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OZET

H. italicum Ekstraktlarinin ve H. italicum Ekstrakti
Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin Yara lyilesmesi Uzerine

Etkisinin Iincelenmesi

Zeynep Yagmur KARAGULLEOGLU
Biyoteknoloji Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Danisman: Prof. Dr. Omer Tahir GUNKARA

Es-Danisman: Prof. Dr. Serap ACAR

H. itallicum; ugucu yaglar, flavonoidler, diterpenler ve gesitli fenolik bilesenler gibi
kimyasal komponentler ihtiva eden 30-70 cm araliginda uzayabilen aromatik bir
cali tirti bitkidir. H. itallicum ugucu yagi ve gesitli yontemlerle elde edilen
ekstraktlari; anti-inflamatuar, antioksidan ve hiicre yenileme 6zellikleri sebebi ile
yara iyilestirme uygulamalarinda kullanimi 6ngériilmektedir. H. itallicum yara
gevresindeki inflamasyonu azaltmak suretiyle iyilesmeyi tesvik etmektedir,
iceriginde bulunan antioksidan bilesenler sayesinde yara cevresindeki serbest
radikallerin ~ uzaklagtirnllmasimi ~ saglamaktadir,  fibroblast  hiicrelerinin
proliferasyonunu arttirarak yara iyilesmesini hizlandirmaktadir. H. itallicum
bitkisinden temin edilen ekstraktlarin kimyasal yapis1 geregi zayif ¢oziiniirliige
sahip ve canli sistemlerde biyoyararlanimi diisiiktiir. Bu sebeple dogal polimer

kullanilmak suretiyle nanopartikiiler sistemlere entegre edilmesi hedeflenmistir.

Bir glikoz tiirevi olan B-(1,4) baglantili N-asetilglukozaminin uzun zincirli bir
polimer olan kitinin ana tlirevi olan kitosan, 1-4 glikozidik bagla baglanan
glukozamin ve N-asetilglukozamin birimlerinin bir kopolimeleridir. Kitosan (CS)

polimeri; karides, yengeg, kalamar ve kerevit gibi canlilardan temin edilebilen

XV



dogal polimer olup, mevcut c¢alisma kapsaminda hidrofilik o6zelligi,
biyouyumlulugu, biyobozunurlugu ve toksik olmamasi gibi 6zellikleri sebebi ile
tercih edilmektedir. Mevcut calisma kapsaminda nanopartikiiliin dogal polimer
olan kitosan tiirevli nanopartikiil olarak se¢ilmesinin temel sebebi antimikrobiyal
aktivitesi ve hizlandirilmis yara iyilestirme oOzelligidir. Sentezlenen kitosan
nanopartikiillerin biyokimyasal aktiviteleri su sekilde siralanabilir: (i) fibroblast
aktivasyonu, (ii) tip IV kollajen sentezinin uyarilmasi ve (iii) diizenli kollajen
birikimine yardimci olan ve yara bolgesinde artan diizeyde dogal hyaluronik asit

sentezini uyaran N-asetil-B-D-glukozamini serbest birakilmasi.

Mevcut ¢alisma, biyoyararlanimi diisiik olan molekiillerin etkinliklerini arttirmaya
yonelik dogal bilesenler ihtiva eden biyoteknolojik sistemlerin tasarlanabilecegini

gosteren bir arastirma niteligindedir.

Biyoyararlanimi ve ¢oziiniirliigii diisiik fakat organizma icin faydali H. itallicum
ekstraktlar1 ile topikal formiilasyonlara uyarlanmaya uygun yara iyilesmesinde

etkili nanopartikiiler sistemlerin temin edilmesi saglanmustir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, H. italicum, kitosan, nanopartikiil, yara

iyilesmesi.

YILDIZ TEKNIiK UNIiVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

Investigation of the Effects of H. italicum Extracts and H.
italicum Extract-Loaded Chitosan Nanoparticles on
Wound Healing

Zeynep Yagmur KARAGULLEOGLU
Department of Biotechnology

Master of Science

Supervisor: Prof. Dr. Omer Tahir GUNKARA

Co-supervisor: Prof. Dr. Serap ACAR

H. italicum is an aromatic shrub that grows between 30 and 70 cm in height,
containing chemical components such as essential oils, flavonoids, diterpenes, and
various phenolic compounds. The essential oil and extracts obtained through
different methods from H. italicum are proposed for use in wound healing
applications due to their anti-inflammatory, antioxidant, and cell regeneration
properties. H. italicum promotes healing by reducing inflammation around the
wound, eliminates free radicals in the wound environment due to its antioxidant
components, and accelerates wound healing by enhancing fibroblast cell
proliferation. However, extracts derived from H. italicum possess low solubility
and poor bioavailability in living systems due to their chemical structure. Therefore,
this study aims to integrate these extracts into nanoparticulate systems using natural

polymers.

Chitosan, a derivative of chitin, which is the main polymer of $-(1,4)-linked N-
acetylglucosamine, is a copolymer consisting of glucosamine and N-

acetylglucosamine units connected via 1-4 glycosidic bonds. Chitosan (CS)

Xvii



polymer is a natural polymer derived from organisms such as shrimp, crabs, squid,
and crayfish. In the present study, cihatsan was chosen for its hydrophilic nature,
biocompatibility, biodegradability, and non-toxic properties. The primary reason
for selecting chitosan-based nanoparticles as the nanoparticulate system in this
study is their antimicrobial activity and accelerated wound healing properties. The
biochemical activities of the synthesized chitosan nanoparticles can be summarized
as follows: (i) activation of fibroblasts, (ii) stimulation of type IV collagen
synthesis, and (iii) release of N-acetyl-B-D-glucosamine, which promotes regular
collagen deposition and stimulates the synthesis of natural hyaluronic acid in the

wound area.

This study demonstrates that biotechnological systems containing natural
components can be designed to enhance the efficacy of molecules with poor
bioavailability. Nanoparticulate systems effective in wound healing and suitable for
topical formulations were developed using H. italicum extracts, which are

beneficial for the organism but exhibit low solubility and bioavailability.

Keywords: Antioxidant activity, chitosan, H. italicum, nanoparticles, wound

healing.
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Helichrysum italicum (H. italicum), aromatik 6zellikleri ve biyolojik aktiviteleri
nedeniyle geleneksel tipta uzun siiredir kullanilan bir bitki olarak literatiirde yer
almaktadir. Antik donemlerden bu yana, H. italicum'un gesitli terapotik etkileri
literatiirde rapor edilmistir. Yunanca kokenli olan Helichrysum ismi, giines
anlamma gelen “helios” ve altin anlamma gelen “chryos” kelimelerinden
tiretilmistir ve bu kelime bitkinin parlak sar1 ¢i¢eklerini ifade etmektedir. Tarih
icinde ortaya ¢ikarilan gesitli eserlerde H. italicum’un tedavilerde kullanimina yer
verilmistir. Bu bilgiler, H. italicum’un geleneksel tedavide ne denli 6nemli bir yer
tuttugunu ortaya koymaktadir. Glinlimiizde regeteli ¢esitli topikal formiilasyonlarda
da yer almakta ve bu sayede geleneksel kullanim sinirlarindan ¢ikarak dogrudan
tedavi amacli kullanilabilmektedir (Viegas vd., 2014)

H. italicum’un kimyasal kompozisyonu; fenolik bilesikler, flavonoidler,
terpenoidler ve antioksidan 6zelliklere sahip diger fitokimyasallardan olusmaktadir.
Literatiirde, H. italicum'un anti-inflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal ve yara
iyilestirici etkilerine dair birgok calisma yer almaktadir. Ozellikle, fenolik
bilesiklerin ve flavonoidlerin serbest radikallerin etkisini azaltarak oksidatif stresi
onledigi ve doku yenilenmesini destekledigi literatiirde yer almaktadir (Weglarz

vd., 2022).

H. italicum'un yara iyilestirici 6zellikleri lizerine yapilan ¢alismalarda, bu bitkiden
elde edilen ugucu yaglarin ve ekstraktlarin fibroblast proliferasyonunu destekledigi,
inflamasyonu azalttig1 ve yara bolgesindeki graniilasyon dokusunun olusumunu
hizlandirdig1 agiklanmaktadir. Ancak, H. italicum ekstraktlarinin diigiik ¢ozlintirliik
ve diisiik biyoyararlanim ozellikleri, bu biyolojik etkilerin etkin bir sekilde

kullanilmasini sinirlamaktadir. Bu nedenle, H. italicum’un biyoyararlanimini



artirmaya yonelik yenilikgi tasiyict sistemlerin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Mevcut tez kapsaminda s6z konusu hususa deginilmektedir.

Nanopartikiiller, modern farmasétik uygulamalarda biyoaktif bilesenlerin
¢Oziintirliikk ve biyoyararlanim problemlerini ¢6zmek i¢in siklikla kullanilmaktadir.
Kitosan nanopartikiiller; biyouyumlulugu, biyobozunurlugu ve antimikrobiyal
ozellikleri sayesinde dogal polimer bazli tastyici sistemlerin Onciisii olarak kabul
edilmektedir. Kitosan nanopartikiillerinin, temel yap1 polimerinin kitosan olmasi
sebebi ile antioksidan ve anti-inflamatuar etkilerle yara iyilesme siireglerine 6nemli
katkilar sunabilecegi gerceklestirilen literatiir taramasindan yola ¢ikilarak

Ongorilmiistiir.

Literatiirde H. italicum’un kimyasal kompozisyonu, biyolojik aktiviteleri ve
terapotik potansiyeli lizerine yapilan c¢alismalar, bu bitkinin yara iyilesmesi gibi
uygulamalar i¢in gii¢lii bir aday oldugunu gostermektedir. Kitosan nanopartikiillere
yiiklenerek H. italicum’un biyoyararlaniminin artirilmasi ve biyolojik etkinliginin
optimize edilmesi hem literatiire katki saglayacak hem de yara tedavisinde yenilik¢i

bir ¢6zlim sunacaktir.

1.2 Tezin Amaci

Mevcut tez calismasinin temel amaci, H. italicum bitkisinden elde edilen
ekstraktlarin, dogal bir polimer olan kitosan nanopartikiiller ile enkapsiile edilmesi
yoluyla yara iyilesme siireclerinde kullanilabilecek yenilik¢i ve etkili bir
biyoteknolojik sistem gelistirmektir. Hazirlanan biyoteknolojik sistem kullanilarak
hazirlanan topikal formiilasyon tezin yan amaglari arasinda yer almaktadir. Bitkisel
kaynakl1 bilesenlerin farmasotik potansiyeli, diisiik ¢oziiniirliikk ve biyoyararlanim
gibi kisitlayici faktorler nedeniyle sinirli kalmaktadir. Bu eksikliklerin karsisinda
ise bitkisel kaynaklarin kuvvetli tedavi edici etkenler barindirmasi argiimani yer
almaktadir. H. italicum’un fenolik bilesikler, flavonoidler ve antioksidan 6zellikler
gibi biyolojik olarak aktif igerikleri, inflamasyonun azaltilmasi, oksidatif stresin
Oonlenmesi ve fibroblast hiicre proliferasyonunun desteklenmesi gibi yara
tyilesmesine dogrudan katki saglayabilecek 6zelliklere sahip oldugu literatiir

taramasinda elde edilen bilgilerdir.



Bu c¢alismada, H. italicum ekstraktlarinin bu faydali 6zelliklerinin, kitosan
nanopartikiillerle birlikte kullanildiginda daha etkili bir sekilde yara bolgesine

iletilebilecegi 6ngoriilmiis ve ¢alismanin bu baglamda siirdiiriilmesi hedeflenmistir.

Kitosan, dogada kolay erisilebilir bir biyopolimer olup biyouyumluluk,
biyobozunurluk ve antimikrobiyal oOzellikleri sayesinde farmasotik ve
biyoteknolojik uygulamalarda  kullanima  olduk¢a  uygun  olarak

degerlendirilmektedir.

Mevcut tez c¢alismasinda kitosanin, H. italicum ekstraktlarmin ¢6ziintrlik
problemini en aza indirerek biyoyararlanimi artiracagi ve yara iyilesme siireglerinde
daha etkili bir sonu¢ sunacagi hedeflenmistir. Bunun yani sira, Kkitosan
nanopartikiillerin; anti-inflamatuar etkilerinin, yara bdolgesindeki mikrobiyal
enfeksiyonlarin dnlenmesine ve graniilasyon dokusu olusumunun hizlanmasina
katkida bulunacagi oOngoriilmektedir. H. italicum ekstraktlart ile Kkitosan
nanopartikiillerin kombinasyonu, o6zellikle cesitli ekstraksiyon yontemlerinin
karsilastirilmak sureti ile se¢ilmesi sonucunda saglanan kombinasyon, literatiirde
heniiz sinirh sayida ¢alismanin ele aldig1 bir konudur. Bu nedenle, H. italicum’un
biyolojik etkilerinin kitosan nanopartikiiller ile optimize edilmesi, yara iyilesme
sireglerinde hem ekstraktlarin hem de nanopartikiillerin sinerjik bir sekilde

kullanilmasini saglayabilir.

Bu tiir bir yaklagimin yalnizca yara iyilestirici etkiler sunmakla kalmayip, ayni
zamanda dogal triinlerin klinik etkinligini artirmak i¢in stirdiiriilebilir ve giivenli
bir yontem saglayabilecegini ortaya koymak da amaclanmaktadir. Bu baglamda,
mevcut tez ¢aligmasi kapsaminda; cesitli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak H.
italicum bitkisinden elde edilen ekstraktlarin kimyasal profillerinin belirlenmesi,
fenolik ve flavonoid igeriklerinin analiz edilmesi, antioksidan aktivite
kapasitelerinin ~ degerlendirilmesi, iyonik jelasyon yontemi ile kitosan
nanopartikiillerin sentezlenmesi; boyut, zeta potansiyeli, ylizey morfolojisi ve yiik
kapasitesi gibi fizikokimyasal 6zelliklerinin detayl olarak incelenmesi, H. italicum
ekstraktlarinin kitosan nanopartikiillerine entegre edilmesi ve bu sistemlerin hem
fiziksel hem de biyolojik 6zelliklerinin karsilagtirmali olarak analiz edilmesi ve in
vitro hiicre kiiltiirii galismalart ile fibroblast proliferasyonu, sitotoksisite ve tip IV

kollajen sentezine olan etkilerinin arastirilmasi ve ayrica, antioksidan aktivite ve



inflamasyon baskilama kapasitelerinin test edilmesi temel metodolojik amaglarimiz

arasinda yer almaktadir.

Calismanin nihai hedefi, yara iyilesmesi alaninda kullanilan geleneksel tedavi
yontemlerine yenilik¢i bir alternatif sunmak ve dogal iirlinlerin biyoteknolojik
uygulamalara entegrasyonu i¢in bir model gelistirmektir. Bu yaklasim, yara
iyilestirme siireglerini hizlandirmanin yani sira, enfeksiyon riskini azaltan ve doku
yenilenmesini tesvik eden etkili bir tedavi sistemi sunmay1 amaglamaktadir. Ayrica,
bu calisma, biyoteknolojik yaklasimlar ile dogal bilesenlerin klinik etkinliklerini
artirmak i¢in bir c¢ergeve sunarak, literatiire Onemli bir katki saglamay1

hedeflemektedir.

1.3 Hipotez

Mevcut tez ¢alismasinin tasarim agsamasinda temel hipotez, H. italicum bitkisinden
farkli yontemlerle elde edilen ekstraktlarin, dogal bir polimer olan kitosandan
iiretilen nanopartikiillere yiiklenmesiyle yara iyilesme siirecindeki biyolojik

etkinligin artirilabilecegini deneysel olarak ortaya koymaktir.

Calismada, farkli yontemlerle hazirlanan ekstraktlarin antioksidan aktivitelerinin,
sitotoksisite seviyelerinin, proliferasyon yeteneklerinin ve yara iyilestirme
ozelliklerinin; kitosan nanopartikiillere yiiklendiginde gelisim gosterecegi ve

farmasotik kullanima daha uygun hale gelecegi ongoriilmektedir.



2

GENEL BiLGILER

2.1 H.italicum

Helichrysum Miller cins adi, bitki tiirlerinin genellikle parlak sar1 renkte
infloresanslara sahip olmalarindan dolayi, Yunanca giines anlaminda "helios™" ve
altin anlaminda "chryos" kelimelerinden tiiretilmistir. Helichrysum ailesinde yer
alan bitkilerin tibbi kullanimlaria dair en eski bilgilerden biri, Eresos'lu Yunan
Theophrastus'un "Historia Plantarum" adli eserinde (M.O. 3-2. yiizyil) yer
almaktadir. Bu metinde, "Heleiochrysos"un bal ile karigtirilarak yanik tedavisinde
ve zehirli hayvanlarmn 1sirmalarinda kullanilabilecegi anlatilmaktadir (Lourens vd.,

2008).

Antik Roma Doénemi’ne ait olan Yunanli Pedanius Dioscorides'in 1555 yilinda
yaymlamis oldugu "De Materia Medica" adli eserinin dordiincii kitabinda ise,
Helichrysum g¢igeklerinin sarapta bekletilmis dekoksiyonunun idrar soktiiriicii
ozelliklere sahip oldugu ve idrar yolu bozukluklari, yilan 1siriklari, siyatik ve fitik
tedavisinde kullanilabilir oldugu agiklanmistir (Pedanius vd., 1555). Bu bilgiler
is1ginda Helichrysum ailesinde yer alan tiirler ¢esitli tedavi yaklasimlarinda
kullanilmaya uygun goriilmiistiir. Ayn1 ailede yer alan bitkiler morfolojik olarak
birbirine benzemektedir. Eski kaynaklar degerlendirildiginde Helichrysum’un
bircok tiirli arasindaki biiyiik benzerliklerin, bitkilerin dogru bir sekilde
tanimlanmasinda zorluklar meydana getirdigi ortaya c¢ikmaktadir. Bu sebeple
literatlir taramalarinda Helichrysum’un tiim tiirleri kapsayacak sekilde anildigi
goriilmektedir. Sekil 2.1°de goriilen H. italicum, 30-70 cm yiiksekliginde aromatik
bir calidir. Mayis ve haziran aylarinda cigek acar ve ¢igekleri genellikle saridir. H.
italicum tiirli; kuru, kumlu ve taslt bolgelerde dogal olarak yetisme yetenegine
sahiptir ¢iinkii bir kserofit bitkisidir (Primitivo vd., 2022). Kserofit terimi, su

eksikligi olan ortamlarda hayatta kalabilme yetenegine sahip bitkiler i¢in



kullanilmaktadir. Bu 6zellik sayesinde H. italicum deniz seviyesi ile 2.200 m

arasinda genis bir rakim araliginda gelisim gosterebilmektedir.

Sekil 2.1 H. italicum bitkisi

2.1.1 H.italicum’un Kimyasal Bilesimi

H. italicum'un kimyasal bilesimi kapsaminda tanimlanan ana bilesikler arasinda
(sekil 2.2); y-kurkumen, neril asetat (turunggil yaglarinda bulunan bir terpenoid),
a-pinen, nerol, neril propanoat siralanabilmektedir (Maksimovic vd., 2017). Ek
olarak H. italicum; 3,4-dikafeoilkinik asit, klorojenik asit, 3,5-dikafeoilkinik asit ve
kaempferol 3-O-glukopiranosit gibi ¢esitli fenolik bilesikler igermektedir (Furlan
ve Petty, 2023).

oH |

Sekil 2.2 H. italicum ugucu yaginin en yaygin monoterpenlerinin kimyasal

yapilari sirasiyla: a) a-pinen, b) nerol, ¢) neril asetat.

H. italicum ekstraktlari; su buhari distilasyonu, soxhlet ekstraksiyon (SHX) ve
stiper kritik CO2 ekstraksiyonu (SFE) gibi yoOntemlerden biri ile elde
edilebilmektedir. H. italicum'un kimyasal profili, kullanilan ekstraksiyon
yontemine bagli olarak degisebilmektedir. Gergeklestirilen literatiir taramasinda,

%45 ila %20 etanol arasinda degisen etanol-su karisimlar kullanilarak elde edilen
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ekstraktlarin en yiiksek biyoaktif metabolit konsantrasyonlarina sahip oldugu
belirlenmistir (Furlan ve Petty, 2023). S6z konusu bitkinin kimyasal profilinin;
gergeklestirilen ekstraksiyon profiline gore degiskenlik gostermesi mevcut tez
calismas1 kapsaminda karsilastirmali deneylerin gergeklestirilmesini miimkiin

kilmastir.

Bitkilerin yetistirildikleri topragin mevsimsel 6zellikleri, ekim alanlarinin giines
alma stireleri gibi etmenlerin kimyasal bilesenlerde meydana getirdigi farkliliklarin
yani sira ayni bolgede ayni sartlar altinda yetigen bitki tiiriiniin de kullaniminda
farkhiliklar s6z konusu olabilmektedir. H. italicum’un farkli kisimlarindan (6rn.
cicek, yaprak, kok) elde edilen ekstraktlarda bulunan ana kimyasal bilesikler
farklilik gosterebilmektedir. Tablo 2.1°de H. italicum’un farkli kisimlarindan elde
edilen ekstraktlarda bulunan bilesikler agiklanmaktadir. Asagida sunulan tabloda
hem farkli taksonlara, hem de farkli taksonlarin farkli bitkisel boliimlerine yer
verilmektedir. Farkli taksonlarin farkli bolgelerinden elde edilen ekstraktlar da
kategorize edilmis ve son olarak ana bilesenlerde siniflandirilmistir. Ayrica, H.
italicum'un genetik degiskenliginin, ekstraksiyon prosediiriine kiyasla kimyasal
profil iizerinde daha az etkiye sahip oldugu da belirlenmistir. Mevcut ¢caligmalarda
ve piyasada yer alan tirtinlerde H. italicum; tip, kozmetik ve gida dahil olmak iizere
cesitli alanlarda potansiyel uygulamalari olan ¢oklu komponentten olusan bir

kimyasal bilesim sergilemektedir.

Tablo 2.1 Helichrysum tiirleri ve igerdikleri ana bilesikler

Taksonlar | Bitki Boliimii | Ekstrakt Tiirii Ana Bilesik Tiirleri

Helichrysum | Asteraceae Ugucu yag, su, | Terpenoidler (nerolidol, a-

italicum etanol pinene, B-selinene),
flavonoidler, fenolik
asitler

Helichrysum | Asteraceae Ucgucu yag, su, | Terpenoidler, flavonoidler

stoechas metanol (kuersetin, kaempferol),

fenolik asitler (kafeik asit)




Tablo 2.1 Helichrysum tiirleri ve igerdikleri ana bilesikler (devami)

Taksonlar Bitki Boliimii | Ekstrakt Tiirii | Ana Bilesik Tiirleri

Helichrysum | Asteraceae Su, metanol, Flavonoidler (apigenin,
arenarium etanol luteolin), kumarinler,
fenolik asitler (6rn.
klorojenik asit)

Helichrysum | Asteraceae Ugucu yag, su, | Terpenoidler (y-kurkumen,
odoratissimum etanol a-kopaen), flavonoidler,
fenolik bilesikler
Helichrysum | Asteraceae Su, metanol Flavonoidler (apigenin,
bracteatum kaempferol), fenolik

asitler (kafeik asit,
klorojenik asit)

Helichrysum | Asteraceae Ucucu yag, Terpenoidler (a-pinen,
splendidum etanol, su limonen), flavonoidler,
fenolik asitler

Helichrysum | Asteraceae Su, metanol, Flavonoidler (luteolin,
petiolare etanol kaempferol), terpenoidler,
fenolik asitler (ferulik asit)

H. italicum’un esitli ekstraktlarinin iiretilebilecegi ve elde edilen iiriinlerin kimyasal
bilesimiyle farkli kimotiplere ayrilabilecegi bildirilmektedir. Kimotipler goriiniiste
neredeyse ayni olan ancak farkli ana bilesenlere sahip ucucu yaglar lireten ayni cins
bitkiler i¢in kullanilan bir terimdir. Helichrysum italicum subsp. italicum'dan g
kimotip bulunmaktadir. Ilk kimotip; neril asetat, neril propanoat ve o-pinen gibi
monoterpen igerigi yiiksek ylizdeli birlesenlerden olugmaktadir; ikinci kimotip
yuksek miktarda geraniol ve geranil asetat icermektedir ve {iclincii kimotip ise

biiyiik oranda seskiterpenlere sahiptir (Zheljazkov vd., 2022).

Alt tiir olan Helichrysum italicum subsp. microphyllum'un iki ana kimotipi
mevecuttur. Ik kimotip nerol, neril asetat, neril propionat, linalool ve limonen gibi
birlesenler igerirken; ikinci kimotip ise y-kurkumen ve rosifoliol gibi yiiksek

miktarda bilesenlere sahiptir (Manci vd., 2011).



2.1.2 H.italicum Etki Mekanizmasi ve Fitoterapik Kullanim

H. italicum bitkisinin terapétik etkisinin kesfedilip, tibbi olarak kullanilmas1 M.O.
3. ve 2. yilizylla dayanmaktadir. Eresoslu Yunan Theophrastus’un ‘Historia
Plantarum’ adli eserinde ve M.S. 1. yiizyllda Yunan Pedanius Dioscorides
tarafindan kaleme alinan ‘De Materia Medica’ adl1 eserde (sekil 2.3) H. italicum’un
idrar soktiirlici olarak kullanimi ayrica siyatik ve fititk tedavisinde etkisi
aciklanmaktadir (Viegas vd., 2014). Ayrica Ronesans Donemi’nde ise Hollandali
Botanik¢i Herman Boerhaave tarafindan 1727°de histeri tedavisi i¢in kullanildig:
aciklanmaktadir (Scholer vd., 2018). Gegmisten giinlimiize ulasan yazili
kaynaklarda bitkisel tedavilere 6nem verilmesi modern tibbin bugiin geldigi

durumun 6n gosterimi sayilabilir. Gliniimiizde aromaterapik, organik icerikli bitki

0zlli kremler oldukga sik tercih edilmektedir.

N

Sekil 2.3 M.S. 1. yiizyilda Yunan Pedanius Dioscorides tarafindan kaleme alinan

‘De Materia Medica’

Tarih igerisinde bitkinin tibbi kullanim kokeni incelendiginde tiir olarak
ozellestirilmemis, yani genel kapsamli Helichrysum ailesi igin yapilan agiklamalar
literatiirde yer almaktadir. Helichrysum'un ¢ok karmasik bir cins olarak kabul
edilmesi ve bazi tiirler ile arasinda biiyiik benzerlikler bulunmasi sebebi ile tiirlerin
dogru tanimlanmas1 zaman almistir. Mevcut tez ¢calismasi kapsaminda s6z konusu
bitkinin tercih edilmesinin baslica sebebi de iilkemizde olduk¢a yaygin bir sekilde

yetismesi ve yetistirilmek amaci ile ek bir ¢aba sarf edilmesinin gerekmemesidir.

