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OZET
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SITOTOKSIK ETKININ INCELENMESI

Umran ATA

Necmettin Erbakan Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Tugba Nur ASLAN
2022, 76 Sayfa

Jiiri
Dr. Ogr. Uyesi Tugba Nur ASLAN
Dog. Dr. Suray PEHLIVANOGLU
Dr. Ogr. Uyesi Fatma ZILIFDAR FOTO

Nanoparcaciklar, farkli icerik, boyut ve sekillerde kendilerine has kimyasal reaktivite ve
antimikrobiyal, antienflamatuvar, antiviral, antioksidan, yara iyilestirici ve antikanser gibi farkl
fizikokimyasal 6zellik ve biyolojik aktivite gosteren malzemelerdir. Giimiis nanoparcaciklarin yiiksek
antimikrobiyal etkinlik gostermesi, ¢cok spektrumlu bir antibiyotik olmasi, yiiksek derisimlerde bile
toksisitelerinin diisiikk olmasi gibi 6zellikler glimiigii birgok ¢alisma alaninda kullanilabilir kilmaktadir.
Nanopargacik sentez yontemlerinden, yesil sentez kolay ve diisiik maliyetli olmasi bununla birlikte diisiik
toksisite gdstermesi nedeniyle ¢evre dostu bir yaklasim olarak siklikla kullanilan bir yontemdir. Kullanilan
bitki oziitleri dogada halihazirda bulunan, viicut savunma mekanizmasini yiiksek oranda tehdit etmeyen,
biyolojik orijinli ve ¢ok fonksiyonlu nano platformlar hazirlamak icin kullanilan materyaller olarak,
ozellikle biyoteknoloji ve tip alaninda ¢ok ilgi gormektedir. Bu sebeplerden dolayr giimiis nanopargacik
sentezinde Cotinus coggygria Scop. (Duman Agaci) bitkisinin su i¢indeki ekstrakti kullanilmustir.
Nanopargaciklarin sentezinde reaksiyon parametreleri optimize edilerek, ¢ok kiiciik, homojen boyut
dagilimli ve sulu ¢ozeltisinde kararli nanoparcaciklar sentezlenebilmistir, karakterizasyonlari igin
UV/Goriintir Bolge Spetrofotometresi, Elektron Mikroskobu (STEM), Enerji Dagilimli X-Isim
Spektroskopisi (EDX), Infrared Spektrofotometresi (FTIR), X Isin1 Kirinimi Difraktometresi (XRD) ve
Zeta Potansiyeli cihazlari kullanilmistir. Sentezlenen giimiis nanopargaciklarin in vitro ¢alismalari igin {i¢
meme hiicresi hatti (MCF-7, MDA-MB-231 ve CRL 4010) kullanilarak, nanopargaciklarin sitotoksik
etkileri MTT testi ile belirlenmistir ve en yiiksek sitotoksik etki MCF-7 hiicrelerinde goriilmiistiir.
Nanopargaciklarin hiicreler lizerinde yarattigi apoptotik etkileri Hiicre Akis Sitometresi kullanilarak
degerlendirilmistir. Apoptotik 6liimiin ise nanoparcaciklarla 48 saat muamele edilen MCF-7 kanser
hiicrelerinde, %93,48’e¢ ulagtig1 goriilmiistir. Ag nanoparcaciklarmin kanser hiicrelerine karsi segici
toksisite ve apoptotik etki gdstermesi in vivo kanser tedavisi i¢in umut vaat edici bir sonuctur ve bununla
birlikte Ag nanopargaciklarinin antioksidan ve antibakteriyel etkinliginin varlhigmin da gosterilmesi ile
sentezlenen Ag nanopargaciklariin potansiyel bir antikanser, antioksidan ve antibakteriyel ajan1 olarak
kullanim alani bulacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ag Nanopargaciklar, Antibakteriyel, Antikanser, Antioksidan, Cotinus
coggygria Scop., Yesil Sentez
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Nanoparticles are the materials carrying different physicochemical properties and biological
activities such as unique chemical reactivity together with different content, size and shapes, and
antimicrobial, antiinflammation, antiviral, antioxidant, wound healing, and anticancer activities. Properties
of silver (Ag) nanoparticles such as high antimicrobial activity, being a multi-spectrum antibiotic, and low
toxicity even at high concentrations make Ag usable in many fields of study. Green synthesis among the
nanoparticle synthesis methods, is the frequently used method as an environmentally friendly approach due
to its low toxicity together with its ease and low-cost properties. Plant extracts used for this purpose which
are already present in nature and do not threaten the body defense mechanism at high extent, are of great
interest especially in the field of biotechnology and medicine as materials used for the preparation of
multifunctional nanoplatforms with biological origin. Thus, the water extract of the Cotinus coggygria
Scop. (Smoke Tree) plant was used in the synthesis of Ag nanoparticles. Nanoparticles with ultra-small
sizes and homogenous size distributions and high stability in water could be synthesized by optimizing the
reaction parameters in the synthesis. For their characterization, UV/Vis Spectrophotometer, Electron
Microscope (STEM), Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX), X-ray Diffraction Spectroscopy and
Zeta Potential instruments were used. Three kind of breast cell lines (MCF-7, MDA-MB-231 and CRL
4010) were used for in vitro studies of nanoparticles synthesized, the cytotoxic effects of nanoparticles on
both cell types were determined by MTT test and the most cytotoxic effect of nanoparticles were observed
on MCF-7 cells. The apoptotic effects of nanoparticles on cells were evaluated using Cell Flow Cytometry.
It was observed that apoptosis reached %93,48 for MCF-7 cells after treating cells with nanoparticles for
48 hours. The selective toxicity and apoptotic effect of Ag nanoparticles against cancer cells is a promising
result for in vivo cancer treatment, and it is thought that Ag nanoparticles synthesized will find use as a
potential anticancer, antioxidant and antibacterial agent with the demonstration of the antioxidant and
antibacterial activity of Ag nanoparticles.

