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Metalik nanopargaciklar; biyomedikal uygulamalarda; nano tasiyici olarak ila¢ dagitiminda,
hastalik tedavisinde, tibbi goriintiillemede ve biyoteknoloji ¢alismalarinda kullanilabilmesi agisindan ¢ok
fazla ilgi ¢ekmektedir. Tip alaninda en ¢ok kullanilan metalik nanopargaciklart arasinda demiroksitler
(FeO, Fe;0s, Fe30s) bulunmaktadir. Son yillarda, 6zellikle biyomedikal alanda kullanilacak olan
demiroksit nanoparcaciklarin sentezini biyolojik sistemlerle yapmaya yonelik ¢alismalar yapilmaktadir.
Bu amagla algler, enzimler, bitki Oziitleri kullanilarak toksisitesi diigilk ¢evre dostu malzemeler
kullanilabilmektedir. Biyolojik orijinli materyallerin kullanimi nanoparcacik yiizeyini sarmalari ile ¢okme
egilimini engelleyerek ve toksik etkilerini iyilestirerek onlar1 biyouyumlu hale getirmektedir. Bu tezin
temel amaci, Punica Granatum (nar) kabugu 6ziitii kullanilarak biyomedikal alanda kullanilabilecek ¢ok
kiigiik boyutlarda ve kararlilikta demir oksit nanoparcaciklarinin sentezi, hazirlanan nanopargaciklarin
karakterizasyonunun yapilmasi ve kanser tedavisindeki etkinliginin aragtirilmasidir. Sentezlenen
nanoparg¢aciklarin karakterizasyonu Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM), UV-Vis Spektrofotometresi
(UV-Vis), X-1s1m1 Kirinim Spektroskopisi (XRD), Zeta Potansiyeli Olgiimii, Infrared Spektrofotometresi
(FTIR), Termal Gravimetrik Analiz (TGA), Titresimli Ornek Manyetometrisi (VSM) yéntemleri ile
yapilmistir. Punica Granatum 6ziitii ile sentezlenen nanopargaciklar ¢ok kiiciik boyutta; 3.76 + 0,59 nm ve
Fe,Os3 kristal yapisinda olugsmustur ve sulu ¢ozeltide haftalarca kararl kalabilmektedir. Nanoparcaciklarin
derigim artigina bagh olarak antioksidan aktivitesinde artis oldugu ve kontrol olarak kullanilan askorbik
asitin maksimum inhibisyon degerine yaklastig1 goriilmiistiir ve ayn1 zamanda nanopargaciklarinin E. coli
bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivitesi gostermistir. Nanopargaciklarin in vitro degerlendirilmesinde,
meme kanser; MDA-MB-231 ve meme normal; CRL-4010 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Nanopargaciklar,
CRL-4010 hiicrelerine gore, MDA-MB-231 hiicrelerinde daha fazla toksik etki gostermistir ve 2,86 kat
artig ile MDA-MB-231 hiicrelerinde segici apoptoza neden olmustur. Nanoparcaciklarin hiicre ile
etkilesiminin hiicre igine alim ve hiicre ¢eperine baglanma yoluyla oldugu, hiicre ile muamele edilen
nanopargaciklarin Prusya mavisi ile boyanarak goriintiilenmesi ile gosterilmistir. Sonuglara gore, yesil
sentez yoluyla elde edilen nanopargaciklarin, potansiyel bir antikanser, antioksidan ve antibakteriyel ajan
olarak literatiire katki saglayacag: diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antibakteriyel, Antikanser, Antioksidan, Demiroksit Nanoparcaciklari, Yesil
Sentez.
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Metallic nanoparticles attract much attention as they can be used as nano-carrier in drug delivery,
disease treatment, medical imaging in biomedical applications and in biotechnology studies. There exists
iron oxides (FeO, Fe;0s, Fe304) nanoparticles among the most used metallic nanoparticles in the medical
field. In recent years, studies have been carried out to synthesize magnetic nanoparticles that will be used
in especially biomedical field with biological systems. For this purpose, more environmentally friendly
materials with low toxicity can be obtained by using algae, enzymes, plant extracts. The use of materials
of biological origin makes the nanoparticles surface biocompatible by preventing its collapse behavior
and improving toxic effects by coating the surface. The fundamental purpose of the thesis is, the synthesis
of iron oxide nanoparticles with an ultra-small size and stability for biomedical fields, characterization of
nanoparticles and investigation of the effectiveness in cancer therapy. Characterization of nanoparticles
synthesized was performed by Transmission Electron Microscope (TEM), UV-Vis Spectrophotometer
(UV-Vis), X-ray Diffraction Spectroscopy (XRD), Zeta Potential Measurement, Infrared
Spectrophotometer (FTIR), Thermal Gravimetric Analysis (TGA), Vibrating Sample Magnetometer
(VSM). Nanoparticles synthesized with Punica Granatum has the crystal form of Fe,Os, with an ultra-
small size of 3.76 + 0,59 nm, and are stable for weeks in aqueous solution. It is seen that antioxidant
activity of nanoparticles is increased with the concentration of nanoparticles and approached the max.
inhibition value of that of ascorbic acid used as control and nanoparticles also showed antibacterial
activity to Escherichia coli bacteria. For in vitro evaluation of nanoparticles; breast cancer; MDA-MB-
231 and breast normal; CRL-4010 cell lines were used. Nanoparticles displayed more toxic effect on
MDA-MB-231cells in contrast to CRL-4010 cells and gave rise to selective apoptosis with a 2.86 fold
increase on MDA-MB-231 cells. It is showed that the interaction of nanoparticles with cells is occured by
cellular uptake of nanoparticles and binding nanoparticles on the cell membrane and it is visualized by
Prussian blue staining of cells incubated with nanoparticles. According to the results, it is expected that
nanoparticles synthesized by green ways will be able to contribute as a potential anticancer, antioxidant
and antibacterial agent to the literature.

Keywords: Antibacterial, Anticancer, Antioxidant, Iron Oxide Nanoparticles, Green Synthesis.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler
nm : Nanometre
ul  : Mikrolitre
ml  :  Mililitre
mM  :  Milimolar
mg : Miligram
g : Gram
¢ . Zeta Potansiyeli
ppb  : Milyarda bir
K : Kelvin
°C . Santigrat
rom : Dakikada Devir Sayis1
pH : Potansiyel Hidrojen Degeri
dk : Dakika
T . Tesla

OD : Optik Dansite
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1.GIRIS

Ozellesmis alanlarda uyarlanabilen kimyasal karakteristie sahip malzemelerin
sentezi, yeni teknolojilerin gelismesi agisindan 6nem tagimaktadir. Son dénemlerde yapisi
ve Ozellikleri belirlenmis maddelerin nano boyuta indirgenerek kimyasal yapisinin ve
ozelliklerinin degistirilmesi iizerine c¢alismalar artmaktadir. Bunun sebebi maddelerin
belirli boyutlarda hacimsel yapilarindan farkli olarak normalin disinda o6zellik ve
islevsellik gostermeleridir (Ugan, 2015). Nanoteknoloji kavramini, indirgenmis nanometre
Olceginde malzemeler veya materyaller iireten, kullanima sunan teknoloji olarak gérmek
miimkiindiir (Turung, 2019; Ugan, 2015). Temelde benzersiz nesnelerin yeni
uygulamalarina olanak tanimasi, belirli nanometre boyutlardaki maddenin yapisinin
anlagilmasi (Kiitlik, 2010) ve maddenin kontrol edebilmesini miimkiin kilmaktadir (Hulla
ve ark., 2015). Nano kelimesi, Yunanca "nannos" kelimesinden koken alir ve "ciice"
anlamina gelmektedir. Giiniimiizde ise nano terimi, 0l¢ii birimi olarak kullanilmakta ve
herhangi bir birimin milyarda biri anlamma gelmektedir (Turung, 2019; Ugan, 2015).
Malzemede boyut ufaldik¢ca atomik oOzellikler, farklilik gostermesinden dolayr dikkat
cekici hale gelmektedir. Maddeleri nano boyuta indirgeyerek kullanmak enerji yoniinden
kuvvetli, hafif ve boyut olarak kiiciik materyaller iiretilmesini olanak saglamaktadir. Bu
sebepler dogrultusunda nanoteknoloji ticari olarak ilgi ¢ekmis ve kozmetik {iriinler,
kendini temizlenebilen boyalar, patlamayan otomobil lastikleri ve ¢izilmeyen otomobiller,
deterjanlar, temizlik bezleri gibi iirlinler piyasaya sunulmustur (Giilten, 2007; Yiiriiksoy,
2020). Nanoteknolojinin hedefi daha az maliyet ile istenen 6zellikte cihaz ve sistemlerin
tasarimi, karekterizasyonu, iiretim ve uygulamalaridir. Nano boyuttaki bir materyallerin
daha dayanikli ve uzun Omiirlii oldugu bildirilmistir (Giilten, 2007; Yiiriiksoy, 2020).
Nanoteknoloji kullanilarak iiretilen malzemelere “nanomateryal” adi verilmektedir (Ates
ve Bahceci, 2015; Turung, 2019). Bugiine kadar tanimlanmis nano yapilar ise; nano
kristaller, pargaciklar, tiipler, teller, ¢ubuklar veya nano ince filmler gibi islevsel
yapilardir. Nanoteknoloji uygulama alanlari, bir¢ok endistride genis kapsamhdir.
Farmasotik uygulamalarda teshis biyosensorleri, ilaglarin  dagitim sistemleri  ve
goriintilleme araglar1 olarak kullanilmaktadir. Kozmetik ve gida sektoriinde ise iiretim,
paketleme, raf odmrii ve antibakteriyel iyilestirmeler i¢in dnemli 6l¢iide kullanimi artmustir.
Bunlarin yani sira, temiz enerji iiretiminde de 6nemli bir etkiye sahiptir, daha verimli

giines pilleri ve ¢evre dostu pillerin {iretimini gergeklestirmektedir (Hulla ve ark., 2015).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.2. Nanoparcaciklar

Nano terimi, fiziksel bir biiyilikliigiin milyarda biri anlamina gelen, bir 6lgme
birimidir (Lenhardt ve ark., 2008). ‘Nanoparg¢aciklar’ boyutlar1 1-100 nm araliginda olan
toz taneleri ya da parcacik olarak tanimlanmigs nano boyutlu malzemeler olarak
tanimlanmaktadir (Pehanich, 2006; Goesmann ve Feldmann, 2010). Nanoteknoloji ise
nanoboyutlu malzemelerin hazirlanmasi, karakterizasyonu ve uygulamalari ile ilgilenen bir
teknoloji alanidir. Nanoboyutlu malzemelerin, kendi bulk yapilari ile kiyaslandiginda
kuantum boyut etkileri, elektronik yapisinin boyut bagimliligi, ylizey atomlarinin sayist
gibi etkiler ile farkli 6zellikler sergiledikleri goriliir (Liveri, 2006; Jeong ve ark., 2007).
Bunun sebebi, nanoparcaciklarin hacim yiizey alani orani ¢ok biiylik olmasindan dolay1,
biiyiik ylizey enerjilerine sahip olmalaridir (Goesmann ve Feldmann, 2010). Bu sayede
kimyasal ve fiziksel 6zellikleri degisirken ayn1 zamanda islevsellikleri de degismektedir ve
farkli bilim alanlarinda uygulama alani bulabilecek ve bir¢ok avantaj saglayabilecek akillt
kiiciik malzemeler elde edilmektedir (Jamkhande ve ark., 2019; Dinparvar ve ark., 2020).
Ozellikleri gelistirilmis nanoparcaciklarin sentezi ile katalizorler, siiper iletkenler, yiizey
aktif olan maddeler, ilag tasiyici sistemler, biyosensorler gibi {irlinler piyasaya
kazandirilmistir (Ates ve Bahceci, 2015; Turung, 2019). Tip alaninda kullanimi ise yeni
tedavi yontemlerine imkan saglanmaktadir. Ornek olarak, nanoboyutta sentezlenmis
miseller; iginde kapsiillenmis kiigiik ilag molekiillerini hedef bolgeye tasiyabilme imkani
saglamaktadir. Boylece toplam ilag tiiketimi ve ilacin olusturdugu yan etkileri azaltmada
etkili olmaktadirlar (Ates ve ark., 2013).

2.3. Nanoparcacik Cesitleri

Nanopargaciklarin ~ tiretiminde kullanilan bircok farkli  kimyasal yontem
bulunmaktadir. Nanoparcaciklar silikat, metal, metal oksitler, seramik ve oksit olmayan
seramik, polimer, organik ve inorganik, karbon tiirevleri, biyomolekiiller gibi yapilardan
farkli morfolojilerde tiretilebilirler. Temelde morfolojiler heliks, tiggen, kiiresel, silindirik,
tip, ¢ubuk ve kiibik gibi sekillerde olmaktadir (Nasseri, 2013). Bununla birlikte,
nanoparcaciklarin uygulamadaki ihtiyaclarina baglh olarak yiizey modifikasyonlar

tasarlanmaktadir.
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Nanopargaciklari, karbon igeren inorganik nanoparcaciklar ve organik
nanoparcaciklar olarak siniflandirmak miimkiindiir. Inorganik nanopargaciklar manyetik,
soy metal (platin, altin, paladyum, giimiis) ve yar1 iletken nanopargaciklaridir (kuantum
noktalar1, demir oksit, titanyum oksit ve ¢inko oksit). Inorganik nanopargaciklardan soy
metal nanoparcaciklar1 ¢oklu fonksiyonellige sahip oldugu igin arastirmalarda ilgi
cekmektedirler (Nasseri, 2013). Metal bazli nanoparcaciklar ise altin kolloidler,
nanokabuklar, nanogubuklar, siiperparamanyetik demiroksit nanopartikiillerdir (Lewinski
ve ark., 2008). Organik nanopargaciklar ise karbon temelli; ¢ok katmanli nanotiipler,
fulerenlerdir. Polimerik nanopargaciklar iginde yer alan dogal polimerler ise; proteinler,
niikleik asitler, kitosan, oligosakkaritlerdir (Dyawanapelly ve ark., 2016). Bununla birlikte
sentetik polimerlere; polimalik asit, pollikaprolakton ve poliglutamik asit 6rnek olarak
verilebilmektedir (Guo, 2011).

2.4. Manyetik Nanoparcaciklar

Cesitli  kompozisyonlarda, = manyetik  Ozellikte  nanoparcacik  sentezi
yapilabilmektedir. Manyetik 6zellikteki nanopargaciklar arasinda; FesO4 (magnetit) ve y-
Fe203 (maghemit), toz metalleri; Fe ve Co, bimetalik; MgFe204, MnFe,O4 ve CoFez0a4,
alagim karisimlari; CoPts, ve FePt bulunmaktadir (Lu ve ark., 2007). Bu malzemelerin her

biri farkli manyetik 6zellik géstermektedir ve bu da atomik yapilariyla ilgilidir.

Demir oksit nanoparcaciklari teknolojik agidan oldukg¢a 6nemli olmakla birlikte
ticari ve tibbi olarak sensorler, kozmetik, biyotip, teshis ve radyoloji, patojenler, enzimler
ve ag1 lretimi gibi bir¢ok alanlarda uygulamaya sahiptir (Gole ve ark., 2008; Hasirci,
2019). Bu genis araliktaki kullanim potansiyelleri, yiiksek kimyasal kararlilik, diisik
toksisite, yliksek biyouyumluluk, manyetik yapi, yiiksek yiizey alan1 ve kii¢iik bant aralig
gibi benzersiz 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Abbasi ve ark., 2019).

Manyetik nanoparcaciklar dig manyetik alana maruz birakildiginda, uygulanan alan
yoniinde net bir manyetik moment kazanmaktadir. Buna “miknatislanma” adi
verilmektedir. Manyetik nano ya da mikro boyuttaki malzemeler manyetizma 6zelliklerine
gore paramanyetik, diyamanyetik ve ferromanyetik olarak siniflandirilirlar (Gole ve ark.,

2008).
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2.4.1. Manyetizma

Manyetizma, atomlarda bulunan elektronlarin yoriinge ve doniis hareketleri
arasindaki mekaniksel etkilesimlerden kaynaklanmaktadir. Bu etkilesimler giiglii veya
zay1if olabilir. Manyetik malzemeler, harici olarak uygulanan bir manyetik alanda (H)
ol¢iilen manyetik momentin biiyiikliigii ve yoniine (M) gore siniflandirilmaktadir (Soetaert

ve ark., 2020).

Paramanyetizma; baz1 atomlar, dis elektron katmanlarinda ¢iftlenmemis
elektronlara ve bir de net dipol momente sahiptirler. Bu tiir maddelere harici manyetik alan
uygulandigi esnada momentler manyetik alan yoniinde siralanmaktadir. Paramanyetik
maddeler pozitif degerli fakat zayif bir tepki verirler. Yani manyetik alan etkisiyle
manyetik momentleri kismi yonelmeler gosterir. Harici alan uzaklastirildiginda indiiklenen

manyetik alan da kaybolur ve kalict manyetizasyon gostermezler (Ozel, 2015).

Diyamanyetik; maddelerin dis kabuklarinda ¢iftlenmemis elektronlar1 yoktur ve
stirekli manyetik 6zellige sahip degillerdir. Dig manyetik alan uygulandiginda materyalin
icinde manyetik alanla ters yonde (negatif) kiiciik bir alan meydana gelmektedir.
Uygulanan manyetik alanla birlikte manyetizasyon, dogru orantida degismektedir.
Diyamanyetik yanit biitiin malzemelerde olusmaktadir. Manyetik alan kaldirildiginda da
manyetizasyon ortadan kalkmaktadir. Biyolojik dokularin da dahil oldugu ¢ogu malzeme

zayif bir sekilde diyamanyetik 6zellige sahiptirler (Lu ve ark., 2007; Ozel, 2015).

Ferromanyetizma; demir, nikel, kobalt gibi metallerin manyetik 6zellik
gostermesi igin harici bir manyetik alan uygulanmasina gerek yoktur. Manyetik
maddelerin bilinen en genel tipidir. D1g manyetik alan uygulandiginda yapisinda yer alan
atomlar daha diizenli hale gelerek oldukca yiiksek manyetizasyona sahip olmaktadirlar.
Bununla birlikte harici manyetik alan kaldirilsa da bir dereceye kadar manyetik etki
kalmaktadir. Bunun sebebi manyetik alanin yoklugunda bile manyetik momentlerin ayni
hizada kalmasindan kaynaklanmaktadir. Ferromanyetik malzemelerdeki etkilesimler
manyetik temelli olmaktan ¢ok elektriksel etkilesimlerin bir sonucudur. Yiiksek
sicakliklarda ferromanyetik yapilar1 bozulan maddeler paramanyetik davranis sergilemeye
baslarlar (Cakmak, 2020).
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Siiperparamanyetizma; bu tiir malzemeler, paramanyetiklere benzer 6zelliklere
sahiptirler. Uygulanan dis manyetik alanlara kars1 oldukca hassas hale getiren yiiksek bir
manyetik duyarlilik gosterirken minimum kaliciliga sahiptirler. Harici manyetik alan
ortadan kalktiginda manyetizasyon gostermezler. Siiperparamanyetizma davranisi,
manyetik  hedef tasiyicilar i¢in  Onemli bir  Ozelliktir.  Ferromanyetizmanin
superparamanyetizmadan farki da partikiil boyutundan kaynaklanmaktadir. Literatiire gore,
partikiill boyutunun 50 nm altinda olmasi parcaciklarin superparamanyetik davranis

gostermelerine neden olmaktadir (Gole ve ark., 2008; Hasirci, 2019).

Siiperparamanyetik demir oksit nanoparcaciklar (SPFeON);
siiperparamanyetik davranis paramanyetik ve ferromanyetik davranislarin bir bilesimi
olarak tanimlanmaktadir. Slipermanyetizma 6zelligi gosteren nanopargaciklarin biiyiiklik
ve yiizey morfolojisi, manyetik 6zelliklerini etkilemektedir. Bu etki parcacik biyiikligi
azaldikca daha da artar. SPFeON’lar 5-20 nm arasindaki biyouyumlu “Maghemit” (y-
Fe203) ve “Manyetit” (FesOs) pargaciklardir. Bu manyetik nanopargaciklar, homojen ve
ferroakiskan siispansiyon ¢ozeltileridir (Nasseri, 2013).

SPFeON'larmm, yiiksek manyetizasyon degerleri ile sonuglanmasinin nedeni
manyetik alan uygulandiginda, manyetik momentlerin uygulanan alana paralel bir yonde
hizalanma egilimi gostermelerinden kaynaklanmaktadir. Fakat harici alan kaldirildiginda,
SPFeON' larin uzunlamasina ve enine gevsemeleri nedeniyle momentler orijinal eksen
konumlarma geri donerler. SPFeON' lar temelde kararsiz ve bozulma egilimindedirler.
Kolayca oksitlenebilen metalik nanopargaciklar oksijen agisindan zengin ortamlarda
manyetizmalarmi1 kaybederler. Ozellikle tibbi uygulamalarda, tiimér kosullar1 gibi
kimyasal ve fiziksel olarak giic ortamlarda uzun siire stabil kalmalidirlar. Bu nedenle
SPFeON' larda yiizey kaplama gibi cesitli yontemler kullanilarak stabilite saglanmaktadir.
Cesitli molekiillerle reaksiyona girebildiginden, kullanim alanlart genistir (Yasin ve ark.,
2020).
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2.5. Demir Oksit Nanoparcaciklari

Demir oksitler, demir ve oksijenden meydana gelen kimyasal bilesiklerdir. Demir
oksitlerin  ¢ogu dogada  bulunmakla  birlikte, laboratuvar orataminda da
sentezlenmektedirler. Amorf demir (III) oksit disinda, 6 kristal, susuz demir oksit tiirii
bulunmaktadir. Bunlar; Fe3O4 (manyetit), Fe;O3’in 4 ¢esit polymorfolojisi vardir; y-Fe2O3
(maghemit), a-Fe>O3 (hematit), B-Fe2O3, and &-Fe2Os3 ve FeO fazi (wustit) (Ohkoshi ve
Tokoro, 2013; Tucek ve ark., 2012). a-Fe,Oz (hematit), FesOs (manyetit) ve y-Fe2Os
(maghemit) y1gin ve nanoboyutta bulunan en yaygin demir oksit tiirleridir ve genellikle
dogada da bulunmaktadirlar. Farkli sentetik yollar ile bu fazlarin farkli morfolojilerini,
farkli boyutlarin1 ve farkli boyut dagilimlari ile hazirlamak mimkiindiir (Tucek ve ark.,
2010).

v-Fe203 (maghemit) minerali, kirmizims1 kahverengi tonlarda renge sahiptir ve
ferrimanyetik etkili bir mineraldir. FesOs ile benzer yapiya sahiptir. Fe3O4 hava ile temas
ettiginde oksitlenmekte ve y-Fe;O3 olusumuna neden olmaktadir (Ozel, 2015). Eski demir
oksitlerden en bilineni olan a-Fe2Os (hematit), kayalarda ve topraklarda yaygin olarak
bulunmaktadir. Celik endiistrisinde ana demir kaynagi olarak kullanilmaktadir. Oda
kosullarinda kararli bir yapiya sahiptir. Temelde paramanyetiktir ve asitler tarafindan
kolayca etkilenmektedir. Kristal halde bulunurken siyah veya gri renkte, par¢alanmis halde
ise kirmiz1 renge sahiptir. FesOs (manyetit) ferrimanyetiktir; harici bir miknatisa cekilir,
harici dis manyetik alanin yoklugunda da manyetik 6zelligini korumaktadir. Yar1 kararli
yapiya sahiptir. y-Fe203 (maghemit) ve a-Fe2,O3 (hematit)’ in her ikisi de yeterince kiiciik
kristaller olusturduktan sonra siiperparamanyetik hale gelebilmektedir (Dulinska-Litewka
ve ark., 2019). FesOs (manyetit), y-Fe203 (maghemit) ve a-Fe;Os (hematit) demir
oksitlerinin kristal yapisi, siki istiflenmis kiibik yapidir (Sekil 1) (Ercan, 2019).

