [I.H yiikli bes farkli nanofiber yama grubunu basariyla iiretilerek elde edilen
degerlendirildi. AMG ve LH yikli fiberlerin SEM sonuglarinda homojen dagilmus,
boncuksuz nanofiberli goriintiller elde edildi. Mekanik dayanim testinde
75PLA/25PVP/I.H/AMG (CK) grubu, 7SPLA/25PVP/I. H/AMG (K) grubuna gore daha
az mekanik dayanim gdstermistir. Ilag salim sonuglar1 incelendiginde 24 saat sonunda
AMG ve [ H yiiklii nanofiber yamalarin sirastyla %86,23 ve %95 oraninda salindigi
goriilmiistiir. Her iki aktif maddenin de 180 saate kadar salimi saglandi. In-vitro
sitotoksisite ¢aligmalarina gore aktif icerik yiiklii tim nanofiberli gruplar, kanser hiicre
hatlarina kars1 sitotoksik etki gosterdi. AMG ve [ H'min tek basina kullanimi hiicre
tizerinde sitotoksik etki gosterirken, daha da 6nemlisi bunlarin birlikte kullanilmasi kolon
kanseri hiicrelerini de 6ldiirdii. Kombinasyon ¢esitlerini karsilastirdigimizda harman
kombinasyonunun ¢ift katli kombinasyonuna gore daha iyi sonuglar verdigini sdylemek
miimkiindiir. Kanserin meydana geldigi karmasik bagirsak organinda, elektro-egirme
yontemi ile timor bolgesine Ozel boyutlarda, geometrik formlarda ve esneklikte
iretilebilen AMG ve [H yukli nanofiber yamalar, yaray1r cerrahi olarak kaplayip
cevreleyebiliyor. Bu nedenle, bu ¢calismadaki nanofiber yama, kolon kanseri tedavisinde
timoOr dokularin1 azaltmak ve saglikli doku rejenerasyonu siirecini baglatmak igin

postoperatif tibbi uygulamalarda kullanilabilecek umut verici bir biyomateryal olabilir.

Sonug olarak bu tez ¢alismasinda elektoegirme yontemi ile kolon kanseri tedavisinde
kullanilmak tizere aktif bilesenleri kolon kanseri hiicreleri iizerinde etkili olan bir bitki
ekstresi ve bir ticari ilag¢ katkisiyla nanofiberli yara ortiisii tiretildi, karakterize edildi ve
farkli kombinasyonlarin sonuglart birbirleriyle karsilastirilarak tedaviyi destekleyici bir

yama Ortiisii tasarlandi.
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