Keywords: Ag Nanoparticles, Antibacterial, Anticancer, Antioxidant, Cotinus coggygria Scop., Green
Synthesis
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1. Genel Bilgiler
1.1. Nanoteknoloji

Nano kelimesi Yunanca’da ‘ciice” anlamina gelmektedir ve metrenin milyarda biri
kadar olan bir 6l¢iidiir (1 nm = 10" m) (AltSansun, 2020). Nanoteknoloji ve nanobilim 1
ile 100 nanometre arasinda degisen boyutlarda elde edilen malzemelerin sentezi ve
tasarimi ile ilgilenen 6nemli bir arastirma alanmidir (Ebrahimzadeh, 2020). Hizla gelisen
ve gelismekte olan nanoteknoloji, bir maddeye atom seviyesinde veya molekiiler
seviyede degisiklikler kazandirarak, maddeye yeni 6zellikler kazandirmay1 amaglamigtir
(Beykaya, 2015). Nanoteknolojinin amaclar1 arasinda daha kiigiik, daha hafif, daha
dayanikli ve daha hizli yapilar gelistirmek ve daha az malzeme ile enerji kullanimini
saglayarak alisilandan daha farkli iistiin malzemeler elde etmek, nano boyuttaki yapilarin
fiziksel o6zelliklerinin anlasilmasini saglamak, nanometre 6lg¢ekli boyutlarin analizini
gerceklestirmek olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Temelde fizik, kimya, biyoloji, malzeme
bilimi, mithendislik gibi ¢alisma alanlarini birlestiren nanoteknoloji; biyomedikal, nano
tip, farmasotik gibi uygulama alanlarinda kullanilmak tizere nano 6l¢ekte malzemelerin
gelistirilmesini saglamaktadir (Parveen, 2016). Ayn1 zamanda gida, yem, kozmetik gibi
biiyiik alanlarda da nanoteknolojik yaklasimlar uygulanmaktadir (Rana & Kalaichelvan,
2011).