Diinya genelinde birgok Helichrysum tiirleri yetistirilmektedir ve bu tiirler gesitli
caligmalar ile tibbi terapétik uygulamalara modifiye edilmistir. Tablo 2.2°de

Helichrysum sp.’nin etnofarmakolojik kullanim o6rnekleri sunulmaktadir. Bahsi
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gecen tabloda da gosterildigi iizere bitkinin terapotik kullanimi, tercih edilen

bitkisel boliim ve yetistigi bolgeye gore farklilik gdstermektedir. Ornegin iizerinde

stkea calisilan Helichrysum graveolens tiirti Tirkiye’de ‘diabetes mellitus’

endikasyonu i¢in ve yara iyilestirmeye yonelik kullanilmistir. Ispanyol halk

tibbinda o6zellikle Helichrysum stoechas anti-inflamatuar ve yara iyilestirici

Ozellikleri sebebi ile dis agrisi ve iirolojik durumlarda kullanilmigtir. H.

italicum’dan iiretilen ugucu yag ise yara iyilesmesi basta olmak iizere diger cilt

rahatsizliklar1 (6rn. hematom ve yara izleri gibi) i¢in aromaterapik uygulamalarda

kullanilmaktadir.

Tablo 2.2 Helicium tiirleri ve terap6tik kullanimlari (Okaiyeto ve Oguntibeju,

2021)
Tiir Adi Yil Bolge Terapotik Bitki Hazirlama
Kullanim Boliimii Yontemi
Helichrysum 2020 | Akdeniz Antimikrobiyal, | Cigek, Ugucu yag
italicum Bolgesi anti-inflamatuar | yaprak ekstraksiyonu, su
buhari
distilasyonu
Helichrysum 2018 | Avrupa Antioksidan, Cigek Metanol
stoechas yara iyilesmesi ekstraksiyonu
Helichrysum 2019 | Dogu Antiinflamatuar, | Cigek Su
arenarium Avrupa karaciger ekstraksiyonu,
koruyucu etanol
ekstraksiyonu
Helichrysum 2021 | Giiney Antimikrobiyal, | Cigek, Ugucu yag
odoratissimum Afrika antioksidan yaprak ekstraksiyonu
Helichrysum 2017 | Avustralya | Anti-inflamatuar, | Cigek, Su ekstraksiyonu
bracteatum yara iyilesmesi yaprak
Helichrysum 2022 | Giiney Antimikrobiyal, | Cigek, Ucucu yag
splendidum Afrika anti-inflamatuar | yaprak ekstraksiyonu,
etanol
ekstraksiyonu
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2.2 Yara

Yara; deri, mukoz membranlar ve organ dokular1 dahil olmak {izere biyolojik
dokunun biitiinligline verilen zarar olarak tanimlanmaktadir. Cesitli travma
tiirlerinin sebep oldugu yaralar enfeksiyon, boyut ve yayilim agisindan farklilik

gostermektedir.

Mevcut enfeksiyonun yayilmasi yani daha fazla alana ilerlememesi i¢in uygun
sekilde pansuman yapildigindan emin olmak baslica gerekliliktir. Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezi (Center for Disease Control and Prevention, kisaca CDC),
yaralarin temizligini ve durumunu dogru bir sekilde tanimlayabilmek ve gerekli
tedavilerin uygulanabilmesi igin tablo 2.3’te de gosterilen dort yara durumunu

siiflandiran tanimlamalar yapmistir. S6z konusu tanimlar asagidaki gibidir:

1. simif yaralar: Temiz kabul edilmektedir. Enfekte degillerdir, inflamasyon yoktur
ve birincil olarak kapalidirlar. Bu yaralarin bosaltilmasi gerekiyorsa kapali drenaj
yontemi gerekmektedir. S6z konusu yaralar; solunum, sindirim, genital veya idrar

yollarinda yayilim ve olusum gostermemektedir.

2. simf yaralar: Temiz-kontamine olarak kabul edilmektedir. Bu yaralarda
olagandis1 kontaminasyon s6z konusu degildir. 2. sinif yaralar; solunum, sindirim,

genital veya idrar yollarinda olusum ve yayilim gdsterebilmektedir.

3. simf yaralar: Kontamine olarak kabul edilmektedir. Bu sinifa mensup yaralar,
steril tekniklerin zarar gérmesinden veya gastrointestinal sistemden yaraya
sizintidan kaynaklanabilecek taze, agik yaralardir. Ek olarak, akut veya cerrahi
enflamasyonun olmamasiyla sonuglanan kesiler, 3. sinif yaralar olarak kabul

edilmektedir.

4. simif yaralar: Kirli-enfekte olarak kabul edilmektedir. Bu yaralar tipik olarak
travmatik yaralar icin yanlis uygulamadan kaynaklanmaktadir. Bunun yami sira
ilerlemis komplikasyonlar sonucu da olusabilmektedir. 4. sinif yaralar cansizlagmis
bir doku tipi gostermektedir ve hiicre onarimi olduk¢a sinirli goriilmektedir. Bu
goriintii en yaygin olarak i¢ organlarda meydana gelen yaralarda veya ameliyat
sahasinda bulunan mikroorganizmalardan kaynaklanan enfeksiyonlar sonucu

olusan yaralarda goriilmektedir.
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Tablo 2.3 Yara durumlarini gésteren siniflandirma

Simif Tanim Ornekler
1. Simf Sadece deri yiizeyini etkiler ve derinin | Siiperfisyal yaniklar, kiigiik
(Yiizeyel) iist tabakasinda yer alir. Iyilesme kesikler, yiizeysel
genellikle hizlidir. yaralanmalar

2. Simf (orta- | Deride fazla sayida dokuyu etkileyen Derin kesikler, yiizeysel

yiizeysel) yaralardir, ancak kas veya kemik gibi iilserler, birinci derece
derin dokulara ulagmaz. yaniklar
3. Simf Derin dokular da etkileyen ve kas, Penetran yaralar, ikinci ve
(Derin) kemik veya i¢ organlara ulasabilen tiglincii derece yaniklar,
yaralardir. acik kiriklar
4. Simf Uzun siire iyilesmeyen yaralardir. Diyabetik iilserler, basing
(Kronik) Genellikle altta yatan bir hastalik veya yaralari, vendz staz
enfeksiyonla iligkilidir. tlserleri

Yara iyilesmesi, hiicresel yapilarin ve doku katmanlarinin onarilmasini igeren
karmasik ve dinamik bir siiregtir. Yara iyilesme siirecinin bir 6rnegi sekil 2.4’te
gosterilmektedir. Yaranin goriinlimiine ve biyiikliigline baglh olarak nekrotik,
kabuklu, graniile, epitelize veya enfeksiy6z olarak yara gesitleri sayilabilmektedir.
Kapali yaralar; kontiizyon (¢iiriik), hematom, siyriklardan kaynaklanir ve yumusak
dokuya, kiiciik kan damarina veya dokunun derin katmanlarina zarar vermektedir.
Agik yaralar; yirtilmalari, kesici aletlerle olusturulan yaralari, cerrahi yaralari,
bocek 1siriklarii, radyonekrozu, nodrovaskiiler ve metabolik yaralari da
icermektedir (Schultz vd., 2011). Ayrica yara siiresine bagli olarak akut veya kronik
yaralar siiflandirilabilmektedir. Akut ve kronik yaralar, daha sonra yara iyilesme
slirecini etkileyen tedavi yaklasimin belirlemektedir. Kronik yaralar ise genellikle
derinin i¢ katmanlarina zarar vererek onarimda gecikmelere neden olmaktadir.
Sayilan tiim bu yara cesitleri ve bu c¢esitlerin durumlarn goéz Oniinde
bulunduruldugunda yaralarin bir¢ok inflamatuar hastalik tiirii ile dogrudan iliskili

oldugu soylenebilmektedir.
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Sekil 2.4 Yara iyilesme siireci (temsili)

2.2.1 Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, doku hasarina karsi dogal bir fizyolojik reaksiyondur. Yara
iyilesmesi ¢ok sayida hiicre tipi, sitokinler ve vaskiiler sistem arasindaki karmasik
etkilesimi igermektedir. Inflamatuar hiicreler, anjiyogenezi, trombozu ve yeniden
epitelizasyonu tesvik etmek i¢in sitokinler salgilamaktadir (Cioce vd., 2024).

Fibroblastlar ise iskele gorevi gorecek hiicre dis1 bilesenleri serbest birakmaktadir.

Yara iyilesmesi dort adimdan olusan dinamik bir siirectir (tablo 2.3). Bu asamalar:
(1) hemostaz, (ii) inflamasyon, (iii) proliferasyon ve (iv) doku yeniden sekillenmesi
olarak siralanmaktadir. Bu fazlar ve bunlarin biyofizyolojik islevleri, uygun sirada,

dogru zamanda ve belirli bir siire boyunca optimal bir yogunlukta devam etmelidir.

[lk asama, bir yaralanma ve hemostaz karsisinda aninda tepki verilmesidir. Bu
asamada trombositler ve inflamatuar hiicreler yara bolgesinde birikmektedir ve
hiicre dis1 matriks (ECM) kollajenlerine baglanmakta ve ardindan fibronektin gibi
bolgesel kanlanmay1 arttiran pihtilagsma faktorlerinin salinmasini uyarmaktadir
(Ridiandries vd., 2018). Bu islem pihtilasma ve vazokonstriksiyon (kan
damarlarinda meydana gelen daralma) olarak adlandirilir ve 6zetle bu islem yara

bolgesindeki kanamanin 6nlenmesini saglamaktadir.

Ikinci asamaya inflamatuar asama ad1 verilir ve yaralanmanin hemen ardindan
baslar. inflamasyon asamas1 24 saat ila 4-6 giin arasinda gergeklesmektedir. Ilk
asamada gerceklesmesi s6z konusu olan fibrin pihtist olusumunun ardindan ikinci
asama olan inflamasyonda kompleman sistemi aktivasyonu meydana gelmektedir

(Muire vd., 2020). Nétrofiller, pihtilasma nedeniyle yara bolgesine gog etmektedir.
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inflamatuar faz; hemostaz, kemotaksis ve artan damar gegirgenligi ile karakterize
edilmektedir (Li vd., 2007). Daha fazla hasar olugmasina engel olmak suretiyle
parametreleri smirlandirmakta ve Yyarayr kapatarak, hiicresel atiklar1i ortadan
kaldirip hiicre gdgiinii tesvik etmektedir. inflamatuar faz hemostaz ve kemotaksis
ile baglamaktadir. Hem beyaz kan hiicreleri hem de trombositler daha fazla araci
hiicre ve sitokin salgilayarak iltihaplanma siirecini hizlandirmaktadir. Trombosit
kaynakl1 biliytime faktoriiniin yani sira, diger faktorler de kolajen bozulmasini,
fibroblastlarin doniisiimiinii, yeni damarlarin biiylimesini ve yeniden epitelizasyonu

tesvik etmektedir (Bartold ve lvanovski, 2000).

Yara bolgesinde kan monositleri ve lenfositlerin doku makrofajlarina farklilagtig;
biiytime faktorlerinin, sitokinlerin, fibroblastlarin, endotel hiicrelerin ve
keratinositlerin aktive oldugu bilinmektedir. Bu sayede s6z konusu inflamatuar
asamada notrofiller ve makrofajlar tarafindan yara yatagindan tiim dis lezyonlar ve
doku artiklar1 uzaklagtirilmakta ve enfeksiyon engellenmektedir (Wilkinson ve
Hardman, 2020). Ek olarak sitokin ve enzimler sayesinde fibroblastlar ve
miyofibroblastlar uyarilir ve damar gegirgenligindeki artig (eksiida) yoluyla yara
iyilesmesi i¢in gerekli nem elde edilmektedir. Nem, 6zellikle yatak yaralarinda
kontrol altinda tutulmas1 gereken bir parametredir. Hafif ve orta derecede nemli bir

ortamda friksiiyon ve yirtilma ihtimali artmaktadir (Darby vd., 2014).

Yaralanmadan 2-3 giin sonra baglayan ve yara kapanana kadar devam eden ti¢iincii
asamaya proliferasyon evresi denmektedir. Epitelizasyon meydana gelir ve yeni
graniiler doku olusmaktadir. Graniiler doku yeni bir ECM gelistirmek iizere yara
bolgesinde bilylimeye baslar (Sorg vd., 2017). Fibroblast ¢ogalmasi ve kollajen
birikimi bu agamada meydana gelen temel olaylardir. Ayrica, anjiyogenez siireci,
yara bolgesine yeterli oksijen ve besin destegi saglanmasint miimkiin kilar. Bu
evredeki hiicresel ve biyokimyasal aktiviteler, yara dokusunun saglam ve dayanikli

bir yap1 kazanmasina katkida bulunur.

Son agama olan yeniden modelleme/onarim asamasinda ise, ECM'nin bilesiminin
degistigi ve kollajen tip III'iin yerini tip I'in aldig1 rejenerasyon ve olgunlagsma
meydana gelmektedir (Singh., 2023). Bu, yeni dokunun gerilme mukavemetinde
bir artisa yol agmaktadir (Diller ve Tabor, 2022). Ayrica, ECM'in yeniden

diizenlenmesi, hiicre dis1 sinyal yollarinin stabilize olmasini ve dokunun mekanik
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dayanikliligimin artmasini saglar. Bu siireg, yara iyilesmesinin tamamlanmasi ve

normal doku fonksiyonunun yeniden kazanilmasi i¢in kritik bir adimdir.

Tablo 2.4 Yara iyilesmesinin 4 fazi

bolgesinde inflamatuar yanit

baslar.

Faz Tamm Ana Olaylar ve Siirecler
Hemostaz Yaranin hemen ardindan Kan damarlarinin kasilmasi
Faz gerceklesen baglangic trombosit agregasyonu ve pihti

asamasidir. Kanamanin olusumu, koagiilasyon

durdurulmasi saglanir. faktorlerinin aktivasyonu.
Inflamasyon | Yaranin iyilesme siirecinin Kan damarlarinin genislemesi
Faz baslangi¢c asamasidir. Yara ve permeabilitesinin artmasi,

inflamatuar hiicrelerin
(notrofiller, makrofajlar) yara

bolgesine gogii.

Proliferasyon

Yaranin iyilesme siirecinde

Fibroblastlarin, kollajen ve

olusumu devam eder ve yara

alani iyilesir.

Faz ikinci asamadir. Yeni doku diger ekstraseliiler matriks
olusumu baslar. bilesenlerinin sentezi, kan
damarlarinin yeniden
yapilanmasi, graniilasyon
dokusunun olusumu.
Rejenerasyon | Yaranin iyilesme siirecinin Hiicre proliferasyonu, doku
Faz son asamasidir. Yeni doku yenilenmesi, epitel

hiicrelerinin yeniden
yapilanmasi, doku 1yilesmesi

ve yara kontraksiyonu.

Tiim stirecler ayn1 anda ama senkronize bir sekilde gergeklesmektedir. Serotonin
ve histamin gibi aracilar trombositlerden salinarak hiicresel gecirgenligi
artirmaktadir  (Davidson vd., 1985). Trombosit kaynakli biiylime faktori

fibroblastlar1 ¢eker ve doniistiiriicii bliylime faktoriiyle birlikte fibroblastlarin
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boliinmesini ve ¢ogalmasini artirir; s6z konusu durumda fibroblastlar da kolajen
sentezlemektedir (Rodrigues vd., 2019). Bir yaralanma meydana geldiginde ilk
asama lenfatik s1vi ve kanin disar1 akmasidir. Bu islem sirasinda yeterli hemostaz
saglanmaktadir. Hemostaz hem dis hem de i¢ pihtilasma yollarini etkinlestirerek
kan kaybinin durdurulmasmi saglamaktadir. Notrofiller, monositler ve endotel
hiicreleri gibi inflamatuar hiicreler, trombosit aktivasyonuyla olusturulan fibrin
iskelesine yapisir (Dehghani ve Panitch, 2020). Nétrofiller hiicresel artiklarin ve
bakterilerin fagositozunu saglayarak yaranin dekontaminasyonunu saglamaktadir.
Cogalma veya graniilasyon asamasi ayri1 bir zamanda gerc¢eklesmez, arka planda

her zaman devam etmektedir.
2.2.2 Standart Yara lyilesme Siireci

Yara iyilesmesini etkileyebilecek bir¢ok faktdr vardir. S6z konusu etki faktorleri
tablo 2.5’te goriilen bir veya daha fazla asamaya miidahale etmektedir. Yara
iyilesmesine miidahale edilmesi durumu doku onariminin yanlis veya bozuk
olmasina neden olmaktadir. Akut yaralar ve kronik yaralar dahil olmak iizere,
bozulmus iyilesme sergileyen yaralar, genellikle normal iyilesme asamalarinda
ilerleyememislerdir. Bu tiir yaralar siklikla ertelenmis, tamamlanmamis veya
koordinasyonsuz bir iyilesme siireci nedeniyle patolojik bir enflamasyon durumuna
girmistir (Zhao vd., 2016). Kronik yaralar; iskemi (6zellikle beyine giden kan
akisinin zayiflamasi), diyabet, ven6z staz hastaligi, basingla sebepli iilserler olarak

siralanabilmektedir.

Onarimu etkileyen faktorler lokal ve sistemik olarak kategorize edilmektedir. Lokal
faktorler, yaranin kendi oOzelliklerini dogrudan etkileyen faktorler olarak
tanimlanirken; sistemik faktorler, kisinin iyilesme yetenegini etkileyen genel saglik
veya hastalik durumu seklinde tanimlanmaktadir (Ernstmeyer ve Christman, 2023).
Bu faktorlerin ¢ogu birbiriyle iliskilidir ve sistemik faktorler, yara iyilesmesini
etkileyen lokal etkiler yoluyla hareket etmektedir (Guo ve Dipietro, 2010). Lokal
faktorlere 6rnek olarak enfeksiyon, yara kenarlarinin kanlanma durumu ve yabanci
cisimlerin varlig1 verilebilir. Sistemik faktorler arasinda diyabet, beslenme
yetersizlikleri ve bagisiklik sisteminin durumu 6nemli rol oynamaktadir. Bu
faktorlerin etkilesimi, yara iyilesmesinin hizin1 ve kalitesini belirlemede kritik bir

Ooneme sahiptir.
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Tablo 2.5 Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Yerel Faktorler Sistemik Faktorler
Yara temizligi ve debridman Beslenme durumu
Yara yataginin nem dengesi Kan dolasimi ve oksijenasyon
Enfeksiyon kontrolii Immiin durum
Yara doku rejenerasyonu Metabolik durum (6rnegin, diyabet)

Yara bolgesinde kan akimi Hormonal faktorler (6rnegin, kortizol

seviyeleri)
Yara bolgesinde oksijen seviyeleri | Medikal durum (6rnegin, kanser, kronik

hastaliklar)

Yara iyilesmesini etkileyen yerel faktorler (yani yaranin kendisiyle ilgili faktorler)
ve sistemik faktorler (yani tiim viicutla ilgili faktorler) olarak 6zetlemektedir. Yara
iyilesmesinin etkili bir sekilde gerceklesmesi icin hem yerel hem de sistemik

faktorlerin uygun sekilde yonetilmesi 6nem arz etmektedir.

Hastanelerde yer alan yara bakim {initelerinde karsilasilan durumlarda yara
bakimlar pasif kapama ve aktif kapama sistemleri ile gergeklestirilmektedir. Pasif
kapama {irlinlerine; kompozit ortiiler (Prete vd., 2023), hidrokolloid ortiiler,
yapilandirici topikal formiilasyonlar, alginat ortiiler, greftler 6rnek verilebilir. Aktif
kapama uygulamalar1 ise kok hiicre tedavisi, topikal oksijen tedavisi seklinde
orneklendirilebilir (Froelich vd., 2023). Tiim bu uygulamalarin ortak &zellikleri;
bakteriyal enfeksiyonlardan koruma, is1 ve sivi kaybmi onleme, kompresyon

saglama, ¢evre dokulara zarar vermeme seklinde siralanabilir.

Topikal (6rn. jel, krem) tedavi ediciler s6z konusu yara ortiileri gibi uygulamalar
ile es zamanli veya topikal oksijen uygulamasi ile takipli sekilde yara yiizeyine
uygulanabilir (Stan vd., 2021). S6z konusu sinerjik uygulamalarin yara iyilesme

stirecini hizlandiracagi 6n goriilmektedir. Topikal uygulamalarin eslik ettigi tedavi
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sekilleri veya dogrudan topikal uygulamalar ile gerceklestirilen tedavi sekilleri
mevcut tez caligmasinin baslica amagclari arasinda yer almaktadir. Son iiriin olarak
hazirlanmak istenen topikal krem formunda uygulanabilen, vazelin tabanli bir

formiilasyondur.
2.2.3 Yara lyilesmesinde Kullanilan Dogal Polimerler

Dogal polimerler; hidrofiliklikleri, biyouyumluluklari, toksik olmamalari, biyolojik
olarak parcalanabilirlikleri, bulunabilirlikleri ve ekonomik verimlilikleri nedeniyle
tibbi ve farmasétik uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Aloe vera (Le
vd., 2023), kitosan (Edo vd., 2024), kurkumin (Sohn vd., 2021), bal (Yasin vd.,
2023), keratin, pektin (Zhang vd., 2022) ve propolis (Suran vd., 2021) gibi baz1
dogal polimerler dogal antibakteriyel aktiviteye sahiptir ve bu 6zellikleri onlar1 yara
pansuman uygulamalar1 basta olmak iizere tibbi kullanim i¢in ideal hale

getirmektedir. Tablo 2.6’da sayilan dogal polimerlerin etki mekanizmasi ve

ozellikleri sunulmaktadir.

Tablo 2.6 Dogal polimerler ve etki mekanizmalari

biyobozunur, yiliksek
jellesme kapasitesi

Dogal Polimer Adi Ozellikleri Etki Mekanizmalari
Kitosan Biyouyumlu, Antimikrobiyal etki,
biyobozunur, hemostatik etki, hiicre
antimikrobiyal proliferasyonunu tesvik eder,
biiyiime faktorlerinin
salinimini artirir.
Aljinat Biyouyumlu, Nemli iyilesme ortami saglar,

hemostatik etki, hiicre go¢iinii
ve graniilasyon dokusunu
tesvik eder.

Hiyaluronik Asit

Biyouyumlu,
biyobozunur, nem
tutma kapasitesi

Nemli iyilesme ortami saglar,
hiicre go¢iinii ve
proliferasyonunu tesvik eder,

yiiksek inflamasyonu azaltir.
Kolajen Biyouyumlu, Hiicre yapigmasini ve
biyobozunur, hiicre | proliferasyonunu tesvik eder,
yapismasint yeni doku olusumunu
destekler destekler, hemostatik etki.
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Tablo 2.6 Dogal polimerler ve etki mekanizmalar1 (devami)

Dogal Polimer Ad1 | Ozellikleri Etki Mekanizmalari

Fibrin Biyouyumlu, Dogal yara iyilesme siirecini
biyobozunur, hiicre | taklit eder, hiicre yapigsmasini
yapigmasint ve proliferasyonunu tesvik
destekler eder, hemostatik etki.

Seliiloz Biyouyumlu, Nemli iyilesme ortami saglar,
biyobozunur, yiiksek | yara yiizeyini korur,
mekanik dayaniklilik | biyobozunma ile kontrollii

salinim saglar.

Dekstran Biyouyumlu, Hiicre proliferasyonunu tegvik
biyobozunur, suda eder, inflamasyonu azaltir,
¢Oziiniir nemli iyilesme ortami saglar.

Keratin Biyouyumlu, Hiicre yapismasini ve
biyobozunur, iyi proliferasyonunu tesvik eder,
mekanik ozellikler yeni doku olusumunu

destekler, antimikrobiyal etki
sergiler.

Elastin Biyouyumlu, Doku elastikiyetini artirir,
biyobozunur, esnek | hiicre proliferasyonunu ve

gociinii tegvik eder, yeni doku
olusumunu destekler.

Propolis Antimikrobiyal, Antimikrobiyal etki,
antienflamatuvar, inflamasyonu azaltir, hiicre
antioksidan proliferasyonunu tesvik eder,

yeni doku olusumunu
destekler.

Bal Antibakteriyel, Antibakteriyel etki, nemli
antioksidan, iyilesme ortami saglar,
nemlendirici inflamasyonu azaltir, hiicre

proliferasyonunu tesvik eder.

Yara iyilesmesinde, cesitli yara yonetim stratejileri s6z konusudur. Pansuman en
sik kullanilan yara iyilestirme ve bakim yontemlerindendir. Yara pansumanlarimin
hazirlanmasinda bir¢ok dogal ve sentetik polimer kullanilmaktadir. Dogal

polimerler, erisim kolayligi, toksik olmamas1 ve bakteriyel enfeksiyonlara karsi
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kullanilabilmeleri sebebi ile sentetik polimerlerin yani sira tercih edilmektedir.
Dogal polimerlerin kullanimini destekleyici nitelikte birka¢ 6rnek su sekildedir;
kitosanin makrofaj fonksiyonunu etkilemesi ve bu sayede yara onarim siirecini
hizlandirmasi (Sheokand vd., 2023; Zhang vd., 2023), aljinatin kanayan yaralarda
hemostatik 6zellikler gostermesi (Liu vd., 2023), kolajenin ise ¢ok miktarda su
depolayabilme ve biyotaklit yetenegi sebebi ile yara tedavisinde kullanildigi
sOylenebilir (Liu vd., 2020).

2.2.4 Kitosan Polimeri ve Yara Iyilesmesi

Kitin (CgH130sN)n bir glikoz tiirevi olan B-(1,4) baglantili N-asetil glukozaminin
uzun zincirli bir polimeridir. Kitinin ana tiirevi olan kitosan, 1-4 glikozidik bagla
baglanan glukozamin ve N-asetil glukozamin birimlerinin bir kopolimerleridir
(Elieh-Ali-Komi ve Hamblin, 2016).

~—OH

~
-

Hn O
—

OH

0 .
>—NH OH

Sekil 2.5 Kitinin kimyasal yapisi

Kitin, dogada bulunan azotlu polisakkaritlerden biridir. Yengeg, 1stakoz ve karides
gibi kabuklularda bulunan sert, yar1 saydam bir maddedir. Kitin ayrica istiridye ve
kalamarda yiiksek miktarda bulunmaktadir. Eklembacaklilarin dis iskeletlerinin ve

bazi mantarlarin hiicre duvarlarinin temel bilesenidir.