(a) Hematit (b) Manyetit (c) Maghemit
Hekzagonal Kubik Tetrahedral

Sekil 1. Hematit (a- Fe203), manyetit (Fe304), maghemit (y -Fe203) kafes yapilar
(Karakelle, Avsar, 2019).
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Fe304 (manyetit), oksijen varliginda y-Fe>O3 (maghemit), 300 °C ve daha yiiksek
sicakliklarda ise a-FeoO3 (hematit)’ e okside olabilir. Maghemit, manyetite gore daha az
manyetik Ozellige sahipken, hematit ise antiferromanyetiktir. Bu sebeple manyetitin
oksidasyonunu onlemek i¢in bircok uygulamada yiizey kaplamasi yapilmaktadir (Ercan,
2019).

Siiperparamanyetik demir oksit nanopar¢aciklar (SPFeON);
sliperparamanyetik davranis paramanyetik ve ferromanyetik davraniglarin bir bilesimi
olarak tamimlanmaktadir. Manyetik Ozelliklerini yalnizca dis manyetik alana maruz
kaldiklarinda ortaya cikarirlar. Silipermanyetizma 6zelligi gosteren nanopargaciklarin
biiytikliikk ve yiizey morfolojisi, manyetik 6zelliklerini etkilemektedir. Bu etki pargacik
biiylikligii azaldik¢a daha da artar. SPFeON’lar 5-20 nm arasindaki biyouyumlu y-Fe.O3
(maghemit) ve FesOs (manyetit) pargaciklaridir. Bu manyetik nanopargaciklar, homojen

ve ferroakiskan siispansiyon ¢ozeltileridir (Nasseri, 2013).

SPFeON' larin, yiiksek manyetizasyon degerleri ile sonuglanmasinin nedeni
manyetik alan uygulandiginda, manyetik momentlerin uygulanan alana paralel bir yonde
hizalanma egilimi gostermelerinden kaynaklanmaktadir. Fakat harici alan kaldirildiginda,
SPFeON' larin uzunlamasma ve enine gevsemeleri nedeniyle momentler orijinal eksen
konumlarina geri donerler. SPFeON' lar temelde kararsiz ve bozulma egilimindedirler.
Kolayca oksitlenebilen metalik nanopargaciklar oksijen agisindan zengin ortamlarda
manyetizmalarmm kaybederler. Ozellikle tibbi uygulamalarda, timér kosullart gibi
kimyasal ve fiziksel olarak gili¢ ortamlarda uzun siire stabil kalmalidirlar. Bu nedenle
SPFeON' larda yiizey kaplama gibi ¢esitli yontemler kullanilarak stabilite saglanmaktadir.
Cesitli molekiillerle reaksiyona girebildiginden, kullanim alanlar1 genistir (Yasin ve ark.,
2020).

B-Fe203 ve e-Fe,O3 demir oksit fazlar ise, ilk olarak laboratuvarda bulunmustur.
Ara fazlardir ve dogal olarak nadir bulunmaktadirlar. Nanoboyutta hazirlanabilmektedirler
ancak tek faz olarak elde edebilmek zordur ve termal olarak kararsizdirlar (Tucek ve ark.,
2012). Fe203’ iin - polimorfolojisi dielektrik ozellikleri ve oda sicakliginda gosterdigi
yiiksek koersif alan biiytikligi ile dikkat ¢ekmistir (Tucek ve ark., 2010; Gich ve ark.,
2005). e-Fe203 antiferromanyetik 6zelliktedir ve kristal yapist ortorombik yapidir (Sekil 2)
(Thomas, 2010).
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Fe ions

Sekil 2. e-Fe, 03 kristal yapisi (Thomas, 2010).

e-Fe;03 nanoparcaciklarinin farkli manyetik 6zelligi (yiiksek koersivite) nedeniyle
biyotip alaninda kullanilabilirli§i baz1  c¢alismalarda  gosterilmistir.  &-Fe2Os
nanoparcaciklarinin manyetik hipertermi etkisi arastirilmasi icin yapilan ¢alismada, hiicre
sitoplazmasininkine benzer vizkozitede bir ortamda diisiik frekans (20-100 kHz) altinda
1sindig1 bulunmustur. Ayni ortamda, y-Fe>Os (maghemit) nanopargaciklariin yiiksek
frekans altinda (400-900 kHz) daha etkili 1sindig1 goriilmiistiir. e-Fe,O3 nanopargaciklari
hiicre kiiltiirii deneylerinde, genis bir konsantrasyon araliginda toksisite gostermemistir ve
yiiksek hiicresel alim gostermistir. Sonug olarak, &-Fe,O3 nanopargaciklarinin manyetik
hipertermi uygulamalar1 i¢in y-Fe;Os (maghemit) nanoparcaciklarina gére daha istiin
performans sergilemistir (Gu ve ark., 2020). Bununla birlikte, e-Fe2O3 nanopargaciklari
~500 K Curie sicakligi ile yiiksek manyetokristalin anisotropisi Ozelligi ile
farklanmaktadir ve yiiksek manyetik alan altinda (11.75 T) MRI ¢alismalarinda kontrast

ajani olarak etkinligi gdsterilmistir (Kubickova ve ark., 2019).

Demir oksit nanoparcaciklarinin yiizeyi, ¢esitli organik veya inorganik malzemeler
tarafindan modifiye edilebilmektedir. Demir oksit nanoparcaciklart 6zellikle manyetit
yiiksek kimyasal aktivite ve havada kolayca oksitlenebildigi i¢in ¢ogunlukla manyetik
ozelligin azalmasmma neden olmaktadir. Bu nedenle, manyetik demir oksit
nanoparcaciklarin stabilitesini saglamak i¢in polimerler, biyomolekiiller, silika, metaller
vb. gibi uygun organik ya da inorganik malzemeler ile yilizeyin kaplanmasi stabiliteyi
saglamada 6nemli rol oynar. Bu stratejiler, ayn1 zamanda daha fazla islevsellestirme icin
de kullanilmaktadir. Bu uygulamalar i¢in belirli boyut, sekil ve yiizey karakteristigine

sahip manyetik 6zelliklerde nanoparcaciklar sentezlenmektedir (Wu ve ark., 2008).
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2.6. Manyetik Demir Oksit Nanoparc¢aciklarinin Kullanim Amaglar: ve Avantajlari

Demir oksitlerin genellikle sahip oldugu manyetik 6zellikler sayesinde, manyetik
kayit ortami, katalizorler ve ferro-akiskanlar, manyetik rezonans goriintiileme (MRI) i¢in
kontrast maddeler olarak ve kanser tedavisi igin terapotik maddeler olarak uygulama
alanlar1 bulmaktadirlar (Teja ve Koh, 2009). Manyetik demir oksit nanopar¢aciklarinin
biyotip uygulamalarinda, oral ila¢ dagitiminda ve damar yolunda karsilagilan olumsuz
etkileri atlatarak hedef bolgeye ilag tasinmasinda 6nemli rol almaktadir. Demir oksitlerin
kullannm yaygimlig toksisite, biyouyumluluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik, kararl
boyut dagilimi, kimyasal ve manyetik kararlilik gibi benzersiz 06zelliklerinden
kaynaklanmaktadir (Aisida ve ark., 2020). Demir oksit nanoparcaciklarinin uygulama
alanlar1 Sekil 3’te goOsterilmistir. Ayrica demir oksit nanopargaciklari, biyoaktif
malzemeler ya da polimerik malzemelerle kaplanarak kullanilabilmektedir. Temelde dogal
biyoaktif bilesikler ve biyo-koruyucular, oksidatif reaksiyonlara duyarhidir. Cevresel
faktorler veya proses kosullar1 olan oksijen, 1s1k, yliksek sicakliklar, nem, pH degisiklikleri
vb. tarafindan kolayca bozunabilir ve uygulamalart kisitlanir (Yiiriksoy, 2020). Nano
boyutta manyetik parcaciklarin sentezlenerek biyoaktif malzemeler ya da polimerik
zarflarla kapsiillenmesi/kaplanmasi bu sinirlamay1 azaltabilir (Laurent ve ark., 2008; Wu
ve Huang, 2017). Manyetik nanopargaciklar i¢inde biyoaktif molekiiller ile sarilmasi
bir¢cok avantaj saglamaktadir. Bu avantajlar arasinda olumsuz ¢evresel etkilerden korunma,
kararsiz bilesiklerin raf dmriinlin uzatilmasi, terapotik ve fonksiyonel etkiler elde etmek
icin fonksiyonellestirme ile hedefe yonelik kontrol salimli nanomalzemeler gelistirilmesi

bulunmaktadir (Ekinci ve Ozdemir, 2021; Soltanzadeh ve ark., 2021).

:" Suﬁer ls ‘P Enzyme-like
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Sekil 3. Demir oksit nanopargaciklarinin uygulama alanlarr.
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2.7. Demir Oksit Nanoparcaciklarinin Sentez Yontemleri

Nanoparcaciklarin sentez yontemlerini fiziksel, biyolojik, kimyasal olarak ayirmak
miimkiindiir. Genel olarak, fiziksel yontem; maliyetlidir, zaman tiiketimi fazladir, ayrica
toksik ve biyouyumlu degildir. Biyolojik yollarla sentez yontemi; kolay {iretilebilir,
biyouyumlu, ¢evre dostu, biyolojik olarak pargalanabilir, verimliligi yiiksek ve malzeme
bulunabilirligi agisindan kolaydir. Kimyasal sentez yontemi ise toksik, pahali, yiizey aktif
madde igermesi, disiik verimliligi ve disiik biyouyumlugu nedeniyle dezavantajlidir
(Aisida ve ark., 2020).

Nanopargaciklarin sentez yontemleri iki baslik altinda incelendiginde; birincisi,
“yukaridan asagiya” metodudur. Bu yoOntem, nanopargacik olusturmak igin biiyiik
malzemelerin asinma yoluyla par¢alanmasina dayanmaktadir. Sentezlenen pargaciklar
genis boyut dagilimina ve ¢esitli sekillere sahip olmasina ragmen, bu tiir sentez yontemi
genellikle, uygulamasi i¢in boyut ve seklin gerekli olmadigi seramik malzemeler igin
kullanilmaktadir. Mekanik asindirma, elektronik patlama, yiiksek enerji ve termik yontem
gibi ¢esitli metodlar “yukaridan asagiya” sentez yontemine girmektedir (Balci, 2016).
Ikinci yol ise “asagidan yukarrya” olarak bilinmektedir. Daha biiyiikk nanopargaciklar
olusturmak i¢in atomlarin veya molekiillerin birlesmesinden olusmaktadir. Bu sentez ile
daha homojen kimyasal bilesimi, boyut ve sekil agisindan diizgiin bir dagilima sahip daha
az kusurlu nanopargaciklar elde edilebilmektedir. Bu tip nanopargaciklar, sekil ve kiigiik
parcacik boyutu dagiliminin 6zellikle 6nemli oldugu biyomedikal uygulamalarda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kimyasal buharlagtirma, yanma, sol jel ve ultrasonik sprey pirolizi

gibi metodlar “asagidan yukariya” sentez yontemine girmektedir (Liu ve ark., 2013).

Nanoteknoloji ve biyoteknoloji alanlarindaki uygulamalarda kullanilmak {iizere
monodispers demir oksit nanopargaciklar1 elde etmek i¢in birgok arastirma ve rapor
gelistirilmistir. Bu sayede pargacik boyutu, sekil kontrolli, kristallik, kararlilik,
biyouyumluluk, yiizey yapisi, monodispersite ve son olarak manyetik 6zelliklerin uygun
kontroliiniin saglanmasi agisindan birgok verimli sentez yaklasimlari tanimlanmigtir
(Hernandez ve ark., 2020; Wegmann ve Scharr, 2018).

Demir oksit nanopargaciklarini sentezlemek igin uygulanan bazi kimyasal
yontemler: mikroemiilsiyon, sol jel metodu, hidrotermal, 6nciillerin hidrolizi ve termolizi,

akis enjeksiyon sentezleri ve elektrosprey sentezleri Ve sonokimyasal sentez yontemleridir.
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Bu yontemler ile yiiksek Kkaliteli demir oksit nanopargaciklarinin sentezini
gerceklestirebilir.  Genellikle bu yontemler tibbi gériintiileme uygulamalar1 igin
kullanilmaktadir. Temelde en yaygin demir oksit nanopargacik sentez yontemi, birlikte
¢coktiirme yontemidir (Laurent ve ark., 2008). Ayrica nanopargaciklar lazer piroliz
teknikleri, mikroorganizma ya da bakteriyel sentez yontemlerinden 6zellikle manyetotaktik
bakteriler ve demir indirgeyen bakteriler gibi yontemlerle de hazirlanabilir (Aisida ve ark.,
2020).
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Sekil 4. Demir oksit nanopargaciklarinin, biyomedikal uygulama i¢in bazi sentez yontemleri ve
modifikasyonlariin sematik gésterimi (Israel ve ark., 2020).

Sekil 4.’te manyetitin birkag¢ farkli yontemle: birlikte ¢oktiirme, demir asetil
asetonatin (Fe(acac)s) termal ayrismasi, mikroemiilsiyonlar ya da lazer pirolizi gibi
metotlar kullanilarak elde edilebilecegi gosterilmektedir. Maghemit ise manyetitin
dogrudan oksidasyonu ile sentezlenebilir. Sentezlenen nanoparcaciklarin daha sonra yiizey
kaplamasi, dopinglenmesi veya islevsellestirilmesinin yani1 sira kapsiilleme veya ylizey
yiikiiniin ({ potansiyeli) degistirilmesi ile bunlar biyomedikal uygulamalar i¢in modifiye
edilebilmektedir (Israel ve ark., 2020).

2.7.1. Termal ayrisma yontemi

Bu yontem, bilesiklerin yiiksek sicaklikta kimyasal ayrigsmasindan olusur. Termal
ayristirma yontemleri karmasik olsa da, benzer dagilim ve boyut kontrolii ile yiiksek

kaliteli nanoparcaciklarin iiretilmesini saglamaktadir. Ayni zamanda manyetizmalarin1 ve
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kristallik derecelerini iyilestirerek ortak ¢oktiirme sinirlamalarini ortadan kaldirmaktadr.
Kontrol edilebilir sentez siireci, uygun 6zellik, pargacik boyutu, sekil ve yiiksek kristallige
sahip demir oksit nanoparcaciklar elde edilebilir. Bu metot, demir (l11)(dodekakarbonil) ya
da demir (III) (asetilasetonat) kaynaginin etanol iginde 280 °C'ye kadar sicaklik
kullanilarak termal ayrismasini igerir. Nanopargaciklar sulu ortamda dagilamazlar fakat
ylizey aktif madde kullanimi boyunca sadece organik ¢oziicii i¢inde ¢oziilebilmektedirler
En biiyiik dezavantaji, sentez sirasinda kimyasal olarak baglanabilen toksik organik
coziiciiler kullanilmaktadir. Bu da nanoparcaciklarin biyolojik uygulamalar igin

kullanimlarin1 sinirlamaktadir (Majida ve ark., 2017).

2.7.2. Hidrotermal ve solvotermal sentez

Hidrotermal sentez, metal tuzlarinin asirt doygunlugu ile sonuglanan, suyu alinmig
tuzu hidrolize etmek icin yiiksek basing ve sicakligi icermektedir. Yiiksek basing ve
sicaklik, sudaki tuzlarin difiizyonu ile dehidrasyon yetenegini arttirmak igin
kullanilmaktadir. Bu yontem ile organik ¢oziicii (solvotermal sistem) reaksiyon ortaminda
suyun yerini aldigindan, hidrotermal yontemin susuz bir islem oldugu bilinmektedir. Bu
yaklasimla, iyi kristal Ozelligi gosteren ince taneler elde edilmektedir. Reaksiyon
parametreleri; zaman, sicaklik, basin¢ ve demir kaynagidir. Bu metot, organik ¢oziicili veya
ylizey aktif madde kullanimi gerektirmez (Yusefi ve ark., 2020). Hidrotermal ve
solvotermal kullanmanin avantaji, demir tuzlari, iire, sodyum sitrat ve asetatin etilen glikol
icinde homojen bir dagilim elde etmek i¢in karistirilmast ve ardindan otoklav reaktore
(teflon paslanmaz celik) aktarilmasi ile tiim giin boyunca sicakligt 200 °C'ye kadar

arttirarak kolayca sentezlenmesidir (Wu ve ark., 2015).

2.7.3. Mikroemiilsiyon yontemi

Mikroemiilsiyon, iki karismaz sivi maddenin (yag ve su) ara yiizeyinde bir
yardimcl tabaka olusturan yilizey aktif madde yardimi ile stabilize edilmis, birbiriyle
karismayan iki sivinin termodinamik olarak kararli olan ¢dzeltinin stabil ve izotropik
dispersiyonudur. Mikroemiilsiyonlar ii¢ bilesenden olusur: Polar faz (su), polar olmayan
faz (yag) ve yiizey aktif madde. Yag-su mikroemiilsiyon sistemlerinde, kiiciik sulu
nanodamlaciklar organik fazda dagilir. Bu dagilim, molekiillerin hidrofilik bas kisimlarinin
sulu faza, hidrofobik kuyruklarinin ise yag fazina uzanmasi ile meydana gelmektedir.

Sentezde, sulu faz farkli metal tuzlar1 veya diger bilesenleri igerirken, yag fazi gesitli
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hidrokarbonlar ve olefinlerden olusur. Iki cesit mikroemiilsiyon yéntemi vardir. FeO
nanopar¢aciklarinin sentezi i¢in kullanilmis olan dogrudan olarak adlandirilan suda
dagilmis yag (o/w) ve ters olarak adlandirilan yagda dagilmis su (s/o) seklinde
ayrilmaktadir (Chia Hua Lin, 2015). Mikroemiilsiyon teknigi ile hazirlanan
nanoparc¢aciklarin fizikokimyasal 6zellikleri esas olarak yiizey aktif maddenin se¢imine
baghdir. Spesifik olarak nanopargaciklarin ortalama capr 10-25 nm arasinda degisen,
neredeyse tek dagilimly, kiiresel bir sekil olusturur. Elde edilen nanopargaciklar, kolaylikla
kontrol edilebilen homojen sekil ve kiicik boyutlara sahiptir. Bu nedenle
nanopargaciklarin  ¢ekirdeklenmesini  ve  biliyliyerek  aglemerasyon olusmasini
siirlamaktadir. Fakat geleneksel birlikte ¢oktiirme yontemine kiyasla diisiik verim elde
edilir ve yiizey aktif maddelerin dogas1 geregi parcaciklarin saflastirilmast karmasiktir
(Ansari ve ark., 2019).

2.7.4. Ortak/birlikte ¢oktiirme yontemi

Ortak c¢oktiirme teknigi, FesOs nanopargaciklar gibi c¢esitli metal oksit
nanopargaciklarin sentezinde kullanilan geleneksel ve kolay bir yontemdir. Bu yontem,
toksik ara maddeler veya c¢oziiciiler iliretmez, oncii komplekslere ihtiyag duymaz ve

nanopargaciklar oda sicakliginda veya yiiksek sicakliklarda tiretilebilir.
Fe?" + 2Fe®" + 80H™ SFe (OH), + 2Fe (OH)s — Fe304) +4H,0

Denklem 1. Fe?* ve Fe3* tuzlarmin alkali ortamda demir oksit formuna déniisme reaksiyonu.

Yoéntem Denklem 1. uyarinca, bazik ortamda 1:2 oraninda Fe3*/Fe?* tuzlarmin
karistirilmasi ile gerceklesmektedir. Ideal olarak ¢ozelti 80°C'min altinda ya da oda
sicakliginda yapilmaktadir. Sentez, gaz korumali veya korumasiz olarak yapilabilir (Yusefi
ve ark., 2020). Demir oksit nanopargaciklarin boyutu ve sekli, kullanilan tuza (kloriirler,
stlfatlar, nitratlar, perkloratlar vb.), demir iyonlarinin oranina, reaksiyon sicakligina, pH
degerine ve tuz ¢ozeltisinin iyonik siddetine baghidir. Sentez sirasinda, pH 10 veya 11'in
tizerindeyken nanopargaciklarin ¢ekirdeklenmesi hizlandigr i¢in pH degerinin kontrol
edilmesi olduk¢a onemlidir. Ayrica ortam ve diger reaksiyon parametreleri; karistirma

hiz1, pH kontrolii gibi parametreler de son derece 6nemlidir (Aisida ve ark., 2020).