1.2. Nanoteknolojinin Tarihi

1925°de Nobel Kimya Odiilii alan Richard Zsigmondy altin kolloidler gibi
partikiillerin biliytikliiglinii 6l¢gmek amaciyla mikroskop kullanarak 6l¢en ve ‘nanometre’
kavramimi kullanilmasini da dneren ilk bilim insan1 olmustur (Hulla, 2015). “ileri diizey
duyarhilikla mevcut teknolojilerin kiigiiltiilmesine dayal1 bir teknoloji” olarak adlandirilan
nanoteknoloji terimini ilk kez 1974 yilinda Tokyo Science Universitesi’nden Prof. Norio
Taniguchi kullanmistir (Ramsden, 2005). Calismalarmi Feynman’in gorisleriyle
destekleyen bir fizik¢i bilim insan1 Eric Drexler, atom ve molekiiller ile c¢aligsmalar
yaparak, nano 6l¢gekte molekiiler mekanizmalardan bahsetmistir. Feynman’in savundugu
fikri ve ¢aligmalar1 nanobilimin sekillenmesinde ve gelismesinde 6nemli rol oynamistir
(Hulla, 2015). Boylece 21. Yiizyilin baslarinda nanoteknoloji ve nanobilim alanlarina
gosterilen ilgi oldukga artmistir (Hulla, 2015). Taramali Tiinelleme Mikroskobu (TTM)

1981 yilinda nano 6lgekli yapilan goriintiilenmesinde kullanilmistir. Sonraki yillarda ise



Atomik Kuvvet Mikroskobunun icat edilmesi ile birlikte nanoteknolojinin gelismesi hiz
kazanmistir (Ciftei, 2019). 1990’larin ilk yillarinda nano iiretiminin babasi olarak bilinen
Richard Smalley ile birlikte bir grup aragtirmaci gelistirdikleri nano 6lgekli, 1s1 ve elektrik
gecirgenlik dzellikleri bulunan fulleren molekiilleriyle 1996 yilinda Nobel Kimya Odiilii
kazanmiglardir (Ciftci, 2019). Nanoteknolojiye yeni bir boyut kazandiran Sumio Iijima
isimli bir aragtirmact 1991 yilinda karbon nanotiipleri bulmustur. Son yillarda nano
boyutta iiretilen yapilar ve yiiriitiilen caligmalar biiylik 6nem kazanarak farkindalik ortaya
koymaktadir. 1991 yilinda Amerika Birlesik Devletleri ile Avrupa Birligi 2001 yilinda
nanoteknoloji alanindaki ¢alismalara 6ncelik vermislerdir. Bu teknoloji yarisinda dnlerde
olabilmek adina Japonya, Cin, Israil, Tayvan gibi iilkeler de benzer calismalarini
hizlandirmislardir. Cinko Oksit nanomalzemelerin 2001 yilinda yapilmasi ve sonralarda
2002 yilinda siiper 6rgii nanotellerin yapilmasi ve ilk dort tekerlekli nano araba modelinin
olusturulmasi bu alandaki onemli gelismelerden olmustur (Ersdz, 2018). Tel Aviv
Universitesi'nde nanobiyoteknolojinin gelismesi ile ilgili 2008 yilinda bir rapor
hazirlanmistir. Hazirlanan bu rapora gore hiicre i¢i analizlerin yapilmasi, yapay
sistemlerin kendi kendini onarabilmesi, insan organlarinin i¢ yapilanmasinin
tanimlanmasi, viicut i¢i nano makineler son yillarinda yapilmasi beklenen gelismelerden