Kitosan, sekil 2.5’te de gosterildigi gibi kitinin deasetilasyonuyla (sekil 2.6) ve bu
deasetilasyonun derecesi ile karakterize edilerek elde edilmektedir. Fonksiyonel
materyaller olarak kitin ve kitosan benzer o6zelliklere sahiptir. Kitin, genellikle
¢Oziinmeyen bir malzemedir ancak ¢6ziiniir polimer olan kitosani olusturmak amact
ile deasetilasyona tabii tutulmaktadir (Piekarska vd., 2023). Bu siireg, kitin
molekiiliinde bulunan asetil gruplarinin uzaklastirilmasi yoluyla gergeklestirilir ve
sonugta ¢Oziiniir bir polimer olan kitosan elde edilir. Fonksiyonel materyaller olarak

hem kitin hem de kitosan biyouyumluluklari, biyobozunabilirlikleri ve
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antibakteriyel dzellikleri sayesinde cesitli endiistrilerde kullanilmaktadir. Ozellikle
kitosan, ¢Oziiniirliigii ve reaktivitesi nedeniyle ilag tasiyici sistemler, yara iyilestirici
malzemeler ve ¢evre koruma uygulamalar1 gibi alanlarda kitinden daha iistiin bir
performans sergilemektedir. Deasetilasyon derecesi, kitosanin 6zelliklerini
dogrudan etkileyen bir parametre olup, kitosanin uygulama alanlarinin ¢esitliligini

belirleyen dnemli bir faktordiir.
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Sekil 2.6 Kitosan eldesinin sematik gosterimi

Kitin ve kitosan oldukca yiliksek biyouyumluluga sahip biyopolimerlerdir. Bu
ozellikleri sebebi ile ilag dagitimi1 (Desai vd., 2023) doku miihendisliginde
hazirlanan iskeleler, biyoaktif pansumanlar gibi klinik uygulamalara ydnelik
kullanimlarina olduk¢a sik rastlanmaktadir (Azuma vd., 2014). Mevcut tez
caligmasinda nanopartikiiliin kitosan nanopartikiil (CNP) kullanilmasinin temel
sebebi kitosanin antimikrobiyal aktivitesi ve hizlandirilmis yara iyilestirme
ozelligidir. Yiksek yara iyilestirme potansiyeline sahip kitin ve kitosan, yara

yonetimi i¢in ilgi ¢ekici biyopolimerlerden biridir.

Cesitli  kitin kaynaklari, yapilart ve kitin igerikleri bakimindan farklilik
gostermeketdir. Kitinin sekil 2.7°de de gosterildigi gibi a, B ve y olmak iizere {i¢
polimorfik forma sahiptir (Sulthan vd., 2023). En bol ve kolay erisilebilir form o-

kitindir ve termodinamik olarak da kararlidir (Faria vd., 2016). Kitosanin yara
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iyilestirme siirecine katkisi, fibroblast proliferasyonu ve kollajen sentezini artirma
yetenegi ile iliskilendirilmistir. Ayrica, kitin ve kitosanin biyobozunabilir yapisi,
uzun siireli biyolojik giivenlik sunar ve toksik birikim riskini azaltir. Bu nedenle,
kitosan nanopartikiiller hem geleneksel yara yonetiminde hem de yenilikei

biyomedikal uygulamalarda genis bir kullanim alanina sahiptir.
CHs CHy
O=< OH O=<
NH NH
NH
OH o= OH
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Sekil 2.7 Kitinin polimorfik formlarinin sematik gdsterimi

Kabuklar, diger iki ana bilesen olarak proteinler (%20-40) ve kalsiyum karbonat
(%20-50) ile kitin (%15-40) icermektedir. Kitin iiretiminin diger olasi kaynaklari
arasinda yengeg, istiridye, bocekler ve mantarlar yer almaktadir. Seliiloz, dekstran,
pektin, aljinik asit, agar, agaroz ve Irlanda yosunu gibi dogal olarak mevcut olan
polisakkaritlerin ¢ogu nétr veya asidik yapidadir (Pellis vd., 2022). Buna karsin
Kitin ve kitosan oldukg¢a bazik polisakkaritlerdir. Kitin oldukga hidrofobiktir, suda
ve genel organik ¢oziiciilerde ¢oziinmez; ayrica oldukga kristalli yapist da zayif
¢oOziiniirliiglinden sorumludur. Formik, asetik, laktik, piriivik ve oksalik asitler gibi

bazi organik asitler siklikla ¢6ziinmeyi kolaylastirmak i¢in kullanilmaktadir.

Kitin ve kitosanin biyouyumluluklar: yiiksektir ve kabul edilebilir biyobozunma
tirinleri olarak literatiirde yer almaktadir (Simpson vd., 2019). Kitin ve kitosan
yuksek antimikrobiyal aktiviteye sahiptir. Kitin tiriinleri toksik ve alerjik olarak
siiflandirilmamaktadir; bunun sebebi bu biyopolimerin dogal olarak biyouyumlu,
biyobozunabilir olmasidir. Kitin, daha onceki boliimlerde de bahsedildigi gibi
dogada kabuklu deniz hayvanlarinin kabuklarinda, boceklerin dis iskeletlerinde ve
mantar hiicre duvarlarinda bulunur ve bu nedenle biyolojik sistemlerle uyum i¢inde
evrimlesmistir. Ayrica, kitin ve tiirevi olan kitosan, immiinojenik tepkilere neden

olmayan yapilar1 nedeniyle bagisiklik sistemi tarafindan tolere edilebilmektedir.
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Molekiiler yapilari, zararli metabolitlerin birikimine veya toksik ara tirtinlerin
olusumuna yol agmaz. Ozellikle kitosanm, deasetilasyon siirecinden sonra
toksisitesinin oldukga diistiigii ve biyolojik sistemlerde kolayca pargalanarak
metabolize edilebildigi bilinmektedir. Bu o6zellikleri, kitin {riinlerini giivenli
biyomalzemeler haline getirir ve medikal uygulamalarda genis kullanim alani
saglamaktadir. Kitin ve onun deasetillenmis formu olan kitosan hemostatik etki
gostermektedir. Hemostatik etki yara iyilesmesi boliimiinde de agiklandigi gibi
mevcut tez ¢alismasi kapsaminda oldukga biiyiik 6nem arz etmektedir. S6z konusu
ozellik biyopolimerlerin kan pihtilagmasini destekleyici ozelliklere sahip
olmasindan kaynaklanmaktadir. Hemostatik etki, kanamanm durdurulmasi
siirecinde kan damarlarinin biiziilmesi, trombositlerin bir araya gelerek pihti
olusturmasi ve fibrin olusumu ile saglanmaktadir. Kitin ve kitosan, ozellikle
kitosan, pozitif yiiklii amin gruplar1 igermektedir. Bu gruplar, kan plazmasindaki
negatif yiikli hiicrelerle (6rn. trombositler ve kirmizi kan hiicreleri) elektrostatik
etkilesimler kurarak trombosit aktivasyonunu ve agregasyonunu tesvik eder. Bu
siire¢, kanin pithtilasma mekanizmasini hizlandirir ve kanamanin daha hizli kontrol
altina alinmasima yardimci olur. Ayrica, kitosanin yiiksek ylizey alani ve yapisal
ozellikleri, trombositlerin yapismasini kolaylastirir ve yara bolgesinde daha etkili
bir hemostatik bariyer olusumu saglanir. Bu nedenle kitin ve kitosan, medikal
alanda yara Ortiileri, bandajlar ve cerrahi malzemeler gibi hemostatik {irlinlerin
gelistirilmesinde sikc¢a kullanilmaktadir. Kitin ve kitosan filamentler, toz, graniil,
stinger ve kompozit olarak halen kullanilmaktadir. Kitosan filamentleri,
biyobozunabilir dikis iplikleri olarak cerrahi uygulamalarda kullanilmaktadir. Bu
dikisler, yara iyilesmesi sirasinda dogal olarak parcalanir ve ¢ikarilmasina gerek
kalmaz. Kitosan tozlari, ozellikle dis hekimliginde kanamayi durdurmak igin
kullanilmaktadir. Ayrica, acik yaralar iizerine serpilerek hemostatik etki saglamak
amaciyla da yaygin olarak tercih edilir. Kitin ve kitosan graniilleri, yara iyilesmesi
sirasinda kontrol edilen ilag salimi saglamak igin kullanilmaktadir. Ornegin,
antibiyotik veya biiylime faktorlerini igeren kitosan graniilleri, enfekte yaralarin
tedavisinde etkilidir. Kitosan siingerleri, cerrahi miidahalelerde kanamay1 kontrol
altina almak ve yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in kitosan tozlarina benzer sekilde
kullanilmaktadir. Bu siingerler, yiiksek sivi emme kapasitesine sahip olup
biyobozunabilir 06zellikleri sayesinde viicutta giivenle kullanilabilmektedir.

Kitosan, diger biyopolimerler veya seramik malzemelerle birlestirilerek doku
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mihendisligi uygulamalarinda kullanilan biyomalzemeler hazirlanmasinda da
kullanilmaktadir. ~ Ornegin,  kitosan-hidroksiapatit ~ kompozitleri,  kemik
rejenerasyonu i¢in ideal bir matris saglamaktadir. Kitin ve kitosan bazh
materyallerin yara iyilesmesindeki ana biyokimyasal aktiviteleri polimorfoniikleer
hiicre aktivasyonu, fibroblast aktivasyonu, sitokin iiretimi, dev hiicre go¢ii ve tip IV
kollajen sentezinin uyarilmasidir (Mezzana, 2008). Kitin ve kitosan, fibroblast
proliferasyonunu baslatan, diizenli kollajen birikimine yardimci olan ve yara
bolgesinde artan diizeyde dogal hyaluronik asit sentezini uyaran N-asetil-p-D-
glukozamini serbest birakmak i¢in yavas yavas depolimerize olmaktadir (Feng vd.,
2021). T1bbi uygulamalarda sik kullanilmasinin bir diger sebebi de viicut sivilarinda
bulunan lizozim ve N-asetil glukozaminidaz gibi enzimlerin etkisi altinda
pargalanmaya yatkinliklarindan kaynaklanmaktadir. Kitoligomerler adi verilen
bozunma {iriinleri, makrofajlar1 uyarabilir ve kollajen birikimini olumlu ydnde
etkileyebilir, boylece yara iyilesme siirecini hizlandirmaktadir (Arjun vd., 2023).
Kitinin monomerik birimi N-asetilglukozamin, yara onariminda énemli olan hiicre
dis1 bir molekiil olan hyaluronik asit olusumunu saglamaktadir (Sharma ve Kishen,
2024). Bu nedenle kitin, hizli dermal rejenerasyonu ve hizlandirilmis yara
tyilesmesini tesvik etmek i¢in uygun 6zelliklere sahiptir. Bu baglamda mevcut

caligma kapsaminda nano yapinin temel bileseni olarak tercih edilmistir.
2.2.5 Kitosan Nanopartikiiller ve Yara Iyilesmesi

Ilag etken maddeler ve biyolojik maddeler igin tasiyict olarak kullanilmasi da kitin
ve kitosanin ilgi goren bir kullanimidir. Literatiirde kitosan nanopartikiillerin
ozellikle hedef etken maddelerin ila¢ salimini, gecirgenliini ve stabilitesini
iyilestirdigi yoniinde ¢alismalar s6z konusudur (Feng vd., 2021; Jhaveri vd., 2021).
CNP sentezinin ilk adimlar1 Calvo ve ark. tarafindan gerceklestirilmistir. S6z
konusu c¢alismada parcacik boyutu ve dagiliminin kontrolii olarak kitosan:TPP
oranina odaklanilmaktadir (Calvo vd., 1997). Bununla birlikte, yaygin olarak
kullanilan bu yontem, kitosan ve TPP arasinda kontrol edilemeyen molekiil i¢i ve
molekiiller arasi1 ¢apraz baglanma egilimidir (Bavel vd., 2023), bu da CNP'lerin

toplanmasina, asir1 biiyiimesine ve yiiksek ¢oklu dagilimina neden olmaktadir.

Kitosan nanopartikiiller spesifik markerlar ile islevsellestirilebilir ya da bir dizi
terapotik madde ile hedeflenen dagitima izin verebilmektedir. Farmasotik

kullanimlar i¢in kitosan; flavonoidler gibi faydali kimyasal bilesiklerin alimini
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arttirmak i¢in uygulanabilmektedir. Ornegin, cay polifenollerinin kitosan
nanopartikiillerine dahil edilmesinin, fenollerin emilimini ve biyoyararlanimini
arttirdigma iliskin ¢alismalar mevcuttur. Sekil 2.8’de gosterildigi gibi CNP’ler
etken madde tasiyabilen ve yara iyilesmesinde kullanilan dogal polimer tiirevli
nanopartikiillerdir. Mevcut tez caligmasinda da segilen biyoaktif bilesen kitosan

nanopartikiiller ile tasinmaktadir.
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Sekil 2.8 Kitosan nanopartikiillerin kullaniminin sematik gosterimi

Kitosan nanopartikiiller, genellikle ilgilenilen polimer birimlerinin zit yiiklii bir
molekiil ile elektrostatik etkilesimler yoluyla ¢apraz baglandigi iyonik jelasyon
yontemi ile hazirlanmaktadir (Motiei vd., 2020). Bahsi gecen kitosan nanopartikiil
sentezi i¢in tripolifosfat (TPP) gibi bir anyonik capraz baglayici kullanilmaktadir.
Mevcut calisma kapsaminda da g¢apraz baglayict olarak TPP kullanimi tercih
edilmistir. Kitosan nanopartikiillerinin stabilitesi, ¢apraz baglayict molekiiller ve
cevresel faktorlerle yakindan iligkilidir. TPP ile olusturulan c¢apraz baglar,
nanopartikiillerin boyut, yiizey yiiki ve morfolojik 0Ozelliklerini dogrudan
etkilemektedir. Nanopartikiil sentezi sirasinda pH ve iyonik kuvvet gibi
parametrelerin dikkatlice optimize edilmesi, bu etkilesimlerin kontrol edilmesine
ve nanopartikiillerin stabilitesinin artirilmasina katki saglayabilir. Kitosan

nanopartikiillerin yara iyilestirme mekanizmasi tablo 2.7°deki gibi agiklanabilir:
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Tablo 2.7 Yara iyilesme mekanizmalarina iligkin adimlar

Adim

Aciklama

Antimikrobiyal
Etki

Kitosan nanopartikiiller yara bolgesindeki patojen
mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyebilir. Bu,
kitosanin dogal olarak antimikrobiyal 6zelliklere sahip
olmasindan kaynaklanir. Kitosan, pozitif yiiklii amino
gruplari igerir ve negatif yiiklii bakteri hiicrelerine
baglanarak hiicre duvarin1 bozar, bakteriyel bliylimeyi
inhibe eder ve enfeksiyon riskini azaltir (Yilmaz vd.,
2020).

Hiicre
Proliferasyonu
Tesviki

Kitosan nanopartikiiller yara bolgesindeki hiicre
proliferasyonunu tesvik edebilir. Bu, kitosanin
hiicrelerin cogalmasini ve yenilenmesini destekleyen
uygun bir ortam saglamasindan kaynaklanir. Kitosan,
hiicrelerin adhezyonunu artirabilir ve bilylime
faktorlerinin salinimini uyarabilir, bdylece doku
yenilenmesini hizlandirir.

Anti-inflamatuar
Etki

Kitosan nanopartikiiller inflamasyonu azaltabilir ve
yara bolgesindeki inflamatuar yanit1 kontrol altina
alabilir. Kitosanin anti-inflamatuar etkisi, inflamatuar
sitokinlerin salinimini azaltarak ve inflamasyon
stirecini diizenleyerek gerceklesir (Le vd., 2023). Bu,
yaranin etrafindaki doku hasarini azaltir ve iyilesme
stirecini hizlandirir.

Yara Yataginin
Nem Dengesi

Kitosan nanopartikiiller yara yatagiin nem dengesini
koruyabilir ve nemli bir iyilesme ortam1 saglayarak
hizl1 ve etkili bir iyilesme saglayabilir. Kitosan,
hidrofilik 6zelliklere sahiptir ve suyun emilimini
artirabilir, boylece yara ylizeyinin nemli kalmasin
saglar (Ma vd., 2022). Nemli bir ortam, hiicre
migrasyonunu, doku yenilenmesini ve yara
lyilesmesini destekler.

Biyoyapiskanhk

Kitosan nanopartikiiller yara ylizeyine yapigarak bir
bariyer olusturabilir ve dis etkenlerin yara bolgesine
girmesini engelleyebilir. Bu, kitosanin yiiksek
yapiskanlik 6zelliginden kaynaklanir. Yara lizerinde
bir bariyer olusturarak, kitosan nanopartikiiller yaranin
tyilesme siirecini korur ve dis etkenlerin yaraya zarar
vermesini onler.
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2.3 Nanopartikiiller

Nanoteknoloji, atom ve molekiil gruplariin nanometre seviyesinde manipiile
edildigi ortaya ¢ikan bir disiplinlerarasi bilimdir. Nanoteknoloji kavrami ilk olarak
1959 yilinda Richard Feynman tarafindan ortaya atilmistir. Terim, 1974 yilinda
Taniguchi tarafindan tanitilmis, stratejileri ise 1986 yilinda E. Drexler tarafindan
tamimlanmustir (Szczyglewska vd., 2023). Nanoteknolojinin eczacilik, fizik,
biyoloji ve malzeme bilimi gibi alanlarda genis bir potansiyeli vardir ve bunlarin

bir araya gelmesi saglik hizmetlerine katkida bulunmaktadir.

Nanoteknoloji kavrami, saglik arastirmalarinda son otuz yildir incelenmis olsa da
terapotik faydalar heniiz tam olarak gergeklestirilemediginden, halen erken gelisim
asamasinda oldugu disiiniilmektedir. Literatiirde yer alan c¢alismalar
incelendiginde; nanoteknolojinin 6zellikle ilag tasima ve tanidaki uygulamalarda
siklikla kullanildig1 goriilmektedir. Nanoteknoloji ilag tasima, goriintiileme ve hatta
cerrahide hayati bir rol oynayabilir. Nanopartikiil sistemler, proteinler, reseptorler,
DNA ve RNA gibi biyolojik molekiillerin boyutuna benzer bir boyut araligina sahip
oldugu i¢in bu alanlarda 6nemli bir potansiyel tasimaktadir (Manzanares ve Cena,
2020). Nanopartikiiller, ila¢ tasima sistemleri ve tani uygulamalarinda, 6zellikle
hastalik tedavisi ve tanisinda sagladiklar birgok avantajli 6zellik nedeniyle tercih
edilmektedir. Ayrica, nanopartikiillerin genig yiizey alani-hacim orani, aktif
hedefleme i¢in spesifik molekiillerin baglanmasina imkan saglamaktadir. Spesifik
antikorlar veya peptitler ile ylizey modifikasyonu yapilarak doku hedeflemesi
gergeklestirilebilir, bu da spesifik olmayan hedef dis1 toksisite riskini azaltir (Sun
vd., 2023). Ayrintili olarak agiklanan avantajlar g6z Oniinde bulundurularak,
Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Idaresi (FDA) bazi nanopartikiil
formiilasyonlarini hastalik tedavisinde kullanilmak iizere onaylamistir. FDA’nin
yalnizca bazi nanopartikiil formiilasyonlarin1 onaylamasinin temel sebebi, bazi
deneysel nanopartikiil sistemlerin spesifik olmayan inflamatuar yanitlar
olusturdugu ve immiinomodiilatér ozelliklere sahip oldugunun bilinmesidir

(Mitchell vd., 2021).

Nanopartikiillerin kontrollii salim mekanizmalar1 ve biyouyumluluk 6zellikleri, bu
sorunlarin {istesinden gelinmesine olanak saglamaktadir. Ayrica, onaylanan
nanopartikiil formiilasyonlari, hedef bolgedeki ilag etkinligini artirirken sistemik

yan etkileri 6nemli 6l¢iide azaltmaktadir. Bu 6zellikleri, nanopartikiilleri geleneksel
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ila¢ tasima yontemlerine kiyasla daha giivenli ve etkili hale getirmektedir. Gilivenlik
ve etkililik parametrelerinin yani sira nanopartikiiller boyut, sekil, yap1 gibi
siniflandirma kriterlerine gore tablo 2.8°de goriildiigii gibi siniflandirilabilmektedir.
S6z konusu bu siniflandirma sonucu meydana gelen iiriinler giivenlik ve etkinlik ile
birlikte degerlendirildiginde ¢ok daha iyi sonu¢ alinmasi beklenmektedir.
Nanopartikiil iceren formiilasyonlarin giivenli olarak kabul edilmesi ilerleyen
siireclerde kullanim sikliginin artabilmesi i¢in onemli bir smirlayici etkidir.
Dogrudan bir tedavi edici iirlin olmasinin yaninda destekleyici tedavi unsuru olmasi

icin de ayni sinirhiliklar s6z konusudur.

Tablo 2.8 Siniflandirma kriterlerine gore nanopartikiiller

Kriterler | Kategori Ozellikler
<100 nm: Altin nanopartikiiller, giimiig
Boyut Nano boyut araligi | nanopartikiiller.
100-500 nm: Poli(laktik asit)
nanopartikiiller.

>500 nm: Karbon nanotiip.

Kiiresel: Altin nanopartikiiller, glimiig
Sekil Sekil nanopartikiiller.

Silindirik: Titanyum dioksit
nanopartikiiller.

Yassi: Grafen oksit nanopartikiiller.
Diizgiin yapi: Altin nanopartikiiller,
Yapi Yapi giimiis nanopartikiiller.

Kaba yapr: Silika nanopartikiiller.
Poroz yapi: Poli(laktik asit)

nanopartikiiller.

Negatif yiik: Poli(laktik asit)
Yiizey Yiizey yiiki nanopartikiiller.
Ozellikleri Pozitif yiik: Altin nanopartikiiller.

Notr yiik: Karbon nanotiip.
Amino fonksiyonel gruplar: Kitosan

Yiizey nanopartikiiller.
fonksiyonellestirme | Karboksil gruplar: Grafen oksit
nanopartikiiller.
Sulthidril gruplar: Giimiis
nanopartikiiller.

Hidrofilik: Poli(laktik asit)
Hidrofiliklik/hidrof | nanopartikiiller.

obiklik Hidrofobik: Karbon nanotiip.
_ Biyouyumlu: Titanyum dioksit
Biyouyumluluk nanopartikiiller.

Biyouyumsuz: Silika nanopartikiiller.
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Tablo 2.8 Siniflandirma kriterlerine gére nanopartikiiller (devami)

Ozellikler
Kriterler | Kategori

Hedefe yonlendirilmis ila¢ salinimu:

Hedefe Kitosan nanopartikiiller.
yonlendirilmis ila¢ | Hedefe yonlendirilmemis ila¢ salinim:
salinimi Poli(laktik asit) nanopartikiiller.

Hedefe yonlendirilmis hiicre hedefleme:
Hedefe Altin nanopartikiiller.
yonlendirilmis Hedefe yonlendirilmemis hiicre

hiicre hedefleme hedefleme: Silika nanopartikiiller.

2.3.1 Polimerik Nanopartikiillerin Laboratuvar Olceginde Hazirlanmasi

Nanopartikiil sentezi sekil 2.9°da da gosterildigi gibi temelde iki kategoriye

ayrilmaktadir:
1. Asagidan yukariya yaklasim (Ing.: bottom up approach)

2. Yukaridan asagrya yaklasim (ing.: top down approach)

biiyiik hacimli malzeme

toz malzeme

Yukaridan Asagiya Yaklagim (Top Down Approach)

nano malzeme

kiimeler

Asagidan Yukanya Yaklagim (Bottom Up Approach)
A

atomlar

Sekil 2.9 Nanopartikiil sentezinin temel iki kategorisi
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Nanopartiikiillerin sentezi ile ilgili en 6nemli nokta sentez islemi sona erip boyut
Olctimii saglandiginda iiretilen nanopartikiillerin boyutlarinin, 1-100 nm araliginda
olmasidir. Nanopartikiil sentezi icin segilen yontemi etkileyen degiskenlerden
birkag1; sekil, saflik, verim, boyut dagilimi, yiizey modifikasyonlar1 seklinde
siralanabilir (Harish vd., 2022). Endistriyel olgekli tiretim ve kiigiik olgekli

laboratuvar sentezi, ¢esitli yaklasimlar gerektirebilmektedir.

Biiytik hacimli malzemelerden nanoyapilar liretilmesi amaci ile yukaridan asagiya
yaklasim veya boyut kii¢iiltme teknikleri kullanilabilmektedir. Miktar olarak fazla
malzemenin sentezlenebilmesinden dolay1 yukaridan asagiya yaklasim uygun
tiretim prosediirleri kapsaminda tercih edilmektedir. Bu yaklagimda, asagidan
yukar1 yaklagima kiyasla boyut ve sekil kontrolii daha zordur. Yukaridan asagiya
iiretim yaklasiminda, hiicre i¢i veya hiicre dis1 biyolojik engellerin asilmasi1 gibi
biyolojik fonksiyonlar i¢cin gerekli malzeme Ozelliklerinin hedeflenmesi temel
amagtir (Waheed vd., 2022). Yukaridan asagiya yaklasimin tercih edilmesinin
onemli sebeplerinden biri, iretilen malzemelerin kolaylikla degistirilebilir
unsurlara sahip olmasidir. Pargacik imalatinda kullanilan polimer bilesimi,
olusturulan pargaciklarin boyutu, sekli ve kapsiillenmis aktif ilag¢ veya goriintiileme
maddeleri degistirilebilen unsurlardan birkagidir. Degistirilebilen unsurlar
sayesinde, parcacik yapisi-aktivite iligkileri dogrudan incelenebilir veya farklh
patolojilerin ve hastaliklarin hedeflenmesine olanak saglayabilmektedir. Bununla
birlikte, yukaridan asagiya liretim yaklasiminin, biiyiik iiretime 6l¢eklendirilmesi

asagidan yukariya yaklagima kiyasla daha zor olarak nitelendirilmektedir.

Asagidan yukar1 yaklasim kapsaminda sentezlenen nanoyapilar; atom, molekiil
veya molekiil kiimesi gibi daha kiiglik baslangi¢ materyallerin bir araya gelmesi
sonucunda olugmaktadir. Van der Waals kuvvetleri ve elektrostatik etkilesimler
sayesinde bahsi gecen atomlar veya molekiiller nanometre boyutunda pargaciklar
halinde birlesebilmektedir (Chai vd., 2022). Asagidan yukariya yaklagimin temel
avantajlart genig bir yelpazede nanopartikiillerin iretilmesi ve {retilen
nanopartikiillerin daha homojen bir partikiil boyutu dagilimina sebep olmasidir. Bu
yaklasim kapsaminda gergeklestirilen reaksiyonlar, kosullar1 ve reaksiyon i¢indeki
malzemelerin 6zellikleri kontrol edilebildigi i¢cin hem laboratuvar hem de
endiistriyel Olgekte tercih edilmektedir. Bahsi gecen ozellikler sayesinde kendi

kendine birlesme ile liretim 6l¢egi biiyiitiilebilir, partikiil i¢ yapisi lizerinde kontrol
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saglanabilir. Fakat pH, ¢oziicii, sicaklik ve tuz miktar1 gibi isleme kosullari; sentez
sonucunda nano yapinin sahip oldugu sekil veya morfoloji arali§i agisindan
smirlamalara neden olabilmektedir (Quintanilla-Sierra vd., 2019). Her iki yaklasim
da pargacik boyutu ve pargacik seklinde biiyiik bir 6neme sahiptir. Yaklagimlar
arasindaki farkliliklar tablo 2.9’daki gibi 6zetlenebilmektedir. Sebebi, biyolojik
etkinligi belirleyen ¢esitli etkilesimlerde sentezlenen nanopartikiillerin anahtar
faktor olarak belirlenmesidir. Literatiir taramasi1 kapsaminda elde edilen bilgiler
15181nda, dolagim siiresinin ve biyolojik dagilimin parcacik morfolojisinden biiyiik

Olciide etkilendigi sonucu elde edilmistir.