Arastirmacilar, yiizey aktif maddeler olmadan birlikte ¢oktiirme yoluyla homojen

dagilimly, tek sekilli ve kiigiik boyutlu FezOs nanopargaciklarin kolloidal siispansiyonlarini
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elde etmislerdir. Fe304’lin  kolloidal silispansiyonlar1 havalandirma ile dogrudan
oksitlenebilmektedir. Buna Kkarsilik, oksitlenmenin Oniine ge¢mek ve monodispers
nanopargaciklar elde etmek igin birgok yeni arastirma etkili yol agmistir. Bunun igin
dekstran veya polivinil alkol (PVA) gibi yiizey aktif maddeler sentez sirasinda reaksiyon
ortamina eklenebilir veya pargaciklar sonraki bir adimda kaplanabilir. Bu sayede ylizey
aktif maddeler koruyucu ajan goérevi goérmektedir. Birlikte ¢oktiirme yontemi ile fazla
miktarda madde elde edilebilme avantajinin yani sira bu sulu ¢ozelti sentezlerinin
dezavantaji, elde edilen siispansiyonun yiiksek pH degerinin hem sentez hem de
saflastirma adimlarinda ayarlanmasi, tek tip ve homojen dagilimli nanoparcaciklara
yonelik islemin sinirli bir bagariya sahip olmasidir (Aisida ve ark., 2020; Ezhilarasi ve ark.,
2016).

2.7.5. Yesil sentez (Biyosentez)

Metal nanopargaciklarin sentezi i¢in ¢evre dostu yontemlerin kullanilmasi amaciyla
giiniimiizde bircok c¢alisma yapilmistir. Bu g¢alismalar sonucunda basit, ekonomik ve
tekrarlayan tekniklerle yiliksek oranda saf nanoparcaciklar liretmeyi saglayan yesil sentez
olarak adlandirilan yontemler gelistirilmistir. Biyosentez veya yesil sentez, reaksiyon
stirecinde indirgeme/yiikseltgeme rolleri nedeniyle asagidan yukariya sentez yontemi
olarak bilinmektedir. Benzersiz 06zellikleri sayesinde nanopargaciklarin —sentezini
katalizleyen polifenoller ile birlikte bitki veya meyve 6zleri ve biyo-organizmalar; yiizey
kaplama, indirgeyici ya da hem yiizey kaplama hem de indirgeyici ajan olarak
kullanilabilirler (Yusefi ve ark., 2020).

Bununla birlikte, nanoparcaciklarin geleneksel sentezi fiziksel ve kimyasal
yontemlerle de gerceklestirilebilmektedir. Bu yontemlerle hazirlanan nanoparcaciklarin
sentezinde; kuvvetli indirgeyici ajanlar, organik ¢6ziicii kullanma ve yiiksek sicaklik,
basing gereksinimi gibi bazi zorluklar karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica kimyasal sentezler
biiyiik 6lcekli endistriyel alanda yiiksek maliyetli olmanin yani sira insan sagligi tizerine
toksik etki olusturmasindan dolay: risk tagimaktadir (Wu ve ark., 2011; Zhou ve ark.,
2010). Bu dezavantajlar sebebiyle ¢evre dostu, biyouyumlu ve uygun maliyetli yesil sentez
yontemi diger yontemlere gore tercih edilmektedir (Salavati-Niasari ve ark., 2012). Yesil
sentezde bitkiler ve mikroorganizmalar kullanilabilmektedir. Aktinobakteriler, aerobik
kosullarda manyetik 6zelliklere sahip manyetit nanopargaciklarin sentezinde kullanilmistir

(Bharde ve ark. 2008). Manyetotaktik bakteriler ve aerobik durumda indirgeyici 6zellik
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gosteren  bakterilerin  kullanilmasi, siiperparamanyetik ~ 6zellik  sergileyen FeO

nanopargaciklarin sentezini saglamistir (Wu ve ark., 2008).

Yesil sentezde bitki kullanilarak yapilan nanopargacilarin sentezinde, basit
reaksiyon kosullar1 ile onemli olglide dikkati ¢ekmistir. Bitki ozleri biyoaktif fenolik,
alkaloidler, flavonoidler, polisakkarit, vitaminler gibi cesitli kiimelerden olusmaktadir.
Biyoaktif bilesen igerigi yiiksek olan bitkiler hem indirgeyici hem de kaplama maddesi
olarak islev gorebilirler. Bu ylizden bitkiler antioksidan, terapotik ve gida katki
maddelerine kadar ¢esitli alanlarda buiyiik ilgi toplamistir. Biyoaktif bilesenler farkli ve
benzersiz Ozelliklere sahip nanopargaciklarin sentezine yol agabilmektedir. Parcaciklar
cesitli sekillerde (kiireler, gdvdeler, prizmalar, plakalar, igneler, yapraklar veya dendritler)
ve boyutlarda sentezlenebilir. Parcacigin sekil ve boyut 6zelligi bitki ekstraktinin dogasi,
ekstraktin ve metal tuzlarinin orani, pH, sicaklik ve reaksiyon siiresi ayrica karigtirma gibi

sentez esnasinda kullanilan ve uygulanan parametrelere baglidir (Abdullah ve ark., 2020).

2.8. Punica Granatum (Nar)

Gilinlimiizde, bitki yan {riinlerinden elde edilen bitki 6zlerinin yiyecek
muhafazasinda, tarimda, farmasotikte, kozmetikte ve tibbi tedavilerde kullanimina yonelik
artan bir talep vardir (Soltanzadeh ve ark., 2021). Nar meyvesini kabuklar1 (Punica
granatum L.) meyve agirliginin yarisini olusturur ve dogrudan tiiketilmez, yan {iriin olarak
kalir (Mohamad ve ark., 2019). Nar kabugu, yaprak, cekirdek ve nar suyu farkl
fitokimyasallar1 igermeleri nedeniyle tehlikeli rahatsizliklar1 tedavi etmek i¢in 6nem arz
etmektedir. Bu fitokimyasallar arastirildiginda, nar kabugunun polifenoller, flavonoidler
(katesinler ve antosiyaninler vb.), proantosiyanidinler (Akhtar ve ark., 2015) ve hidrolize
edilebilir tanenler (glikozun gallik, elajik asit esterleri. pedunkulajin, punikalin, ve
punikalajin vb.) (Hussein ve ark., 1997) gibi biyoaktif bilesikler agisindan zengin oldugu
cesitli makaleler tarafindan bildirilmistir (Sarkar ve Kotteeswaran, 2018). Ayrica kabugun
aminoasitler, yag asitleri, aromatik bilesikler, steroller, terpenoidler ve diger bilesenlere
nispeten diisik oranda alkaloid igerigine sahip oldugu, alkaloitlerden piperidin ve

pirolidinleri (Wang ve ark., 2010) igerdigi bilinmektedir.

Punica granatum kabugunun gii¢lii antioksidan (Miguel ve ark., 2009),
antikanserojenik (Keta ve ark., 2020), antimikrobiyal (Hanani ve ark., 2019; Jalali ve ark.,

2020), antiviral, antiinflamatuar (Ozmert Ergin, 2019), antikolinesteraz (Bekir ve ark.,
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2013) aktiviteler gosterdigi bilinmektedir. PG kabugu ¢esitli koruma ve terapotik
uygulamalarda karsimiza g¢ikmaktadir. Antioksidan aktivitesi, kiigiik derisimlerde bile
oksidasyon iglemlerini 6nleyebilen ve insan viicudunda olumlu etkiler saglayan genellikle
kanser tedavisi i¢in 6nemli olarak kabul edilen gallotanninler, punicalin, punikalagin ve
ellagik asit gibi polifenolik bilesenlerinden kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, nar
kabugunun sulu ekstraktt zengin miktarda fitokimyasal igerigi ile anormal hiicre

proliferasyonunu engellemeye yardimei olabilecegini diisiilmektedir (Singh ve ark., 2019).

2.8.1. Punica granatum ile yapilan demir oksitler ¢calismalari ve sonuglari

Tez kapsaminda demir oksit nanopargaciklarinin sentezinde Punica Granatum (nar)
kabugu oOziiti kullanilmistir. Literatiirde, PG ekstrakti ile Fe3Os nanozimleri
sentezlenmisdir. Nanozimlerin, peroksidaz (HRP), katalaz ve siiperoksit dismutaz (SOD)
aktivitesinin oldugu gosterilmistir (Mundekkad ve Alex, 2022). PG dahil olmak iizere
farkl bitki ozleri kullanilarak demir oksit nanopargaciklari liretilmistir. Nanoparcaciklarin
boya emilimi ag¢isindan etkinligi, Kongo Kirmizisi (CR) ve Evans Mavisi (EB) boyalari
kullanilarak degerlendirilmistir. Nanoparcaciklarin, cevresel kosullar altinda boya
bozunmas i¢in iyi katalitik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Meneceur ve ark.,
2022). Bir diger ¢alismada, Punica Granatum ekstrakti ile islevsellestirilmis silika kapl
manyetik Fe304 nanoparcaciklar1 sentezlenerek, Fenton benzeri katalizér olarak boya
giderim ¢alismalarinda etkinligi gosterilmistir (Iranfar ve ark., 2021). Baska bir ¢alismada
ise PG oziitiinii kullanarak ortak ¢oktiirme yoOntemi ile demir oksit nanoparcaciklar
sentezlenmistir. Nanoparcaciklarin potansiyel antikansorejen etkileri incelenmis ve NPC
hiicre hatt1t HONE1'e kars1 giiclii 6ldiirme etkisi gosterirken CCD112 ve HEK293 normal
hiicre hatlarinda ise sitotoksik etki géstermedigi bildirilmistir (Yusefi ve ark., 2020).

PG ekstrakti kullanilarak yapilan bir diger ¢alismada, giimiis-biyo-nanokonjugatlari
sentezlenerek, antibakteriyel Ozellikleri incelenmistir (Kadhim ve ark., 2022).
Nanoparcaciklar hem gram negatif hem de pozitif bakterilere kars1 diisiikk konsantrasyonda
(50 pg/ml) antibakteriyel 6zellik gostermistir (Foujdar ve ark., 2020). Beta vulgaris ve PG
ozlerinin FesCly tuzlari ile 200 °C' de, 2 saat boyunca karigtirllmasiyla demir oksit
nanoparcaciklar1 elde edilmistir. Nanoparcaciklarin bir meme kanseri hiicre hattinda
(MCEF-7) sitotoksik etkisi incelenmistir ve % inhibisyon oraninin nispeten yiiksek oldugu

goriilmistir (Kadhim ve ark., 2022).
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PG ektrakti kullanilarak mezo gozenekli farkli nanomorfolojilere sahip demir oksit
(hematit) nanoparcaciklar1 Uretilmistir, ardindan Fe>Os/grafit elektrotlar1 hazirlanmis ve
yiizeyinde nanoyapili bir Au tabakasi biriktirilerek, elde edilen malzeme
fotoelektrokimyasal hidrojen tiretimi i¢in degerlendirilmistir. PG 6zii ile sentezlenen diger

bir demir oksit nanopargaciklar1 ise arsenit iyonlar1 i¢in adsorban olarak kullanilmistir

(Mohammed ve ark., 2020).

2.9. Nanoparc¢acik Karakterizasyonu

Nanopargaciklarin ¢esitli spektroskopik stratejiler kullanarak morfolojik ve yapisal
ozelliklerini belirlemek gerekmektedir. Bunun igin kullanilan karakterizasyon yontemleri

asagida belirtilmistir:

1) Mikroskobik Yontemler: Gegirimli elektron mikroskobi (TEM), Taramali elektron
mikroskobi (SEM) -Enerji Dagilimli X-Isin1 Spektroskopisi (EDX).

2) Spektroskopik Yontemler: X-isim1 kirmimi  (XRD), Zeta potansiyel, Fourier
dontisimli kizilotesi spektroskopisi (FT-IR), UV-vis absorpsiyon spektroskopisi,
Indiiktif eslesmis plazma-kiitle spektrometresi analizi (ICP-MS), Titresimli drnek
manyetometrisi analizi (VSM), Termalgravimetrik analizi (TGA) (Sahin, 2020).

2.9.1. Gegirimli elektron mikroskobu analizi (TEM)

Gecirimli elektron mikroskobu, yiiksek enerjili bir elektron 1511 (E ~ 200 keV),
tizerinde nanopargacik siispansiyonunun bir damlacigmmin buharlagtirildigi  karbon
1zgarasindan yapilmis ince bir rnege odaklanmaktadir. Ornekten gegen elektronlar, gesitli
acilarda sagilir ve daha sonra yliksek c¢oziiniirliige sahip mikrograflar elde etmek icin bir
dedektor iizerindeki mercek sistemi ile odaklanma gergeklesir. TEM cihazinin 50-106
arasinda degisen yiiksek biiylitme 6zelligi sayesinde goriintii ve kirmmim model bilgisi
saglama yetenegi sunmaktadir (Hirschle ve ark., 2016). Sentezlenen nanopargaciklarin
boyutu, dagilimi ve morfolojisini belirtmek i¢in TEM cihazi kullanilmaktadir (Lemal ve
ark., 2019).

31



2.9.2. Alan emisyonlu taramah elektron mikroskobi (FESEM) ve enerji dagilimh x-

151 spektroskopisi (EDX)

Alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu (FESEM), materyalin ylizey
morfolojisi ile ilgili gesitli Ozellikleri gostermek i¢in kullanilmaktadir. Alan emisyonlu
taramali elektron mikroskobuna (FESEM) bagli enerji dagilimli X-1sin1 spektroskopisi
(EDX), sabit bir enerji elektron 1sininin etkilesimi tarafindan iiretilen maddeye 6zgii X-
isinlarinin  toplanmasina  dayanmaktadir (Gupta ve ark., 2022). Ornek yiizeyindeki
iyonlardan ve atomlardan X-isin1 emisyonlarini iireterek malzemenin kimyasal bilesimi
hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanilmaktadir (Stirmelioglu ve ark., 2021). FESEM ve
EDX gesitli, hizli, basit ve tahribatsiz dlgiimler saglamaktadir. Nicel karakterizasyonlar
icin FESEM analizi tercih edilirken, Kalitatif, kantitatif analizler ve malzemelerin kimyasal

bilesimini analiz etmek icin EDX analizi yapilmaktadir (idris ve El-Zahhar, 2019).

2.9.3. X-1sm1 kirmim (XRD)

Nanopargaciklarin karakterizasyonunda kristal boyutu, sekli ve kafes yapisinin
belirlenmesi 6nemlidir. X-1ginlarinin kirinimi, nesnenin kristal diizlemi {izerine paralel
gelen X-isinlart demetinin yansimasi olarak tanimlanmaktadir. X-1gin1 kirinimi, atomik
diizeyde numune yapisini1 bulmak i¢in genis alanda kullanilsa da biiyliyen kristallerdeki
karmagiklik ve materyalin tek konformasyon/baglanma durumunda sonu¢ verme yetenegi

az oldugu i¢in kullanimi kisitlanmaktadir (Jain ve Thareja, 2019).

2.9.4. Zeta potansiyel/ yiizey yiikii

Yiiklii bir nanoparcacigin yiizeyinde genellikle elektriksel ¢ift katman ad1 verilen
adsorbe edilmis bir ¢ift katman olusmaktadir. Bu katman i¢ (stern katmani) ve dis olarak
ikiye ayrilmistir. Nanopargacik dagilimmin fiziksel stabilitesi yiizey yiikiine baglidir.
Yikli pargaciklar arasindaki parcacik kiimelenmesi, aralarindaki elektriksel itme
nedeniyle az miktarda gerceklesir. Zeta potansiyel ({) analizi sivi numunedeki yiiklere gore
parcaciklar arasindaki elektriksel itme veya ¢ekimin net yiikii hakkinda fikir vermektedir.
Seyreltilmis nanoparcacik siispansiyonundan zayif elektrik akimi gegirilir ve ardindan
elektroforetik hareketliligi hesaplamak i¢in kullanilan frekans kaymasi ile birlikte sagilan
151k gozlemlenmektedir (u, pargacik hizi/elektrik alan giicli). Zeta potansiyelinin

hesaplanmasinda elektrik akimi altinda pargacik hizini tespit etmek icin elektroforetik 151k
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sacilim1 kullanilmaktadir. Nanopargacik siispansiyonunda bulunan iyonik kuvvet, pH ve
iyon g¢esitleri Zeta potansiyelini etkilemektedir. Genellikle, =30 mV'den biiyiik zeta
potansiyeli, elektriksel itme sebebiyle parcaciklar arasindaki temasi engelleyerek

pargacigin dispers olmasini saglamaktadir (Jain ve Thareja, 2019).

2.9.5. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

FTIR spektroskopisi, cesitli fonksiyonel gruplarin varligini belirlemek igin
kullanilan bir yontemdir. Nanopargaciklarin yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplarin ya
da metabolitlerin nitel analizi i¢in de kullanilmaktadir (Gour ve Jain, 2019). Kizilotesi
radyasyon Ornege verildiginde, 6rnek 15181 absorblamakta ve cesitli titresimler meydana
gelmektedir. Gergeklesen absorpsiyon molekiildeki baglarin dogasi ile ilgilidir. FTIR
spektrometresi absorpsiyon ya da % gegirgenlige karsi dalga sayisinin grafigini verir.
Ciinkii dalga sayis1 dogrudan enerji ve frekans ile alakalidir. Tipik olarak 4000-600 cm™
araligindaki dalga sayilar1 olarak 6l¢iilmektedir (Khan ve ark., 2018).

2.9.6. UV-goriiniir spektroskopi (UV-vis spektroskopisi)

Omek tarafindan 151k spektrumunun UV ve goriiniir bolge 1simalarmin
absorblanmast ile Olgiim gergeklestirilmektedir. Nanoparcaciklar optik  6zellik
gostermektedir. Bu sayede pargaciklarin boyutu, sekli, derisimi, aglomerasyonu, yiizeye
yakin kirilma indeksine karsi hassasiyetinden dolayr UV-vis analizi ile incelenmesi ve

karakterize edilmesi miimkiindiir (Daglioglu ve Yilmaz, 2018).

2.9.7. Indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometresi (ICP-MS)

ICP-MS analizi, basta metalik olmak {izere periyodik tablodaki elementlerin
kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmesinde kullanilan, kimyasal 6zellikleri benzer olan
elementleri taniyabilen bir tiir kiitle spektrometresidir. ICP-MS cihaz1 i¢in numune analiz
diizeyi milyarda birden (ppb, pounds per billion) daha diisiiktiir. Boylece, dogrudan
cozeltideki “iz element” derisimlerinin ve miktarlarmin tayin edilmesi igin en kullanish
yontemdir. ICP-MS cihazina genellikle soliisyon halinde bulunan seyreltilmis Ornekler
yerlestirilmektedir. Pompa yardimi ile ornekler indiiktif olarak eslesmis plazmaya (Ar
plazmasi) gonderilmektedir. Buradaki sicaklik degeri 8000-10000 K araligindadir.

Sicakligin yiiksek olmasiyla birlikte 6rnekteki molekiiler baglar kirilarak iyonlastirilmasi
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saglanmakta ve bu sayede 6rnek atomlarina ayristirilmaktadir. Ardindan bu iyonlar kiitle
filtresine yonlendirilmekte, kiitle/yiik (m/z) oranina gore ayrilarak olgiildiikleri bir analiz

yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Toksikoloji bu analiz yonteminin kullanildig1 alanlardan biridir. Aynm1 zamanda tip
ve adli tip gibi alanlarda da viicut sivilarindaki metal elementleri tayin etmek igin
kullanilmaktadir. Bunun disinda ICP-MS yontemi ile gida, ilag, jeoloji, maden
caligmalarinda agir metal tayini, dogal ve atik su kaynaklari gibi ¢evresel analizler de
yapilmaktadir (Cakmak, 2020).

2.9.8. Titresimli 6rnek manyetometrisi analizi (VSM)

Titresimli 6rnek manyetometresi, ferromanyetik, ferrimanyetik, anti ferromanyetik,
paramanyetik ve diyamanyetik materyallerin sicaklik ve manyetik alaninin bir fonksiyonu
olarak malzemelerin manyetik davranigini 6lgmek igin kullanilmaktadir. Analiz i¢in 6rnek
sabit bir manyetik alanda tutulmaktadir. incelenen &rnek manyetik ise, bu sabit manyetik
alan ya da alanlari, bireysel manyetik doniisleri alanla hizalayarak Ornegi manyetize
etmektedir. Sabit alan ne kadar giiclii olursa, manyetizasyon da dogru orantili sekilde
biiyiik olur. Cihazin ¢esitli bilesenleri bilgisayar arayiiziine baglanir. Bu sistem, kontrol ve
izleme yazilimu ile birlikte 6rnegin ne kadar manyetize oldugu ve manyetizasyonunun sabit
manyetik alanin giicii ile nasil etkilesimde oldugunu ayrica indiikklenen manyetik aki
yogunlugu ile miknatislama kuvveti arasindaki iligkiyi gosterirken, manyetik doygunluk ve
malzemede kalan artik manyetizma seviyesi hakkinda histerezis egrisi ile bilgi vermektedir
(Kirupakar ve ark., 2016).

2.9.9. Termogravimetri analizi (TGA)

Termogravimetrik analizi komiir, biyokiitle, polimerler vb. maddelerin termal
aktivitesini analiz etmek icin kullanilan yaygin bir tekniktir. Ayrica TGA analizleri,
numunelerin termal davranisini analiz ederken kimyasal bilesimi ve termal kararlilig
hakkinda bilgi vermektedir. Esas olarak TGA, bilesenlerin termal bozunma sicakligin
tespit ederek karigimlarin nicel analizi i¢in kullanilmaktadir. Bitkilerin farkli yapisal
dokularinin pirolitik bozunmasi igin farkli sicaklik araliklart uygulanmasi gerekmektedir.
Diisiik sicakliklar, piroliz ve gazlastirma DTG egrilerinin karsilastirilmasindan meydana

geldigi gibi, gazlastirma sirasinda maksimum agirlik kaybi oran1 vermektedir. Diferansiyel
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(Kumar ve ark., 2021).

2.10. Kanser Tanim ve Genel Ozellikleri

Saglikli bir doku hiicresi, hiicresel sinyaller sayesinde ¢ogalmakta ve bu sinyallere
gore diizenlenmektedir. Saglikli hiicrenin boliinme miktar1 bu sistemle kontrol altina
alinmaktadir.  Hiicrelerin  kontrolsliz ~ biliylimesi ve yayilmasi kanser olarak
adlandirilmaktadir (Ultav, 2019). Kanseri, normal fizyolojik sartlarda hiicrelerin hayatta
kalma ve go¢ yetenegini kontrol eden mekanizmalarinda olusan hasar, genetik ve
epigenetik degisikliklerin neden oldugu kontrolsiiz proliferasyonun yonettigi kabul
edilmektedir. Hiicrenin ¢ogalmasini kontrol eden genlerde bir mutasyon meydana
geldiginde hiicreler kontrolsiiz boliinmeye baslamaktadir. Bu hiicreler bir araya gelerek
timor yapilarini olusturmaktadir. Tiimor olusumunun baslatilmasinda kilit rol oynayan
onemli genler DNA tamir mekanizmalarinin kontroliinii saglayanlar, tiimor baskilayicilar
ve pro-onkogenlerdir. Temelde onkogenlerin aktiflestirilmesi kontrolsiiz hiicre
dongiistiniin devam etmesine, tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu ise apoptotik

yolaklarin devre dis1 kalmasina neden olmaktadir (Uludag, 2021).