Tablo 2.9 Asagidan yukariya yaklasim ve yukaridan asagiya yaklasimin

karsilastirilmasi
Yaklasim Asagidan Yukariya Yukaridan Asagiya Yaklasimi
Yaklasimi

Tamm Biiyiik molekiiller veya Biiyiik yapilardan kiigiik
bilesenlerin bir araya bilesenler olusturularak nano
getirilmesiyle sentez boyutta sentez yapilir.
gerceklestirilir.

Sentez Baslangic malzemeleri nano | Molekiiler birimler kimyasal ve

Mekanizmasi | boyuta kiigiiltiilerek fiziksel yontemlerle bir araya

birlestirilir ve getirilerek nanopartikiiller elde

nanopartikiiller olusturulur. | edilir.

Ornek Sol-jel yontemi, hidrotermal | Kimyasal ¢oktiirme, sivi faz ve
Metotlar sentez, aerosol yontemi, gaz fazi reaksiyonlari, elektron
kimyasal sentez gibi 1511 litografisi gibi teknikler
yontemler kullanilir. kullanilir.
Kontrol Kontrol edilmesi zor olup, Yiiksek kontrol edilebilirlik
Edilebilirlik | iretilen yapilarin saglar, istenen boyut ve sekil

homojenligi diistik olabilir. | elde edilebilir.

Uygulamalar | Yari iletken tiretimi, Nano boyutlu kaplamalar, ilag
elektrokimyasal malzemeler, | tasiyicilari, biyomedikal
katalizorler. goriintiileme, optoelektronik

cihazlar, nanoteknolojik
malzemeler.
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2.3.2 [lIyonik Jelasyon Yontemi

Iyonik jelasyon yoéntemi ¢alisma kapsaminda TPP varligindan, Kitosan
nanopartikiilleri sentezlenmektedir. Calvo ve ekibi 1997 yilinda gergeklestirmis
olduklar1 ¢alismada; pozitif yiiklii Kitosan amino gruplarinin, negatif yiiklii fosfat
gruplar1 varliginda ¢apraz bag olusturarak hidrojel yap1 olusturdugunu (Rodrigues
vd., 2012) ve karisimi1 her bir reaktif i¢in belirli bir konsantrasyon araliginda siirekli
kanigtirarak, nanopartikiillerin kendiliginden ortaya ¢iktigin1 goézlemlemistir

(MikuSova ve Mikus, 2021).

yiiksiiz kitosan polimeri

protonasyon
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Sekil 2.10 Kitosan ve ¢apraz baglayici arasinda gergeklesen iyonik jelasyon

reaksiyonu

Sekil 2.10°da gosterilen bu yontemin temel mekanizmasi, kitosanin pozitif yiikli
birincil amin gruplar ile negatif yiiklii polianyon gruplar1 arasindaki elektrostatik
etkilesime dayanmaktadir. TPP ile fiziksel ¢apraz baglanma yontemi, kimyasal

baglanmalara kiyasla olas1 yan etkileri ve toksisite riskini en aza indirmektedir.
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Yiiksiiz durumda olan kitosanin; asetik asit gibi bir ¢oziicii igerisinde
cozlindiiriilerek pozitif yliklenmesi ile iyonik jelasyon yontemi baslamaktadir.
Pozitif yiik kazanan kitosan polimerine, ¢apraz baglayici rol iistlenen TPP gibi
anyonik gruplara sahip bir gapraz baglayici, manyetik karistiricida damla damla
enjektor araciligr ile eklenmektedir ve bu islem sonucunda ¢apraz bagli CNP’ler
olusmaktadir. Reaksiyona girmemis kitosan polimerleri ve fazla ¢apraz baglayici
anyonik gruplarin uzaklastirilmasi amaciyla santrifijjleme ve yikama islemleri
uygulamr. Iyonik jelasyon ydntemi i¢in en ¢ok kullanilan polimerler kitosan ve
alginat olarak literatiirde yer almaktadir (Hoang vd., 2022). Ek olarak gellan gum,
fibrin, kollajen, jelatin, hyaluronik asit, dekstran, pektin ve karboksimetil seliiloz
gibi diger polimerler de iyonik jelasyon yonteminde kullanilabilmektedir
(Gadzinski vd., 2022). Mevcut tez ¢calismasinda iyonik jelasyon yontemi igin tercih

edilen polimer kitosandir.

2.4 Nanopartikiil Karakterizasyonunda Kullanilan Yontemler

Nanopartikiil karakterizasyonu, nanopartikiillerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
ozelliklerini belirlemek i¢in ¢esitli tekniklerin ve yontemlerin kullanildig1 bir
stiregtir. Bu karakterizasyon yontemleri, nanopartikiillerin boyutu, sekli, ylizey
ozellikleri ve dagilimi gibi  parametreleri degerlendirmek amaciyla
kullanilmaktadir. Mikroskopi teknolojisi, morfolojik 6zelliklerin belirlenmesinde
yaygin olarak kullanilan bir karakterizasyon yontemidir. Nanopartikiillerin yiizey
morfolojisini ve topografisini incelemek i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM)

yaygin olarak tercih edilmektedir (Ponce vd., 2012).

Spektroskopik teknikler, UV-Vis spektroskopisi ve Fourier doniisiim kizilotesi
spektroskopisi  (FT-IR) olmak iizere iki grupta incelenebilir. UV-Vis
spektroskopisi, nanopartikiillerin optik 6zelliklerini ve absorpsiyon spektrumlarini
incelemek i¢in kullanilirken, FT-IR ise nanopartikiillerin kimyasal bag yapilarin

ve fonksiyonel gruplarini belirlemek amaciyla tercih edilmektedir.

Nanopartikiillerin boyutu, 6zellikle medikal uygulamalar gibi kullanim alanlarina
bagl olarak biiyiik 6nem tagimaktadir. Boyut dagilimi ve zeta potansiyeli, dinamik
151tk sacilimi  (DLS) yontemi ile belirlenmektedir. DLS yontemi, ayrica
nanopartikiillerin hidrodinamik c¢apin1 belirlemek i¢in de yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Carvalho vd., 2018). Zeta potansiyeli analizi, elektroforetik
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hareketlilik ile dogrudan iliskilidir. Nanopartikiillerin yilizey yiikii ve elektroforetik
hareketliligi, elektroforetik teknikler ile belirlenebilir. Genellikle £30 mV degerinin
disindaki zeta potansiyelinin, nanopartikiillerin stabilitesini artirdigi belirtilmistir.
Ayrica, zeta potansiyel degeri, etken maddenin nanopartikiil yilizeyine adsorbe

edilip edilmediginin belirlenmesine de yardime1 olmaktadir.
2.4.1 UV-Vis Spektrofotometre

UV-Vis spektroskopisi, ultraviyole ve goriiniir (200-800 nm araligl) 1s1k
spektrumlarini kullanarak bir 6rnegin 15181 absorplama veya gecirme 6zelliklerini
inceleyen bir tekniktir (Wiegand vd., 2014). Nanopartikiil caligmalarinda UV-Vis
spektroskopisi, ¢esitli 6zellikleri belirlemek ve karakterize etmek icin yaygin olarak

kullanilmaktadir.

UV-Vis spektroskopisinin temel prensipleri absorpsiyon ve spektrum olarak ikiye
ayrilabilir. Bir 6rnek, belirli dalga boylarindaki 15181 absorbe etmektedir. UV-Vis
spektrumu ise nanopartikiil 6rneginin farkli dalga boylarinda ne kadar 11k absorbe
ettigini veya ge¢irdigini gostermektedir. Bu spektrum, 6rnegin kimyasal yapis1 ve

ortam1 hakkinda bilgi saglamaktadir (Rizwan ve Gwenin, 2021).

UV-Vis spektroskopisi, Lambert-Beer Kanunu'na dayanarak nanopartikiil
cozeltilerinin konsantrasyonunu belirlemek ic¢in kullanilabilmektedir. Bu kanuna
gore, bir ¢ozeltinin absorpsiyonu, ¢dzeltinin konsantrasyonu ve optik yol uzunlugu

ile orantilidir (Jeong vd., 2007).

UV-Vis spektroskopisi, nanopartikiillerin boyut, sekil, konsantrasyon, kimyasal
bilesim, stabilite ve agregasyon gibi c¢esitli 6zelliklerini incelemek i¢in giiclii ve
yaygin olarak kullanilan bir teknik olarak caligmalarda tercih edilmektedir. Bu
yontem, hizli ve hassas dl¢limler saglayarak nanopartikiil arastirmalarinda 6nemli

bir rol oynamaktadir.
2.4.2  Nanopartikiil Boyutunun Belirlenmesi ve Zeta Potansiyeli Ol¢iimii

Zeta 6l¢tim cihazi, dinamik 151k sacilim1 (DLS) ve elektroforetik 151k sa¢ilim1 (ELS)
prensiplerine dayanan bir cihazdir ve partikiil boyutu ile zeta potansiyelini 6l¢gmek
i¢in kullanilmaktadir (Bhattacharjee, 2016). Zeta 6l¢iim cihazi ile partikiil boyutu
ve zeta potansiyeli Olglimii hakkinda Kkarsilastirmali bilgiler tablo 2.10°da
verilmistir. Nanopartikiillerin zeta potansiyelleri yilizey absorpsiyonuna iliskin

ayrintili bilgi saglamaktadir.
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Tablo 2.10 DLS ve ELS 6l¢timlerinin teorik karsilastirilmasi

Ozellik Parcacik Boyutu Olgiimii Zeta Potansiyeli Ol¢iimii

Prensip Dinamik Isik Sacilimi (DLS) Elektroforetik Isik Sagilimi (ELS)

Isleyis Brownian hareketi nedeniyle Elektrik alan altinda hareket eden
Mekanizmas1 | hareket eden partikiillerin yiiklii partikiillerin sagtig1 151k

sactigi 151k analiz edilir

analiz edilir

Ol¢iim Siireci

1. Cozelti hazirlanir

1. Cozelti hazirlanir

2. Lazer 151m1 gonderilir

2. Elektrik alan uygulanir

3. Sagilan 151k toplanir ve
otokorrelasyon fonksiyonu
hesaplanir

3. Partikiillerin hareketi ve sagilan
151k izlenir

Veri Analizi Otokorrelasyon fonksiyonu Elektroforetik hareketlilik 6l¢tiliir
kullanilarak partikiillerin ve zeta potansiyeli hesaplanir
hidrodinamik ¢ap1 belirlenir

Elde Edilen | Partikiillerin ortalama boyutu | Partikiillerin yilizey yiikii ve
Bilgiler (hidrodinamik ¢ap) ve elektrostatik stabilitesi
dagilimi
- Hizli ve tekrarlanabilir - Yiizey yiikii ve stabilite hakkinda
Olctimler bilgi saglar
. - Cesitli ¢ozeltilerde - Agregasyon egilimi ve kolloidal

Avantajlar || ilabilir stabiliteyi degerlendirir
- Nanometre boyut - Kolloid, emiilsiyon ve
araligindaki partikiiller i¢in nanopartikiil slispansiyonlarinin
uygundur analizinde yaygin olarak kullanilir

Uygulama Farmasoétik endiistri, Farmasotik endiistri, nanoteknoloji,
Alanlar nanoteknoloji, gida endiistrisi, | gida endiistrisi, malzeme bilimi
malzeme bilimi
243 FT-IR
FT-IR, nanopartikiill aragtirmalarinda O6nemli bir analiz teknigidir ve

nanopartikiillerin kimyasal, yiizey ve yapisal 6zelliklerini incelemek i¢in yaygin

olarak kullanilmaktadir

(Ma wvd.,
35

2021).
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nanopartikiillerin igerdigi kimyasal gruplari, kaplama malzemelerini, yiizey
modifikasyonlarini ve etkilesimlerini belirlemek igin degerli bilgiler saglamaktadir.
Bu teknik, ozellikle nanopartikiil sentezi, kaplama, fonksiyon kazandirma ve
etkilesim c¢alismalarinda 6nemli bir aragtir ve nanoteknoloji, malzeme bilimi,
biyoteknoloji ve ¢evre bilimi gibi ¢esitli alanlarda genis bir uygulama yelpazesine
sahiptir. Nanopartikiillerin 6zelliklerinin anlasilmasi ve kontrol edilmesi, ¢esitli
endiistriyel ve biyomedikal uygulamalarda ilerlemeler saglamak igin kritiktir ve
FT-IR, bu hedefe ulasmada degerli bir ara¢ olarak kabul edilmektedir. FT-IR’1n
nanopartikiil ¢alismalarinda kullanim1 su sekilde listelenebilir: Nanopartikiillerin
kimyasal bilesimini belirlemek i¢in kullanilabilir, nanopartikiillerin yiizey
ozellikleri, reaktifler veya kaplama maddeleri kullanilarak degistirilebilir, FT-IR,
ylizey modifikasyonu islemlerinin etkinligini ve sonuglarini degerlendirmek icin
kullanilabilir (Ran vd., 2021). Nanopartikiillerin diger bilesenlerle etkilesimlerini
degerlendirmek i¢in de FT-IR kullanilabilir (Mourdikoudis vd., 2018) aydirca
nanopartikiillerin i¢ yapilar1 ve Kristallikleri de FT-IR ile degerlendirilebilir (Oh
vd., 2005).

2.4.4 Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM), nanopartikiil calismalarinda yaygin olarak
kullanilan bir goriintiileme teknigidir. SEM, yiiksek ¢oziiniirlikli 3 boyutlu
goriintiiler elde etmek i¢in kullanilmakta ve nanopartikiillerin morfolojisi, boyutu,
sekli ve dagilimi gibi 6zelliklerini incelemek i¢in ideal kabul edilmektedir (Ersen
vd., 2015). Bu teknik, 6zellikle nanopartikiil sentezi ve karakterizasyonunda dnemli
bir rol oynamaktadir. SEM ile elde edilen goriintiiler, nanopartikiillerin topografik
detaylarin1 ve yiizey ozelliklerini belirlemeye yardimer olmaktadir (Rydz vd.,
2019). Ayrica, nanopartikiillerin etkilesimleri, agregasyon durumu ve dagilimi gibi

ozelliklerin degerlendirilmesinde de kullanilmaktadir.
2.4.5 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kultlrii, hiicrelerin laboratuvar ortaminda kontrollii kosullar altinda
biiyiitiilmesi ve ¢ogaltilmasi siireci olarak tanimlanmaktadir. Hiicre kiiltiiri, primer
hiicre kiiltiirleri ve siirekli boliinebilen hiicre hatlar1 olmak iizere iki ana kategoriye
ayrilmaktadir (Verma vd., 2020). Kiltiir ortami1 genellikle besin maddeleri,

vitaminler, amino asitler, serum, biliylime faktorleri ve hormonlar icermektedir.
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Hiicreler, cesitli ek iceriklere sahip besi ortamlarinda optimal biiylimenin
saglanabilmesi i¢in 37°C, %5 CO: ve nemli bir ortamda inkiibe edilmektedir (Hudu
vd.,, 2016) ve inkiibasyon islemi 06zel etiivlerde, inkiibatorlerde
gergeklestirilmektedir. Hiicreler belirli bir yogunluga ulastiginda pasajlanarak yeni
kiiltiir kaplarina aktarilmaktadir, in vitro ¢alismalara hazirlik siirecinde oldukga
onemli bir adim pasajlamadir (Guo vd., 2023). Uzun siireli saklama i¢in hiicreler,
%10 dimetil siilfoksit (DMSO) igeren fetal sigir serumu (FBS) ile dondurularak -
80 °C'de veya si1v1 azotta muhafaza edilmektedir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalari ilag
kesfi, toksisite testleri, genetik arastirmalar, kanser aragtirmalari ve biyomateryal
degerlendirmelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismalar, in vivo
sistemlerin karmagikligini1 (Aoki vd., 2005) tam olarak yansitmasa da kontrollii ve

tekrarlanabilir sonuclar ortaya ¢ikarabilmektedir.

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda hiicre sayim1 yapmak; kiiltiirdeki hiicre yogunlugunu
belirlemeye yardimer olur, bu da deneysel prosediirlerde gerekli hiicre sayisinin
temin edilmesini ve asir1 veya yetersiz hiicre yogunlugunun 6nlenmesini miimkiin
kilar. Ayn1 zamanda, farkli deneyler arasinda tutarliligi saglamak i¢in de 6nemlidir;
ayni hiicre sayisiyla baslamak, deney sonuglarinin karsilastirilabilir olmasini
saglamaktadir. Hiicre sayimi, hiicrelerin saglik durumu ve canlilig1 hakkinda bilgi
verir. Tripan mavisi gibi boyalar kullanilarak yapilan sayimlarda, canli hiicreler
renksiz, 6li hiicreler ise mavi olarak goriilmektedir. Bu sayede hiicre kiiltiiriiniin

genel durumu ve uygun besleme kosullar1 degerlendirilebilmektedir.

Hiicrelerin biiylime hizin1 ve ¢ogalma oranini takip etmek i¢in de hiicre sayimi
yapilir. Bu bilgiler, hiicre kiiltiirliniin optimal biiylime kosullarini belirlemek ve
gerektiginde ayarlamalar yapmak i¢in kullanilmaktadir. Ayrica, spesifik deneyler
icin gerekli olan hiicre sayisin1 belirlemek amaciyla da hiicre sayimi1 yapilmaktadir.
Ornegin, sitotoksisite ve genotoksisite testleri igin belirli bir hiicre sayisina ihtiyac
duyulur ve bu sayi, hiicre sayimi ile belirlenir. Son olarak, hiicrelerin belirli bir
yogunluga ulastiginda gecisi veya alt kiiltiirlenmesi gerekmektedir. Hiicre sayimi,
bu gecislerin dogru zamanlamasini saglar ve hiicrelerin asir1 biliylimesinin veya

besin tiikkenmesinin oniine gegmektedir.
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2.4.5.1 L929 Fibroblast Hiicre Hatt1

L929 fibroblast hiicre hatt1 (sekil 2.11), fare bag dokusundan tiiretilmis ve
biyomedikal arastirmalarda yaygin olarak kullanilan bir hiicre hattidir. Bu
fibroblast hiicreleri, monolayer olarak biiyiir ve hizli proliferasyon gostermektedir
(Torabi vd., 2023). Genellikle DMEM ortaminda %5-10 FBS eklenerek kiiltiire
edilmek suretiyle sitotoksisite testleri, genetik ve biyokimyasal aragtirmalar, kanser
arasgtirmalari, immiinoloji ¢alismalar1 ve viral iretim gibi c¢esitli uygulama
alanlarinda kullanilmaktadir. L929 hiicreleri, genellikle 37°C, %5 CO- ortaminda
inkiibe edildikten sonra belirli bir yogunluga ulastiginda pasajlanmaktadir (Liu vd.,
2023). S6z konusu hiicre hattinin avantajlar1 arasinda kolay kiiltiirlenebilirlik ve

hizli cogalma yer almaktadir.

Sekil 2.11 1.929 hiicre hatti mikroskop goriintiisii (x5 biiyiitme)

246 MTT Testi

Hiicre kiiltiiriinde MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid)
testi, hiicrelerin metabolik aktivitesini ve hiicre canliligini degerlendirmek igin
yaygin olarak kullanilan bir biyolojik testtir (Freimoser vd., 1999). Bu test,
hiicrelerin i¢cinde bulunan mitokondriyal indirgenmis tetrazolium tuzunu
indirgeyerek formazan adi verilen renkli bir iriine doniistiirmesi prosesine
dayanmaktadir. Canli hiicrelerin metabolik aktivitesi arttik¢a, MTT tuzu formazana
dontigiir ve bu da mor renkli bir iirlin olusturur. MTT testi, hiicrelerin canliligin
belirlemek, hiicreler tizerindeki toksik etkileri degerlendirmek, ilag kesfi gibi birgok
alanda kullanilmaktadir (Riss vd., 2016). Olg¢iim sonuglari, spektrofotometrik

yontemlerle belirlenir ve hiicrelerin renk degisimine dayali olarak optik
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yogunluklart dlgtiliir. MTT testi, hiicre kiiltiiriinde yaygin olarak kullanilan bir
teknik olup, hiicrelerin biyolojik yanitlarini ve etkilesimlerini degerlendirmede

degerli bir aragtir.
2.4.7 Yara Iyilesmesi Prosesi

Hiicre kiiltiiriinde sekil 2.12°de de sunulan yara iyilesme deneyi hiicrelerin
migrasyon yeteneklerini degerlendirmek i¢in kullanilan bir yontemdir. Bu deneyde,
bir hiicre monolayer1 olusturulur ve daha sonra bir pipet ucu yardimi ile hiicre
tabakasinin ortasinda bir yara (yarik veya bosluk) olusturulmaktadir (Cappiello vd.,
2018). Ardindan, hiicrelerin bu boslugu kapatma ve iyilesme yetenekleri izlenir.
Yaral1 bolge, belirli araliklarla mikroskop altinda goriintiilenerek ve kaydedilerek,
hiicrelerin yara alanim1 ne kadar hizli kapattig1 gozlemlenir. Bu yontem, hiicre
migrasyonunun yani sira hiicre proliferasyonunu ve yara iyilesme siireclerini
degerlendirmek i¢in de kullanilabilir (Kauanoca vd., 2021). Yara iyilesme deneyi
kanser metastazi, doku onarimi, hiicresel go¢ mekanizmalari ve ilaglarin etkilerinin

degerlendirilmesi gibi bir¢ok biyolojik siirecin ¢alisilmasinda énemli bir aragtir.

Sekil 2.12 Yara iyilesme prosesine bir 6rnek

2.4.8 PCNA Analizi

Proliferatif hiicre niiklear antijeni (PCNA), DNA replikasyonu ve tamirinde kritik
bir rol oynayan, hiicre siklusunun S fazinda sentezlenen ve hiicre ¢cogalmasiyla
iliskili bir proteindir. ilk olarak Miyachi ve ekibi tarafindan 1978’de tanimlanan
PCNA (Miyachi vd., 1978), daha sonra Mathews ve arkadaslari (1984) tarafindan

siklin ile ayni protein oldugu gosterilerek bu isimle anilmaya baglanmistir
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(Mathews vd., 1984). PCNA, DNA polimeraz-6’nin kofaktorii olarak DNA
sentezini diizenlerken, hiicre siklusunun kontrolii ve diizenlenmesi ile ilgili diger
proteinlerle de etkilesim igerisindedir. PCNA’nin ekspresyon diizeyi hiicre
cogalmasi ve DNA sentezi ile dogrudan orantilidir; G1 fazinda sentezi baslar, S
fazinda maksimum seviyeye ulasir ve G2/M fazinda azalir. Bu 6zellikler, PCNA’y1
hiicre proliferasyonu i¢in ideal bir belirte¢ haline getirmistir. PCNA diizeyleri,
immunohistokimyasal yontemlerle tespit edilerek hiicre ¢ogalmasi degerlendirilir.
Proliferasyonun belirlenmesi i¢cin PCNA antikoru ve histokimyasal Kkitler
kullanilarak  hiicreler boyanir; antikorlarla isaretlenmis hiicreler 151k
mikroskobunda incelenir ve rastgele segilen alanlarda proliferasyon diizeyleri
hesaplanir. Bu analiz, hiicrelerin proliferatif aktivitesini 6lgmek ve hiicresel

stiregleri anlamak i¢in 6nemli bir yontemdir.
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3

MATERYAL METOD

3.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cihazlar

Tez kapsaminda kullanilan cihazlar asagidaki gibi siralanmustir:

. Hassas Terazi — Shimadzu

. Saf Su Cihaz1 — Sartorius

. Manyetik Karistiric1 — Variomag Mono
. Vorteks — Velp Scientifica

. pH Metre - Hanna

. Ultrasonik Su Banyosu — Bandelin Sonorex
. Peristaltik Pompa — Masterflex Core Palmer
. Sonikator — Bandelin Sonoplus

. Coklu Manyetik Karistiric1 — IKA

. Santrifiij Cihaz1 — Beckman Coulter Allegra X-30 R
. UV-Vis Spektrofotometre — Shimadzu UV-1800

. Zeta Sizer — Malvern ZEN 3600 Nano ZS

. FT-IR — Thermo Scientific Nicolet iS10

. Liyafilizator — Telstar Cryodos

. Invert Mikroskop — Olympus

. CO» Inkiibator — Biosan, ES20

. Biyogiivenlik Kabini — Hedlab XPROII

. Mini Santrifiij Cihaz1 — Hermle Z 206 A

. Floresan Mikroskop — ZEISS AxioVert01
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. Elisa Reader — BioTek PowerWave XS2
. FElektroforez Tanki — Cleaver Scientific nanoPAC-300P

. Taramali1 Elektron Mikroskobu — ZEISS EVVO LS10

3.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Cozeltiler

3.2.1 Nanopartikiil Hazirlama Islemlerinde Kullanmilan Cozeltiler
3.2.1.1 Asetik Asit Cozeltisi

Hacimce %1 asetik asit ¢ozeltisi ultra saf su ile hazirlanmistir. Stok olarak 50 ml
%1°lik asetik asit ¢ozeltisi hazirlamak amaci ile 50 ml saf su silifli balona meziir
yardimi ile Ol¢iilerek eklenmistir. Ardindan cam pipet ile 0,5 ml asetik asit 6lgtlilerek

silifli balona eklenerek manyetik karistiricida tam karigsma saglanmistir.
3.2.1.2 Kitosan Cozeltisi

Diisiik molekiil agirlikli kitosan ve hazirlanmis olan %1°lik asetik asit ¢ozeltisi
kullanilarak stok halde 50 ml 4 mg/ml konsantrasyonda ¢6zelti hazirlanmistir. 200
mg diisiik molekiil agirlikli kitosan tartilarak behere alinmis ve ilizerine 50 ml
%1’lik asetik asit c¢ozeltisi eklenmistir. Manyetik balik yardimi ile manyetik
karistiricida 1s1 olmaksizin bir gece karisma saglanmistir. Homojen hale gelen
kitosan ¢ozeltisi 1 N NaOH ve 1 N HCI kullanilarak 4,8 pH’a ayarlanmistir. 4,8

pH’a ayarlanan 4 mg/ml kitosan ¢ozeltisi 0,45 um siringa filtresi ile filtrelenmistir.
3.2.1.3 TPP Cozeltisi

2 mg/ml konsantrasyondaki TPP ¢ozeltisi ultra saf su stok olarak 10 ml
hazirlanmistir. 10 ml TPP ¢ozeltisi i¢in 20 mg TPP tartilmis ve behere alinmus,
ardindan behere 20 ml ultra saf su eklenmis ve manyetik karistirici ile tam karigma
saglanmistir. Elde edilen 2 mg/ml konsantrasyondaki homojen TPP ¢ozeltisi 0,22

um siringa filtresi ile filtrelenmistir.
3.2.2 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler
3.2.2.1 DMEM/F12 Besiyeri Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen besiyeri igerisine, toplam hacmin %1'i oraninda 200 mM

Penisilin-Streptomisin ve L-Glutamin ilave edildi. L929 Fibroblast hiicreleri igin
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%10 FBS eklenmistir. Hiicre kiiltiirli caligmalari sirasinda bu tamamlanmis besiyeri

kullanilmistir.
3.2.2.2 Hiicre Dondurma Soliisyonu Hazirlanmasi

Hiicre dondurma soliisyonu, %90 tamamlanmis besiyeri ve %10 DMSO igerecek
sekilde hazirlanmistir. Bu soliisyon, kii¢lik hacimlere boliinerek stoklanmis ve -

20°C’de saklanmuistir.
3.2.2.3 MTT Soliisyonu Hazirlanmasi

MTT soliisyonu, 0,6 mg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde hazirlanmistir.
Bunun i¢in, 6 mg MTT molekiilii 10 ml PBS’te ¢oziilerek filtreden gegirilmistir.

Hazirlanan soliisyon, +4°C’de karanlik bir ortamda saklanmuistir.

3.3 Deneysel Metotlar

3.3.1 H. italicum Ekstraktlarinin Elde Edilmesi ve Kalibrasyon Egrileri

Kuru formda aktardan temin edilen H. italicum bitkisinin ¢i¢gek kisimlarindan
soxhlet ekstraksiyonu, siiper kritik CO> ekstraksiyonu ve su buhari distilasyonu

olacak sekilde 3 farkli metot ile ekstraktlar elde edilmistir.

Soxhlet ekstraksiyonu: Soxhlet aparatinin igine sikigtirilmis bir bigimde temin

edilen bitki yerlestirilmistir. Bitki materyali ekstraksiyon aparatinin yaklasik iicte
birini dolduracak sekilde ayarlanmistir. Organik ¢oziici olarak etanol tercih
edilmistir. Coziicli uygun bir konsantrasyonda ayr1 bir kapta hazirlanmistir. Soxhlet
aparatinin ist kismina kondansator takilmistir ve alt kisimdaki rezervuara
hazirlanan ¢oziicti doldurulmustur. Isitict kullanilarak ekstraksiyon kabi 1sitilmig ve
¢oziliciiniin buharlagmasi saglanmistir. Buharlasan ¢oziicii, kondansator araciliiyla
sogutucuya yonlendirilmis ve yogunlasarak tekrar ekstraksiyon kabina geri
donmesi saglanmistir. Bu dongii, ¢oziiclinlin bitki materyali ile periyodik olarak
temas etmesini saglanmistir. Ekstraksiyon islemi tamamlandiginda, ¢oziicii ve bitki
materyali karisimini bir toplama kabina alinmistir. Organik ¢6ziicii, vakum altinda
buharlasarak geri kazanilabilir veya daha fazla isleme tabi tutulabilir. Elde edilen
ekstrakt, istenilen analizler veya uygulamalar i¢in uygun saklama kosullarinda

muhafaza edilmistir.
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Siiper Kkritik CO2_ile ekstraksiyonu: H. italicum bitkisinin siiper kritik CO: ile

ekstraksiyonu, bitki materyalinden hedeflenen bilesiklerin verimli ve etkili bir
sekilde ¢ikarilmasini saglayan modern bir ekstraksiyon yontemidir. H. italicum
bitkisinin kurutulmus veya taze formu aktardan temin edilmistir. SFE islemi i¢in
yiiksek basing ve yiiksek saflikta CO; kullanilmis ve CO; iireteci cihazdan temin
edilmistir. SFE cihazinda kullanilan ekstraksiyon hiicresi, bitki malzemesinin
yerlestirilecegi bir hazne icermektedir. Islem basing, sicaklik ve CO2 akis hiz1 gibi
parametreleri igermekte olup, bu parametreler ekstraksiyon verimini ve bilesiklerin
cozliniirliigiinii  etkilemektedir. H. italicum Dbitkisi ekstraksiyon hiicresine
yerlestirilmistir. CO,, yiiksek basing altinda sicakligin lizerinde tutularak siiper
kritik halde muhafaza edilmistir. Stiper kritik CO2, bitki materyalinin iginden
gecerken hedeflenen bilesikleri ¢6zmektedir. CO2'nin basincin azalmasiyla normal
haline dénmesi saglanmis, boylece ekstrakte edilen bilesikler ¢oziilmiistiir. Elde
edilen ekstrakt, uygun bir toplama kabinda toplanmis ve uygun saklama

kosullarinda muhafaza edilmistir.

Su buharn distilasyonu: H. italicum bitkisinde ugucu yag eldesi i¢in H. italicum

bitkisinin kurutulmus formunun tercih edilmesi ugucu yag ekstraksiyon islemini
kolaylastiran etmenlerden biri olmustur. Su buhar1 distilasyonu yontemi igin uygun
clevenger diizenegi hazirlanmistir. S6z konusu diizenek genellikle ugucu yag elde
etme iglemlerinde tercih edilmektedir. Cihazin su ve bitki malzemesini koyulabilen
kisimlar1 temizlenmistir. Distilasyon kabinin alt kismina bitki malzemesi su ile
temas edecek sekilde yerlestirilmistir. Distilasyon kabina uygun miktarda saf su
eklenmis, su bitki malzemesinin ugucu yagin1 buharlastirmak i¢in kullanilmustir.
Distilasyon kab1 1sitilmis ve su kaynama noktasina gelene kadar 1sitma islemi
devam ettirilmistir. Bu sirada bitki malzemesinden ugucu yag buharlagmaya
baslamistir. Buharlasan su ve ucucu yag buharlari, distilasyon kabinda ayri
kisimlara yonlendirilmektedir. Bu kisimlarda, buharlarin yogunlasmasi ve tekrar
stviya doniismesi saglanmistir. Elde edilen s1vi, ugucu yag ve hidrodistilasyon suyu
karisimini icermektedir. Bu karisimdan, su ve yagin ayrilmasi i¢in, ayirma hunisi
kullanilmistir. Elde edilen ugucu yag uygun bir koyu renkli cam siseye aktarilip;
serin, kuru ve 1siktan uzak bir yerde muhafaza edilmistir. Agiklanan bu ii¢
ekstraksiyon yontemin karsilagtirilmasi segicilik, yontem gibi parametreler goz

oniinde bulundurularak tablo 3.1’de sunulmustur.
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Tablo 3.1 SHX, SFE ve UY eckstraksiyonunun karsilastirilmasi

Karsilastirma Parametreleri SHX SFE uy
Yontem Geleneksel Modern Geleneksel
Coziici Organik Coziiciiler CO, Su buhari
Cevre Dostu Hayir Evet Evet
Segicilik Orta Yiiksek Orta
Termal Bozunma Olabilir Diisiik Diisiik
Islem Siiresi Uzun Kisa Orta-Uzun

3.3.1.1 Farkh Konsantrasyonlarda H. italicum Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

Tablo 3.2 Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstraktlar

Konsantrasyon Hazirlamis1
0,05 mg/ml 50 pul Ekstrakt + 950 ul EtOH
0,1 mg/ml 100 pl Ekstrakt + 900 ul EtOH
0,25 mg/mi 250 pl Ekstrakt + 750 pl EtOH
0,5 mg/ml 500 ul Ekstrakt + 500 ul EtOH
0,75 mg/ml 750 ul Ekstrakt + 250 ul EtOH
1 mg/ml 1000 pl Ekstrakt

Kuru formda elde edilen tiim H. italicum ekstraktlarindan 1 mg/ml ve 0,1 mg/ml
stok  soliisyonlar  hazirlanmigtir.  Stok  soliisyon  kullanilarak  farkh

konsantrasyonlarda ekstraktlar tablo 3.2°de gosterildigi gibi hazirlanmustir.
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0,1 mg/ml stok soliisyondan farkli konsantrasyonlarda H. italicum ekstraktlarinin

hazirlanmasi tablo 3.3’te gosterilmektedir.

Tablo 3.3 0,1 mg/ml stok soliisyondan hazirlanan ekstraktlar

Konsantrasyon Hazirlamis1
0,0010 mg/ml 10 pul Ekstrakt + 990 ul EtOH
0,0025 mg/ml 25 ul Ekstrakt + 975 ul EtOH
0,0050 mg/ml 50 pl Ekstrakt + 950 ul EtOH
0,0075 mg/ml 75 ul Ekstrakt + 925 ul EtOH
0,01 mg/ml 100 ul Ekstrakt + 900 ul EtOH
0,1 mg/ml 1000 pl Ekstrakt

Suda ¢oziintirligi oldukga diisiik olan H. italicum ekstraktlarinin etanol karsi
kalibrasyon egrisi degerlerini belirleyebilmek ic¢in 0,001 mg/ml ve 0,01 mg/ml
konsantrasyonlar1 araliginda ¢6zeltiler hazirlanmistir (0,001- 0,002- 0,003- 0,004-
0,005- 0,006- 0,007- 0,008- 0,009- 0,01 mg/ml). Cozeltilere ait Amax degeri UV-Vis
spektroskopisinde belirlenerek farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltilerin UV

siddetlerinden kalibrasyon egrileri hazirlanmistir.
3.3.2 H. italicum Ekstraktlarimin Karakterizasyonu
3.3.2.1 H. italicum Ekstraktlarimn UV-Vis Spektrofotometre Analizi

H. itallicum ekstraktlar1 1 mg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir. EtOH ile blank

aliarak her bir ekstrakt 6rneginin 200-800 nm araliginda spektrumu alinmastir.
3.3.2.2 H. italicum Ekstraktlarimin FT-IR Spektrofotometre Analizi

H. itallicum ekstraktlarinin icerdigi kimyasal yapiy1 ve fonksiyonel gruplar
inceleyebilmek amaci ile FT-IR spektrofotometre analizi yapilmistir. Bu analiz FT-
IR spektrofotometre cihazi kullamlarak gergeklestirilmistir. 700 ila 4000 cm

araliginda degisen FT-IR spektrumlar1 elde edilmistir.
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3.3.2.3 H. italicum Ekstraktlarinin DPPH Antioksidan Aktivite Analizi

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) analizi bitki ekstrakti i¢in en yaygin kullanilan
antioksidan aktivite ol¢lim analizidir. Bu analizde, zayif AH bagina sahip bir
molekiil veya antioksidan stabil bir serbest radikal DPPH ile reaksiyona girerek
molekiiliin renginin degisimine neden olmaktadir. Serbest radikal DPPH, 517
nm'de giiclii bir absorbans saglayarak, mor bir renk elde etmek icin tek bir
elektronla etkilesime girmektedir. H. itallicum ekstraktlarinda bulunan antioksidan,
daha diistik hidrojen miktari nedeniyle DPPH'dan daha diisiik absorbansa sahip olan
DPPH-H'yi olusturmak {izere DPPH ile reaksiyona girmektedir (sekil 3.1).

RS

)
A-H NH +
O;N NO; O3N NO2
NO; NO;
DPPH DPPH-H

Sekil 3.1 DPPH’in zay1f A-H ile reaksiyonu sonucunda DPPH-H’1n eldesi

DPPH-H formuna kiyasla radikaldir ¢iinkii emilen elektron sayisi arttikga renk
bozulmasina veya sar1 bir renk meydana gelmesine neden olmaktadir. Renk

giderme asamasi, indirme kapasitesini 6nemli dl¢iide etkilemektedir.

Sekil 3.2 H.itallicum ekstraktlarinin antioksidan aktivite analizi i¢in kullanilan 96

kuyulu mikroplaka

47



Tablo 3.4 96 kuyulu mikroplakaya bilesenlerin yerlesim semasi

0,0010 | 0,0025 | 0,0050 | 0,0075 | 0,01 | 005 | 01 | 025 | 05 | 075 | 1
SXH | SXH | SXH | SXH | SXH | SXH | SXH | SXH | SXH | SXH | SXH
+ + + + + + + + + + +
EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH
SXH | SXH | SXH | SXH | SXH | SXH | SXH | SXH | SXH | SXH | SXH
+ + + + + + + + + + +
DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH
UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+
EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH
UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+ | UY+
EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH
SFE+ | SFE+ | SFE+ | SFE+ | SFE+ | SFE+ | SFE+ | SFE + | SFE + | SFE + | SFE +
EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH | EtOH
SFE+ | SFE+ | SFE+ | SFE+ | SFE+ | SFE+ | SFE+ | SFE + | SFE + | SFE + | SFE +
DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH | DPPH

K: kontrol, SXH: soxhlet, UY: su buhar: distilasyonu, SFE: stiper kritik ekstraksiyon

DPPH analizi i¢in takip edilen ayrintili adimlar su sekildedir: DPPH ile

numunelerin hazirlanmasinda 100 pL numune ve 100 uL DPPH ¢ozeltisi

kullanilmistir. Etanol ile numunelerin hazirlanmasinda ise 100 L numune ve 100

uL etanol kullanilmis, sekil 3.2°de ve tablo 3.4’te goriildiigii gibi 96 kuyulu

mikroplakaya yerlestirildikten sonra karanlik ortamda 30 dk bekletilmistir.

Sonrasinda 517 nm’deki absorbans degerleri okundu ve antioksidan aktivitesi

esitlik 3.1’deki denklem kullanilarak hesaplanmustir.

% Antioksidan Aktivite

[(Ak - A8)/Ak]x100

(3.1)

Ax: Kontrol numunesinin absorbans degeri- As: Numunenin absorbans degeri
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3.3.3 Tlyonik Jelasyon Yéntemi ile Bos Kitosan Nanopartikiil Sentezi

Tez ¢alismasinda kullanilan kitosan nanopartikiiller iyonik jelasyon metodu ile
sentezlenmistir. Kitosan nanopartikiil sentezine baslamadan once gerekli sollisyon
ve ¢dzeltiler hazirlanmustir. Oncelikle hacimce %]1°lik asetik asit ¢zeltisi distile su
kullanilarak hazirlanmis ve asetik asit ¢ozeltisi ¢oziicli olarak kullanilarak 4 mg/ml
konsantrasyonda diisiik molekiil agirlikli kitosan ¢ozeltisi hazirlanmistir. Homojen
yapinin olugmasi amaci ile asetik asit 60 °C’ye 1sitilmis ve karigsma bir gece 750
rpm’de manyetik karistirici lizerinde devam ettirilmistir. Homojen yapida olan
kitosan- asetik asit soliisyonun pH’1 3,8 olarak belirlenmis ve 1 N NaOH soliisyonu
kullanilarak pH 4.8’e yiikseltilmistir. pH’1 6l¢iilen ¢ozelti 0,45 pm’lik siringa

filtresi ile filtrelenmistir.

Bir diger hazirlhik asamasi ¢apraz baglayict ¢ozeltisi hazirlamasidir. Capraz
baglayict ¢ozeltisi i¢in distile su ile 4 mg/ml’lik TPP ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Manyetik karistirict tizerinde ¢oziinmesi saglanan TPP ¢ozeltisi 0,22 um’lik siringa
filtresi ile filtrelenmis, 4 mg/ml konsantrasyonda asetik asit kullanilarak hazirlanan
kitosan ¢oOzeltisi su dolu buz banyosuna koyulmus ve sonikasyon islemi
uygulanmstir. Sonikasyon islemi %80 giicte 5 dakika siirdiiriilmiistiir. Islem
sirasinda, 4 mg/ml konsantrasyonda 2 ml filtrelenmis TPP ¢o6zeltisi enjektor

yardimi ile damlatilarak 10 ml kitosan ¢ozeltisine eklenmistir.

Sonikasyon altinda 5 dakikalik muamele bittikten sonra sollisyon manyetik
karistirict iizerinde 1000 rpm’de, 1 saat karismaya birakilmigtir. 1 saatlik
nanopartikiil olusum agamas1 tamamlandiktan sonra 4100 rpm’de 30 dakika 4 °C’de
santrifiij islemine tabi tutulmugtur. Sentezlenen nanopartikiillerin yer aldig1 pellet
kisim ayrilmig ve diger ¢alismalar igin siipernatant kisim falkonlarda muhafaza
edilmistir. Stabilizasyon i¢in ayrilan pellet kisma liyofilizasyon iglemi uygulanmas.
Liyofilizasyon islemi i¢in kitosan nanopartikiil sentezlendikten sonra -20 °C’de

dondurulmustur. Ardindan liyafilizator ile toz formuna getirilmistir.

3.3.4 1lyonik Jelasyon ile H. italicum Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin

Sentezi

H. italicum enkapsiile edilmis kitosan nanopartikiiller de iyonik jelasyon metodu
ile sentezlenmistir. Oncelikle hacimce %1°lik asetik asit ¢dzeltisi distile su

kullanilarak hazirlanmis, asetik asit ¢ozeltisi ¢oziicii olarak kullanilarak 4 mg/ml
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konsantrasyonda diisiik molekiil agirlikli kitosan ¢ozeltisi elde edilmistir. Homojen
yapinin olugsmasi amaci ile asetik asit 60 °C’ye 1sitilmis ve karisma bir gece 750
rpm’de manyetik karistirici lizerinde devam ettirilmistir. Homojen yapida olan
kitosan- asetik asit soliisyonun pH’1 3,8 olarak belirlenmis ve 1 N NaOH ve 1 N
HCI ile 4.8’¢ yiikseltilmistir. pH’1 dlgtlilen ¢ozelti 0,45 pm’lik siringa filtresi ile
filtrelenmistir. Filtreleme isleminin ardindan SHX, SFE ve UY yontemleri ile elde
edilen H. italicum ekstraktlar1 ¢oziicii olarak etanol ile seyreltilerek ¢ozeltiye
eklenmistir. Her bir ekstrakt igin nanopartikiill sentez prosesi ayri ayri

uygulanmustir.

Bir diger hazirlik asamasi ¢apraz baglayici ¢ozeltisi hazirlamaktir. Capraz baglayici
¢ozeltisi igin distile su le 4 mg/ml’lik TPP ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Manyetik
karistirici lizerinde ¢oziinmesi saglanan TPP ¢ozeltisi 0,22 pm’lik siringa filtresi ile
filtrelenmis, 4 mg/ml konsantrasyonda asetik asit kullanilarak ve 6lmez otu
hazirlanan kitosan ¢ozeltisi su dolu buz banyosuna koyulmus ve sonikasyon islemi
uygulanmistir. Sonikasyon islemi %80 giicte 5 dakika siirdiiriilmiis islem sirasinda,
4 mg/ml konsantrasyonda 2 ml filtrelenmis TPP ¢ozeltisi enjektor yardimi ile

damlatilarak kitosan ¢ozeltisine eklenmistir.

Sonikasyon altinda 5 dakikalik muamele bittikten sonra soliisyon manyetik
karistirict lizerinde 1000 rpm’de, 1 saat karigmaya birakildi. 1 saatlik nanopartikiil
olusum asamas1 tamamlandiktan sonra 4100 rpm’de 30 dakika 4 °C’de santrifiij
edildi. H. italicum ekstrakt: yiiklii nanopartikiillerin yer aldig1 pelet kisim ayrildi ve
diger ¢alismalar igin siipernatant kisim muhafaza edildi. Stabilizasyon igin ayrilan
pellet kisma liyofilizasyon islemi uygulanmustir. Liyofilizasyon islemi igin kitosan
nanopartikiil sentezlendikten sonra -20 °C’de dondurulmustur. Ardindan

liyafilizator ile toz formuna getirildi.
3.3.5 Bos ve Ekstrakt Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Nanopartikiillerin karakterizasyonu igin ¢esitli yontemler kullanilmistir. UV-Vis
spektroskopisi indirekt bir yontem olarak, hazirlanan nanopartikiillerin
enkapsiilasyon etkinligi ve ilag ylikleme kapasitelerini hesaplamak igin
kullanilmistir. Zeta 6l¢iim cihazi ile yapilan analizler nanopartikiillerin boyutunu,
dagilimin1 ve zeta potansiyelini belirlemek i¢in, SEM nanopartikiillerin boyut

analizi i¢in ve FT-IR nanopartikiillerin kimyasal baglarini analiz etmek igin
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kullanilmigtir. Bu karakterizasyon yontemleri, nanopartikiillerin 6zelliklerini

detayli bir sekilde degerlendirmek amaciyla uygulanmaistir.
3.3.5.1 Enkapsiilasyon Etkinliginin Hesaplanmasi

H. italicum ekstraktlar1 yiiklii nanopartikiillerin igerisine yiiklenen etken madde
miktarini belirlemek i¢in enkapsiilasyon etkinligi hesaplamasi gerceklestirilmistir.
S6z konusu hesaplama H. italicum ekstraktlarmin tasiyict  igindeki
konsantrasyonlari ile baslangi¢ maddesinin konsantrasyonlar1 arasindaki fark ile

hesaplamistir.

Santrifiij ile ¢oktiirme ve su ile nanopartikiillerin yikanmasi islemleri sonrasinda
elde edilen iist fazlar (siipernatant) toplanarak UV-Vis spektroskopisinde 6lgiim
alind1. Olciim sonucunda iist fazda bulunan H. italicum ekstrakt miktar1 belirlenmis
boylelikle nanopartikiil igerisine yiiklenmemis olan ekstrakt miktar1 hesaplanmaistir.
Belirlenen miktar baslangigtaki ekstrakt miktarindan ¢ikarilmak suretiyle

enkapsiile edilen madde miktar1 belirlenmistir.
Enkapsiilasyon etkinligi (%EE) esitlik 3.2°de verilen denklem kullanilarak

hesaplanmuistir:

Baslangic etken madde miktart (mg)—Serbest etken madde mktarit (m,
WEE = 100 Xx 22tangss 9) ng) (3.2)

Serbest etken madde miktari (mg)

Enkapstilasyon etkinligini hesaplamak i¢in kullanilan yukarida gdsterilen formiilde
belirtilen baglangi¢ etken madde miktari, nanopartikiillerin hazirlanmasi sirasinda
kullanilan toplam H. italicum ekstraktinin miktarini ifade etmektedir; serbest etken
madde miktar1 ise nanopartikiillerin enkapsiile edemedigi veya serbest kalan H.

italicum ekstraktlarinin miktarim temsil etmektedir.
3.3.5.2 Reaksiyon Veriminin Hesaplanmasi

Nanopartikiil sentezi islemi esnasinda kullanilan kati madde miktar1 gerekli
Olctimler alinarak kaydedilir ve sentez sonunda liyafilizatorde kurutularak elde
edilen kitosan nanopartikiil miktarina oranlanarak reaksiyon veriminin

hesaplanmasi saglanir.
Reaksiyon verimi (%RV) esitlik 3.3’te  belirtilen denklem kullanilarak

hesaplanmastir:

Sentezlenen nanopartikil miktart (mg) (3 3)

%RV = 100X

Sentezde kullanilan polimer miktari (mg)+Etken madde iktart (mg)

o1



3.3.5.3 lla¢ Yiikleme Kapasitesinin Hesaplanmasi

Nanopartikiil sentezi tamamlandiktan sonra santriflij islemine maruz birakilan
sentez sollisyonunun iist fazi kullanilarak ilag yiikleme kapasitesi hesaplanmistir,
s0z konusu hesaplama islemi indirekt bir hesaplamadir. Sentez sonucu iist fazlarin
toplanmasi sonucunda UV-Vis spektroskopisi ile enkapsiile edilen madde miktart,
liyafilizatorden alinan kitosan nanopartikiillere oranlanarak ilag ylikleme kapasitesi

belirlenmistir.

Ilag yiikleme kapasitesi (%DL) esitlik 3.4’deki kullanilarak hesaplanmugtir:

Enkapsile edilen etken madde mktarit (mg) (3 4)
Elde edilen kati nanopartikil miktarit (mg) '

%DL = 100 X

3.3.5.4 Nanopartikiil Boyutunun Belirlenmesi ve Zeta Potansiyelinin

Hesaplanmas

Nanopartikiillerin ortalama pargacik boyutu (Z-Ave), zeta potansiyeli ve
polidispersite indeksi (PDI) degerleri dinamik 1sik sa¢ilim yontemi ile
belirlenmistir. Bu analizler, 4,0 mW giiclinde ve 633 nm dalga boyunda He-Ne lazer
lambasi ile donatilmis bir Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK) cihazinda
gergeklestirilmistir. Olgiimler, 0.8872 cP viskozite ve 1.330 kirilma indeksi
degerleri kullanilarak, +0,1 °C hassasiyetle 25 °C'de yapilmustir.

3.3.5.5 SEM Analizi

Nanopartikiillere ait yiizey morfolojisi ve sekillerin belirlenmesi amaciyla, Carl-
Zeiss EVO LS10 taramali elektron mikroskobu kullanilarak SEM analizi
gerceklestirildi. Analiz Oncesinde, nanopartikiillere yiikksek vakum altinda altin
kaplamas: yapilmistir. Bu iglem, elektron 1gininin yiizeyden daha iyi yansimasini
saglamak icin yapilmistir. Nanopartikiiller, 5 kV hizlandirma voltaji ve 60.000X
biiyiitme ile detayli bir sekilde incelendi. Ek olarak, goriintiilerin kalitesini ve
¢Oziiniirliglinlii artirmak icin c¢esitli kontrast ayarlari ve odaklama teknikleri
kullanilmistir. Bu yontem, nanopartikiillerin yiizey 6zelliklerini ve morfolojilerini

yuksek dogrulukla degerlendirmek igin en sik tercih edilen yontemdir.
3.3.5.6 FT-IR Analizi

H. italicum ekstraktlari, kitosan polimeri ve H. italicum ekstraktlar1 yiiklii polimerik

nanopartikiillere ait fonksiyonel gruplarin tayini Thermo Scientific Nicolet iS10
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cihazi, ATR (Attenuated Total Reflectance) modunda gergeklestirilmistir. 700 ile

4000 cm™* arasinda degisen FT-IR spektrumlari alinmustir.
3.3.6 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ATCC’den L929 Fibroblast (ATCC-CCI-01) hiicre
hatlar1 temin edilmistir. 1929 Fibroblast hiicreleri sivi azotta dondurularak
saklanmaktadir. L929 hiicre hatlar1 deneysel ¢alismaya uygun hale getirilmek icin
oncelikle s1v1 azot tankindan ¢ikarilmis ve hizli bir sekilde 37°C su banyosunda
¢oziilmeye birakilmistir. Coziinen hiicreler, 15 ml hacimde tamamlanmis besiyeri
igceren bir falkona alinmistir. Hiicrelerin bir araya gelerek toplanmasi amaci ile 1000
rpm’de 5 dakika santrifiij islemi yapilmistir ve santrifiij sonucunda meydana gelen
slipernatant kisim peletten uzaklastirilmistir; siipernatant hacmi kadar taze besiyeri
pellet tizerine eklenerek pipetaj yapilmistir. S6z konusu pipetaj islemi hiicrelerin

homojen bir sekilde dagilmasini saglamak amaci ile gergeklestirilmektedir.

Kiiltiir flaskina 5 ml besiyeri eklenerek 1x10° hiicre/ml konsantrasyonunda hiicre
siispansiyonu ilave edilmis ve hiicrelerin kiiltiir ortaminda esit yayilmasi i¢in
karistirma islemi uygulanmistir. Hiicreler 37°C, %5 CO2 ortaminda inkiibasyona

birakilmistir.