Timor terimi ve kanser terimi genellikle birbirinin yerine kullanilirken yaniltict
olabilmektedir. Timor viicutta olusan bir kiitledir. Timor malign (kotii huylu) ve benign
(iyi huylu) olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Benign timérler, iyi huylu kanserli olmayan
timorlerdir. Genelde benign timorler lokalizedir ve viicudun baska bolgelerine
yayilmazlar. Benign tiimoérler tedaviye olumlu yanit vermektedirler. Ayrica bazi benign
timorler tedavi edilmedigi takdirde biiyiiyebilir ve boyutlar1 nedeniyle ciddi hastaliklara
neden olabilmektedirler. Malign tiimérler ise kotii huylu ve invaziv timdrlerdir. Genellikle
tedaviye direnglidir, tedavi sonrasinda tekrarladigi gézlemlenmistir (Bulus, 2019). Kanserli
hiicreler i¢in kullanilan diger terimler ise malign tiiméorler ve neoplazmalardir. Kanserin
yayilmasi, tiimor dokusu ve etrafindaki neoplazma olarak tanimlan hiicreler ile dinamik
etkilesimde iken hiicreler arasi bosluk ile de baglantilidir. Timor bdlgesinin etrafinda
meydana gelen yerel mikro ortamdaki farkliliklar; immiin yanitlarin inhibisyonuna,
tiimoriin yayilmasina neden olmaktadir. Tiimoriin yayilmasina neden olan anjiyogenez,
artan oksijen ve besin ihtiyacinin karsilanmasini saglamaktadir. Kanser, canli viicudunun

hemen her boliimiinii etkileyebilmektedir. Kanserin gelisimini beslenme sekli, fiziksel

35



aktivite ve viicut agirligr gibi g¢evresel ve genetik birgok faktdriin kanser tiirlerinin

gelisiminde dnemli etkilerinin oldugu belirtilmektedir (Ozgiin ve Tiirker, 2020).

2.11. Kanser Hiicresi Olusumu

Kanser olusumuna neden olan maddelere ‘’kanserojen’’ epitelyal kotii huylu
tiimdrleri olusturanlar ise ‘’karsinojen’’olarak adlandirilmaktadir. Kanser hiicresi olusum

yollart asagida agiklanmaktadir.

Kontak inhibisyonu; saglikli hiicrelerin komsu hiicrelerle iletisimi adezyon mekanizmasi
sayesinde gerceklesmektedir. Adezyon, hiicrelerin ¢eperinde elektronca yogun bir bolge
olusturmaktadir. Boylece, optimum sartlara sahip kiiltiir ortaminda bile saglikli hiicreler
ancak tek tabaka olusturabilmekte ve bu durum kontak inhibisyonu olarak adlandirilir.
Hiicre ¢ogalmasi bu sekilde kontrol edilir. Kanser hiicrelerinde kontak inhibisyonu kaybi
oldugu icin siirekli boliinerek birkag tabakali diizensiz kitleler olusturabilirler (Sahin,

2017).

Apoptozis ve nekrozis; hiicre 6limii genis olarak tanimlanmis programlanmis hiicre
oliimii ve nekroz olmak tizere iki siireci igermektedir. Belirli sinyallere yanit olarak gelisen
genetik olarak programlanmis hiicre intihari igeren hiicre liimiine programlanmis hiicre
olimii denilmektedir. Cok hiicreli organizmalarin gelisimi, doku homeostaz1 ve
biitiinligiinii saglamasinda hiicre 6liimii Gnemli bir siire¢ olmaktadir. Programlanmis hiicre
Oliimii olan apoptoz yalnizca hiicre hasar1 ya da dis stresin bir sonucunda olusan bir 6liim
degil, ayn1 zamanda normal gelisim sirasinda da meydana gelen, programli 6liimiin 6nemli
bir mekanizmasi olarak tanimlanmaktadir (Sekil 5). Programli 6liim etki mekanizmasi,
uygulayict ve diizenleyici molekiiller farkli gruplari tarafindan diizenlenmektedir. Endojen
proteazlar (T lenfositler) ile birlikte hiicre kendini parcalayabilmektedir. Genellikle
apoptotik hiicre 6liimiiniin etki mekanizmasi, kromatin materyalinin yogunlasmasi, DNA
hasari, hiicre biiziilmesi, dinamik membran kabarmasi ve hiicre dis1 matrislere adezyon
(yapisma) kayb ile karakterize edilmektedir. Bunlarin yani sira biyokimyasal degisiklikler
ise hiicre zarinda yer alan fosfatidilserinin digsallastirilmasi ve kaspazlar ad1 verilen sistein

aspartil proteazlarin aktivasyonu gergeklesmesi seklindedir (Jan, 2015).
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Sekil 5. Apoptoz sirasinda hiicrelerin yapisal degisikliklerinin gosterimi (Sahin, 2017).

Apoptotik olmayan hiicre 6limleri arasinda otofaj ve nekroz yer almaktadir.
Otofajik hiicre 6liimii, hiicrenin kendi kendini pargaladig: bir siire¢ olarak goriilmektedir.
Otofaji, O0lmekte olan hiicre ve igindeki bilesenlerin otofajik vakuoller igerisinde
bozulmasidir. Nekroz ise akut hasari takiben olusan fiziksel olarak yangi, travmalar,
enfeksiyondan kaynaklanan ve ¢esitli norodejenerasyon bigimleri sonucunda hiicrelerin
sismesi ve lizisi ile gerceklesen bir dliimdiir (Sekil 6). Bu nedenle apoptotik yolakla 6len
hiicrelerin biitiinliigli bozulmazken nekrotik yolakla o6len hiicrelerin hiicre biitiinligl
bozulmaktadir. Nekroz, 6limiin programlanmis bir seklidir ve apoptozu tetikleyen ayni

oliim sinyalleriyle baglamaktadir (Gong ve ark., 2019).

Nekroz Programhi Hilcre Olimi
e \
N :‘\J: U 7‘ Apoptoz  Apoptoz Olmayan
L)
o UN b4 Otofaji
Pl I C Nekroptoz

GJ'\,/’) * Apoptoz gibi
/ g‘*‘\’o programianmig hicre

olim gekilleri

Kaspaz bagimh Kaspaz bajimsaz

Sekil 6. Hiicre 6limiiniin sematik gosterimi.
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2.12. Kanser Tiirleri

Kanserler tiirleri ti¢ grupta toplanmaktadir: Karsinomlar, sarkomlar ve lenfomalar.
Karsinom, epidermisin bazal hiicrelerinden ya da kil follikiillerinin dis kok kilifindan
meydana geldigi bilinen kotii huylu deri tliimdrleridir. Tiimorler epitel dokudan kdken
alirsa karsinom olarak adlandirilmaktadir (Terzioglu, 2010). Insanda gériilen kanserlerinin
yaklasik %89,3’tinli olustururlar. Bag dokular1 olan kemik, kas, fibroz ve kikirdak gibi
dokularda ya da yumusak dokularda meydana gelen kati tiimorlere ‘“sarkom” adi
verilmektedir. Genellikle insanlarda az goriiliir. Lenfomalar ise kan hiicrelerinden gelisen

kanser cesididir. Insanda goriilen kanserlerinin yaklasik %8,8’ini olusturur (Sahin, 2017).

2.12.1. Metastaz

Kot huylu tiimoérlerin en dikkat ¢ekici 6zelligi birincil tiimor odagini lokal olarak
farkl1 doku veya organa ikincil timor odagi olarak tasiyabilmesidir. Bu olay metastaz
olarak adlandirilmaktadir (Sekil 7). Malign tiimor hiicreleri metastaz yapma agamasina
geldiklerinde; besin ve oksijen temini i¢in yeni kan damarlarini olusturur (anjiyogenez) ve
bu damarlari kullanarak viicudun farkli bolgelerine yerlesmektedirler. Kotii huylu tiimdrler
viicuda tUi¢ yolla yayilabilmektedir; viicut bosluklarmma ekilme, lenfatik yayilim ve
hematojen yayilim. Ko6tii huylu timorler dokular arasindaki bosluga ulastiginda kanser
olusumu baslamis olur. Bu sekilde over kanserinin metastazi gerceklesmektedir. Kanserin
yayilma yollarindan bir digeri ise lenfatik dolasim sistemi ve vaskiiler sistem arasindaki
baglantidir. Lenfatik yayilim ile genellikle karsinomlar iiretilmektedir. Hematojen yayilim,
timorlerin ven ve arter yayilimindan daha kolay oldugu i¢in sarkom olusumunda
goriilmektedir. Meme, akciger, prostat, tiroid, bobrek gibi doku ve organlarda kotii huylu
timorlerin neden oldugu kanser tiirleri, genellikle kemik dokusunda metastaz yapma
egilimi gosteren tiimorler olmaktadir. Kemik dokusunda meydana gelen sekonder timor
odagmin aslinda %70’inin akcigerde, %60’inin memede, %30 unun ise prostatta birincil

timor odagi olusturdugu bildirilmistir (Kogak, 2009).
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Sekil 7. Primer timoriin biiyiimesi ve dolagima ¢ikmasi ile olusan metastaz gosterilmektedir (Dilmag, 2014).

2.12.2. Non-metastaz

Viicutta olusan iyi huylu timér hiicrelerinin primer timér odagi bulunduklari doku
ile sinirh olmakla birlikte bazi iyi huylu tiimoérler kitlesel olarak biiyiiyebilmektedirler. Bu
olay non-metastaz yani metastaz olmayan olarak adlandirilmaktadir (Dilmag, 2014).

2.13. Meme Kanseri

En sik rastlanan kanser tiirlerinden meme kanseri her yil diinyada 1,7 milyon
kadinda goriilmektedir. Meme kanseri i¢in yas, aile dykiisii, erken yasta goriilen regli ile
Ostrojen hormonuna uzun siire maruz kalmak, ge¢ menopoz, asir1 kilo, fiziksel hareketin az
olmasi, alkol tiiketimi, dogum yapmayanlar ya da 30 yasimi doldurduktan sonra ilk
dogumunu yapanlar, BRCA-1 ve BRCA-2 genetik mutasyonlarina benzer mutasyonlarin
olusmasi ana risk faktorleridir. Kanserinin olustugu yer meme doku hiicreleridir. Kanser
olusumu meme dokusunun herhangi bir yerinde orjin olusturabilmektedir. Cok rastlanilan

meme kanseri ise siit kanali (duktal) kanseridir. Ismini olustugu siit bezi (lobiiler)
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dokusundan alan kanser tiplerine de sikga rastlanmaktadir. Mediiller, tiibiiler, miisin6z gibi

diger dokularda meydana gelen kanserlerde mevcuttur (Sekil 8) (Bulus, 2019).

Kaslar
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Sekil 8. Meme anatomisi (Ozliier, 2018).

Kadinlarda emzirme, meme kanseri riskini azaltmakta olup ayrica emzirme
stiresinin uzunlugu ile de riskin daha fazla azaldig: bildirilmistir (Kankaya ve ark., 2019).
Meme kanserinin belirtileri meme dokusunda olusan yumru, meme ucunun geri ¢ekilmesi,
goriintiide asimetri, kanli meme ucu akintisi, egzama ve derinin geri ¢ekilmesidir (Sekil 9)

(Suleman ve Riaz, 2020).
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Sekil 9. Meme kanseri belirtileri ve evreleri (Baran, 2013).

2.14. Kanser Tedavisi

Kanserin tedavisinde kemoterapi, radyoterapi, cerrahi yontemler gibi gesitli tedavi

yontemleri siklikla kullanilmaktadir. Ayrica giincel tedavi yontemleriyle birlikte ya da tek
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basina kullanilan ¢esitli biyolojik metotlar ve hormon terapisi yaklasimlar1 tedavi
yontemlerine destek olmaktadir. Kanser tedavisinin kesin olmamasinin nedeni hastaligin
kisiye 6zgli olmas1 ve kisilerde tedavi sonuglarinin farklilik gostermesidir. Her yontemin
kendine 0zgii avantaj ve dezavantajlart bulunmaktadir. Radyoterapi yontemi, kanserli
hiicreleri iyonizan 1sinlar kullanilmasi ile yok etmeye dayanan bir tedavi yontemdir.
Viicudun belli bir bolgesini hedef alarak yapilabildigi gibi, tiim viicuda da
uygulanmaktadir. Cerrahi girisim Oncesinde tiimoriin  boyutunu kiigiilmek i¢in
yapilmaktadir. Kemoterapi yontemi, esas amaci kanser hiicrelerini kemoterapotik ajanlar
kullanarak yok etmektir. Bu tedavi tipinde sitotoksik, anti-neoplastik ajanlar basroldedir.
Kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiinii tetiklemek i¢in hedef hiicrelere ilag verilmesi yeterli
olmamaktadir. Kemoterapotik ilaglarin hiicre biiylimesini engellemesi i¢in yeterli
konsantrasyonlarda salinmasi gerekmektedir (Salimi ve ark., 2020). Kemoterapi de cerrahi
girisim Oncesinde timoriin boyutunu kii¢iiltmek iizere uygulanmaktadir (Kankaya ve ark.,
2019). Cerrahi yontemler, ayn1 zamanda radyoterapi ya da kemoterapi yontemleri ile
birlikte de kullanilabilmektedir. Saglikli dokulara zarar vermeyecek sekilde cerrahi
miidahalelerin miimkiin olmadigi durumlarda kemoterapi veya radyoterapi ile kitlenin
kiigiiltiilmesi amaglanmaktadir. Meme kanseri i¢in kullanilan radyasyon tedavisi, cerrahi
ve kemoterapi gibi tedavi yontemleri ikincil kanser, tiimor niiksti ve normal doku hasari
gibi ¢esitli yan etkilere sahiptir. Kanser tedavisi i¢cin nanoteknoloji tabanli yontemlerin

gelistirilmesi ve kullanimi son yillarda biiytik ilgi gormiistiir (Salimi ve ark., 2020).

2.15. MDA-MB-231 ve CRL-4010 Hiicre Hatlar

MDA-MB-231 hiicre hatt1 epitel meme bezi, insan Gstrojen-bagimsiz meme kanser
hiicreleridir. Bu hiicreler yiiksek diizeyde metastatik 6zelliktedirler (Dundar, 2017). CRL-
4010 hiicre hatt1 ise epitel meme bezi dokusundan elde edilen non-metastatik (normal)
hiicre hattidir (Bozgeyik, 2017).

2.16. Sitotoksisite Calismalari

Sitotoksisite, bir ajanin spesifik hiicreler iizerinde toksik olma derecesidir.
Hiicreler, sitotoksik materyallere nekroz (zar bitiinliigiinii kaybetme) veya apoptoz
(kontrollii hiicre 6liimii programi olusturma) gibi farkli tepkiler verebilmektedir. Ayrica
hiicrelerde biiyiime/bdliinme durmasi ve lizis gibi olaylarda gerceklesebilmektedir. Ilaclar,

toksik ajanlar ya da bazi hastaliklar hiicresel dengenin bozulmasini tetiklemektedir. Nekroz
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durumunda hiicrelerde sisme meydana gelmekte ve zar biitiinligli bozulmaktadir.
Ardindan hiicreler metabolizma aktivitelerini durdurur ve hiicrenin igerikleri disariya
verilir. Apoptoz durumunda ise hiicre zarinda yer alan PS’den baglayarak bir dizi niikleer
degisiklikler olusmaktadir. Bunlarin yani sira kromatin yogunlasmasi, c¢ekirdek
pargalanmasi ve hiicre biiziilmesi gibi morfolojik degisiklikler meydana gelmektedir.
Sonunda hiicreler lizize ugramakta ve hizli 6liim gergeklesmektedir (Hutchins ve Barger,
1998).

2.16.1. MTT hiicre canlilik testi

Temelde sitotoksik veya antiproliferatif etkilerin tespit edilmesi igin yapilan in
vitro taramalar, ozellikle anti-kanserojen ilaglarla ya da terapotik maddelerle yapilan
tedavilerin degerlendirmesinde ilk basamak olarak karsimiza ¢ikmaktadir. ilk basamakta
kullanilan ¢esitli metotlar ¢alisma prensibi ve yari-maksimum inhibisyon konsantrasyonu
(ICs0) degeri bakimindan farkli sonuglar vermekte ve hiicrelerle inkiibe edilen ajanlarin
toksik konsantrasyonunu bulmaya yardimci olmaktadir (Martins ve ark., 2020).
Yaptigimiz caligmada terapotik nanoparcaciklarla veya ilaglarla tedavi edildikten sonra
canli hiicrelerin belirlenmesi i¢in kullanilan MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) testi ile hiicrenin canlilik orani belirlenmistir. MTT testi,
hiicrelerin metabolik aktivitesi, membran geg¢irgenligi ve indirgeme potansiyeline dayanan,
renkli ¢ozeltilerin 15181 absorblamasi sayesinde 6l¢iim alan kolorimetrik metotlar arasina

girmektedir (Husni ve ark., 2021).

MTT testinde tetrazolyum bromiir ¢ozeltisi canli hiicreler tarafindan hiicre igine
alinmakta ve mitokondriyal solunum reaksiyonundaki rediiktaz enzimi tarafindan suda
¢ozlinmeyen formazan tuzuna indirgenmektedir (Sekil 10). Bu indirgeme sonucunda canli
hiicrelerde mor/mavi rengin olusmasi gozlenmektedir. Olusan renkli {irtin bir dizi canh
hiicrenin 415 nm’de absorbladig1 spektrofotometrik degeri ifade etmektedir (Scudiero ve
ark., 1998).
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MTT formazan

Sekil 10. MTT bilesiginin formazan tuzuna doniigiim formiilii (Giileg, 2016).

Olii hiicreler mitokondriyal aktiviteye sahip degildir, bu nedenle MTT formazan
tuzu olusturamaz. Formazan tuzunun 415 nm’de absorbansi Olgiilerek hiicre canlilig
hesaplanir, ¢linkii 6l¢iilen formazan miktar1 canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir. % hiicre
canlilik ile konsantrasyon grafigi olusturularak ICso degeri bulunmaktadir. 1Cso degeri, in
vitro %50 inhibisyon icin gerekli olan bir ilag, kimyasal veya terapotik maddenin
konsantrasyonunu belirler ve diger sitotoksisite analizleri i¢in deneylerin tasarlanmasina

yardimct olan 6nemli bir parametre olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2.16.2. Anneksin V-FITC/PI boyama yontemi ile apoptozun belirlemesi

Saglikli hiicrelerin membran yiizeyinde yer alan fosfatidilserinler (PS), hiicre
apoptoza ugradiginda translokelize olmaktadir. Membran gegirgenliginde meydana gelen
degisim ve bozulan membran biitiinliigli sonucunda hiicrelerin apoptotik ya da nekrotik
olim gergeklestirdigini tespit etmek miimkiindiir. Hiicrelerin apoptotik ya da nekrotik
oldugunu berlirlemek i¢in Annexin V ve PI boyasi kullanilmaktadir (Giileg, 2016). Bir
kalsiyum baglayici hiicresel protein olan Annexin V, digsallagsmis fosfatidilserin gruplarina
baglanma afinitesine sahiptir. Annexin V'in tespiti i¢in 518 nm'de floresan yayma 6zelligi
olan bilesik FITC (floresan izotiyosiyaniir), anneksin V' ile kompleks olusturmaktadir.
Floresan isaretli Anneksin-V ile PS’nin baglanmasi ile erken apoptotik hiicrelerin tespiti
saglamaktadir. PI boyasi ise propidium iyodiir vital olarak adlandirilir, 617 nm'de floresan
yaymaktadir. Membran gegirgenliginin Yok olmasi ile birlikte PI boyasi hiicre igine girer
ve hiicrenin ¢ekirdegini boyar. PI ile ¢ekirdegin boyanmasi, ge¢ apoptotik hiicrelerin akis
sitometrisi analizinde kantitatif tayinini saglamaktadir (Crowley ve ark., 2016).

Akim sitometrisi (Flow Cytometry), temelde “akim boyunca kan hiicrelerinin
saymmi” teknigi ile ortaya ¢ikarak hiicre karakterizasyonu i¢in kullanilan gelistirilmis bir

sistem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Akim sitometrisinin prensibi, hiicrenin bir
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stispansiyon sivisi i¢inden enjeksiyon kanali yardimi ile alinmasinin ardindan akis kanali
boyunca gegen hiicrelerin graniilaritesi ve biiyiikliigiine gore siniflandirilmasi islemine
dayanmaktadir. Akim boyunca gecen hiicrelerin tizerine gonderilen lazer sayesinde yayilan
ve vyayillmayan sinyaller farklt dedektorler tarafindan toplanarak veri haline
donitstirilmektedir. Elde edilen verilere gore bilgi edinmek istenen hiicre popiilasyonu
arasindan “kapilama (gating)” adi verilen hiicre gruplar1 bir gergeve ile se¢ilmektedir. Bu
kapilarin belirlenmesi ile % hiicre popiilasyonu otomatik olarak hesaplanmaktadir. Akis
sitometri profillerinde; ylizdeyi gosteren dort alan vardir. Alan Al: canli hiicreler, Alan
A2: Oli hiicreler, Alan A3: erken apoptotik, Alan A4: gec apoptotik hiicreleri ifade
etmektedir (Gorgiili, 2019).

2.16.3. Hiicresel alim ve prusya mavisi boyamasi

Biyoloji ve patolojide yaygin olarak kullanilan Prusya Mavisi boyasi, hiicreler
tarafindan alinan nanopargaciklari belirlemek ve 6lgmek i¢in spektroskopik yontemler ile
birlikte kullanilmaktadir. Bu ¢alismada hiicrenin demir igerigi ve doku kesitlerindeki

dagilimm gostermek icin kullanilmistir. Temelde reaktif olarak serbest Fe**

i baglamak
icin [Fe?(CN)s]* (hekzasiyanoferrat (1) anyonu (ferrosiyaniir)) kullanmaktadir. Ferrik
demirin serbest Fe3+ iyonu olarak var olmasi i¢in pH’mm 2’den kiigiik olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle reaktif, Fe*{i dokudaki bagli formlarindan ayirmak igin

hidroklorik asit (HCI) ¢6zeltisi i¢inde uygulanmaktadir.