Hiicreler 151k mikroskopu ile incelenmis ve flask ylizeyinin yeterli oranda
kaplandig1 gozlemlendiginde pasajlama islemi yapilmistir. Pasaj islemi yapilmadan
once kiiltiir flaski igerisinde yer alan besiyeri uzaklastirilmis ve flask PBS tamponu
ile yikanmugtir. Yapiskan yapida olan hiicrelerin flask ylizeyinden kaldirilabilmesi
icin tripsin eklenmistir. Tripsin eklendikten sonra yilizeyden ayrilan hiicreler;
besiyeri eklenerek tamamlanan bir falkon tiipiine aktarildiktan sonra 1000 rpm’de
5 dakika santrifiij islemine maruz birakilmigtir. Santrifiij isleminin ardindan
pelletten ayrilan siipernatant falkon igerisinden uzaklastirilmistir. Pellet {izerine ise
besiyeri eklenerek kalan hiicrelerin homojen dagilim gdstermesi saglanarak yeni
flaska aktarilmis, yeni kiiltiir flasklar1 37°C, %5 CO2 ortaminda inkiibasyona

birakilarak kiiltiire devam edilmistir.
3.3.6.1 Hiicre Sayimi

Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda pasaj islemi sirasinda hiicre pelletinden sayim
gerceklestirilmistir. Hiicre saymmi i¢in, eppendorf tiip igerisine besiyeri ile

karistirilmis olan siispanse hiicrelerden 20 pl alinmis ve tizerine 20 pl tripan mavisi
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boyasi eklenerek (1:1 oraninda) hafifce pipetaj yapilmistir. Boya ve hiicre karigimi,
Thoma laminda bulunan sayim alanlarina aktarilmig, 151k mikroskobu altinda
yapilan incelemede, canli hiicreler renksiz, o6lii hiicreler ise mavi olarak
gozlemlenmistir. ilgili alanlardaki canli hiicre sayis1 belirlendikten sonra hiicreler,
yeni flasklara 1x10° hiicre/ml yogunlugunda eklenmistir. Thoma laminda hiicre

sayimi1 yapilirken, 6lii ve canli hiicrelerin sayilar1 kaydedilmistir.

Sekil 3.3 Tripan mavisi ile canlilik tespiti, Thoma laminda hiicre sayimi1

1 ml kiiltiir ortaminda bulunan hiicre sayis1 esitlik 3.5’teki denklem kullanilarak

hesaplanmaktadir.
Hiicre sayist = A x DF x 10* (3.5)

A: Thoma laminin her bir karesinde sayilan ortalama canli hiicre sayisini,

DF: Thoma lamma koymadan oOnce tripan mavisi ile karistirilan hiicre

stispansiyonunun “diliisyon faktoriinii” temsil etmektedir.
3.3.6.2 MTT Yontemi ile Sitotoksisite Analizi

Farkli konsantrasyonlardaki H. italicum ekstraktlart ve ekstrakt yiiklii
nanopartikiiller 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar sonrasinda MTT sitotoksisite analizi
icin L929 Fibroblast hiicre hatlarina uygulanmistir. Sitotoksisite analizi i¢in 2 adet
96 kuyucuklu steril pleyt kullanilmis ve tiim kuyucuklara 10* hiicre/ml
konsantrasyonda hiicreler eklenmistir. Prolifere olmasi amaci ile 24 saat
inkiibatorde birakilan hiicreler morforlojik olarak incelenmis ve sitotoksite

analizleri yapilmak ftizere H. italicum ekstraktlari ve optimizasyonu saglanmis
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ekstrakt yiiklii nanopartikiiller L9209 hiicre hattina uygulanmak tizere 1- 10- 25- 50-
100- 250- 500 pg/ml konsantrasyonlarda 1.929 hiicre hattina uygulanmistir. Kontrol

grubu olarak belirlenen hiicrelere herhangi bir etken madde eklenmemistir.

24. ve 48. saatlerde pleytte yer alan kuyucuklardan besiyeri ¢ekilmis ve 50 ul MTT
soliisyonu eklenerek 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon islemi sona
erdiginde eklenmis olan MTT soliisyonu mikropipet yardimi ile geri toplanmis ve
yerine 100 ul DMSO eklenmistir. Elisa okuyucu cihazinda 570 nm dalga boyunda

spektrofotometrik olarak absorbans 6l¢timii 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

Gergeklestirilen Olgtimlerin her biri igin % canlilik orant hesaplanmustir.
Hiicrelerdeki canlilik oraninin %50’den daha diisiik olmasi1 maddenin hiicreler igin
toksik oldugunu gostermektedir. S6z konusu hesaplamanin yapilabilmesi i¢in

esitlik 3.6’daki denklem kullanilmaktadir:
%Canlilitk = 100 X ODs74./0Ds70p (3.6)

ODs70e : 570 nm’de 6rneklerin verdigi absorbans degeri
ODs70b: 570 nm’de kontrol grubunun verdigi absorbans degeri.
3.3.6.3 Yara Iyilesmesi Analizi

Yara iyilesme analizi, hiicre goglinii incelemek i¢in tez kapsaminda
gerceklestirilmistir. Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda 24 steril kuyucuklu pleytlere
yuvarlak lameller (cover slip) yerlestirilmis ve her bir lamel iizerine 10° hiicre/ml
konsantrasyonunda 50 pL L929 hiicreleri ekilmistir. Hiicrelerin lamellere
yapismasi i¢in 20-30 dakika inkiibasyona birakilmistir. Ardindan, her kuyucuk
tizerine 450 pL besiyeri eklenmis ve hiicreler 24 saatlik inkiibasyona alinmaistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda, her kuyunun ortasindan steril bir pipet ucu ile bir ¢izik
cekilerek hiicresiz bir alan olusturulmustur. Bu ¢izik, hiicrelerin go¢ ederek boslugu
doldurmasim1 ve yarayr kapatmasint gozlemlemek amaci ile meydana
getirilmektedir. Hiicreler, MTT testi sonu degerlerine gore belirlenmis 1Cso
degerlerinde H. italicum ekstraktlar1 ile muamele edilmistir. Hiicrelerdeki yaranin
kapanma miktar1 belirli saat araliklarinda fotograflanarak kontrol grubu ile
karsilagtirillmistir. Bu siireg, hiicre gogiiniin dolayisiyla yara iyilesme kapasitesinin

degerlendirilmesini saglamaktadir.
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3.3.6.4 PCNA Analizi

L.929 hiicrelerinin proliferasyon diizeyleri, PCNA antikoru ve Invitrogen Histostain
Plus Broad Spectrum Kiti (Cat: 85-9043) kullanilarak immunohistokimyasal
yontemle belirlenmistir. Calismada kullanilan hiicreler metanol ile fikse edildikten
sonra, her bir drnek 5 dakika boyunca PBS ile yikanmistir. Yikama islemi
sonrasinda orneklere bloklama soliisyonu ilave edilerek oda sicakliginda 20 dakika
inkiibe edilmis, bloklama isleminin ardindan her bir 6rnege 1/150 oraninda PBS
igerisinde hazirlanmigs PCNA primer antikoru eklenmistir ve oda sicakliginda 2 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda ornekler, 5 dakika
boyunca tli¢ kez 1x PBS ile yikanmis bdylelikle fazla antikorun uzaklagtirilmasi

saglanmistir.

Yikama isleminden sonra, drneklere biyotinlenmis sekonder antikor uygulanmis ve
oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir. Sekonder antikor baglanmasinin
ardindan ornekler tekrar 5 dakika boyunca li¢ kez 1x PBS ile yikanmistir. Bu iglemi
takiben Streptavidin-Peroksidaz (HRP) uygulanmis ve 6rnekler oda sicakliginda 20
dakika inkiibe edilerek tekrar 1x PBS ile ii¢ kez yikanmistir. Son asamada,
orneklere AEC (3-Amino-9-etilkarbazol) kromojeni ilave edilerek 10-20 dakika
boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmis ve PCNA ile isaretlenen hiicrelerin

boyanmasi saglanmigtir.

Reaksiyon, musluk suyu ile durdurularak boyanmamig hiicreleri ayirt edebilmek
amaciyla hematoksilen ile zit boyama yapilmistir. Hazirlanan 6rnekler, lameller
tizerine kapatma medyumu ile sabitlenerek edilerek 1s1k mikroskobunda
incelenmistir. Mikroskobik degerlendirme, rastgele segilen 10 farkli alanda
gerceklestirilmis ve isaretlenmis (pozitif) ve isaretlenmemis (negatif) hiicrelerin

sayimi yapilarak proliferasyon diizeyleri hesaplanmaistir.
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A

BULGULAR

4.1 H.italicum Ekstraktlarimin UV-Vis Spektrofotometre Analizi

Sonuclar1 ve Kalibrasyon Egrileri

1-10 pg/ml konsantrasyonlar1 araliginda seri ¢ozeltiler hazirlanmistir. Cozeltiye ait
Amax degeri UV-Vis spektroskopisinde 332 nm olarak belirlendi ve belirlenen dalga
boyunda farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltilerin UV siddetleri Olciilerek
kalibrasyon egrileri hazirlanmistir. S6z konusu uygulama ti¢ farkli ekstraksiyon
yontemi ile elde edilen ektraktlar i¢in ayr1 ayri gerceklestirilmistir. Sekil 4.1°de ii¢
farkli yontem ile elde edilen ektraktlarin karsilastirilmali olarak 332 nm’de UV
spekturumlar1 absorbans-dalga boyu grafigi ile gosterilmektedir. S6z konusu
olgtimde H. italicum ekstraktlari suda diisiik ¢6ziiniirliige sahip oldugu i¢in kontrol
¢oziiciisii etil alkol olarak belirlenmistir.

SFE

2,0
SHX

uy

1,51

1,0

Absorbans

0,5

0,0 T T I

200 300 400 500 600
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1 Ug farkl1 ydntem ile elde edilen ektraktlarin karsilastiriimali olarak 332

nm’de UV-Vis spekturumlari absorbans-dalga boyu grafigi

Literatiire uygun olarak H. italicum ekstraktlari ile hazirlanan ¢6zeltilerin Amax= 332
nm degeri 6l¢lim parametresi olarak kabul edilmis ve her bir ekstraktin kalibrasyon

egrisi olusturulmustur. Soxhlet ekstraksiyon sonucu elde edilen H. italicum
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ekstraktinin 332 nm dalga boyunda UV-Vis spektrometre kullanilarak olusturulan

kalibrasyon egrisi sekil 4.2’de sunulmustur.

Absorbans Degeri (abs)

0,12 =
- K
0,1 - ..._..-
- s
0,08 = ’
0,06 ] e
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0,04 I
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0,02 e R2=0,9954
- .‘Q'
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Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.2 Soxhlet ekstraksiyon sonucu elde edilen H. italicum ekstraktinin

kalibrasyon egrisi

Stiper kritik CO2 ekstraksiyonu sonucunda elde edilen H. italicum ekstraktinin 332

nm dalga boyunda UV-Vis spektrofotometre kullanilarak olusturulan kalibrasyon

egrisi sekil 4.3’te sunulmustur.
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Sekil 4.3 Siiper kritik CO2 ekstraksiyonu sonucunda elde edilen H. italicum

ekstraktinin kalibrasyon egrisi
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Su buhart distilasyonu sonucunda elde edilen H. italicum ugucu yagmin 332 nm

dalga boyunda UV-Vis spektrofotometre kullanilarak olusturulan kalibrasyon

egrisi sekil 4.4’te sunulmustur.
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Sekil 4.4 Su buhari distilasyonu sonucunda elde edilen H. italicum ugucu yagimin
kalibrasyon egrisi

4.2 H. italicum Ekstraktlarmin FT-IR Analizi Sonug¢lar:

Sekil 4.5°te siiper kritik CO> ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktlara iligskin

FT-IR grafigi sunulmustur.
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Sekil 4.5 H. italicum’un siiper kritik CO> ekstraksiyonu sonucu elde edilen

ekstraktlarin FT-IR analiz sonucu
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2928,41 cm™ dalga sayisinda belirgin bir pik, genellikle alkil gruplarina ait C-H
gerilme titresimlerini isaret etmektedir. 2017,28 cm™ dalga sayisindaki pik ise daha
az yaygin bir titresim bolgesine denk gelmekte olup, karbon-karbon (C=C) veya
karbon-azot (C=N) ii¢lii baglarinin varligini gostermektedir. 1650-1550 cm™ dalga
sayilar1 arasinda yer alan bolge, C=C c¢ift baglarimin (alkenler) veya aromatik
bilesiklerin titresimlerine karsilik gelmektedir. Ayrica, 1165-1030 cm™! araliginda
goriilen pikler, C-O baglarmin (alkoller ve eterler) veya bazi C-N baglarinin
titresimleri ile iliskilendirilebilmektedir. 804,47 cm™ dalga sayisindaki pik ise
aromatik halkalarin veya benzen benzeri yapilarin titresim bolgelerine isaret
etmektedir. Spektrumda goriilen bu 6zellikler, numunede alkil gruplarinin (C-H
gerilme titresimleri), karbon-karbon veya karbon-azot ti¢lii baglarinin, aromatik
bilesiklerin ve oksijen veya azot igeren fonksiyonel gruplarin (C-O ve C-N baglari)
varligin1 gostermektedir. H. italicum'un siiper kritik CO> ekstraktinin FT-IR
spektrumu; lipidler, fenolik bilesikler, flavonoidler, terpenoidler ve nitril veya alkin
tiirevleri gibi cesitli biyoaktif bilesenlerin varligin1 gostermektedir. Bu bilesenler,
bitkinin antioksidan, antienflamatuar veya antimikrobiyal o&zelliklerini
aciklayabilmektedir. Ozellikle, aromatik bilesikler ve C-O titresimlerinin varlig,
ekstraktin biyoaktif 6zelliklere sahip olabilecek esterler, fenoller ve flavonoidler

icerdigini diislindiirmektedir.
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Sekil 4.6 H. italicum 'un sohxlet eksraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktlarin FT-

IR analiz sonucu
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Sekil 4.6’da sunulan FT-IR grafigi H. italicum’un soxhlet ekstraksiyonu sonucunda
elde edilen ekstraktina aittir. Spektrumda 3703,83 — 3270,60 cm™! arasinda genis
bir bant gozlenmektedir ve bu bolge, genellikle hidroksil gruplarina (O-H) isaret
etmektedir. Bu pikler, fenolik bilesiklerin, alkollerin veya su igeriginin varhigiyla
iliskilidir. H. italicum’da yaygin olarak bulunan flavonoidler ve fenolik yapilar bu
titresimlerle uyumludur. Ayrica, 2920,40 cm™ ve 2850,17 cm™ bolgelerinde
belirgin pikler, metil (-CHs) ve metilen (-CH2-) gruplarma ait C-H gerilme
titresimlerini gostermektedir. Bu bulgu, bitkide bulunan terpenoidler gibi alifatik
bilesiklerin varligin1 destekler niteliktedir. 1650,66 cm™ civarindaki pik, karbonil
gruplarii (C=0) temsil etmektedir ve esterler, ketonlar veya flavonoid tiirevlerinde
sikga goriilmektedir. Bu, H. italicum'un soxhlet ekstraktinda karbonil igeren
biyoaktif bilesiklerin varligia isaret etmektedir. 1590,64 cm™ ve 1505,10 cm™
bolgelerindeki pikler ise aromatik halkalarin titresimleriyle iliskilidir. Flavonoid ve
fenolik bilesiklerin aromatik yapilari bu bolgede pik vermektedir. 1164,42 cm™ ve
1033,40 cm™ bolgelerinde goriilen pikler, C-O gerilme titresimlerini temsil
etmektedir. Bu titresimler alkoller, eterler ve esterlerin varligini géstermektedir. Bu
durum, soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen ugucu bilesenler ve fenolik yapilarla
uyumlu bir bulgudur. Ek olarak, 804,21 cm™ bolgesindeki pik, aromatik C-H dis
diizlem biikiilme titresimlerine isaret eder ve aromatik yapilarin varligim

dogrulamaktadir.

Sekil 4.7 H. italicum’un su buhar distilasyonu sonucu elde edilen ugucu yaginin

FT-IR analiz sonucu
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Sekil 4.7°de sunulan grafik H. italicum’un su buhari distilasyonu ile elde edilen
ucucu yagina ait bir FT-IR grafigidir. 2924,45 cm™ ve 2850,16 cm™ bolgelerinde
goriilen pikler, metil (-CHs) ve metilen (-CH2-) gruplarma ait C-H gerilme
titresimlerini temsil etmektedir. Bu pikler, ugucu yaglarda siklikla bulunan
terpenoid yapilar (monoterpenler ve seskiterpenler) ile iliskilidir. 1711,08 cm™
bolgesinde goézlemlenen pik ise esterler veya ketonlar gibi karbonil igeren
bilesiklerin varligina isaret eder. Karbonil gruplar, 6zellikle oksijenli
terpenoidlerde yaygin olarak goriilmektedir. 1642,57 cm™ bolgesindeki pik, C=C
cift baglarmin gerilme titresimlerini temsil eder ve terpenoid yapilarin alken icerigi
ile uyumludur. Ayrica, 1462,45 cm™ ve 1377,41 cm™ bolgelerinde metil ve metilen
gruplaria ait biikiilme titresimleri tespit edilmistir. Bu pikler, ugucu yaglarin
hidrokarbon yapilar agisindan zengin oldugunu dogrular niteliktedir. 1217,31 cm™
ve 1162,74 cm™! bolgelerinde yer alan pikler, C-O gerilme titresimlerine karsilik
gelmektedir. Bu titresimler, ester ve hidroksil gruplari igeren oksijenli bilesiklerle
iligkilidir. 880,89 cm™ ve 814,42 cm™ bdlgelerinde tespit edilen aromatik C-H

titresimleri, ugucu yagda aromatik bilesiklerin varligina isaret etmektedir.

4.3 H.italicum Ekstraktlarimin Antioksidan Aktivite Sonuclari

Antioksidan aktivite sonuglar1 her ekstrakt tiirii i¢in ilgili konsantrasyonlarda
gorsel, absorbans degerleri ve % antioksidan aktivite olarak asagida sekil 4.8’de
sunulmustur. Elde edilen etkin konsantrasyon (ECso) degerleri DPPH analizi
yapilan ekstraktlarin spektrofotometrik absorbanslarinda %50 azalmaya neden olan

konsantrasyonu temsil etmektedir.
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Sekil 4.8 H. italicum ekstraktlariin antioksidan aktivite-konsantrasyon grafigi
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Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda DPPH analizi ii¢ farkli yontemle elde edilen
ekstraktlarin genel serbest radikal siipiirme aktivitesinin Sl¢iilmesi amaci ile oda
sicakliginda gergeklestirilmistir. Boylelikle arzanol, tilirosid ve gnaphaliin gibi
cesitli termolabil (1siya tepki olarak bozunmaya veya degisime maruz kalan)

polifenolik bilesiklerin bozunmasi dnlenmistir.

Her ti¢ ekstrakt icin de 1-500 pg/ml konsantrasyonda ¢ozeltiler antioksidan aktivite
analizi i¢in hazirlanmis ve analiz sonucunda elde edilen absorbans degerleri
kaydedilmistir. Kaydedilen absorbans degerlerinden yola ¢ikilarak hesaplanan %

antioksidan aktivite degerleri tablo 4.1’de sunulmustur.

Tablo 4.1 H. italicum ekstraktlarinin absorbans degerlerinden yola ¢ikilarak

hesaplanan % antioksidan aktivite degerleri

1 pg/ml
10 pg/ml
25 pg/ml
50 png/ml
100 pg/ml
250 ng/ml
500 png/ml

uYy | %11,70 15,45 %21,70 | %2547 | %32,15 | %44,89 | %65,48

SHX | %17,48 21,67 %26,99 | %31,65 | %39,89 | %47,25 | %69,32

SFE | %18,16 | %2544 | %30,18 | %33,48 | %41,13 | %52,98 | %72,46

Su buhar distilasyonu sonucunda elde edilen H. italicum ugucu yagmin; 1 pg/ml
konsantrasyonda en diisiikk % antioksidan aktivite degeri olan %11,7°den, 500
png/ml konsantrasyonda en yliksek % antioksidan aktivite degeri olan %65,48’e bir

artis gosterdigi belirlenmistir.

Soxhlet ekstraksiyon sonucunda elde edilen H. italicum ekstraktinin; 1 pg/ml
konsantrasyonda en diisiik % antioksidan aktivite degeri olan %17,48’den, 500
ng/ml konsantrasyonda en yliksek % antioksidan aktivite degeri olan %69,32’ye bir

artis gosterdigi belirlenmistir.

Stiper kritik CO2 ekstraksiyonu sonucunda elde edilen H. italicum ekstraktinin; 1
png/ml konsantrasyonda en diisiik % antioksidan aktivite degeri olan %18,16’dan,
500 pg/ml konsantrasyonda en yiikksek % antioksidan aktivite degeri olan

%72,46’ya bir artis gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.9 Siiper kritik CO> ekstrakti ve ugucu yag DPPH analiz karsilastirmasi

Sekil 4.9°da siiper kritik CO, ekstrakti ve ugucu yag DPPH analiz karsilastirmasi
gosterilmektedir. Olgiim saglanan reaktifin rengindeki azalma, analiz edilen
bilesigin konsantrasyonu ve antioksidatif aktivitesi ile dogru orantili olarak
literatiirde yer almakta olup, mevcut tez ¢caligmas: kapsaminda da destekler nitelikte
sonuclar elde edilmistir. Tez calismast kapsaminda yapilan DPPH analizi ve
literatlir bilgileri 1s18inda antioksidan ozelligin diger iki ekstraksiyon iirliniine
kiyasla en yiiksek Siiper kritik CO> ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstrakta,
diger iki ekstraksiyon iiriiniine kiyasla en diisiik su buhari distilasyonu sonucunda

elde edilen H. italicum ugucu yaginda oldugu belirlenmistir.

44 H. italicum Ekstraktlarnin 1929 Hiicre Hatti Uzerinde
Sitotoksisite Analizi
Ug farkli ekstraksiyon metodu ile hazirlanan H. italicum ekstraktlar1 6rnek bir

gorintiisii sekil 4.10°da gosterilen 1929 Fibroblast hiicre hatti tizerindeki

sitotoksisite analizleri MTT testi ile gergeklestirilmistir.

Sekil 4.10 L929 Fibroblast hiicre hatt1 (x5 biiyiitme)
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H. italicum ekstraktlarinin ICso degerlerinin hesaplanmast mevcut tez kapsaminda
bir sonraki asamada gergeklestirilecek olan yara iyilesmesi testi i¢in de biiyiik 6nem
arz etmektedir. Yara iyilesmesi testinde kullanilacak olan ekstraktlarin uygulama
dozlar1 belirlenirken ICso degerinde ya da yakin bir konsantrasyonda belirlenmesi,
hiicre canliligma yiiksek diizeyde zarar vererek hiicre gociinlin incelenmesini
saglamaktadir. Boylelikle H. italicum ekstraksiyonlarinin yalnizca ekstraksiyon

uygulamasi farkliliklarinin etkisi tespit edilebilecektir.

®

Sekil 4.11 1.929 Fibroblast hiicre hattinda MTT sonucunda olusan formazan
kristal yapilar1 (24 saat / 500 pg/ml). A: Tlag etken madde uygulanmayan kontrol
grubu hiicre (x5 biiyiitme), B: Su buhar1 distilasyonu ile elde edilen ugucu yag
uygulanan hiicre MTT goriintiisii (x5 biiyiitme), C: Soxhlet ekstraksiyonu ile elde
edilen ekstrakt uygulanan hiicre MTT goriintiisti (x5 biiylitme), D: Stiper Kritik
COz ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstrakt uygulanan hiicre MTT

gorilintiisii (x5 biiylitme).

Sekil 4.11°de sunulan D unsurunda goriildiigti gibi siiper kritik CO2 ekstraksiyonu
sonucunda elde edilen ekstraktin 1Cso degerinin diger iki ekstrakta kiyasla daha

diisiik oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.12 Ug farkli ekstraktin 24. saat % hiicre canlili§1-konsantrasyon grafigi

Tablo 4.2 Ug farkli ekstraktin 24. saat ICso degerleri

24. Saat
Ekstrakt Tiirii 1Cso Degeri
Su Buhar1 Distilasyonu (Ugucu Yag) 37,28 pg/ml
Soxhelet Ekstraksiyonu 34,57 pg/ml
Siiper Kritik CO, Ekstraksiyonu 31,18 pg/ml

Sekil 4.12 ve tablo 4.2°’ye gore H. italicum ekstraktlarinin artan dozlarda hiicre
canlilif1 yiizdesini azalttig1 belirlenmigstir. 24 saat inkiibasyon islemi sonrasinda
MTT test sonucunda su buhari distilasyonu ile elde edilen ucucu yagin ICso degeri
37,28 ng/ml, soxhlet ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstraktin ICso degeri
34,57 ng/ml ve siiper kritik COz ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstraktin

ICso degeri 31,18 pg/ml olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.13 Ug farkli ekstraktin 48. saat % hiicre canliligi-konsantrasyon grafigi

Tablo 4.3 Ug farkli ekstraktin 48. saat ICso degerleri

48. Saat
Ekstrakt Tiirii 1Cs0 Degeri
Su Buhar Distilasyonu (Ugucu yag) 29,83 pg/ml
Soxhelet Ekstraksiyonu 26,78 ng/ml
Stiper Kritik CO, Ekstraksiyonu 22,16 pg/ml

Sekil 4.13 ve tablo 4.3’te 48. saat MTT test sonuglarina gore ii¢ farkli ekstraktin
ICso degerleri sunulmaktadir. Su buhar distilasyonu ile elde edilen ugucu yagin
ICso degeri 29,83 ng/ml, soxhlet ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstraktin ICso
degeri 26,78 ng/ml ve siiper kritik CO2 ekstraksiyonu sonucunda elde edilen
ekstraktin ICso degeri 22,16 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu bilgiler 1s1ginda iig
farkli yontem ile elde edilmis H. italicum ekstraktinin da ICso degerlerinin diistiigii

anlasilmaktadir.
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45 H.italicum Ekstraktlarinin Yara Iyilesmesi Analizi Sonuclar

Ug farkli yontem ile elde edilen ekstraktlarmn 1929 Fibroblast hiicrelerinde yara
tyilestirme etkinlikleri incelenmistir. Konfluent hale gelen hiicrelere 200ul1’lik pipet
ucu kullanilarak bir ¢izik agilmak suresiyle yara olusturulmaktadir. Hiicrelere 24.
saat ICso degerinde H. italicum ekstraktlari uygulanmigtir. Ciziklerin her bir kenari
arasindaki mesafeler ImageJ programi kullanilarak Ol¢lilmiis ve herhangi bir
ekstrakt uygulamasi yapilmayan kontrol grubu ile kiyaslanarak yara kapanma

yiizdesi belirlenmistir.

H.italicum bitkisinden ii¢ farkli yontem ile elde edilen ekstraktlarmin fibroblast
hiicrelerinin migrasyonunu uyarma kabiliyeti tespit edilmis ve karsilagtirilmistir. 0.,
6., 12. ve 24. saat hiicre goriintiileri ve bu goriintiilerden de dl¢limler elde edilmistir.
Sekil 4.14’te ¢ farkli ekstraksiyonun hiicrelere uygulanmasi ve kontrol ile
kiyaslanmasi goriilmektedir. Siiper kritik CO. ekstraksiyonu sonucu elde edilen
ekstraktin uygulandigi hiicrelerin, kontrol grubu hiicrelerine kiyasla yara

bolgesinde go¢ eden hiicre sayist artmustir.

Sekil 4.14 Ug farkl1 ekstraktin gizik acilan hiicrelere uygulanmasi ve kontrol ile

kiyaslanmasi

24. saat sonunda gerceklestirilen yara iyilesme Ol¢iimleri dikkate alindiginda

herhangi bir ekstrakt uygulamasi yapilmayan kontrol grubu hiicrelerde yara

68



iyilesme yiizdesi %32, su buhari distilasyonu sonucunda elde edilen ugucu yag
uygulanan hiicrelerde yara iyilesme yiizdesi %350,94, soxhlet ekstraksiyon
sonucunda elde edilen ekstraktin uygulandigi hiicrelerde yara iyilesme yiizdesi
%57,38 ve siiper kritik CO; ckstraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktin
uygulandigi hiicrelerde yara iyilesme yiizdesi %69,60 olarak tespit edilmis ve tablo

4.4.”da sunulmustur.

Tablo 4.4 Ug farkli ekstrakt uygulanan 1929 fibroblast hiicre hatlarinda yara

tyilesme ylizdeleri
Kontrol | Ugucu Yag Soxhlet Siiper Kritik CO;
Ekstrakti Ekstrakti
Yara lyilesme %32,00 %50,94 %57,38 %69,60
Yiizdesi

0., 6., 12. ve 24. saat hiicre goriintiilerinden elde edilen Ol¢timler sekil 4.15°te

sunulan grafikte ayrintili olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.15 0., 6., 12. ve 24. saat hiicre goriintiilerinden elde edilen yara iyilesmesi

Ol¢timleri

S6z konusu yara iyilesme Olglimlerinin, ekstraktlarin  24. saat ICso
konsantrasyonlarinda uygulandigi g6z Oniinde bulunduruldugunda en diisiik
konsantrasyonda uygulanan ekstrakt siiper kritik CO, ekstraksiyonu sonucu elde

edilen ekstrakttir. En yiiksek konsantrasyonda uygulanan ekstrakt ise su buhari
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distilasyonu sonucunda elde edilen ugucu yag olarak belirlenmistir. En diisiik
konsantrasyonda uygulanan ekstrakt siiper kritik CO2 ekstraksiyonu sonucunda
elde edilen ekstrakt olmasina ragmen kontrol grubuna kiyasla en iyi yara

tyilesmesini saglamistir.

4.6 H. italicum Ekstraktlarinin PCNA Analizi Sonug¢lar:

Deney gruplar1 arasinda 1929 fibroblast hiicre hattinda PCNA isaretli hiicre
oranlarina ait degerler incelendi. PCNA isaretli hiicrelerde ICso degerleri
dogrultusunda H. italicum ekstraktlart uygulandi ve proliferasyon yiizdeleri
degerlendirildi. Uygulanan ekstraktlarin, hiicre hatt1 {izerindeki proliferasyonu
arttirmasi1  hedeflenmekte olup bu sayede yara iyilesmesi gergeklesecektir.
Immiinohistokimya sonuglarina gore, kontrol grubundaki 1929 hiicrelerinde
proliferasyon yiizdesi %66 olarak belirlenmistir. Su buhari distilasyonu sonucunda
elde edilen ugucu yagin L929 hiicre hattina uygulanasi sonucunda proliferasyon
%75 oranina artmustir. Soxhlet ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstraktin hiicre
hattina uygulanmasi sonucunda proliferasyon yiizdesi %81 olarak kaydedilmistir.
PCNA analiz sonucunda elde edilen veriler tablo 4.5°te, secilen bolgelerin
mikroskop goriintiileri ise sekil 4.16’da sunulmustur. Siiper kritik CO;
ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstraktin hiicre hattina uygulanmasi
sonucunda yara iyilesmesi analizini de destekler nitelikte proliferasyon ylizdesi
%090’a yiikselmistir. Bu durum da en yiiksek proliferasyon gosteren ekstraktin en

yiiksek yara iyilesmesi saglayan ekstrakt oldugu sdylenebilmektedir.

Uy SHX SFE

Sekil 4.16 Ug farkli ekstraktin PCNA mikroskop gériintiileri (x100 biiyiitme)
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Tablo 4.5 Ug farkl ekstraktin proliferasyon yiizdeleri

PCNA
Grup Proliferasyon Yiizdesi
Kontrol %66
Su Buhart Distilasyonu (Ugucu Yag) %75
Soxhelet Ekstraksiyonu %81
Siiper Kritik CO, Ekstraksiyonu %90

4.7 H. italicum Ekstraktlar1 Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin

Boyut ve Zeta Potansiyel Analizleri

Ug farkli yontem ile elde edilen H. italicum ekstraktlarinin kalibrasyon egrileri
olusturulduktan ve sitotoksisite analizleri gerceklestirilip ICso degerleri
belirlendikten sonra tablo 4.6.’da verilen parametrelere uygun bos kitosan
nanopartikiil ve ii¢ farkli H. italicum ekstrakti yiikli kitosan nanopartikiil sentezi
gerceklestirilmistir. Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda iyonik jelasyon ile kitosan
nanopartikiil sentez yontemi tercih edilmistir. Literatiir kapsaminda halihazirda
optimize edilmis s6z konusu bu yontem kullanilirken asagida sunulan parametreler

kullanilmistir.

Tablo 4.6 Kitosan nanopartikiil sentezinde kullanilan parametreler

Nanopartikiil Bilesenler

Ad1

Kitosan | TPP | Asetik Ekstrakt | S°nikasyon | pH

(mg) (mg) | Asit
(ml/ml)

Parametreleri
pg/ml

CNP 20mg |1mg | %1 ml/ml|- 300sn-70W | 4.8
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Tablo 4.6 Kitosan nanopartikiil sentezinde kullanilan parametreler (devami)

Nanopartikiil Bilesenler

Ad1

Kitosan | TPP | Asetik Asit | Ekstrakt | Sonikasyon | pH

Parametreleri

(mg) (mg) | (ml/ml)
pg/ml
UY-CNP 20 mg 1mg | %1 ml/ml 37,28 300sn-70W | 4.8
ug/ml

SHX-CNP 20 mg 1mg | %21 mi/ml 34,57 300sn-70W | 4.8
pg/ml

SFE-CNP 20 mg 1mg | %21 mi/ml 31,18 300sn-70W | 4.8
pg/ml

Partikiiller sentezlenirken karakterizasyon calismalar1 iizerinde en onemli etkiyi
sergileyecek olan parametre eklenen ekstrakt konsantrasyonudur. Tablo 4.6.’da
belirtilen parametrelere uygun sentezlenen kitosan nanopartikiillerin %
enkapsiilasyon etkinligi (%EE) ve % etken madde yliklene kapasitesi (%DL)
hesaplanmistir. %EE ve %DL degerlerinin hesaplanabilmesi i¢in nanopartikiillerin
sentezi esnasinda gerceklestirilen santrifiij islemi ardindan elde edilen

slipernatantlar saklanmastir.

Ekstrakt miktarlar1 en fazla ugucu yag ve en az siiper kritik CO2 ekstrakt1 olacak
sekildedir. S6z konusu muamele miktarinin farkliliginin sebebi baslangicta da
deginildigi gibi 24. saat ICsg degerlerindeki farkliliktir. Saklanan siipernatantlar
kullanilarak UV-Vis spektrometre Ol¢iimleri gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen
Olctimler sonucunda yapilan hesaplamalardan elde edilen veriler tablo 4.7°de
reaksiyon verimi, %EE, %DL, boyut, PDI ve zeta potansiyel bagliklar1 altinda
sunulmustur. Elde edilen veriler, formiilasyonlarin fizikokimyasal ozelliklerini
karsilastirmali olarak degerlendirmek acisindan 6nem arz etmektedir. Ozellikle
%EE ve %DL degerleri, etkin maddenin enkapsiilasyon basarisin1 gostermesi
bakimindan kritik parametrelerdir. Ayrica zeta potansiyel Ol¢iimleri, sistemin

stabilitesi hakkinda bilgi saglamaktadir.
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Tablo 4.7 Sentezlenen nanopartikiillere iliskin veriler

NP | Reaksiyon | %EE %DL Boyut Z- PDI Zeta
Adi verimi Ave (nm) Potansiyel
(mV)
CNP %75 - - 143.0£0.41 | 0,241+£0.004 | +18.6+0.8
uY- %39,12 %87,50 | %4,893 | 190.3+1.56 | 0.295+0.007 | -15.4+0.3
CNP
SHX- %44,07 %88,88 | %4,126 | 185.2+1.20 | 0.271+0.006 | -9.8+0.5
CNP
SFE- %53,98 %90,90 | %3,090 | 190.3+1.56 | 0.2594+0.006 | -16.1+0.3
CNP

Reaksiyon verimleri incelendiginde en yliksek reaksiyon verimi herhangi bir

ekstrakt yiliklenmemis kitosan nanopartikiillerde goriilmektedir. Sentezde
kullanilan polimer miktar1 her bir nanopartikiil i¢in esit olup etken madde miktari
degiskenlik gostermektedir. Enkapsiilasyon etkinligi en yiiksek stiper kritik CO>
ekstrakti ile hazirlanan nanopartikiilde gortiliirken en diisiik enkapsiilasyon etkinligi
ucucu yag ile hazirlanan nanopartikiildedir. Santrifiij islemlerinden sonra ayrilarak
muhafaza edilen siipernatantlarda mevcut olan serbest etken madde miktar
aragtirilarak enkapsiilasyon etkinlikleri hesaplanmustir. lag yiikleme kapasitesi ise
dogrudan enkapsiile edilebilen madde miktari ile iligkilidir. En yiiksek ilag ytlikleme
kapasitesi ugucu yag yiklii kitosan nanopartikiillerde goriilmektedir. Bu durum
enkapsiile edilebilen madde miktarinin, elde edilen nanopartikiillere oraninin

yuksek oldugunu gostermektedir.

4.8
FT-IR Analizi

H. italicum Ekstraktlarn1 Yiikli Kitosan Nanopartikiillerin

Sekil 4.17°de yer alan FT-IR spektrumlar1 kitosan, UY-CNP, SFE-CNP ve SHX-
CNP sistemlerinin yapisal 6zelliklerini karsilastirmak amaci ile sunulmustur. Her
spektrum, kitosan yapisindaki degisiklikleri ve yiiklenen bilesenlerin kitosan ile
etkilesimlerini ayrintili olarak anlamaya yaramaktadir. Kitosan spektrumunda,
hidroksil (-OH) ve amin (-NH) gruplarina ait genis bantlar 3500-3200 cm™! arasinda

73



goriilmektedir. Metil ve metilen gruplarina ait C-H gerilme titresimleri 2920-2850
cm™! araliginda zay1f sekilde gortilmekte olup, asetillenmis kitosan kismina ait C=O
ve N-H titresimlerinin 1650-1550 cm™ araliginda oldugu goriilmektedir. Ayrica,
kitosanin glikozid baglarini temsil eden C-O-C titresimlerinin 1150-1000 c¢cm™
arasinda gozlenmesi dogrulama saglamaktadir. Dogrulamay1 saglayan s6z konusu
spektrum, kitosanin temel yapisin1 yansitan karakteristik pikleri ortaya

koymaktadir.

UY-CNP (ugucu yag yiklii kitosan nanopartikiilii) spektrumunda, 2920-2850 cm™
araliginda C-H gerilme titresimlerinin yogunlugu artmistir. C-H gerilme
titresimlerinin artmasit durumu, ugucu yagin terpenoid yapilarindaki C-H
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, 1700-1650 cm™ araliginda karbonil
piklerinin yogunlasmasi, ugucu yagdaki ester veya karbonil bilesiklerin kitosan
yapisina basariyla yiiklendigini kanitlar niteliktedir. C-O titresimleri yani 1200-
1000 cm™ araliginda goriilen pikler, ester gruplarinin kitosan yapisina eklenmis

oldugunu dogrulamaktadir.

SFE-CNP spektrumunda, karbonil titresimlerinde yani 1700-1650 cm™ araliginda
goriilen piklerde belirgin bir giiglenme goriilmektedir. Bu durum, stiper kritik CO:
ekstraktindaki esterler ve ketonlar gibi oksijenli bilesiklerin  kitosan
nanopartikiillerine baglandigin1 kanitlar niteliktedir. 2920-2850 cm™ araliginda
goriilen C-H gerilme titresimleri alifatik yapilar igeren ekstraktin nanopartikiillere
yiiklenmesiyle yogunluk kazanmistir. Ayrica, ester yapilarindaki 1200-1000 cm™

araliginda goriilen C-O titresimleri de belirgin hale gelmistir.

SHX-CNP spektrumunda ise O-H ve N-H gerilme titresimleri (3500-3200 cm™)
genislemistir. Bu durum, Soxhlet ekstraktindaki fenolik bilesiklerin veya su
iceriginin kitosan yapisi ile etkilesime girdigini gostermektedir. Karbonil
titresimleri (1700-1650 cm™), Soxhlet ekstraktinda bulunan esterler ve ketonlar
gibi oksijenli bilesiklerin kitosan nanopartikiillerine baglandigini kanitlamaktadir.
C-H gerilme titresimlerinin yogunlugu (2920-2850 cm™), Soxhlet ekstraktindaki
alifatik gruplarin varligini yansitirken; C-O titresimleri (1200-1000 cm™), esterler
ve fenolik yapilar nedeniyle belirginlesmistir. Ekstraktlar arasinda karsilagtirma
yapmak mevcut tezin amaglar1 arasinda yer aldigindan; UY-CNP, ugucu yagdaki
terpenoid yapilar nedeniyle C-H ve karbonil titresimlerinde artis gostermistir; SFE-
CNP, siiper kritik CO: ekstraktindaki oksijenli bilesikler (6rn. C=0 ve C-O)
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nedeniyle pik yogunlagmalari sergilemistir ve son olarak SHX-CNP, Soxhlet
ekstraktindaki polar bilesiklerin etkisiyle O-H ve C=0 bolgelerinde daha genis

bantlar ve yogun pikler gostermistir seklinde degerlendirme yapmak miimkiindiir.

A

kitosan

SHX-CNP
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Sekil 4.17 H. italicum ekstraktlar1 yiiklii nanopartikiillerin ve kitosanin FT-IR

spektrumlari

4.9 H. italicum Ekstraktlar1 Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin
SEM Analizi

1 pm
I — EHT= 7.00KkV  \WWD= 8.5mm Signal A =SE1 ng= 50.00 KX

Sekil 4.18 Siiper kritik CO2 ekstrakt1 yiiklii nanopartikiillere ait 50.000X biiytlitme

orant ile ¢ekilmis SEM goriintiisii
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Mevcut tez c¢alismasinda, yiikli kitosan nanopartikiillerinin morfolojik
ozelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla SEM goriintiileme teknigi kullanilmistir.

Sekil 4.18’de SFE-CNP’ye ait SEM goriintiisii sunulmustur.

Nanopartikiillere ait boyut analizi, sekil ve yilizey morfolojisi incelenirken SEM
kullanilmig  olup, goriintiler Carl-Zeiss EVO LS10 taramali elektron
mikroskobunda alinmistir. Elektron mikroskobu ile elde edilen yiiklii kitosan
nanopartikiillerin SEM goriintiisii sekil 4.18’de sunulan goriintiisli incelendiginde
partikiiller kiiresel yapidadir. Boyutlar1 100-200 nm araliginda gorilmektedir,
ylizeylerinde herhangi bir etken madde goriilmemektedir ve kiiresel sekilli

partikiiller homojen olarak dagilim gostermektedir.

4,10 H. italicum Ekstraktlar1 Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin

Antioksidan Aktivite Sonucu

Kitosan nanopartikiillerin 1-500 pl/ml konsantrasyon araligindaki antioksidan
aktivite ¢alisma verileri sekil 4.19°daki grafikte sunulmustur. Mevcut tez ¢aligmasi
kapsaminda ekstraktlarin 24. saat ICso degerlerinde ekstrakt yiklii kitosan

nanopartikiiller sentezlenmistir.
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Sekil 4.19 Kitosan nanopartikiillerin 1-500u1/ml konsantrasyon araligindaki

antioksidan aktivite ¢alisma verileri
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Ug farkli ekstrakt ile yiiklenmis nanopartikiiller kullanilarak 1 pg/ml-500 pg/ml
konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmak suretiyle DPPH antioksidan aktivite analizi
gergeklestirilmis  ve analiz sonucunda elde edilen absorbans degerleri
kaydedilmistir. Kaydedilen absorbans degerlerinden yola ¢ikilarak hesaplanan %

antioksidan aktivite degerleri tablo 4.8’de sunulmustur.

Tablo 4.8 Absorbans degerlerinden yola ¢ikilarak hesaplanan % antioksidan

aktivite verileri

1 pg/ml
10 pg/ml
25 pg/ml
50 pg/ml
100 pg/ml
250 pg/ml
500 pg/ml

UY- | %29,62 | %36,15 | %52,70 | %66,48 | %76,56 | %83,32 | %89,46
CNP

SHX- | %35,41 | %40,18 | %52,46 | %68,74 | %81,35 | %87 | %91,76
CNP

SFE- | %38,81 | %44,47 | %56,94 | %72,23 | %88,10 | %90,23 | %94,12
CNP

Su buhari distilasyonu sonucunda elde edilen H. italicum ugucu yag yiiklii kitosan
nanopartikiiliin; 1 pg/ml konsantrasyonda en diisiik % antioksidan aktivite degeri
olan %29,62’den, 500 pg/ml konsantrasyonda en yiiksek % antioksidan aktivite

degeri olan %89,46’ya anlamli bir artig gosterdigi belirlenmistir.

Soxhlet ekstraksiyon sonucunda elde edilen H. italicum ekstrakti yiikli kitosan
nanopartikiiliin; 1 pg/ml konsantrasyonda en diisiik % antioksidan aktivite degeri
olan %35,41°den, 500 pg/ml konsantrasyonda en yiiksek % antioksidan aktivite

degeri olan %91,76’ya anlamli bir artig gosterdigi belirlenmistir.

Stiper Kritik COz ekstraksiyonu sonucunda elde edilen H. italicum ekstrakt: yiikli
kitosan nanopartikiiliin; 1 pg/ml konsantrasyonda en diisiik % antioksidan aktivite
degeri olan %38,81’den, 500 pg/ml konsantrasyonda en yiiksek % antioksidan

aktivite degeri olan %94,12’ye anlaml1 bir artig gosterdigi belirlenmistir.
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Ekstraktlarin ve nanopartikiiller her konsantrasyonunda ugucu yag ve ugucu yag
yiiklii kitosan nanopartikiil en diisiik antioksidan aktivite gosterirken, Stiper Kritik
COg; ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstrakt ve yiiklii nanopartikiil en ytliksek

antioksidan aktiviteyi gostermektedir.

411 H. italicum Ekstraktlar1 Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin
1929 Hiicre Hatt1 Uzerinde Sitotoksisite Analizi

Sekil 4.20 L929 Fibroblast hiicre hattinda MTT sonucunda olusan formazan
kristal yapilar1 (24 saat / 10 pg/ml / 500 pg/ml): A: Ilag etken madde
uygulanmayan kontrol grubu hiicre (x5 biiyiitme), B1: Su buhar distilasyonu ile
elde edilen ugucu yag yiiklii 10 pg/ml nanopartikiil uygulanan hiicre MTT
goriintiisii (x5 biiylitme), B2: Su buhar1 distilasyonu ile elde edilen ugucu yag
yukli 500 pg/ml nanopartikiil uygulanan hiicre MTT goriintiisii (x5 biiyiitme),
C1: Siiper Kritik CO- ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrakt yiiklii 10 pg/ml
nanopartikiil uygulanan hiicre MTT goriintiisii (x5 biiytlitme), C2: Siiper Kritik
CO:. ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstrakt yiiklii 500 pg/ml nanopartikiil
uygulanan hiicre MTT goriintiisii (x5 biiyiitme), D1:Soxhlet ekstraksiyonu ile elde
edilen ekstrakt yiiklii 10 pg/ml nanopartikiil uygulanan hiicre MTT goriintiisii (x5
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biiyiitme), D2: Soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrakt yiiklii 500 pg/ml

nanopartikiil uygulanan hiicre MTT goriintiisii (x5 biiyiitme).

Ugucu yag, soxhlet ekstrakt ve siiper kritik CO; ekstraktlar1 sentez asamasinda
kitosan nanopartikiillere 24. saat ICsp konsantrasyon miktarlarinda yliklenmistir.
Diisiik ICso degeri uygulanan ekstrakt ya da genel kullanimi ile etken maddenin
yiiksek sitotoksisiteye sahip oldugu anlamia gelmektedir. Ug farkl1 ekstrakt yiiklii
kitosan nanopartikiillerin ICsp degerlerinin tespit edilmesi bir sonraki asamada
gergeklestirilen yara iyilesmesi testi i¢in de biiyiik 6nem arz etmektedir. Sekil
4.15’te 1929 Fibroblast hiicre hattinda MTT testi sonucunda olusan formazan
kristal yapilar1 sunulmaktadir. Sekil 4.20°de A goriintiisiinde ilag etken madde
uygulanmayan kontrol grubu L929 fibroblast hiicreleri sunulmaktadir. B1-2, C1-2,
D1-2°de ise 1 ile etiketlenen gorseller diisiik doz yani 10 pg/ml konsantrasyonda
ekstrakt yiiklii nanopartikiil uygulanan hiicreleri gosterirken 2 ile etiketlenen
gorseller yiiksek doz yani 500 pg/ml konsantrasyonda ekstrakt yiiklii nanopartikiil
uygulanan hiicreleri gostermektedir. Sekil 4.20 — D1 ve D2’de goriildigi gibi
soxhlet ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarin I1Csg degerinin diger iki ekstrakta
kiyasla daha diisiik oldugu belirlenmistir. Koyu mor renkle goriinen yapilar
formazan kristalleri olarak nitelendirilmektedir. Spektrofotometrik oOlciimler
sonucunda elde edilen sayisal veriler s6z konusu 6ngoriiyii destekler niteliktedir.
Sekil 4.21°de grafik olarak ve tablo 4.9°da sayisal olarak 24. saat MTT testi

sonuglart sunulmustur.
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Sekil 4.21 Ug farkli ekstrakt yiiklii kitosan nanopartikiillerin 24. saat % hiicre

canliligi-konsantrasyon grafigi
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Tablo 4.9 Ug farkli ekstrakt yiiklii kitosan nanopartikiillerin 24. saat 1Cso degerleri

24 Saat
Ekstrakt Tiirii I1Cs0 Degeri
Su Buhari Distilasyonu ytiklii CNP 45,98 ng/ml
Soxhelet Ekstrakt1 yiiklii CNP 32,64 pg/ml
Stiper Kritik CO2 Ekstrakt1 yiiklii CNP 39,11 pg/ml

24 saat inkiibasyon iglemi sonrasinda MTT test sonucunda su buhar distilasyonu
ile elde edilen ugucu yag yiiklii kitosan nanopartikiillerin I1Cso degeri 45,98 ug/ml,
soxhlet ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstrakt yiiklii kitosan nanopartikiiliin
ICs0 degeri 32,64 ug/ml ve siiper kritik CO> ekstraksiyonu sonucunda elde edilen
ekstrakt ytiklii kitosan nanopartikiiliin ICso degeri 39,11 pg/ml olarak belirlenmistir.
Yalnizca ekstraktlar kullanilarak gerceklestirilen MTT testi sonucunda ICso degeri
en yiiksek olan ekstrakt su buhar1 distilasyonu yoluyla elde edilen ugucu yag ve en

diistik ICso degeri ise stiper kritik CO2 ekstraktinda goriilmekteydi.
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Sekil 4.22 Ug farkli ekstrakt yiiklii kitosan nanopartikiillerin 48. saat % hiicre

canliligi-konsantrasyon grafigi
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Tablo 4.10 Ug farkl ekstrakt yiiklii kitosan nanopartikiillerin 48. saat 1Cso

degerleri

48 Saat
Ekstrakt Tiirii I1Cs0 Degeri
Su Buhar1 Distilasyonu ytiklii CNP 39,80 pg/ml
Soxhelet Ekstrakt1 yiiklii CNP 28,34 pg/ml
Stiper Kritik CO2 Ekstrakt1 ylikli CNP 31,41 pg/ml

Sekil 4.22ye gore 48. saat MTT test sonuclarina gore li¢ farkli ekstrakt yiiklii
kitosan nanopartikiiliin ICso degerleri sunulmaktadir. Su buhari distilasyonu ile elde
edilen ugucu yag yikli kitosan nanopartikiiliin ICso degeri 39,80 pg/ml, soxhlet
ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstrakt yiiklii kitosan nanopartikiiliin ICso
degeri 28,34 pg/ml ve siiper kritik CO. ekstraksiyonu sonucunda elde edilen

ekstrakt ytiklii kitosan nanopartikiiliin ICso degeri 31,41 pg/ml olarak belirlenmistir.

L.929 hiicre hattinda 48. saat 6l¢timlerinde elde edilen verilere gore li¢ farkli yontem
ile elde edilmis H. italicum ekstrakti yiiklii kitosan nanopartikiilin de ICsg

degerlerinin distiigii goriilmektedir.

4.12 H. italicum Ekstraktlar1 Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin

Yara lyilesme Analizi Sonucu

Ug farkli yontem ile elde edilen ekstraktlar 24. saat ICso degerlerinde kitosan
nanopartikiillere yiiklenmistir. Ekstrakt yiikli kitosan nanopartikiillerin 1929
fibroblast hiicre hattinda yara iyilestirme 6zellikleri incelenmistir. Konfluent hale
gelen hiicrelere 200u1’lik pipet ucu kullanilarak bir ¢izik agildi ve ¢iziklerin her bir
kenar1 arasindaki mesafeler ImageJ programi kullanilarak 6l¢iildii. Herhangi bir
ekstrakt yiiklii nanopartikiil uygulamasi yapilmayan kontrol grubu ile kiyaslanarak
yara kapanma yiizdesi belirlenmistir. H.italicum bitkisinden {i¢ farkli yontem ile
elde edilen ekstrakt yiikli nanopartikiiller fibroblast hiicrelerinin migrasyonunu
uyarma kabiliyeti tespit edilmis ve karsilastirilmistir. 24. saat sonunda Slgiilen ICso

konsantrasyonunda ekstraktlar ile yiiklenmis nanopartikiiller ekstraktlarin 24. saat
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ICs0 degerinde hiicre hattina uygulandz. 0., 6., 12. ve 24. saat hiicre goriintiileri ve
bu goriintiilerden de dlgimler elde edildi. Sekil 4.23’te sunuldugu gibi siiper kritik
CO: ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktin uygulandig hiicrelerin, kontrol
grubu hiicrelerine kiyasla yara bolgesinde tespit edilen gd¢ eden hiicre sayist

artmistir.