K* + Fe** + [Fe?*(CN)s]* — KFe**[Fe?*(CN)g]

Denklem 2. Prusya Mavisi olusturmak igin Fe*® ve ferrosiyaniir arasindaki reaksiyon.

Fe203 veya FesOs gibi demir oksitler diisiik pH ortaminda pargalanmaktadirlar.
Serbest kalan hedef iyonlar Prusya Mavisi ile etiketlenmektedir. Reaksiyon, hiicreler
tarafindan alian demir oksit nanoparcaciklar: ile asidik ferrosiyaniir ¢ozeltisi arasinda
gerceklesmekte ve olusan karakteristik mavi renk 151k mikroskobu ile goriintiilenmektedir

(Denklem 2).

2.16.4. Antioksidan aktivitesi

Dis orbitallerinde eslesmemis elektron bulunduran molekiillere radikal denir.

Cesitli biyokimyasal reaksiyonlar ile meydana gelen radikaller reaktiviteleri yiiksek oldugu
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icin proteinler, niikleik asitler ve lipitlerde hasara neden olabilmektedirler. Antioksidanlar
diistik derisimlerde substrat oksidasyonunu engelleyebilen ya da geciktirebilen maddeler
olarak bilinmektedir. Antioksidanlar askorbik asit, {irik asit, flavonoidler, glutatyon
peroksidaz ve askorbat peroksidaz gibi katalaz enzimleri igermektedirler. Hiicrelerde
oksidatif stresin olusmasina neden olan serbest radikalleri etkin bir sekilde siipiirerek daha
az toksisite gosteren ya da toksik olmayan triinlere dontistirmektedirler (Bekdeser, 2012).
Antioksidan aktivitesi, oksidasyon iiriinlerinin belirlenmesinin ya da radikalleri yakalama
yeteneginin bir Olciisii olarak tanimlanmaktadir (Abdullah ve ark., 2020). Yakalanan
radikal miktar1 ile kullanilan antioksidan miktar1 arasinda bir baglanti kurulmaktadir

(Siddiqui ve ark., 2019).

Insanlar i¢in elzem bir vitamin olan askorbik asit (C vitamini), antioksidan
savunmasi, transkripsiyon ve gen ekspresyonunun epigenetik diizenlenmesinde yer alan
enzimler i¢in kofaktor gorevi gormektedir. Mehta ve ark. tarafindan yapilan in vitro
calismada askorbik asit, kafein, ellagik asit ve gallik asit gibi diyabetle iligkili norolojik
semptonlarin gelisimine yol agan yolaklara inhibe etmek i¢in kullanilmis ve ayn1 zamanda
antioksidan etkilerini karsilastirmak i¢in DPPH yo6nteminde kontrol olarak kullanilmistir
(Mehta ve ark., 2017; Seyhan, 2019). Ayrica Yilmaz ve Boyacioglu’nun yaptigi bir
calismada i¢inde askorbik asitin de oldugu farkli sentetik antioksidanlarin, antioksidan
aktivitelerini 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)  yontemi ile kullanarak
karsilagtirmiglardir. Bu amagla standart olarak askorbik asit ve troloksun kullanilmistir

(Y1lmaz ve Boyacioglu, 2020).

Tez kapsaminda serbest radikal olarakl,1-difenil-2-pikrihidrazil (DPPH-)
kullanilmistir. DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) testi, antioksidan aktivite analizinde
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. DPPH, kararli serbest radikaller iiretebilmektedir.
Bu  kararlilbik, molekiill ic¢indeki serbest elektronlarin  delokalizasyonundan
kaynaklanmaktadir. DPPH yaklasik 517 nm dalgaboyunda absorpsiyon yapan mor renkli
bir molekiildir. DPPH radikallerinin bir antioksidan tarafindan indirgenmesi, test
¢Ozeltisinin mor renginin acilmasina neden olur ve 517 nm dalgaboyundaki absorbans
degerinin diismesine neden olur. Bu dl¢iimii ifade etmenin yolu, UV-Goriiniir spektroskopi
ile elde edilen inhibisyon yiizdesinin hesaplanmasi ve/veya standart polifenol esdegeri ile
karsilastirma yoludur. Standart polifenollerin esdegerliginin bir fonksiyonu olarak
antioksidan aktivitenin degerlendirilmesine yonelik yontem, numunelerin absorbansinin,

standartlardaki ~ konsantrasyonla iliskilendiren = bir  kalibrasyon  ¢izgisi ile
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karsilastirmasindan olusur. Inhibisyon yiizdesi (IC) hesabi da asagidaki esitlik uyarinca

yapilir (Maheswari ve Reddy, 2016);

Antioksidan aktivitesi (% Inhibisyon) = 100 X (A kontrol = A smek) / A kontrol

A kontrol: Negatif kontrol olarak hazirlanan ¢6zeltisinin absorbans degeridir.
A smek : Nanoparcacik ¢ozeltilerinin absorbans degerleridir.

Pozitif kontroliin antioksidan aktivitesi hesaplanirken;

A kontrol - Negatif kontrol ¢ozeltisinin absorbans degeridir.

A smek : Ascorbic asit ¢ozeltilerinin absorbans degerleridir.

2.16.5. Antimikrobial aktivitesi

Antimikrobiyal etki, bakteriyel iiremeye engel olma veya bakterilerin
oldiiriilmesidir. Fakat bakteriler antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanirlar. Bu durumda yeni,
etkili ve saglikli hiicrelere toksik etkisi olmayan antimikrobiyal ajanlara ihtiyag
duyulmaktadir. ~ Metal  nanoparcaciklart  bakterilerin ~ metabolik  aktivilerini
degistirebildikleri i¢in, antimikrobiyal ajan olarak kullamilabilirler. Antibakteriyel etki
gosterebilmeleri i¢in elektrostatik ¢cekim, van der waals kuvvetleri, reseptor-ligand iliskisi
ve hidrofobik baglanma gibi yollarla bakterilere temas etmeleri gerekir (Dong, 2012;
Hallouard, 2010).

Bakteriler ile temas saglandiktan sonra, nanoparcaciklar bakteri zarin1 gegerler ve
hiicrenin seklini, islevini bozarlar. Bunun sonucunda asagidaki etkilere sebep olurlar;
(Zhou, 2016)

. Oksidatif stres,

. Heterojen degisiklikler,
. Bozulmug hiicre zar1 gegirgenliginin yol ac¢tig1 elektrolit denge
bozukluklari.

DNA, lizozomlar, ribozomlar ve enzimler gibi bakterilerin hiicresel temel
bilesenleri ile etkilesime girerek;
. Enzim inhibisyonu,

. Protein deaktivasyonu.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal ve Kimyasallar

Tez kapsaminda demir oksit nanoparcaciklarin yesil sentezi i¢in Punica Granatum

(nar) kabugu kullanilmistir. Nar meyvesi Konya ilinde bulunan yerel bir manavdan tedarik

edilmigtir. Sentez sirasinda N2 gazi kullanilmigtir. Deneylerde kullanilan tiim kimyasallar

Tablo 1. de verilmistir.

Tablo 1. Deneylerde kullanilan kimyasallarin listesi.

Kimyasallar Firma - Cas No: Ozellik
Demir(IIT) kloriir heksahidrat Chemsolut, FeCls.6H,0

Cas-No: 10025-77-1 Mw: 270.33 g/mol
Demir siilfat heptahidrat Merck, FeS0O4.7H,0

Cas-No: 7782-63-0 Mw: 278.01 g/mol
Trisodyum sitrat (TSC) Tekim, CeHsNaz07.2H,0

Cas-No: 3132-04-3 Mw: 294.10 g/mol
Sodium Hidroksit Isolab, NaOH

Cas-No: 1310-73-2 Mw: 40.00g/mol
Amonyum hidroksit Sigma, NH4,OH

Cas-No: 1336-21-6 Mw: 35.05 g/mol
HCI Isolab, HCI

Cas-No: 932.103.2501 Mw: 36.5 g/mol, %37
Etanol Isolab, C:HsO

Cas-No: 64-17-5 Mw: 46.07g/mol
Kloroform Merk, CHCl3

Cas-No: 67-66-3 Mw: 119.38 g/mol
n-Heksan Sigma-Aldrich, CH3(CH2)4CHs

Cas-No: 110-54-3 Mw: 86.18 g/mol
Etil asetat Sigma Aldrich, C4Hs0O>

Cas-No: 141-78-6 Mw: 88,11 g-mol
Tris-hidrokloriir Roth, C4H11NO3.HCI

Cas-No: 1185-53-1 Mw: 157.60 g/mol
3,3’-Diaminobenzidin (DAB) Sigma-Aldrich, C12H14N4

Cas-No: 91-95-2 Mw: 214.27g/mol
Hidrojen Peroksit Sigma-Aldrich, H20;

Cas-No: 7722-84-1 Mw: 34.01 g/mol
Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) Sigma, D5652 10X, 1L
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Fetal sigir serumu (FBS) Pan Biotech, 1X, 100 ml
Cas-No: P30-3303
Tripsin/EDTA Saror1us, 1X, 100 ml
Cas-N0:03-053-1B
Triphan Mavisi B1 Biyolojik Endiistriler 1X, 100 ml
Cas-No: 03-102-1B
3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5- Sigma, M5655 % 97,5
difeniltetrazolyum bromid (MTT)
Dulbecco'nun Modifiye Eagle Sigm, D6429 % 10 FBS, %1 PS
Medium-High glucose (DMEM)
Gentamisin siilfat Biyolojik Endiistriler 50 mg/ml
Dimetilstilfoksit (DMSO) Applichem-Honeywell C2Hes0S
Cas No: 67-68-5 Mw: 78.13 g/mol
Hidrokortizon ve insiilin Sigma-Aldrich, C21H3005
Cas No: 50-23-7 Mw: 362.46 g/mol
Potasyum ferrosiyaniir trihidrat Sigma-Aldrich, KsFe (CN)e.3H20
> %98,5
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl Sigma Aldrich, C1sH12N506
Cas-No: 1898-66-4 Mw: 394,32 g/mol
FITC Annexin V Apoptosis Biolegend, Saklama kosulu: 2 -8 °C
Detection Kit with PI Cat:640914, Lot: B329954

3.2. Kullanilan Cihazlar
Kullanilan cihazlar Tablo 2.’de verilmistir.
Tiim deneysel calismalarda deiyonize su (Millipore su aritma sistemi, Molsheim, France,

18 MQ) kullanilmustir.

Tablo 2. Deneylerde kullanilan cihazlarin listesi.

Hassas Terazi Radwag AS 220.R2

Ph Metre Mettler Toledo FiveEasy

Isiticil Manyetik Karigtirict Stirring Mantle IKA C-MAG HS7
Ultrasonik Banyo Elmesonic S

Santrifiij Niive NF 800R

Vorteks Multi-Vortex V-32

Mikrodalga firin Thermo Scientific, Multiscan Go
UV-Vis spektrofotometre Agilent Technologies Cary 60
ICP-MS Agilent Technologies 7900

XRD PANalytical EMPYREAN
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FESEM ZEISS GeminiSEM 500

TEM FEI 120kV CTEM

ZETA POTANSIYELI OLCUMU Micromeritics-Nanoplus 3

VSM Cryogenic Limited PPMS

TGA Seteram-Labsys Evo

FT-IR Thermo Scientific-Nicolet 1S20

Invért Mikroskop Carl Zeiss 415510-1101-000

ELISA Okuyucu Thermo Scientific, Multiskan Sky High
Etiiv Esco-CCL-170B-8

3.3. Pinuca Granutum Kabuklarimin Hazirlanmasi ve Ekstraksiyonu

Konya ilinde bulunan yerel bir manavdan satin alinan nar meyvesi Oncelikle bazi
on hazirlik islemlerine tabii tutulmustur. {1k olarak nar meyvesi musluk suyu ve ultra saf su
ile yikanmistir. Ardindan kabuklart meyvesinden ayrilarak, kiigiik parcalar haline
getirilmis ve sonra oda sicakligi kosullarinda gélge bir yerde kurumasi igin yaklasik 1
hafta kadar bekletilmistir. Kurutulan nar kabuklar1 ogiitiicii yardimi ile toz haline
getirilmisgtir (Sekil 11). Sentez c¢alismalarina kadar kapali kapta 4 °C sicaklikta
tutulmustur.

Sekil 11. Kurutulan ve 6giitiillen Punica Granutum kabugu.

Nar kabugunun ekstraksiyonu i¢in su ve etanol c¢oziiclileri kullanilmastir.
Ogiitiilmiis bitkilerden alman 5’er gramlik &rnekler 50 ml ¢oziiciide ¢oziilerek, 80 °C
sicaklikta mikrodalga firinda 800 Watt’da 30 dakika boyunca isitilmistir. Bitki

kalintilarindan kurtulmak igin ornekler once 4500 rpm’ de santrifiij yapilarak, daha sonra
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whatman no:1 siizgeg¢ kagidi ile siiziilmiis ve ekstrakt posalardan ayrilmistir (Sekil 12).

Ekstraktlar tiiplere alinarak +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 12. Punica Granutum ekstraktin posasindan aridirilmasi.

Su ve etanol ¢oziiciileri ile elde edilmis ekstraktlar disinda, yukarida anlatilan ayni
islemler ile elde edilmis su ekstraktinin, suda az ¢oziiniir bilesenlerinin ayrilmasi igin,
farkl1 polaritelerde organik ¢oziiciiler kullanilarak tekrar bir ekstraksiyon islemine tabi

tutulmasi yontemine basvurulmustur.

3.3.1. Pinuca granutum oziitiiniin organik ekstraksiyonu

Deiyonize su kullanilarak, mikrodalga firinda elde edilmis bitki 6ziitiiniin suda az
coziinen bilesenlerinden ayrilmasi amach farkli polaritelerdeki c¢oziiciiler kullanilarak
ekstraksiyonu yapilmistir. Kullanilan ¢éziiciiler sirayla; hekzan, kloroform, etil asetat ve
son olarak da deiyonize sudur. Tiim ¢oziiciilerin bitki 6ziitii ile esit hacimleri kullanilarak

ekstraksiyon islemi yapilmistir (Sekil 13).
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Sekil 13. Punica Granutum 6ziitiiniin ekstraksiyonu.

3.4. Demir Oksit Nanoparcaciklarinin Yesil Sentezi

Demir oksit nanopargaciklarinin Punica Granutum ekstrakti ile sentezi bazi
modifikasyonlar yapilarak iki yolla yapilmistir. Ekstrakt ortaminda alkali ortamda

gergeklesen reaksiyon Denklem 3.” de verilmistir.

Fe?" + 2Fe® + 80H — Fe304 + 4H,0

Denklem 3. Fe?* ve Fe3* tuzlarinin alkali ortamda demir oksit formuna doniisme reaksiyonu.

3.4.1. Demir oksit nanoparcaciklarimin punica granutum ekstrakti (ph: 3.5) ile yesil

sentezi

Demir oksit nanopargaciklarin yesil sentezinde, 10 ml, 20 mM demir (IIT) kloriir
heksahidrat (FeClz.6H20) ¢ozeltisi ve 5 ml, 20 mM demir siilfat heptahidrat (FeSO4.7H20)
cozeltisinin pH: 3 ayarlanarak hazirlanan ¢ozeltisi balon jojeye alimmistir, ¢ozelti
ortamindan 30 dakika boyunca N> gaz1 gecirilerek, c¢ozeltiden ¢oziinmis O2
uzaklastirilmistir. Yine N2 gazi ortaminda, ayr1 deneylerde; 15 ml farkli derisimlerdeki
bitki 6ziitleri damla damla ¢ozelti karisimi iizerine eklenerek, ¢ozelti manyetik karistiricida

1500 rpm’ de 30 dakika boyunca karistirlmigtir. Bitki o6ziitiiniin eklenmesi ile
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kahverengi/siyah nanoparcacik olusumu gozlemlenmistir. Nanopargacik suspensiyonuna,
damla damla %?24’liik NHs eklenerek pH: 11 olarak ayarlanmistir ve 1 saat oda
sicakliginda karistirilmistir. Deneyler, ekstrakt ve metal derisimi ve reaksiyon siiresi
disinda; manyetik karigtirict ve ultrasonik banyoda tekrarlanmistir. Ayrica, demir
tuzlarmin ve ekstraktlarin eklenme siralamasi degistirilerek; en kararli nanopargacik

olusumu gozlemlenmistir.

Hazirlanan nanopargacik suspensiyonu 9000 rpm hizda, 10 dakika santrifiij
edilerek aglomere olan nanopargaciklardan uzaklastirilmistir. Reaksiyon ortamindaki bitki
kalintilar1 ya da reaksiyona girmeden kalan tuzlardan uzaklastirmak i¢in, nanopargaciklar
santrifiijlenerek yikama yapilmak istenmistir, ancak yiiksek rpm degerlerinde bile (30.000
rpm’e  kadar) nanopargaciklar ¢oktiirtilemedigi i¢in, yikama islemleri bu yolla
yapilamamistir. Bu yiizden, 6rnege son saflastirma islemi olarak, diyaliz yapilmistir.
Ornekler diyaliz posetlerine alinarak (MWCO: 12—14 kDa), 6 saat boyunca deiyonize suya
(pH: 7.5) kars1 diyaliz edilmistir (Sekil 14). Elde edilen nanopargaciklar suspensiyonu,
FeO-PG1 nanopargacik olarak adlandirilmistir.

3.4.2. Demir oksit nanoparcaciklarimin punica granutum ekstrakti (ph: 11) ile yesil

sentezi

Demir oksit nanopargaciklarinin sentezi, klasik yesil sentez yontemi modifiye
edilerek, oncelikle kullanilan tiim bitki 6ziitlerinin pH’1 %24 NHs ile pH: 11°e (demir oksit
nanoparcaciklariin olusum pH’1) getirilerek yapilmistir. Demir oksit nanoparc¢aciklarin
yesil sentezinde, 10 ml, 10 mM demir (III) kloriir heksahidrat (FeCI3.6H20) ¢6zeltisi ve
demir siilfat heptahidrat (FeSO4.7H20) ¢ozeltisinin pH: 3 ayarlanarak hazirlanan ¢ozeltisi
balon jojeye alinmistir, ¢ozelti ortamindan 30 dakika boyunca N2 gazi gegirilerek,
¢ozeltiden ¢oziinmiis O2 uzaklastirilmistir. Yine N2 gazi ortaminda, ayr1 deneylerde; 15 ml
farkli derisimlerdeki bitki 6ziitlerinin pH’1 %24 NHzile 11 yapilarak, ekstrakt damla damla
cozelti karigimi iizerine eklenmistir ve ¢ozelti manyetik karistiricida 1500 rpm’ de 2 saat
boyunca karistirilmaya birakilmigtir. Deneyler, ekstrakt ve metal derisimi ve reaksiyon
stiresi disinda; manyetik karistirict ve ultrasonik banyoda tekrarlanmistir. Ayrica, demir
tuzlarinin ve ekstraktlarin eklenme siralamasi degistirilerek; en kararli nanoparcacik

olusumu gozlemlenmistir.
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Hazirlanan nanopargacik suspensiyonu 9000 rpm hizda, 10 dakika santrifiij
edilerek aglomere nanopargaciklardan uzaklastirilmistir. Yiiksek hizda (30000 rpm) bile
coktiirme yapilamadigindan, yikama yerine son saflastirma basamagi olarak, ornekler
diyaliz posetlerine alinarak (MWCO: 12-14 kDa), 6 saat boyunca deiyonize suya (pH: 7.5)
kars1 diyaliz edilmistir (Sekil 14). Elde edilen nanopargacik suspensiyonu, FeO-PG2

nanopargacik olarak adlandirilmistir.

Sekil 14. Nanopargacik 6rneklerine yapilan diyaliz iglemi.

FeO-PG1 ve FeO-PG2 nanopargacik orneklerinin yanisira, kullanilan tim ekstrakt
orneklerine diyaliz son basamagi uygulanarak, in vitro testlerden once tiim Ornek ve
ekstraktlarin ayni igslemlere tabi tutulmasi saglanmistir. Yukarida bahsedilen iki sentez
yontemi de; etanol i¢inde ekstraksiyonu yapilmis nar kabugu ekstrakti kullanilarak ve ayni
zamanda, suda ¢oziinmeyen bilesenlerinden ekstraksiyon yontemi ile ayrilan nar kabugu

ekstrakt1 kullanilarak da tekrarlanmistir.

3.5. Demir Oksit Nanoparcaciklarimin Karakterizasyonu

Demir oksit nanopargaciklarin sentezi, uygun seyreltmeler yapilarak ve kor ¢ozelti
olarak deiyonize su kullanilarak UV-VIS Spektrometresi ile nanoparcaciklarin absorpsiyon
bandlarinin goriilmesiyle takip edilmistir. Nanoparcacik olusumunu goriintiilemek, boyut
ve sekil analizi yapmak igin 10 pL nanopargacik suspensiyonu Cu grid tizerine damlatilip

kurutularak, TEM goriintiileri alinmistir. Ayni zamanda, nanopargacik suspensiyonundan

53



10-20 pL alinarak karbon bant iizerine damlatilip, 4.30 nm kalinliginda iridyum kaplama
yapilarak Taramali Elektron Mikroskopisi (FESEM) cihazi ile EDX analizi yapilmis ve

ornegin bilesimi gosterilmistir.

Nanopargacik suspensiyonu 90 °C sicaklikta kurutularak, toz formlar1 ile XRD
spektrumlart elde edilerek kristal yapilar1 belirlenmistir. XRD spektrumlar1 Rietvelld
analizi ile aydinlatilmistir. Nanopargacik orneklerinin ylizey yiiklerinin belirlenmesi i¢in
zeta potansiyelleri 6lgiimleri yapilmistir. Olgiimler MALVERN Nano ZS90 cihazinda, 20-
90 °C sicaklik ve 1.2-1.65 kirilma indisi araliklarinda yapilmistir. Nanopargacik
suspensiyonunun metal iceriginin kantitatif analizi i¢in, Ornekler yaklasik 1000 kat
seyreltme yapilarak, Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS) cihazinda
analiz edilmistir. Bitki 6ziitli ve nanopargacik suspensiyonu 90 °C sicaklikta kurutularak
FT-IR spektrometresi ile yapisal analizi yapilmistir. TGA cihazi kullanilarak, 10 °C/dk
1isitma hizi ile 25-900 °C sicaklik araliginda, nanopargaciklarin sicaklik ile bozunma testi
yapilmistir. Manyetik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in, VSM 06l¢timii yapilmistir. Manyetik
ozelliklerinin belirlenmesi i¢in, oda sicakliginda, = 1 T manyetik alan araliginda Titresimli

Ornek Manyetometresi (VSM) kullanilarak drneklerin manyetik lgiimii yapilmgtir.

3.6. Demir Oksit Nanoparcaciklarimn in vitro Deneyleri

3.6.1. Hiicre hatlar1 ve bityiitme kosullar:

Metastatik meme kanseri MDA-MB-231 ve CRL-4010 meme hiicre hatlar
ATCC’den (Amerikan hiicre kiiltlirii kolleksiyonu) temin edilmistir (Sekil 15). Hiicre
hatlar1 %10 FBS (fetal bovine serum) ve %1 Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin B igeren
DMEM ortami i¢inde 37 °C’ de, %95 nem ve %5 CO: kosullarinda Hepa filtreli

inkiibatorde cogaltilmistir.
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Sekil 15. a. MDA-MB-231 hiicre hatt1, b. CRL-4010 hiicre hatti mikroskop goriintiileri.

3.6.2. Sitotoksisite testi (MTT testi)

MDA-MB-231 ve CRL-4010 hiicreleri steril 1X DPBS ile yikandiktan sonra %0,25
tripsin-edta ile kaldirilarak siispanse edildi. Homojen hiicre stispansiyonundan 20 pL 0,2
ml santrifiij tiiptine alindi, tizerine 20 pL hazir Tripan mavisi boyasi eklenerek karistirildi
ve Thoma lamu ile kaldirilan hiicreler sayildi. Hiicreler 5x10% hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi. Hiicreler 100 pL/kuyucuk igerisinde
geceboyu kiiltiire edildi. Ertesi giin, tutunan hiicreler nanopargaciklar ile muamele edildi.
MDA-MB-231 ve CRL-4010 hiicreleri, final hacimleri 22, 44, 66 ve 84 ppm
derisimlerinde dort tekrarli olacak sekilde, 24 ve 48 saat siire boyunca nanopargaciklar ile
muamele edildi. Siire sonunda, hiicreler iizerine 10 pL/kuyucuk MTT (5 mg/ml) ajan1 ilave
edilerek 3 saat boyunca inkiibatorde bekletildi. Ardindan, kuyucuklardaki tim besiyeri
aspire edildi ve her kuyucuga 100’er pL dimetilsiilfoksid (DMSO) eklendi. Oda
sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibasyondan sonra canli hiicreler tarafindan
formazana indirgenmis tetrazolyum tuzunun yogunluguna bagli olarak olusan renklenme
570-690 nm dalgaboyunda spektrofotometrik analiz ile optik dansite (OD) degerleri
oleiildii. Hiicre canliligi (%) = Ornek (OD) / Kontrol (OD) x 100 formiiliine gore
hesaplandi. Nanoparcaciklarin ICso degerleri AAT Bioquest yazilimi ile hesaplandi.
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3.6.3. Demir oksit nanoparg¢aciklarimn hiicre i¢cine alinmasi

3.6.3.1. Hiicre icindeki demir oksit nanoparcaciklarimin kantitatif analizi

Her iki hiicre tiirinde, hiicre i¢ine alinan demir oksit nanopar¢aciklarinin kantitatif
analizi igin, hiicreler ICso derisimindeki nanopargaciklar ile 24 saat boyunca muamele
edilmistir. Inkiibasyondan sonra, hiicre suspensiyonu PBS (fosfat tamponu, pH: 7,4) ile
yikanarak, tripsinize edilmistir ve tripan mavisi ile boyanarak, 1s1tk mikroskobunda
say1llmistir. Daha sonra hiicreler, der. HCI ile 1 gece boyunca pargalanmistir ve daha sonra
deiyonize su ile seyreltilip, Orneklerin demir igeriginin analizi ICP-MS cihaz1 ile

yapilmistir.

3.6.3.2. Hiicre i¢cindeki demir oksit nanoparcaciklarimin Kalitatif analizi (Prussian

Blue boyamasi)

MDA-MB-231 ve CRL-4010 hiicreleri, demir oksit nanopargacigi ile 1Csg
derisimde %35 CO2 atmosferinde 37 °C' de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra hiicreler, hiicre disinda kalan nanopargaciklar1 uzaklastirmak icin iki
kez DPBS ile yikanarak, %0.25 tripsin ile toplanmistir. Hiicreler %4 formaldehit ile fikse
edilmistir, ardindan PBS ile dort kez yikanmistir. Boyama ¢ozeltisi; koyu sisede saklanan
%35’ lik potasyum ferrosiyaniir ¢ozeltisi ve %35 hidroklorik asit ¢ozeltisi 1:1 oraninda
karigtirllarak, boyama uygulamasindan hemen Once hazirlanmistir. Nanopargaciklar ile
muamele edilen ve yikamalar1 yapilan hiicreler, oda sicakliginda 30 dakika boyunca
caligma c¢ozeltisi ile inkiibe edilmistir, ic kez distile su ile yikanmistir ve mikroskop

goriintlileri alinmustir.

3.6.4. Aneksin-V/PIl boyamasi (Flow sitometre analizi)

Demir oksit nanopargaciklarin MDA-MB-231 ve CRL-4010 hiicreleri iizerindeki
apoptotik etkilerini degerlendirmek i¢in, Annexin V-FITC/propidium iodide (PI) boyamasi
Annexin V-FITC apoptoz kiti (Biolegend USA) talimatlarina gore yapilmistir. Hiicreler
nanoparcacigin ICso derisimindeki ¢ozeltisi ile 12 saat ve 24 saat boyunca muamele
edildikten sonra tripsin-edta kullanilarak kaldirilmis ve PBS ile yikanip ve tekrar baglanma
tamponu (10 mM HEPES/NaOH, pH 7,5 i¢inde 140 mM NaCl and 2,5 mM CacClp) ile

resuspanse edilmistir. Hiicre siispansiyonuna floresan izotiyosiyanat (FITC) konjilige

56



edilmis Annexin V ve PI eklenerek, hiicreler boyanmis ve akim sitotometri (BD C6 flow
cytometry) cihazi ile analiz edilmistir. Kit farkli popiilasyonlarin ayirt edilmesini
saglamaktadir. Bunlar; canli hiicrenin bozulmamis mitokondriyal zari, bozulmus
mitokondri zari, erken ve ge¢ apoptotik hiicreler ve Olii hiicrelerdir. Her bir durum

ylizdeleri hesaplanarak histogram olarak verilmistir.

3.7. Demir Oksit Nanoparcaciklarinin Antioksidan Aktivitesi (DPPH Metodu)

FeO-PG2 nanopargacik  Orneginin  aktioksidan  aktivitesi  belirlenmistir.
Nanopargacik suspensiyonundan 50 pl alinarak, {izerine 150 pl, 0.1 mM DPPH radikalinin
metanol ile hazirlanan ¢6zeltisi eklenerek, karisim oda sicakliginda ve karanlikta 30 dakika
bekletilmistir. Negatif kontrol olarak 50 pl metanol ve 150 ul DPPH radikalinin metanol
ile hazirlanan ¢ozeltisi karistirilarak hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak nanopargacik
¢ozeltileri aym1 derisimlerde sentetik antioksidan olan askorbik asit ¢ozeltileri
hazirlanmistir.  Cozeltilerin absorbans degerleri 517 nm dalga boyunda Elisa tabaka

okuyucuda okunmustur ve ol¢timler {i¢ kez tekrarlanarak sonuglarin ortalamasi alinmistir.

Cozeltilerinin antioksidan aktiviteleri DPPH absorbsiyonunun % inhibisyonu

olarak verilmistir. Bu deger asagidaki formiile gore hesaplanmustir:

Antioksidan aktivitesi (% Inhibisyon) = 100 X (A kontrol = A smek) / A kontrol

A rontrot: Negatif kontrol olarak hazirlanan ¢ozeltisinin absorbans degeridir.

A smek: Nanoparcacik ¢ozeltilerinin absorbans degerleridir.

Pozitif kontroliin antioksidan aktivitesi hesaplanirken;
A kontrol: negatif kontrol ¢ozeltisinin absorbans degeridir.

A smek: ascorbic asit ¢ozeltilerinin absorbans degerleridir.

3.8. Antimikrobiyal Aktivite Calismalar:

3.8.1. Besiyeri hazilanmasi
Antimikrobiyal c¢aligmalar1 i¢in sivi ve kati besiyeri hazirlanmistir. Sivi besiyeri
LB-Broth’tan 2,5 gr tartilarak 100 ml’e distile su ile tamamlanmistir. Kati besiyeri igin
Mueller Hinton agardan (MHA) 7,6 gr tartilarak 200 ml’e distile su ile tamamlanmustir.
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Sterilizasyon i¢in 121°C, 1 atm basingta, 15 dakika otoklav yapilmustir. Sterilizasyon
isleminden sonra kat1 besiyeri 100 mm?® petri kaplarina yaklasik 20 ml dokiilmiistiir ve

kullanilmak tizere +4 °C’ de saklanmustir.

3.8.2. Bakteri ¢ogaltma

Escherichia coli (E. coli) ve Staphylococcus Stafilokokus aureus (S. aureus)
bakterilerini kiiltiire etmek icin stok kiiltiirlerinden, 20’ser uL alinarak iizerlerine 1 ml LB-
Broth siv1 besiyeri eklenmistir. Ardindan 37°C’ de 24 saat ¢alkalamali inkiibatorde (150

rpm) birakilarak gogalmalari saglanmustir.

3.8.3. Spot ekim

Spot ekim i¢in E. coli ve S. aureus bakterilerinden ayri ayrt 1 ml stok
hazirlanmistir. Nanopargacik uygulamasi i¢in farkli derisimlerdeki nanopargaciklardan 500
pL alinarak, 200 pL bakteri, 4300 pL LB-Broth s1v1 besiyeri eklenmistir ve bu sekilde her
iki bakteri tiirli i¢in de stok hazirlanmistir. Kontrol ve nanoparcacik uygulanmis stok
bakterilerden 1072, 10, 10, 10® ve 10° oranlarinda diliisyonlar hazirlanmistir. Daha
once hazirlanan kati besiyeri iceren petri kaplarina orneklerden 10’ar pL alinarak spot
ekim yapilmigtir. Petriler 37°C’deki etiivde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire

sonunda her spot i¢inde bakterilerin olusturdugu koloniler sayilmustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Bitki Oziitlerinin Ekstraksiyon

Su (Esu), etanol (Eetanol) ve suda az ¢oziinen bilesenlerin ayrilmasi ile organik
coziiciilerle yapilan ekstraksiyondan (E-org) elde edilen oziitler ile sentezlenen demir oksit
nanoparcaciklarinin kararliliklar1 karsilagtirilmistir. Su ve etanol ekstraktlar ile yapilan
sentezlerde, benzer kararlilikta nanoparcaciklar elde edilmistir. Ancak E-org ekstrakti ile
sentezlenen nanopargaciklarin aglomere olup c¢okme egiliminde oldugu goriilmiistiir.
Ekstrakt iceriginin ve yogunlugunun diger ekstraktlara gére daha az olmasindan dolay1,
ekstraktin metali indirgeme ve nanoparcaciklari stabilize etme kapasitesinin daha zayif
oldugu anlagilmigtir. Diger yandan, biyouyumlulugu daha yiiksek olmasi nedeniyle
sentezlere bitkinin etanol ekstrakti yerine, su ekstrakti ile devam edilmistir. Sentezlerde
kullanilacak ekstraktin (0.1 g/ml) ilk sitotoksisite degerlendirmeleri MTT testi ile
yapilmustir (Sekil 16-17).

MDA-MB-231 hiicre hatti
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Sekil 16. 3 farkli derisimdeki (0.001, 0.01, 0.1 g/ml) ekstrakt ile 24 saat inkiibe edilmis MDA-MB-231
hiicrelerine ait toksisite grafigi (n=3).
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CRL4010 hiicre hatti
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Sekil 17. 3 farkli derisimdeki (0.001, 0.01, 0.1 g/ml) ekstrakt ile 24 saat inkiibe edilmis CRL-4010
hiicrelerine ait toksisite grafigi (n=3).

Veriler ortalama + SD olarak ifade edilmistir ve biyolojik olarak bagimsiz {i¢
deneyden elde edilmistir. Kontrol hiicrelerine gére muamele goérmiis hiicrelerin

sonuclarinin istatistiksel anlamliligi student t-testi ile belirlenmistir (p < 0.05).

Sentezlerde kullanilacak ekstraktin (0.1 g/ml) MDA-MB-231 kanser hiicrelerinde
hiicre canliligini %55’e diistirdiigii goriilmiistiir. CRL-4010 hiicrelerinde ise hiicre canlilig1
%62’e digmistiir (Sekil 16 ve 17). Nanopargaciklarin bu derisimdeki ekstrakt ile
sentezlendigi kosullarda, nanopargaciklarin 6zellikle CRL-4010 hiicrelerinde daha yiiksek
oranda toksisiteye neden olacagi diisiiniilerek, tiim sentezlerde hem nanopargacik gekirdek
olusumunu saglayacak ve nanoparcaciklarin bilyiimesi esnasinda aglomere olmadan kararl
kalmalarin1 saglayacak, hemde 6zellikle CRL-4010 hiicrelerinde daha diisiik toksik etki
gosterecek; en diisiik ekstrakt derisiminin bulunmasi igin, nanopargacik sentezlerinde
kullanilmak tizere ekstraktin farkli derisimleri (0.1 g/ml derisimden seyreltme oranlari:

1/2.5, 1/5, 1/7.5, 1/10, 1/15) hazirlanmistir ve en uygun ekstrakt derisimi belirlenmistir.
4.2. Demir Oksit Nanoparcaciklarimin Sentez Optimizasyonu

Hazirlanan en yiiksek derigimli (0.1 g/ml) ekstrakt kullanilarak yapilan sentez ile
elde edilen FeO-PG1 nanopargaciklarinin deiyonize su igindeki slispansiyonununa ait

FESEM goriintiisii ¢ekilerek, EDX analizi yapilmistir (Sekil 18-19).
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Electron Image 3

10pm
Sekil 18. FeO-PG1 nanopargacik d6rnegine ait taramali electron mikroskobu goriintiisii (FESEM);
skala: 10 pm.
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Sekil 19. FeO-PG1 nanopargacik drneginin EDX Analizi.

61



Aym1  sekilde, FeO-PG2 nanopargaciklarinin  deiyonize su  igindeki
siispansiyonununa ait FESEM goriintiisii ¢ekilerek, EDX analizi yapilmistir (Sekil 20-21).

EHT = 3.00 kV Signal A = SE2
WD = 58 mm Mag = 200.00 K X

Sekil 20. FeO-PG2 nanopargacik 6rnegine ait taramali electron mikroskobu goriintiisii (STEM);
skala: 100 nm.
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Sekil 21. FeO-PG2 nanopargacik drneginin EDX Analizi.

Elde edilen FESEM goriintiilerinde ekstrakta ait mikro boyuttaki bilesenlerde
goriilmektedir, goriintillerden kullanilan ekstrakt yogunlugunun fazla olabilecegi
diisiiniilerek, ayrica daha once de belirtildigi iizere kullanilan ekstrakt derisiminin MDA-

MB-231 ve CRL-4010 hiicrelerinde toksik etki gdstermesinden dolay1; FeO-PG1 ve FeO-
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PG2 nanopargacik sentezi i¢in farkli seyreltme oranlarindaki ekstraktlar (1:5 - 1:7,5 - 1:10
-1:12,5 - 1-15) (ekstrakt:su) kullanilmistir  (Sekil 22). EDX spektrumlarindan, FeO

nanoparcacik siispansiyonunun demir ve oksijen igerigi goriilmektedir.

1D 1790110l 2.5

Sekil 22. Farkli ekstrakt derigsimlerinde sentezlenmis FeO-PG2 siispansiyonlari.

Nanopargacik kararliliginin en yiiksek oldugu ve sentez sonrasinda aglomerasyon
ile FeO nanopargacik kaybinin en az oldugu ekstrakt derisimi belirlenmistir ve 1:7,5

(ekstrakt:su) oraninda seyreltilen ekstrakt ile sentezlere devam edilmistir.

FeO-PG1 ve FeO-PG2 nanopargaciklarinin farkli ekstrakt derisimleri kullanilarak
sentezlenmesi disinda, manyetik karistirict ve ultrasonik banyoda reaksiyonlar
tekrarlanmistir, demir tuzlarinin ve ekstraktlarin eklenme siralamasi degistirilmistir; en
kararli nanopargacik olusumu ve aglomerasyonun en az oldugu nanopargacik siispansiyonu
secilmistir. Sentezlere oda sicakliginda ve manyetik karistiricida tuz ¢ozeltilerine
ekstraktin eklenmesiyle devam edilmistir. Sentezlenen nanoparcaciklarin miknatisa
toplanma egilimi diisiik oldugundan, aynmi derisimde ekstrakt (1:7,5) kullanilarak demir

iyonlarinin derigimleri artirilarak, manyetik 6zelligi iyilestirilmeye calisilmistir (Tablo 3).

Tablo 3. FeO nanopargacik sentezinde kullanilan reaksiyon parametreleri.

Sentez Ad1 | [Fe®], [Fe?*] | Reaksiyon siiresi | Renk | Aglomerasyon Manvyetiklik
20 mM 1 saat Siyah Yok Disiik, hissedilir
FeO-PG1 50 mM 1 saat S!yah Az Diisiik, hissedilir
100 mM 1 saat Siyah Yiiksek Diisiik, hissedilir
150 mM 1 saat Siyah Yiiksek Diisiik, hissedilir
20 mM 1 saat Siyah Yok Disiik, hissedilir
FeO-PG2 50 mM 1 saat S!yah Az Diisiik, hissedilir
100 mM 1 saat Siyah Az Disiik, hissedilir
150 mM 1 saat Siyah Az Diisiik, hissedilir
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Demir iyonlarinin derisimlerinin artirilmasiyla dis manyetik alana hissedilen
cekimde bir degisiklik olmamistir. Sentezlere, 20 mM derisimde demir tuzlar ile devam
edilmistir.

4.3. Demir Oksit Nanopar¢aciklarimin Karakterizasyonu

4.3.1. Nanoparcaciklarin sekil boyut analizi

Uygun sentez kosullar1 ve ekstrakt derisimi belirlenerek sentezlenen FeO-PG1 ve

FeO-PG2 nanopargaciklarinin TEM goriintiileri elde edilmistir (Sekil 23 a-c).
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25 30 15 ap 45 50
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Sekil 23. Nanoparcacik 6rneklerine ait taramali elektron mikroskobu goriintiileri (TEM, 120 kV); a. FeO-
PG1, skala: 50 nm. b. FeO-PG2, skala: 20 nm. Tem goriintiilerinden elde edilen boyut dagilim grafikleri, c.
FeO-PG1, d. FeO-PG2, 100 pargacik boyutu 6l¢iilerek elde edilmistir.
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FeO-PG1 ve FeO-PG2 nanoparcacik drneklerine ait TEM goriintiilerinden, her iki
yontem ile sentezlenen nanopargaciklarin kiiciik boyutta (<10 nm) olduklar
goriilmektedir. Ancak 100 farkli pargacigin boyutu dlgiilerek elde edilen boyut dagilim
grafiginden FeO-PG2 nanopargaciklarinin ortalama boyutunun 6.53 + 0,63 nm, FeO-PG1
nanopargaciklarinin ortalama boyutunun 3.76 + 0,59 nm olduklar1 goriilmistiir (Sekil 23 b-

d).
4.3.2. Nanoparcaciklarin UV/VIS absorbans spektrumlar:
FeO-PG1 ve FeO-PG2 nanopargacik Orneklerinin absorpsiyon spektrumlart 350-

700 nm dalgaboyu araliginda taranarak, maximum absorpsiyon dalgaboylar1 belirlenmistir

(Sekil 24-25).

——FeO-PG1
0,6 PG ekstrakti

Absorbans

350 400 450 500 550 600 650 700
Dalgaboyu, nm

Sekil 24. FeO-PG1 nanopargaciklarinin ve PG ekstraktinin Uv-Vis absorpsiyon spektrumu.

UV/Vis spektrumunda FeO-PG1l nanoparcaciklarina ait 410 nm dalgaboyunda

maximum absorbans piki gézlemlenmistir.
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Sekil 25. FeO-PG2 nanopargaciklarinin ve PG ekstraktinin Uv-Vis absorpsiyon spektrumu.

UV-Vis spektrumunda FeO-PG2 nanopargaciklarina ait 405 nm dalgaboyunda
maximum absorbans piki gozlemlenmistir. FeO-PG1 nanopargaciklaria (6.53 £+ 0,63 nm)
gore maximum absorbansin 5 nm daha kiigiik dalgaboyuna kaymasi, FeO-PG2

nanoparcaciklarinin boyutunun (3.76 = 0,59 nm) daha kiiciik olmasi ile agiklanmaktadir

(Sekmen, 2019; Schwaminger ve ark., 2017).

4.3.3. Nanoparcaciklarin FT-IR analizleri

Sentezlenen demir oksit nanoparcaciklarinin ve PG ekstraktinin kimyasal baglarini
belirlemek igin, Fourier doniisiimlii infrared spektrometresi ile &rneklerin 400-4000 cm™!
spektral aralikta spektrumlar1 alinmustir  (Sekil 26-27). Orneklere ait FT-IR
spektrumlarindan gozlemlenen siddetli bantlar Tablo 4.” de 6zetlenmistir (Wang ve ark.,
2010; Irshada, 2017; Sirdeshpande, 2018; Venkateswarlu, 2019).

Tablo 4. Standart absorpsiyon FT-IR bantlari ile PG ekstrakti, FeO-PG1 ve FeO-PG2 nanopargaciklarina ait
bantlarin karsilastirilmasi.

PG ekstrakt, FeO-PG1, FeO-PG2, Standart bantlar,

frekans (cm™) frekans (cm™) frekans (cm™) frekans (cm™)
3275 3199 3199 O-H gerilme
2929 2929 2929 C-H gerilme
1716 1716 1716 Cc=0
1594 1568 1574 C-C esneme
1334 1351 1317 C-H makaslama
1204 1204 1204 C-0 gerilme
1029 1037 1065 C-O gerilme

575 575 Fe-O

66



PG kabugu ekstraktina ait giiclii adsorpsiyon bantlar1 3275, 2929, 1716, 1594,
1334, 1204, 1029 cm™! dalga sayilarinda goriilmiistiir. Demir oksit nanopargaciklarina ait
giiclii bantlar, FeO-PG1 igin; 3199, 1568, 1351,1037, 888, 575 cm™! dalga sayilarinda,
FeO-PG2 icin; 3199, 1574, 1317, 1065, 891, 575 cm™! dalga sayilarinda goriilmiistiir.
Nanopargaciklara ait spektrumlarin ekstrakt spektrumu ile cakistirilmasiyla sentezlenen
nanopar¢aciklarinin bantlarinda giiclii tepe noktalarinin biraz kaydigim1 ancak PG

ekstraktini i¢erdigi dogrulanmaktadir (Sekil 26-27).