CNP

Sekil 4.23 Ug farkl ekstrakt yiiklii nanopartikiillerin ¢izik acilan hiicrelere

uygulanmasi ve kontrol ile kiyaslanmasi

24. saat sonunda gergeklestirilen yara iyilesme dl¢timleri dikkate alindiginda tablo
4.11°de de goriildiigii gibi herhangi bir ekstrakt yiiklii nanopartikiil uygulamasi
yapilmayan kontrol grubu hiicrelerde yara iyilesme ylizdesi %40,31, su buhari
distilasyonu sonucunda elde edilen ucucu yag yiiklim kitosan nanopartikiil
uygulanan hiicrelerde yara iyilesme yiizdesi %47,17, soxhlet ekstraksiyon
sonucunda elde edilen ekstrakt yiiklii kitosan nanopartikiil uygulandig: hiicrelerde
yara iyilesme yiizdesi %56,67 ve Siiper kritik CO2 ekstraksiyonu sonucu elde edilen
ekstrakt yiikli kitosan nanopartikiil uygulandig: hiicrelerde yara iyilesme yiizdesi
%79,10 olarak tespit edilmistir.
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Tablo 4.11 Ug farkl ekstrakt yiiklii nanopartikiil uygulanan L929 fibroblast hiicre

hatlarinda yara iyilesme yiizdeleri

K-CNP | UY-CNP | SHX-CNP | SFE-CNP

Yara Iyilesme Yiizdesi %40,31 %47,17 %56,67 %79,10

S6z konusu yara iyilesme Ol¢iimlerinin, ekstrakt ytiklii nanopartikiillerin 24. saat
ICs0 konsantrasyonlarinda uygulandig1 g6z 6niinde bulunduruldugunda en diisiik
konsantrasyonda uygulanan ekstrakt soxhlet ekstraksiyonu sonucu elde edilen
ekstrakttir. En yliksek konsantrasyonda uygulanan ekstrakt ise su buhart
distilasyonu sonucunda elde edilen ugucu yag olarak belirlenmistir. Stiper Kritik
CO:2 ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstrakt yiiklii nanopartikiiller L929
fibroblast hiicrelerine diisiik konsantrasyonda uygulanmasina ragmen kontrol grubu
hiicrelerine kiyasla yara iyilesmesini %38,79 daha fazla saglamistir. Yara

iyilesmesini gosteren grafik de sekil 4.24’te sunulmustur.
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Sekil 4.24 0., 6., 12. ve 24. saat hiicre goriintiilerinden elde edilen 6l¢timler

4.13 H. italicum Ekstraktlar1 Yiiklii Kitosan Nanopartikiillerin
PCNA Analizi Sonuglari

PCNA isaretli hiicrelere 24. saat ICso degerleri dogrultusunda H. italicum
ekstraktlar1 yiiklii kitosan nanopartikiiller uygulandi ve proliferasyon yiizdeleri
degerlendirildi. Uygulanan ekstrakt yiikli kitosan nanopartikiillerin, hiicre hatti
tizerindeki proliferasyonu arttirmasi hedeflenmekte olup bu sayede yara iyilesmesi
gerceklesecektir. Immiinohistokimya sonuglarma gére, kontrol grubundaki 1.929

hiicrelerinde proliferasyon yiizdesi %66 olarak belirlenmisti. Su buhar1 distilasyonu
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sonucunda elde edilen ugucu yag yiiklii kitosan nanopartikiiliin L.929 hiicre hattina
uygulanasi sonucunda proliferasyon %81 oranina, soxhlet ekstraksiyon sonucunda
elde edilen ekstrakt yiiklii kitosan nanopartikiiliin hiicre hattina uygulanmasi

sonucunda proliferasyon yiizdesi %82 oranina yiikselmistir.

Stiper kritik CO2 ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstrakt yiikli kitosan
nanopartikiiliin hiicre hattina uygulanmasi sonucunda yara iyilesmesi analizini de
destekler nitelikte proliferasyon yiizdesi %93’e yiikselmistir. PCNA analiz
sonucunda elde edilen veriler tablo 4.12°de, mikroskop goriintiileri sekil 4.25°te
sunulmustur Bu durum da en yiiksek proliferasyon gosteren ekstraktin en yiiksek

yara iyilesmesi saglayan ekstrakt oldugu sdylenebilmektedir.

KONTROL

CAP-SHX CNP-SFE

Sekil 4.25 Ug farkli ekstrakt yiiklii nanopartikiiliin PCNA mikroskop gériintiileri
(x100 biiyiitme)

Tablo 4.12 Ug farkl ekstrakt yiiklii nanopartikiillerin proliferasyon yiizdeleri

PCNA
Grup Proliferasyon Yiizdesi
K-CNP %66
UY-CNP %81
SHX-CNP %82
SFE-CNP %93

84



5

SONUC

Mevcut tez calismasi kapsaminda oncelikle 3 farkli yontem ile ekstraktlar elde
edilmistir. H. italicum ekstraktlarinda ¢oziicii kalintilarinin mevcut olmasi
antioksidan aktivite verilerini olumsuz etkileyebilmektedir. Siiper kritik CO:
ekstraksiyonunda kimyasal ¢6ziicii s6z konusu degilken, soxhlet ekstraksiyonunda
kullanilan organik c¢oziiciiler ekstrakttan uzaklastirilamamis olabilmektedir
(Herzyk vd., 2024). H. italicum bitkisi ¢igek kisimlar her tli¢ ekstraksiyon i¢in de
esit agirhik miktarinda kullanilmistir. Elde edilen ekstraktlarin ayni kiitlede
Olciilmemesi bilesiklerin her birinde farkli miktarda ekstraksiyon saglanabildigini
gostermektedir. Siiper kritik CO2, H. italicum ile daha yiiksek etkilesim saglayarak
hiicre i¢inde bulunan antioksidan bilesiklerin daha yiiksek verimle ekstrakte
edilmesini saglamaktadir. Soxhlet ekstraksiyonu esnasinda H. italicum hiicre duvari
tam olarak pargalanamamis olabilir. Ugucu yaglar ise genellikle su buhari
distilasyonu gibi yontemler ile elde edilmekte olup distilasyon ydntemleri
genellikle sadece ugucu bilesikleri ortaya ¢ikarmaktadir. Siiper kritik CO2
ekstraksiyonunda ve soxhlet ekstraksiyonunda ise hem ugucu bilesikler hem de
ucucu olmayan antioksidan bilesikler agiga ¢ikmakta olup bu sebeple antioksidan
aktivite degerleri ugucu yagdan daha yiiksektir (Cvitkovi¢ vd., 2024). Siiper kritik
CO2, swvilarin ¢oziiniirliigiinii ve gazlarin diflizyon Ozelliklerini bir arada
tasimaktadir.  Yiiksek ¢oziicilik ve difiizyon 6zellikleri sayesinde H. italicum
ucucu yagindan ve soxhlet ekstraktindan daha yiiksek antioksidan aktivite

sergileyen bir ekstrakt ortaya ¢cikmaktadir.

Su buhari distilasyonu yontemi ile elde edilen H. italicum ugucu yagi, ugucu
bilesikler igerdigi i¢in hizli ve etkili bir sekilde DPPH radikallerini ndtralize
edebilirken toplam antioksidan kapasitesi ekstrakte edilen bilesiklerin sinirli olmasi
sebebiyle daha disiiktir. DPPH antioksidan aktivite tayin testi ayni zamanda
sitotoksisite analizi ile de mevcut tez calismasi kapsaminda dogrulanmistir. H.
italicum ugucu yagmin ICso degeri soxhlet ekstraktina ve siiper kritik CO>
ekstraktina gore daha yiiksek olarak tespit edilmistir. S6z konusu bu durum
literatiirde de agiklandigi gibi daha diisiik bir antioksidan aktiviteye isaret
etmektedir (Furlan ve Bren, 2023).
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DPPH antioksidan tayin testi ti¢ farkli yontemle elde edilmis ekstraktlarin yiiklii
oldugu kitosan nanopartikiiller i¢cin de  gergeklestirilmistir.  Kitosan
nanopartikiillerin antioksidan aktiviteleri ekstraktlar ile karsilastirildiginda
nanopartikiillerin antioksidan aktivitesinin daha yiiksek oldugu sonucu tespit
edilmistir. Kitosan nanopartikiiller, yiiklii ekstraktlarin kontrollii ve siirekli salimini
saglayabilmesi sebebi ile yiiklenen ekstraktlarin serbest radikallerle etkilesimini
daha uzun siire ve daha etkili sekilde siirdiirmesini miimkiin kilmaktadir.
Ekstraktlarin kitosan nanopartikiiller ile enkapsiile edilmesi sonucunda oksidasyon
veya bozulma gibi istenmeyen reaksiyonlardan korunma saglanmis bu sayede
ekstrakt yiiklii nanopartikiillerin antioksidan aktivitesi ekstraktlardan daha yiiksek
olarak tespit edilmistir (Soltanzadeh vd., 2021). Ek olarak kitosan nanopartikiiller,
ekstraktlarin homojen bir sekilde dagilimini ve ¢oziiniirliiglinti arttirmak suretiyle
tic farkli ekstraktin aktif bilesenlerinin daha etkin bir sekilde serbest radikaller ile

etkilesime girmesi saglanmaktadir.

Dogal bir polisakkarit olan kitosanin serbest radikalleri temizleme kapasitesi ve
oksidatif stresi azaltma potansiyeli literatiirde yer almaktadir. Kitosan, serbest
radikalleri yapisinda bulunan amino gruplarin sayesinde noétralize etmektedir
(Herdiana vd., 2023). Mevcut tez ¢alismasinda diisilk molekiil agirlikli kitosan
tercih edilmesinin sebeplerinden biri de diisiik molekiil agirligindaki kitosanin
yiiksek molekiil agirlikli kitosana kiyasla daha fazla serbest amino grubu
icermesidir. Bu sayede yliksek antioksidan aktiviteye gostermedir (Amoli vd.,
2021). Antioksidan aktiviteye iliskin aciklanan bilgiler 1sinda kitosan halihazirda
yiiksek antioksidan aktivite sergileyen bir polisakkarittir ve H. italicum ekstraktlart
yiiklii kitosan nanopartikiiller sentezlendiginde de antioksidan aktivite degerleri
ekstraktlara kiyasla yiiksek sonu¢ vermistir. En yiiksek antioksidan aktivite
gosteren stliper kritik CO2 ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstrakt yiiklii
kitosan nanopartikiil beklendigi gibi en yiiksek antioksidan aktivite gdsteren

kitosan nanopartikiil olarak kaydedilmistir.

Mevcut tez kapsaminda antioksidan aktivite tayini amaci ile gergeklestirilen DPPH
testi sonuclar1 iki baglamda degerlendirilebilir. Su buhar1 distilasyonu, soxhlet
ekstraksiyon ve siiper kritik CO- ekstraksiyonu olmak iizere ti¢ farkli yontem ile H.
italicum ekstraktlari elde edilmistir. Stiper Kritik CO2 ekstraksiyonu sonucunda elde

edilen ekstrakt diger iki ekstrakta kiyasla daha yiiksek antioksidan aktivite

86



gostermistir. Siiper Kritik CO; ekstraksiyonu diisiik sicakliklarda gergeklestirilmesi
sebebi ile 1siya duyarli antioksidan bilesiklerin bozulmasini engellemektedir
(Widmann vd., 2022). Buna karsin soxhlet ekstraksiyonunda kullanilan yiiksek
sicaklik hassas antioksidan bilesiklerin degradasyonuna sebep olmaktadir. Siiper
kritik CO> ekstraksiyonunda ¢o6ziicli giicli basing ve sicaklik parametrelerinin
ayarlanmasi suretiyle degistirilebilir. S6z konusu ayarlanabilirlik spesifik
antioksidan bilesiklerinin segici olarak ekstrakte edilebilmesini miimkiin
kilmaktadir (Kessler vd., 2024). Soxhlet ekstraksiyonunun segiciligi, stiper Kritik
COz ekstraksiyonuna kiyasla diisiikk olup H. italicum materyalinden daha genis bir
bilesik grubu elde edilmesine sebep olmustur. S6z konusu elde edilen bilesik grubu

iceriginde istenmeyen bilesikler de tespit edilebilmektedir.

H. italicum bitki ekstraktlarinin FT-IR spektrumlari, ekstraksiyon yontemlerinin
bitki bilesenleri iizerindeki etkisini ortaya koymaktadir. Bu yontemler farkli
kimyasal bilesen gruplarini hedef aldigindan, spektrumlar arasinda belirgin
farkliliklar gozlenmektedir. SFE yontemi, genellikle diisiik polariteye sahip
bilesiklerin (6rn. terpenoidler, yag asitleri ve lipofilik fenolik bilesikler)
cikarilmasinda etkilidir. FT-IR spektrumunda 2928,41 cm™ ve 2850,17 cm™
bolgelerinde giicli C-H gerilme titresimleri; SFE ile elde edilen ekstraktin
terpenoidler ve yag asitleri agisindan zengin oldugunu gostermektedir. Ayrica,
1650-1550 cm™ bolgesindeki aromatik yapilarin pikleri, lipofilik fenolik
bilesiklerin varligina isaret etmektedir (Tyskiewicz vd., 2018). Soxhlet
ekstraksiyonu, polar ve apolar ¢oziiciilerin etkisiyle daha genis bir kimyasal bilesen
yelpazesini icerebilmektedir. Soxhlet yontemiyle elde edilen ekstraktin FT-IR
spektrumunda, hem polar gruplar (6rn. karbonil gruplarma ait 1711,08 cm™ piki)
hem de apolar hidrokarbon yapilar (yani 2924,45 cm™ ve 2850,16 cm
bolgelerindeki pikler) belirgin sekilde goriilmektedir. Bunun yani sira, C-O gerilme
titresimlerine (1162,74 cm™ ve 1033,40 cm™) ait pikler, esterler, alkol ve eter
gruplarini igeren oksijenli bilesiklerin varligimi desteklemektedir. Ugucu yag
spektrumu, bitkinin ugucu ve hafif bilesiklerini yansitmaktadir. 2924,45 cm™ ve
2850,16 cm™ bolgelerindeki C-H gerilme titresimleri, ugucu yagin terpenoidler
acisindan zengin oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, 1711,08 cm™ bolgesindeki
karbonil grubu titresimleri, oksijenli terpenoidlerin (esterler ve ketonlar) varligina

isaret etmektedir. Aromatik bilesiklere ait C-H biikiilme titresimleri (880,89 cm™
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ve 81442 cm™') de ugucu yagda bulunan aromatik yapilarin varligini

gostermektedir.

Antioksidan aktivite tayininin ardindan L1929 fibroblast hiicre hatt1 iizerinde
gergeklestirilen MTT analizi yani sitotoksisite tayini de li¢ farkli ekstraksiyon
metodu ve yiiklii kitosan nanopartikiillere iligskin ayrintili bilgi sunmaktadir. Her {i¢
ekstraktin da 24. saatte ICso degeri ve 48. saatte ICso degeri belirlenmistir. 24. saat
MTT analizi sonuglarina gore en yiiksek 1Cso degerine sahip ekstrakt su buhari
distilasyonu sonucunda elde edilen ugucu yag olarak belirlenirken; en diisiik ICso
degerine sahip ekstrakt ise siiper kritik CO, ekstraksiyonu sonucunda elde edilen

ekstrakt olarak belirlenmistir.

48. saat MTT analizi sonuglarinda siralama degismemistir ancak elde edilen
sonuglara gore her ii¢ ekstraktin da 24. saatte Olciilen ICso degerleri 48. saatte
Olciilen ICso degerlerinden daha yiiksektir. S6z konusu durum 48. saat sonunda
L929 fibroblast hiicreleri uygulanan ekstrakta daha duyarli hale gelmesi ve bu
durumda fibroblast hiicrelerinin %50’sinin daha diisiik ekstrakt konsantrasyonunda
Olmesi, ekstraktlarin etkinliginin zaman igerisinde artmasi, 1929 fibroblast
hiicreleri 24 saat icerisinde uygulanan ekstraktlara karsi adaptasyon gostermis olup
s0z konusu adaptasyonun 48 saat sonunda tamamlanmasi, ekstraktlarin zamanla
daha aktif forma gegmesi gibi sebepler ile meydana gelmis olabilir. Ayrica ilk 24
saat hiicre proliferasyonu 24-48 saat araligina kiyasla daha yiiksek olup, 48. saat
hiicre proliferasyonunun yavaslamasi sebebi ile uygulanan ekstraktin etkinliginin
belirgin hale gelmesi ve uygulanan ekstraktlarin igeriginde barindirdigr birgok
kimyasal bilesim s6z konusudur ve kimyasal stabilite zamanla degisebilmektedir

(Strupp vd., 2023).

Mevcut tez ¢aligmasi kapsaminda ii¢ farkli yontem ile elde edilen ekstrakt yiiklii
kitosan nanopartikiiller 24. saat 1Cso degerinde ekstraktlar kullanilarak
sentezlenmistir. MTT analizi sonuglar1 karsilastirildiginda ekstraktlarda elde edilen
sonuglart destekler nitelikte 24. saat ICso degeri en yiiksek olan nanopartikiil su
buhar1 distilasyonu ile elde edilen ugucu yag yiiklii kitosan nanopartikiildiir. 24. saat
ICs0 degeri en diisiik olan nanopartikiil ise soxhlet ekstraksiyonu sonucunda elde
edilen ekstrakt yiklii kitosan nanopartikiildiir. Soxhlet ekstraksiyonu, ¢oziicii
olarak genellikle organik ¢oziicliler kullanir ve bu yontemle daha genis bir

yelpazede polar ve nonpolar bilesikler ekstrakte edilebilir. Bu, soxhlet
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ekstraksiyonuyla elde edilen ekstraktin daha gesitli ve potansiyel olarak daha etkili
bilesikler icermesine yol agabilir. Siiper kritik CO> ekstraksiyonu, daha segici bir
ekstraksiyon yontemi olabilir ve belirli bilesikleri daha az veya daha ¢ok ekstrakte
edebilir (Ray wvd., 2023). Bu yontem, 0zellikle nonpolar bilesiklerin
ekstraksiyonunda etkilidir, ancak soxhlet ekstraksiyonunda elde edilen kadar genis

bir bilesik yelpazesini igermeyebilir.

Ykl kitosan nanopartikiillerin ICso degerleri arasindaki siralama 48. saat sonunda
gerceklestirilen dlciimde de ekstraktlarda oldugu gibi degismemistir. Ug farkli
ekstrakt yiikli kitosan nanopartikiillerin 24. saat 1Cso degerleri 48. saat 1Cso
degerlerinden daha yiiksektir. Yiikli kitosan nanopartikiiller i¢in s6z konusu olan
bu durum; hiicrelerin nanopartikiillere karsi adaptasyonunun ilk 24 saatte heniiz tam
gerceklesmemis olmasi sebebiyle meydana gelmis olabilir. Zamanla 1929
fibroblast hiicreleri uygulanan nanopartikiillere karsi canliliginin  distigi
gozlemlenmistir bu sebeple ICso degeri azalmistir (Ilhan, 2023). Ayn1 zamanda
kitosan nanopartikiiller, hiicreler tarafindan ilk 24 saat i¢cinde yeterinCe alinmamis
olabilir (Manaspon vd., 2012) ve bu durum daha yiiksek bir ICso degerinin meydana
gelmesine sebep olmaktadir. 48 saatlik siire igerisinde nanopartikiiller hiicrelere
daha iyi dagilmak suretiyle daha diisiik bir ICso degeri meydana getirmektedir.
Mevcut tez kapsaminda gerceklestirilen MTT testi sonucunda 48. saat 1Cso
degerlerinin 24. saat ICso degerlerinden daha diisiik olmasinin dogrudan sebebi ileri

calismalar ile ¢oziimlenebilir.

Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda temel hipotez H. italicum ekstraktlari yara
iyilesmesi iizerinde etkilidir seklinde belirlenmistir. Ug farkl1 ekstraksiyon metodu
ile sentezlenen ekstraktlarin karsilastirilmali olarak yara iyilesmesi analizi
yapildiginda 24 saatte %32 yara iyilesmesi sergileyen L929 hiicre hattinda yara
tyilesmesini indiikledigi goriilmektedir. Gergeklestirilen yara iyilesmesi ¢alismast
sonucunda elde edilen verilere gore en yiiksek yara iyilesme ylizdesi sergileyerek
en etkili tedavi yontemi olarak siiper Kritik CO2 ekstraksiyonu sonucunda elde
edilen ekstrakt goriilmektedir. Stiper kritik CO2 ekstraksiyon yonteminin bitkiden
en yliiksek biyolojik aktiviteye sahip bilesikleri ortaya ¢ikardigini ve bu bilesiklerin
hiicre iyilesme siirecini en 1yi sekilde destekledigini gostermektedir. Soxhlet
ekstrakti da yliksek bir iyilesme ylizdesi gostermistir, ancak siiper kritik CO2

ekstraktt kadar etkili olmadig1r goriilmektedir. Ugucu yag ise kontrol grubuna
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kiyasla belirgin bir iyilesme saglamig olsa da soxhlet ve siiper kritik CO;
ekstraktlar1 kadar ytiksek etkinlik gostermemistir.

Hiicre proliferasyonu, hiicrelerin bdliinerek ¢ogalmasi siirecidir ve yara
iyilesmesinde kritik bir rol oynar. Yara iyilesme siirecinde, hasarli dokularin
onarilmasi i¢in yeni hiicrelerin olusmast gerekmektedir. Bu siireg, ¢esitli bliylime
faktorleri, sitokinler ve  ekstraseliiler matriks bilesenleri tarafindan
diizenlenmektedir. Yara iyilesmesi sonuglar1 gz ontinde bulundurularak PCNA
seviyelerinin genellikle daha hizli ve etkili bir yara iyilesme siireci ile iliskili oldugu
ileri siiriilebilmektedir. 24. saat sonunda yara iyilesmesi %32 olarak belirlenen
kontrol grubu %66 olacak sekilde diisiik PCNA ekspresyonu saglamistir. Herhangi
bir ekstraksiyon muamelesi yapilmayan kontrol grubu fibroblast hiicreleri higbir
miidahalede bulunulmadan birakilmasi sebebi ile hiicre proliferasyonu ve doku
yenilenmesi diisiik olarak degerlendirilmektedir. Ugucu yag uygulanan fibroblast
hiicrelerinde yara iyilesmesi kontrol grubuna gore %18,94’lik bir iyilesme
gostermis ve s6z konusu durum ugucu yagin hiicre proliferasyonunu tesvik ettigi
ve boylelikle yara iyilesmesini hizlandirdigini = gostermektedir.  Soxhlet
ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstraktin PCNA ekspresyonu %81 olarak
belirlenmistir ve ugucu yagdan daha etkili oldugu ve hiicre proliferasyonunu ve
doku yenilemesini daha fazla tesvik ettigi belirlenmistir. Siiper kritik CO:2
ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstrakt en yiiksek seviyede yani %69,60 yara
tyilesmesi saglamis olup, en yiiksek PCNA ekspresyonunu da %90 olarak
sergilemektedir. Bu baglamda yara iyilesme ylizdeleri ile PCNA analizleri arasinda

giiclii bir pozitif korelasyon bulunmaktadir.

H. italicum ekstraktlar1 yiiklii kitosan nanopartikiiller de incelendiginde yalnizca
ekstraktlar kullanilarak gerceklestirilen PCNA analizini destekler nitelikte sonuglar
elde edilmistir. Siiper kritik CO2 ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstrakt
yikli kitosan nanopartikiillerin PCNA analizi sonucunda %93 ekspresyon
sergiledigi, soxhlet ekstraksiyonu sonucunda elde edilen ekstrakt yiiklii kitosan
nanopartikiillerin %82 proliferasyon sergiledigi ve son olarak ugucu yag yiikli
kitosan nanopartikiillerin en diisik PCNA ekspresyonu olarak %81 ekspresyon
gosterdigi goriilmektedir. H. italicum ekstraktlarinin dogrudan uygulanmasi ile
kitosan nanopartikiillere yiiklendigi durumda elde edilen PCNA analiz sonuglari

arasindaki fark, kitosan nanopartikiillerin biyoyararlanimi artirict ve hiicresel
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hedefleme kapasitesine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Dogrudan
uygulamalarda ekstraktlar hiicrelerle smirli bir etkilesim sunarken, kitosan
nanopartikiiller ekstraktlarin stabilitesini artirarak hiicrelere daha etkili bir sekilde
ulagmalarin1t saglamaktadir. Bu durum, yara iyilesme siireglerini hizlandirarak
hiicre proliferasyonunu desteklemektedir. Ozellikle siiper kritik CO2 ekstraksiyonu
ile elde edilen ekstraktlarin nanopartikiiller araciligiyla uygulanmasi, dogrudan
uygulamalara kiyasla en yliksek PCNA ekspresyonu ve yara iyilesmesi degerlerini
saglamis, bu da kitosan nanopartikiillerin biyoteknolojik faydalarini agikc¢a ortaya

koymustur (Franco ve Marco, 2021).

H. italicum bitkisinin temel kimyasal bilesenlerinden olan flavonoidler ve
polifenoller hiicre proliferasyonunu tesvik eden ve antiinflamatuar 6zelliklere sahip
bitkisel bilesenler olarak literatiirde yer almaktadir (Weglarz vd., 2022). H.
italicum bitkisinde bulunan baslica flavonoidler; apigenin, luteolin, kuersetin ve
kaempferol olarak bilinmektedir. S6z konusu flavonoidler, hiicre proliferasyonunu
tesvik eden ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip olan giiclii antioksidanlardir.
Flavonoidler, inflamasyonu azaltarak yara iyilesme siirecini hizlandirir.
Flavonoidler, inflamatuar sitokinlerin {iretimini inhibe ederek bu siireci
dengelemektedir. Mevcut tez ¢alismasi kapsaminda da DPPH antioksidan aktivite
tayin yontemi ile belirlenen antioksidan aktivite de proliferasyonda oldukga
onemlidir. Flavonoidler, serbest radikalleri notralize ederek hiicreleri oksidatif
stresten korur. Bu, hiicrelerin saglikli bir sekilde gogalmasini saglar ve doku
yenilenmesini desteklemektedir. Yara iyilesme siirecinde olduk¢a onemli olan
hiicre dongiisti flavonoidler sayesinde diizenlenerek hiicrelerin hizli bir sekilde

olusmasi suretiyle yara bolgesinin onarilmasini saglamaktadir.

H. italicum bitkisinde bulunan baslica polifenoller ise kafeik asit, klorojenik asit ve
rosmarinik asit olarak siralanabilir. Polifenoller inflamatuar yaniti azaltir yani
inflamatuar mediatorlerin iiretimini azaltarak inflamasyonu kontrol altinda
tutmaktadir. Bu sayede yara iyilesmesini hizlandirir. Polifenollerin yara iyilesmesi
tizerinde en biiyiik etkisi ise, yeni kan damarlarinin olusumunu (anjiyogenez) tesvik
etmesidir. Bu, yara iyilesmesi i¢in gerekli olan oksijen ve besin maddelerinin yarali
bolgeye tasinmasini saglar. Tiim bu bilgiler 1s181nda, H. italicum ekstraktlari, yara
iyilesmesi ve hiicre proliferasyonu i¢in potansiyel bir dogal tedavi olarak mevcut

tez kapsaminda degerlendirilmistir.
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