PG kabugu, zengin polifenoller, karbonhidratlar, asit tiirevleri, proteinler, lipidler
ve liflerden olusmustur (Wang ve ark., 2010). FT-IR spektrumundaki 3275 cm™"" deki en
siddetli bant, polifenolik gruplardaki O—H bagi gerilme titresimlerine karsin gelmektedir.
Bu bandin 3275’ den 3199 cm ™!’ e kaymasi polifenollerin nanopargacik sentezindeki olasi
katkisin1 gostermektedir. 2929 cm ™! deki bant karboksilli asitlerdeki metil gruplarinin C-
H bag: gerilme titresiminden (Yusefi, 2020; Venkateswarlu, 2019). 1716 cm™!” deki bant
biyomolekiillere ait C=0 grbunu goéstermektedir (Irshada, 2017). Her ii¢ spektrumda
gozlenen, 1650 ve 1450 cm ' araligindaki bantlar (1594, 1574, 1568 cm™!) aromatik
halkalarin C=C, C-C, C-O baglarinin gerilme titresimlerinden ileri gelmektedir (Bouafia,
2021). 1317, 1351 ve 1334 cm™! deki bantlar ve 1204 cm™"’ deki bantlar C-H ve C-O
gerilme titresimlerine aittir (Sirdeshpande, 2018; Venkateswarlu, 2019). 1029, 1037 ve
1065 cm™ deki bantlar alkol, karboksilik asit, ester, eterdeki amid C-O bagi ve amin
baglarina aittir. Bu bantlar flavanoid ve amino asitlerin varligina dayandirilmaktadir
(Yusefi, 2020). Tamimlanan tiim bantlar, ekstraktin zengin polifenol bilesiklerinin

varligin1 dogrulamaktadir.

Fe-O bag titresimine iliskin spesifik bantlar genellikle 650-400 cm™ dalga sayisi
araliginda bulunmaktadir ve demir oksit varligi bu dalgaboyu araligindaki bantlar ile
belirlenmektedir (Arularasu, 2018; Bouafia, 2021; Yusefi, 2020). Her iki spektrumda 575
cm?’ da nispeten siddetlenen bir bant bulunmaktadir, ilgili bant ile demir oksit
nanopargcacik icerigi dogrulanmaktadir. Literatiirde, Fe-O gerilme titresimi y1gin magnetit
icin 570 cm™ dalgasayisinda goriiliirken, nanoparcacik boyutu ve yiizey baglarmin
farklanmasiyla bu dalga sayisindan kaymalar gézlemlenmektedir (Arularasu, 2018; Yusefi,
2020). Genellikle, 400-570 cm™ dalga sayis1 araligindaki titresimler manyetite, 620-660
cm™ araligi maghemite, 540 cm™ dalga sayis1 hematite dayandirilmigtir. 470 cm™, 501
cm?, 555 cm?, 594 cm™ ve 633 cm™? dalga sayisinda kaydedilen bantlar, farkl: demir oksit

formlar1 olabildigi gosterilmistir (Demirezen, 2019; Venkateswarlu, 2019).
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Sekil 26. PG ekstrakti (kirmizi1) ve FeO-PG1 nanopargacigma (mavi) ait FTIR spektrumlari.
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Sekil 27. PG ekstrakti (siyah) ve FeO-P2 nanopargacigma (kirmizi) ait FTIR spektrumlari.
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4.3.4. Nanoparcaciklarin zeta potansiyelleri analizleri

In vitro uygulamalarda kullanilmak iizere hazirlanan FeO-PG1l ve FeO-PG2
nanoparcacik Orneklerinin yilizey karakterizasyonu yapilarak kararliliklarinin belirlenmesi

amaciyla zeta potansiyel 6l¢lim cihazi ile nanopargaciklarin yiizey ytkleri 3 tekrarl olarak

Sleiilmiistiir (Sekil 28-29).
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Sekil 28. FeO-PG1 nanopargacik 6rnegine ait zeta potansiyeli grafigi.
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Sekil 29. FeO-PG2 nanoparcacik 6rnegine ait zeta potansiyeli grafigi.
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FeO-PG1 ve FeO-PG2 nanopargacik orneklerine ait zeta potansiyelleri sirasiyla,
25.50 mV ve 27.87 mV olarak ol¢iilmiistiir (Sekil 28-29). Negatif zeta potansiyeli
nanoparcacik ylizeyinde negatif yiiklii gruplar bulundugunu gdstermektedir. Bunun da
ekstrakt polifenol gruplarinin yiizeyi stabilize etmesinden kaynaklandigi diistintilmektedir
(Yusefi ve ark., 2021). Zeta potansiyel degeri 20 mV civarlarinda olan parcacikta kisa
stireli bir kararlilik s6z konusudur ve zamanla aglomere olup ¢okme egilimindedir. 30 mV
ve lizeri zeta potansiyeli degerlerine sahip nanoparcaciklarin yiizey yiikk yogunlugunun
fazla olmasindan dolayi, nanopargaciklarin birbirlerini itme potansiyeli artmaktadir, bu
sayede parcaciklarin birbirlerine yaklagsmasi engellenerek aglomerasyona engel olmaktadir
(Clogston ve Patri, 2011; Honary ve Zahir, 2013). Bulunan zeta potansiyeli degerleri sinir
degerlere yakin olmakla birlikte, her iki 6rnegin yiizey yiikleri nanopargaciklara yeterli
elektrostatik kararlilik saglayarak sulu c¢ozeltide haftalarca ¢okmeden kalabilmesini

saglamistir.

4.3.5. Nanoparcaciklarin TGA analizleri

FeO-PG2 nanoparcacik suspensiyonunun termal bozunma davranist TGA 06l¢timii

ile incelenmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. FeO-PG2 nanopargaciginin TGA grafigi.

TGA Olgiimiinden elde edilen kiitle kaybi-sicaklik grafiginden FeO-PG2

stispansiyonunun belirlenen sicaklik araliginda %77,5 kiitle kaybina ugradigi sonucuna
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ulagilmistir.  Bu sonug, nanopargacik siispansiyonunun kiitlece %77,5 organik bilesen
icerdigi anlamina gelmektedir. Bu yiiksek bilesen igerigi, organik bilesenlerin yarattigi

manyetikce 6lii alana sebep olabilmektedir (Wu ve ark., 2021; Unni ve ark., 2017).
4.3.6. Nanoparcaciklarin XRD analizleri
FeO-PG1 ve FeO-PG2 nanopargacik orneklerinin kristal yapisini incelemek icin

XRD spektrumlar: elde edilmistir (Sekil 31 a, b). Ayn1 zamanda PG ekstraktinin da XRD
spketrumu elde edilerek, ekstrakt kaynakli olas1 piklerin varligi sorgulanmistir (Sekil 32).
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Sekil 31. a. FeO-PG1 ve b. FeO-PG2 nanopargacik 6rneklerinin XRD deseni.
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Sekil 32. PG ekstrakt 6rneginin XRD deseni.

FeO-PG1l ve FeO-PG2 nanopargaciklarminin XRD spektrumlarindaki keskin
piklerin olusan demir oksitlerin kristalinitesinin yiiksek oldugunu ve tiim keskin piklerin
birbiri ile ¢akistig1 goriilmektedir (Sekil 31 a, b). Bununla birlikte PG ekstraktina ait keskin
piklerin ¢akismadigr  Sekil 32. de gosterilmistir. FeO-PGl1 ve FeO-PG2
nanoparcaciklarininin elde edilen kirinim deseni sonucuna gore, ICSD: 161785 numarali
karttaki ac1 degerleri 20 = 32.8° (122), 47.1° (124), 52.9° (051), 58.5° (312); &-Fe203
kristal yapisina karsin gelmektedir. ICSD: 237290 numaral karttaki ac1 degeri 26 = 23.14°
(112); B-Fe203 kristal yapisina karsin gelmektedir. ICSD: 195710 numarali karttaki ag1
degeri 20 = 68.6° (244); Fe30g4 kristal yapisina karsin gelmektedir. ICSD: 108905 numarali
karttaki ac1 degeri 20 = 40.22° (114); Fe203 kristal yapisina karsin gelmektedir. ICSD:
37156 numarali Karttaki ac1 degeri 20 = 78.11° (503); goetit kristal yapisina karsin
gelmektedir.

Her iki nanopargacik 6rnegi igin elde edilen kirinim desenlerine gore, karisik demir
oksit formlarinin olustugu goriilmiistiir. XRD spektrumunda goriilen en keskin pik olan 26
= 32.8° (122) piki; nanopargaciklarin ¢ogunlukla e-Fe,O3 kristal yapisindan olustugunu
gostermektedir. e-Fe2O3 kristal yapisina ait oldugu diisiiniillen 20 = 32.8° pikinin
ekstrakttan kaynaklanmadigi, ekstrakta ait XRD spektrumunda gosterilmistir (Sekil 32).
Bitki igeriginin demiri oksitleme ve indirgeme kapasitesinin farkli faz olusumlarina
etkisinin incelenmesi amacli; sentezler sadece Fe®" (indirgenme yolu) ve sadece Fe?*
(yiikseltgenme yolu) varhiginda tekrarlanmistir ve elde edilen nanopargaciklarin XRD

spektrumlart alinmistir (Sekil 33 a, b).
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Sekil 33. a. Indirgenme yoluyla ve b. Yiikseltgenme yoluyla, elde edilen nanoparcacik érneklerinin XRD
deseni.

Sekil 32. a, b’ de goézlenen yansimalar, ICSD: 0161785 numarali karttaki ac1
degerleri 20 = 32.8° (122), 47.1° (124), 52.9° (051), 58.5° (312), 78.1° (350); &-Fe203
kristal yapisina karsin gelmektedir. ICSD: 108905 numarali karttaki ac1 degeri 26 = 40.22°
(114); Fe20z3 kristal yapisina karsin gelmektedir. ICSD: 159962 numarali kartindaki ag1
degeri 20 = 68.7° (013); goetit kristal yapisina kargin gelmektedir. ICSD: 237290 numarali
karttaki ag1 degeri 20 = 23.14° (112); B-Fe20Oz kristal yapisina karsin gelmektedir.

Sonuglara gore, FeO-PG1 ve FeO-PG2 nanopargaciklarininin sentezinden elde
edilen nanoparcaciklar ile ayni sekilde sadece Fe®" ve sadece Fe?* varhginda yapilan
sentezlerde de farkli oksit formlarinin olusumu s6z konusudur. Farkli oksit formlarinin
olugsmasinin sebebinin, bitkinin kendisinin indirgeme ve yiikseltgeme potansiyelinden
kaynaklanmas1 ve deney parametrelerinin kontrol edilse bile demirin ekstrakt ortaminda
kendiliginden oksitlenme ve indirgenme reaksiyonlarinin Oniine geg¢ilememesinden ve

dolayisiyla olusacak oksit formlarinin kontrol edilememesi oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug olarak, PG ekstrakti kullanilarak, ¢ok kii¢ciik ve homojen boyutlarda ve
aylarca kararli kalabilen demir oksit nanopargaciklari elde edilebilirken, manyetik 6zelligi
yiiksek saf manyetik/maghemit demir oksit nanopargaciklari yerine ¢ogunlukla g-Fe,O3
olmakla birlikte, karistk demir oksit tiirleri olustugu goriilmistiir. XRD sonuglarinin
Rietveld analizi ile oksit tiirlerinin % bilesimleri de hesaplanmistir. Sirasiyla FeO-PG1 ve
FeO-PG2, indirgenme ve yikseltgenme Yyoluyla yapilan sentezlerden elde edilen

nanopargaciklarin XRD spektrumlarinin Rietveld analizleri Sekil 34-37.” da verilmistir.
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Sekil 34. FeO-PG1 nanoparcacik drneginin XRD deseni (Rietveld analizi).
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Sekil 35. FeO-PG2 nanopargacik 6rneginin XRD deseni (Rietveld analizi).
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Sekil 36. Sadece Fe** iyonu ile sentezlenen nanopargacik rneginin XRD deseni (Rietveld analizi).
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Sekil 37. Sadece Fe?* iyonu ile sentezlenen nanopargacik drneginin XRD deseni (Rietveld analizi).
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4.3.7. Nanoparcaciklarin VSM analizleri

Sekil 38. ve 39. FeO-PG1 ve FeO-PG2 nanopargacik drneklerinin oda sicakliginda

ve =1 Tesla manyetik alan siddetindeki VSM sonuglarini gostermektedir.
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Sekil 38. FeO-PG1 nanopargaciklarin manyetizasyon-histerezis (M—H) dongiisii.
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Sekil 39. FeO-PG2 nanopar¢aciklarin manyetizasyon-histerezis (M—H) dongiisii.

FeO-PG1 ve FeO-PG2 nanopargaciklarina ait manyetik histerezis grafiklerine gore
her iki sekilde gosterilen dongiiden, doyma manyetizasyon degeri (Ms) sirasiyla 2.15 ve

3.24 emu/g olarak bulunmustur.

Bitki ekstraktindaki aktif gruplarin surfaktant gorevi goérerek manyetik¢e aktif
¢ekirdeklerin etrafini sarmalar1 nedeniyle manyetik¢e 6lii alanlar olusmaktadir (Wu ve
ark., 2021; Unni ve ark., 2017). Manyetik¢e 6lii alanlarin yiizdesi yani bitki igerigi %77,5
olarak TGA analizi ile belirlenmistir (Sekil 30). Ayrica nanopargaciklarin ¢ok kiigiik
boyutta olmalar1 (<10 nm) nedeniyle manyetik yanitlar1 oda sicakliginda ve =1 Tesla
manyetik alan altinda diisiik olmasi ayrica beklenen bir sonuctur (Etemadifar ve ark.,
2018). Bunlarin yanisira, manyetik 6zelliginin diisiik olmasinin en biiyiik etkenlerinden
manyetik demir oksit (FesOs/y-Fe203) nanoparcacik olusumu yerine, karma oksit
formlarinda demir oksit (e-Fe203, a-Fe203) nanoparcaciklarinin olusmasidir (Baltaci,
2010; Suturin ve ark., 2018). Bu sonug¢ 6rneklerin XRD spektrumu ile gosterilmistir. Elde
edilen ¢ok kii¢iik FeO nanopargaciklarinin hedef bolgeye kolaylikla ulasabilecek ve kanser

hiicrelerine spesifik bir nano-ilag olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
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Bu sonuglar dogrultusunda, karma demir oksit formlarinin Oniine ge¢mek ve
manyetik 6zelliginin artirilmasi1  amaciyla demir oksit nanoparcaciklarinin sentez
parametreleri degistirilerek tekrar sentezleri yapilmistir ve elde edilen nanopargaciklarin
manyetik yanitlarina iliskin ilk degerlendirmeleri harici bir neobidiyum magnet (1.2 T)
kullanilarak yapilmistir. Tiim yapilan sentezlere iliskin parametreler ve yanitlar gozlem
olarak Tablo 4.’de verilmistir. Sentez parametreleri arasinda, demir iyonlar1 derisimi,
ekstrakt derisimi, bilesenlerin eklenme sirasi, reaksiyon baslangi¢ pH’si, reaksiyon pH’si,
reaksiyon siiresi, sicaklik bulunmaktadir. Ayrica tiim ¢ozeltiler en az 30 dakika N> gazi
altinda tutularak reaksiyon balonuna eklenmis ve reaksiyon siiresince de siirekli olarak N>
gazi gegirilerek, oksijensiz ortam saglanmaya c¢alisilmistir. Reaksiyon sonunda
nanoparcacik siispansiyonlarinin  hava ile temasi kesilmistir. Tim sentezlenen
nanoparcaciklarin i¢inden dis manyetik alana hissedilir bir ¢ekim gosteren Orneklerin
(Ornek 1-7) XRD spektrumlar1 elde edilmistir (Sekil 40). Bu ornekler Tablo 5. de

Ozetlenmistir.

Tablo 5. FeO nanopargacik sentezinde kullanilan reaksiyon parametreleri.

Sentez Reaksiyon Gozlem Secilen

Sicakhk .
Metodu pH Siiresi Renk | Aglomere | Manyetiklik | Ornekler

FeO-PG2 60 °C 8-9 30 dakika Siyah Var Hissedilir Ornek 1

FeO-PG2 Oda Sic. 8-9 2 saat Siyah Var Hissedilir Ornek 2
. Koyu o )

FeO-PG2 60 °C 10-11 30 dakika Yok Hissedilir Ornek 3

Kahve

FeO-PG2 850C 10-11 30 dakika ~ Siyah Var Hissedilir Ornek 4

FeO-PG2  Oda Sic. 10-11 2 saat Siyah Var Hissedilir Ormnek 5

FeO-PG2  Oda Sic. 10-11 2 saat Siyah Var Hissedilir Ornek 6

FeO-PG2 85°C 8-9 30 dakika Siyah Var Hissedilir Ormek 7
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Sekil 40. ‘a. Ornek 1 ve b. Ornek 2 ¢. Ornek 3 d. Ornek 4 e. Ornek 5 f. Ornek 6 g. Ornek 7° nanoparcacik
orneklerinin XRD deseni.

Sekil 40.’ta verilen tiim orneklere ait XRD spektrumlarinin analizinde en keskin
pik; 20 = 32.8° (122) olarak gorilmistiir (ICSD: 0161785). Bu spektrumlar sentezlenen
anoparcaciklarin ¢ogunlukla e-Fe»O3z kristal yapisindan olustugunu gostermektedir.
Reaksiyon parametrelerinin  karma kristal formlarin  olusumunu engellemedigi
goriilmiistiir. Reaksiyon kosullar1 degigse de PG ekstrakti ile yapilan sentezlerde e-Fe203

nanoparcacigl elde edilmektedir.

4.4. Antioksidan Aktivitesi Tayini

Punica granatum ile sentezlenen demir oksit nanopargacigin antioksidan aktivitesi
DPPH yontemi kullanilarak tespit edilmistir. Sonuglar, Sekil 41.’de % inhibisyon olarak
verilmistir. Sentetik antioksidan olan askorbik asit kontrol olarak kullanilmis ve %
inhibisyon degerleri bulunmustur. Nanopargaciklarin antioksidan aktiviteleri askorbik
asitin aktivitesi ile karsilastirilmistir.
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Sekil 41. 42 ppm’den baglayan farkli derisimlerde FeO nanopargaciklari ile kontrol olarak kullanilan
askorbik asitin gosterdigi % inhibisyon degerleri (n=3).
Veriler ortalama + SD olarak ifade edilmistir ve biyolojik olarak bagimsiz ii¢
deneyden elde edilmigtir. Kontrol hiicrelerine gére muamele gormiis hiicrelerin

sonuclarinin istatistiksel anlamlilig1 student t-testi ile belirlenmistir (p < 0.05).

FeO nanoparcaciklarinin 42, 21 ve 10.5 ppm derisimlerindeki % inhibisyon
degerleri sirasiyla %92.26, % 86.76 ve %81.56 olarak hesaplanmistir. Kontrol olarak
kullanilan 50 ppm askorbik asitin inhibisyon degeri ise %95.58 olarak hesaplanmistir. Bu
deney kosullarinda nanoparcacigin derisim artigina bagli olarak antioksidan aktivitesinde

artis oldugu ve askorbik asitin maksimum inhibisyon degerine yaklastig1 goriilmiistiir.
4.5. Antimikrobiyal Aktivite Calismalar:

FeO nanoparcaciklarinin antibakteriyel etkinligini arastirmak icin koloni sayma
yontemi uygulanmistir ve 421 ppm ve 843 ppm derisimindeki nanoparcaciklarinin 24.
saatte E. coli ve S. aureus bakterileri tizerindeki inhibe edici etkileri incelenmistir (Sekil

42). E. coli ve S. aureus bakterilerinin 102, 10* 10°, 10® ve 100 seyreltmeleri ile

uygulama yapilmstir.
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Sekil 42. E. coli ve S. aureus bakterilerinin olusturdugu koloniler.

Sekil 42.’de 2 farkli derisimde (843 ppm ve 421 ppm) FeO nanopargaciklari ile
muamele edilmis farkli seyrelme oranlarindaki (102,104, 10, 10 ve 101°, x10% Cfu/ml)

E. coli ve S. aureus bakterilerinin olusturdugu koloniler gosterilmistir.

E. coli’de 421 ppm ve 843 ppm FeO nanopargacik uygulamasi ile 24. saatte koloni
sayisinda kayda deger bir azalma goriilmiistiir. Ozellikle 843ppm FeO nanopargaciklarmin
E. coli i¢in antibakteriyel oldugunu sonucuna varilmistir. Her iki derisimdeki FeO
nanoparcaciklarinin S. aureus koloni olusumunda azalmaya neden oldugu ancak FeO

nanoparcaciklarinin S. aureus'a karsi tamamen etkili bir bakterisit olmadig1 goriilmistiir
(Sekil 42, Tablo 6).

Tablo 6. E. coli ve S. aureus bakterilerinin olusturdugu koloni sayisi.

E. coli S. aureus

Seyreltme Faktorii

12
(x10* Cfu/ml) Kontrol | 421 ppm 843 ppm Kontrol 421 ppm 843 ppm

1072 + + + + + +
10 + 48 60 + 66 +
10® 42 33 30 67 38 60
108 38 28 11 35 29 38
1010 30 27 2 34 28 34
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4.6. Sitotoksisite Testleri

Modifiye edilerek iki farkli yolla sentezi yapilmis demir oksit nanoparcaciklarinin
benzer manyetik 6zellikleri, biraz farklanan boyut ve yiizey yiikii analizleri sonuglarindan
yola ¢ikilarak, in vitro deneylere FeO-PG2 nanopargacik 6rnegi ile devam edilmistir. FeO-
PG2 nanopargaciklarinin biraz daha dar homojen boyut dagilimi ve kiigliik boyutta
olduklart TEM goriintiilerinden ve boyut analizinden goriilmiistiir, yiizey ylikiinlin yine
biraz daha fazla oldugu zeta potansiyel 6l¢limii ile goriilmistiir. Tezin bu kisimindan sonra

FeO-PG2 nanopargaciklari; FeO nanopargacik olarak adlandirilmistir.

MDA-MB-231 kanser ve CRL-4010 saglikl1 hiicre hatlar1 3 farkli dozda (22 ppm,
44ppm, 66 ppm) FeO nanopargacik ile 24 saat muamele edilmistir. Nanopargaciklarin
hiicre canliligina etkileri MTT testi ile belirlenmistir. Doz ve zamana bagli olarak
sitotoksisite grafikleri elde edilmistir. Nanoparcacik ile muamele edilmemis hiicreler
kontrol deney grubu olarak adlandirilmistir ve elde edilen derisim ve zamana bagl hiicre
canlilik profillerinden ICso degerleri (hiicre biiylimesinin %50" sini inhibe etmek igin

gerekli derisim) elde edilmistir (Sekil 43-44).

100 4 MDA-MB-231 hiicresi
80
60
=
=
@ 40 -
Q
X
20
0 i T T T
Kontrol 22 44 66
Fe derigimi, ppm

Sekil 43. 3 farkli derisimdeki (22 ppm, 44 ppm ve 66 ppm) FeO nanopargacik ile 24 saat inkiibe edilmis
MDA-MB-231 hiicrelerine ait toksisite grafigi (n=3).
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Sekil 44. 3 farkli derisimdeki (22 ppm, 44 ppm, 66 ppm) FeO nanopargacik ile 24 saat inkiibe edilmis CRL-
4010 hiicrelerine ait toksisite grafigi (n=3).

Veriler ortalama + SD olarak ifade edilmistir ve biyolojik olarak bagimsiz {i¢
deneyden elde edilmigtir. Kontrol hiicrelerine goére muamele gormiis hiicrelerin

sonuclarinin istatistiksel anlamlilig1 student t-testi ile belirlenmistir (p < 0.05).

FeO nanopargaciklar1t MDA-MB-231 hiicreleri lizerinde CRL-4010 hiicrelerine
kiyasla daha fazla toksik etki gostermistir (Sekil 43-44). 66 ppm FeO nanopargacik ile 24
saat inkiibe edilmis MDA-MB-231 hiicrelerinin hiicre canliligi %54.0° a diismiistiir, bu
deger CRL-4010 hiicreleri i¢in %89.15° dir. MDA-MB-231 kanser hiicreleri i¢in 1Cso
degeri 66 ppm olarak kabul edilerek, sonraki deneyler bu derisim dikkate alinarak

planlanmustir.

4.7. Anneksin-V Apoptoz Analizi (Flow Sitometre Analizi)

Apoptoza karst direng, kanser gelisiminde o6nemli bir faktérdiir. Apoptozun
tetiklenmesini  hedefleyen yeni tedavi stratejileri ¢esitli  kanser tiplerinde
kullanilabilmektedir. Bu yiizden, hiicre Oliimiiniin apoptoz yoluyla olup olmadigini
anlayabilmek i¢in, FeO nanoparcaciklari ile inkiibe edilmis kanserli ve normal hiicrelerde
Annexin-V ve PI kimyasallar1 ile ¢ift boyama yapilmistir. Her iki hiicre hatti, 1Cso
derisimindeki; 66 ppm ve bir alt ve iist derisim olarak; 44 ppm ve 84 ppm derisimindeki
nanopargaciklar ile 24 saat muamele edilmistir. Sonuglar histogramlar seklinde Sekil 45.

ve 46.” da verilmistir.
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Sekil 45. Farkli derisimlerde (44, 66, 84 ppm) FeO nanopargaciklar ile muamele edilmis MDA-MB-231
hiicre hatlar1 ve kontrol grubu i¢in akim sitometrisi l¢limii analizi sonuglari.

Sekil 45.’te Al ve A3; 6lii (nekrotik) ve canli hiicre popiilasyonunu gostermektedir,

A2 ve A4; geg ve erken apoptotik hiicre popiilasyonunu gostermektedir.
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Sekil 46. Farkli derisimlerde (44, 66, 84 ppm) FeO nanopargacik ile muamele edilmis CRL-4010 hiicre
hatlar1 ve kontrol grubu i¢in akis sitometresi 6l¢iimii analizi sonuglari.

Sekil 46.°’da Al ve AS3;

gostermektedir, A2 ve A4; geg¢ ve erken apoptotik hiicre popiilasyonunu gostermektedir.

Oli  (nekrotik) ve canli hiicre populasyonunu

Sekil 45. ve 46.” daki histogram verilerinden, FeO nanopargaciklar ile muamele
edilen MDA-MB-231 VE CRL-4010 hiicrelerinde ve kontrol gruplarinda ortaya ¢ikan

erken ve ge¢ apoptoz ve toplam apoptoz yiizdeleri dikkate alinarak Fe derisimine karsi

apoptotik hiicre popiilasyonlar elde edilmistir (Sekil 47-48).
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Sekil 47. Farkli derigsimlerde (44, 66, 84 ppm) FeO nanopargacik ile muamele edilmis MDA-MB-231 hiicre
hatlarinin 24. saat % apoptoz grafigi.

CRL-4010 = erken
10 - apoptoz
" gec
7,5 1 apoptoz

m total
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% Apoptoz
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Sekil 48. Farkli derisimlerde (44, 66, 84 ppm) FeO nanoparcacik ile muamele edilmis CRL-4010 hiicre
hatlarinin 24. saat % apoptoz grafigi.
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Sekil 49. Farkli derisimlerde (44, 66, 84 ppm) FeO nanopargacik ile muamele edilmis MDA-MB-231 ve
CRL-4010 hiicre hatlarinin 24. saat % toplam apoptoz grafigi (Toplam apoptoz= erken apoptoz + ge¢
apoptoz).

FeO nanopargaciklart ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
inkiibasyonun 24. saatinde apoptotik hiicre popiilasyonu, CRL-4010 hiicre hatlarina
kiyasla daha yiiksektir ve her iki hiicre tipinde apoptotik hiicre popiilasyonu nanoparcacik
dozuna bagli olarak artmaktadir (Sekil 49). Bu sonug ile, FeO nanopargaciklarin yiliksek
derisimi ve hiicrelerde daha uzun maruziyet siirelerinde MDA-MB-231 hiicre hatlarinda
secici apoptoza neden olacagi ve apoptozu hedefleyen yeni tedavi stratejileri igin

kullanilabilecegi diisiiniilm{istiir.

Kanser hiicrelerinin apoptoza gitme oranin yiiksek olmasi literatiirde apoptotik
yolak tizerinde etkili olan BAX/BCL-2 genlerinin ekspresyon seviyesine bakilarak ifade
edilmistir. Jalili ve ark., tarafindan yapilan bir ¢alismada, hiicrelere kolayca girebildigi igin
demir nanopargaciklar (NP) kullanilarak meme kanser hiicre hatti olan MCF-7’de
sitotoksik etkileri arastirilmistir. 50 nm boyutuna sahip demir nanopartikiillerin bilinmeyen
bir mekanizma yoluyla MCF-7 hiicrelerinde apoptozu indiikledigini ve MCF-7’de hiicre
ici ROS'u arttirdig1 gosterilmistir. Meme kanserinde BCL-2 geninde ifade diizeyinin tanisal
bir biyobelirteg oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada, apoptotik gen ekspresyonunu
belirlemek i¢in 187.5 ppm demir NP’ler ile tedavi edilen MCF-7 hiicrelerinde
antiapoptotik BAX/BCL-2 geninin ekspresyon seviyesine bakilmistir. MCF-7 hiicrelerinde
BAX geninin ekspresyon seviyesinin degismedigi bununla birlikte, BCL-2 geninin

90



ekspresyon seviyesinin azaldigi gosterilmistir. Bu da NP’lerin BAX/BCL-2 oranini

apoptoz lehine kaydirarak apoptozu indiikledigini diisiindiirmektedir (Jalili ve ark., 2016).

4.8. Hiicre icindeki Demir Oksit Nanoparcaciklarinin Kantitatif Tayini

MDA-MB-231 kanser ve CRL-4010 saglikli hiicreleri ICso derisiminin altindaki
derisimdeki (44 ppm) FeO nanoparcaciklari ile belirli inkiibasyon siireleri boyunca (6, 12,
24, 48, 72 saat) muamele edilmistir. Her iki hiicre tipinin hiicre i¢ine aldig1 nanopargacik
tayini i¢in ICP-MS cihazinda demir analizi yapilmistir, ayn1 zamanda nanoparcaciklarla
muamele edilip yikama yapilan hiicrelerin sayimi da yapilmistir. Sonuglar, Sekil 50.’de

hiicre basina Fe (ppm) oran1 (Fe (ppm)/hiicre) olarak verilmistir.

8 1 = MDA-MB-231
m CRL-4010
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5
©
(7]
o
:g 4 4
e
S
S
o
— 2
Q
L
0 _
Kontroller 6. saat 12. saat 24. saat 48. saat 72. saat
NP inkiibasyon siireleri

Sekil 50. 44 ppm FeO nanopargaciklari ile 1, 6, 12, 48, 72 saat inkiibe edilen MDA-MB-231 ve CRL-4010
hiicrelerinde, hiicre bagina altin derisimi (ppm/hiicre) (n=3).

Veriler ortalama + SD olarak ifade edilmistir ve biyolojik olarak bagimsiz {i¢
deneyden elde edilmistir. Kontrol hiicrelerine gére muamele gormiis hiicrelerin

sonuglarinin istatistiksel anlamlilig1 student t-testi ile belirlenmistir (p < 0.05).

Sonuglara gore, saglikli CRL-4010 hiicrelerinde MDA-MB-231 meme kanseri
hiicrelerine gore daha yiiksek ya da yaklasik bir nanoparcacik alimi goriilmiistiir.
Nanopargacik temelli kanser tedavilerinde saglikli hiicrelerin kanser hiicrelerinde gore

daha yiiksek nanopargacik alim diizeyi gostermesi 6nemli bir sorun olarak karsimiza
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cikabilmektedir. Literatiirde saglikli (MCF10A) ve meme kanseri (MCF-7) hiicrelerinin
farkli sekillerdeki (nanogubuk/nanokiire) nanoparcgaciklari hiicre igine alim diizeyleri
karsilastirilmistir. Bu c¢alismada elde edilen sonuglara gore saglikli hiicrelerin kanser
hiicrelerine kiyasla daha yiiksek seviyede nanoparcacik alim kapasitelerine sahip oldugu
belirlenmistir. Hiicrelerin bulundugu in vitro ortamdaki serum miktarinin azaltilmasi (%5
FBS) sonucunda nutrient stersine maruz birakilan MCF-7 hiicrelerinde nanoparcacik
aliminin artirildigi rapor edilmistir (Cong ve ark., 2021). Bu baglamda, saglikli ve kanser
hiicrelerine ait endositozis yolaklarindaki farkliliklarin aydinlatilmasiyla secilimli olarak
kanser hiicrelerine daha etkili bir sekilde nanoparcacik transferinin yapilabilmesi tedavi
acisindan yararli olacaktir (Cong ve ark., 2021). Literatiirde nanopargaciklarin hiicre
zarlarindan cogunlukla endositoz gibi enerjiye bagli siireclerle hiicre igine girebildigi

gosterilmistir (Sincai ve ark., 2005).

Calismamizda, her iki hiicre tipinde 24. saatten itibaren nanoparcacik alimi
azalmistir. Ayn1 zamanda, MDA-MB-231 hiicrelerinde daha fazla bir diisiis olmakla
birlikte her iki hiicre tipinde 48. saatten itibaren hiicre sayisinda da azalma goriilmiistiir.
Bu sonuglar ile her iki hiicre tiiriinde 24 saatlik inkiibasyon sonrasi nanopargaciklarin
hiicre i¢i alim hizinda goriilen azalma, hiicre bitiinligiiniin bozulmasindan ya da hiicre
icine alinan ya da hiicre yiizeyine adsorplanan yiiksek derisimdeki nanopargaciklarin hiicre
disina atilmaya baglamasindan kaynaklanabilecegi disiiniilmiistiir. Bu sonu¢ ayni
zamanda, akim sitometri analizi ile de desteklenmistir; yine 1Cso derisiminin altindaki
derisimdeki (44 ppm) nanopargaciklar ile 24 saat boyunca inkiibe edilen hiicrelerde,
nanoparcaciklarin hiicrelerdeki apoptotik etkileri goriilmiistiir, bu da hiicre biitiinligliniin
bozuldugunun bir gdstergesidir. Bununla birlikte, CRL-4010 hiicrelerinde MDA-MB-231
hiicrelerine gore, alimin en yiiksek oldugu 24. Saatte %19 kati, 12. Saatte ise %10 kat1
kadar fazla olsa da, nanopargaciklar MDA-MB-231 hiicrelerinde daha fazla sitotoksik etki
gostermistir (66 ppm nanoparcacik ile inkiibe edilen MDA-MB-231 hiicrelerinin, hiicre
canliligt %54, CRL-4010 hiicrelerinin; %89) ve nanopargaciklarin segici olarak MDA-
MB-231 hiicrelerinde CRL-4010 hiicrelerine gore daha yiliksek oranda apoptotik siireci

tetikledigi sonucuna vartlmistir (Sekil 50).
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4.9. Hiicre icindeki Demir Oksit Nanoparcaciklarinin Kalitatif Analizi
(Prusya Mavisi Boyasi)

Hiicre igine alian demirin kalitatif tayini i¢in Prusya mavisi boyamasi uygulamasi
yapilmigtir. Hiicre igine FeO nanopargacik aliminin kantitatif analizi sonuglarina gére, her
iki hiicre tipinde 24. saatten sonra hiicre i¢indeki nanoparcacik miktar1 azalmistir. Bu
nedenle boyama deneyleri, her iki hiicre de ICsp derisiminin altindaki derisimde (44 ppm)
nanoparcaciklart ile 24 saat boyunca inkiibe edilerek yapilmistir. Kontrol uygulamalart
olarak, FeO nanopargaciklar1 ile muamele edilmeyen MDA-MB-231 ve CRL-4010

hiicrelerine de Prusya mavisi boyamasi uygulamasi yapilmstir (Sekil 51-52).

Sekil 51. MDA-MB-231 hiicre hatlarinin Prusya Mavisi boyamasi sonrast mikroskop goriintiileri.

Sekil 49.” deki a. Kontrol deneyi olarak MDA-MB-231 hiicre hatlarinin ve b. 44
ppm FeO nanopargacik ile muamele edilen MDA-MB-231 hiicre hatlarinin Prusya Mavisi

boyamasi sonras1 mikroskop goriintiileridir. Goriintiilerdeki biiylitme orani: 40X.
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Sekil 52. CRL-4010 hiicre hatlariin Prusya Mavisi boyamasi sonras1 mikroskop goriintiileri.

Sekil 52.” deki a. Kontrol deneyi olarak CRL-4010 hiicre hatlarinin ve b. 44 ppm
FeO nanopargacik ile muamele edilen CRL-4010 hiicre hatlarinin Prusya Mavisi boyamasi
sonrast mikroskop  goriintiileri.  Goriintlilerdeki ~ biiyiitme orani:  40X. FeO
nanopargaciklarinin her iki hiicre tipi icinde biriktigi ya da hiicre ¢eperinde tutuldugu

mikroskop goriintiileri ile gosterilmistir.
4.10. Istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilig1 degerlendirmek i¢in, Graphpad Prism VI
istatistik yazilimi (GraphPad Inc. CA, ABD) kullanilarak tek yonlii varyans analizi

(ANOVA) yapilmistir. p degeri 0,05'ten kiigiik (p < 0,05) istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir. Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1. Sonug¢

Tez c¢alismasinda, antikanser ajani olarak kullanilmak iizere, demir oksit
nanoparc¢aciklar1 ¢evre dostu ve basit bir yol olan yesil sentez ile hazirlanarak, cesitli
karakterizasyon yontemleri ile nanoparcaciklarin fiziksel ve kimyasal o6zellikleri
belirlenmistir. Ayrica, nanopargaciklarin MDA-MB-231 ve CRL-4010 hiicre hatlarindaki

in vitro sitotoksik ve apoptotik etkileri ¢alisilarak, hiicre i¢i alim1 da gosterilmistir.

Punica granatum kabuklarinin 06ziitii kullanilarak sentezlenen demir oksit
nanoparcaciklarinin karakterizasyonu ile boyut, kristal yapisi, bilesim tayini ve
manyetizasyon Ol¢iimleri yapilmistir. Bununla birlikte, antioksidan ve antibakteriyel
aktiviteleri de gosterilmistir. Tem goriintiilerinden elde edilen boyut dagilim grafiklerine
gore; nanoparcaciklar ¢ok kiiclik boyutta (3.76 £ 0,59 nm) ve homojen boyut dagiliminda
basariyla sentezlenmistir. Nanoparcaciklarin -27.87 mV zeta potansiyeli ile sulu ¢ozeltide
haftalarca kararli kalabildigi goriilmiistiir. TGA Ol¢iimiinden elde edilen kiitle kaybi-
sicaklik grafiginden nanopargacigin belirlenen sicaklik araliginda %77,5 kiitle kaybina
ugradig1 sonucuna ulasilmistir. Bu sonug, nanopargacik siispansiyonunun kiitlece %77,5
organik bilesen igerdigi anlamina gelmektedir. Bununla birlikte, ekstrakt ile sentezlenen
nanopargacik ve ekstrakta ait cakisan FTIR bandlari, ekstrakt icerigini dogrulamaktadir.
XRD olgiimleri ile nanopargacigin kristal yapist belirlenmistir. XRD spektrumunda
goriilen en keskin pik olan 26 = 32.8° (122) piki; nanopargaciklarin ¢ogunlukla g-Fe203
kristal yapisindan olustugunu gostermektedir. Ayrica Rietveld analizlerinde karigik demir
oksit formlarmin olustugu ve e-Fe203 kristal yapisinin % bilesim olarak fazla oldugu
goriilmiistiir. Nanoparcacigin oda sicakliginda ve +£1 Tesla manyetik alan siddetindeki
VSM analizi sonuglarina gore, doyma manyetizasyon degeri (Ms) 3.24 emu/g olarak
bulunmustur. Bitki ekstraktindaki aktif gruplarin surfaktant gorevi gorerek manyetikce
aktif ¢ekirdeklerin etrafini sarmalar1 nedeniyle manyetik¢e 6lii alanlar olugsmaktadir (Wu
ve ark., 2021; Unni ve ark., 2017). Manyetik¢e Olii alanlarin ylizdesi yani bitki icerigi
%77,5 olarak TGA analizi ile belirlenmistir. Ayrica nanopargaciklarin ¢ok kiiciik boyutta
olmalart (<10 nm) nedeniyle manyetik yanitlar1 oda sicakliginda ve +1 Tesla manyetik
alan altinda diisiik olmasi ayrica beklenen bir sonuc¢tur (Etemadifar ve ark., 2018).
Bunlarin yanisira, manyetik 6zelliginin diisiik olmasinin en biiyiik etkenlerinden manyetik

demir oksit (FesOas/y-Fe203) nanoparcacik olusumu yerine, karma oksit formlarinda demir
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oksit (e-Fe203, a-Fe203) nanopargaciklarinin olusmasidir (Baltaci, 2010; Suturin ve ark.,
2018). Bu sonug 6rneklerin XRD spektrumu ile gosterilmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda, karma demir oksit formlarinin Oniine ge¢mek ve
manyetik Ozelliginin artirilmast amaciyla demir oksit nanoparcaciklarinin sentez
parametreleri degistirilerek tekrar sentezleri yapilmistir ve elde edilen nanopargaciklarin
manyetik yanitlarina iliskin ilk degerlendirmeleri harici bir neobidiyum magnet (1.2 T)
kullanilarak yapilmistir. Orneklere ait XRD spektrumlarinin analizinde en keskin pik; 20 =
32.8° (122) olarak gortilmiistir (ICSD: 0161785). Bu spektrumlar sentezlenen
anoparcaciklarin c¢ogunlukla e-Fe2O3 kristal yapisindan olustugunu gostermektedir.
Reaksiyon parametrelerinin  karma kristal formlarin  olusumunu engellemedigi
goriilmustiir. Reaksiyon kosullar1 degisse de PG ekstrakti ile yapilan sentezlerde e-Fe>O3
nanoparg¢acigl elde edilmektedir. Literatiire gore &-Fe;Oz kristal formunu elde etmek zor
olmakla birlikte bu form iizerinde biyolojik orjinli ¢alismalarin az oldugu bilinmektedir

(Ohkoshi ve Tokoro, 2013).

Nanoparcaciklarin derisim artisina bagli olarak antioksidan aktivitesinde artig
oldugu ve kontrol olarak kullanilan askorbik asitin maksimum inhibisyon degerine
yaklastig1 goriilmiistiir ve ayn1 zamanda nanopargaciklarmin E. coli bakterilerine karsi

antibakteriyel aktivitesi gostermistir.

Nanopargaciklarin in vitro degerlendirilmesinde, meme kanser; MDA-MB-231 ve
meme normal; CRL-4010 hiicre hatlar1 kullanilmigtir. Nanopargaciklar, CRL-4010
hiicrelerine gére, MDA-MB-231 hiicrelerinde daha fazla toksik etki gdstermistir ve 2,86
kat artis 1le MDA-MB-231  hiicrelerinde segici apoptoza neden olmustur.
Nanopargaciklarin hiicre ile etkilesiminin hiicre i¢ine alim ve hiicre ¢eperine baglanma
yoluyla oldugu, hiicre ile muamele edilen nanopargaciklarin Prusya mavisi ile boyanarak
goriintiilenmesi ile gosterilmistir. Sonuglara gore, yesil sentez yoluyla elde edilen
nanoparcaciklarin, potansiyel bir antikanser, antioksidan ve antibakteriyel ajan olarak

literatiire katk1 saglayacag diisiintilmektedir.
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5.2. Oneriler

PG ekstrakti kullanilarak yapilan FeO nanopargacik sentezi N2 gazi ortaminda,
bazik ortamda birlikte ¢oktirme prensibine dayali olarak yapilmigtir ancak ekstrakt
bilesenlerinden kaynakli demir iyonlarinin kontrol edilemeyen oksitlenmesi ve
indirgenmesi nedeniyle manyetik Ozellikleri disiik farkli fazlarda demir oksit fazlari
olusmustur. Bu fazlarin i¢inde en yiiksek oranda bulunan faz e-Fe;O3’ tiir. e-FexOs3
nanoparcaciklarinin hipertermi etkisi ve MRI kontrast ajan1 olarak kullanilabilirliginin
arastirtlmasi Onerilir. Ayrica, diger meme hiicre hatlarinin da kullanilmasi ile sentezlenen
FeO nanopar¢aciklarinin tiim meme hiicrelerindeki antikanser etkinliginin incelenmesi

Onerilir.
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