oldugu bildirilmistir. (Tiylek, 2019).
1.3. Nanoteknolojinin Kullanim Alanlari

Nano boyutta iiretilen malzemelerin yiizey/hacim oranlarinin yiiksek olmasi
nanoteknoloji alanin1 diger alanlardan ayiran bir 6zellik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
oranin yiksek olmasi iiretilen malzemenin yilizeyinde bulunan atomlarin artmasi
anlamina gelmekte ve bdylelikle malzeme iizerinde istenilen degisiklikler
yapilabilmektedir. Bu anlamda, nanoteknolojinin  kullanim alani  oldukca
genislemektedir. Tip, kimya, fizik, biyoloji, bilgisayar, farmasotik gibi alanlarda bu
teknolojinin kullanimi1 yayginlagsmaktadir (Hulla, 2015). Nanoteknolojinin giinliik
yasantimizda kullanimina birgok Ornek gosterilebilmektedir. Nanoteknolojik {irlinlere
ornek olarak gilinlimiizde kullanilan antibakteriyel sivi sabunlar, koku ve leke tutmayan
ayn1 zamanda antibakteriyel de olan tekstil tirlinleri, kozmetik {iriinler gibi malzemeler
karsimiza ¢ikmaktadir (Miller, 2008; Beykaya ve Caglar, 2015). Nanoteknoloji
uygulamalar 6zellikle tip ve dis hekimligi gibi alanlarda eskiden beri kullanilmakta ve

giiniimiizde de kullanim1 &n plana ¢ikmaktadir. Ornegin dis hekimligi uygulamalarinda



nano hibrit rezinler, nano adezinler ya da nano doldurucular nanomalzeme olarak
kullanilmaktadir (Gupta,2013). Nanoteknolojinin bir diger kullanim alani da tarimsal
uygulamalardir. Ozellikle bitki hastaliklarmnin tespitinde ve bu hastaliklarin 6nlenmesinde
ve bu hastaliklara sebep olan toksik tarim ilaglarinin tespitinde, bunun yaninda etkili
giibre liretimi ve pestisit liretiminde kullanimi mevcuttur (Joseph ve Morrison, 2006;
Nuruzzaman ve ark., 2016). Nanoteknolojinin ¢ok fazla kullanilan alanlarindan biri olan
tip alaninda da hastaliklarin teshisine ve tedavisine yonelik yaklasimlar bulunmaktadir.
Nano tip 6zellikle son yillarda ilag ya da as1 gibi terapdtiklerin viicuda daha kolay
tasinabilmesini saglamaktadir (Turgut ve ark.,2010). Kanser tedavisinde ilaglarin kanserli
hiicrelerle birlikte saglikli hiicreleri de etkilemesi biiyiik sorun teskil etmektedir. Bu
anlamda nanoteknoloji sayesinde gelistirilen 6zel tasiyicilar bu tarz handikaplarin 6niine
gecerek yalnizca kanserli hiicrelere etki eden bir tedavi sunmaktadir (Sajja.2009). Bu
anlamda nanoteknolojinin teshis ve tedavi alanlarinda yaygin bir sekilde kullanimi s6z
konusu olmustur. Nanoteknolojinin kullanilmasiyla birlikte kanser tedavisinde, AIDS
tedavisinde, noérodejeneratif hastaliklarin tedavisinde, okiiler hastaliklarin tani ve
tedavisinde, solunum yolu hastaliklar1 tedavisinde hizli ilerlemeler ve gelismeler
kaydedilmistir (Rudolph ve ark., 2004). Ayni zamanda foto termal timdr ablasyonunda
ve ila¢ molekiillerinin hiicre i¢ine segici transportunda ve yine niikleer uygulamalarda
nanoteknolojiden faydalanilmaktadir (O’Neal ve ark., 2004). Nanoteknoloji sayesinde,
cok kiiciik boyutlarda nano-robotlar iiretilmektedir. Uretilen bu nano-robotlar teshis ve
tedavi amagh, hasarli dokulara oksijen saglanilmasi, dolasim sistemindeki toksik
maddelerin metabolizmasi, ¢esitli hastaliklarin izlenmesi ve teshisi, serebral kapiller
obstriiksiyonlarinda nano tiipler ile bu obstriiksiyonlarin giderilmesi gibi bir¢ok alanda
kullanilabilmektedir (Turgut, 2011). Nanoteknolojik iriinler insan viicudunun her
bolgesinde (dis veya kapiller damar igerisine vb.) konumlandirilabilmektedir. Bu
teknolojinin bir iriinii olan ¢ipler ve 6zel donanimlar sayesinde canli organizmalar
kontrol edilebilmektedir (Daglioglu ve Yavuz, 2020). Giiniimiize kullanilan sistemik
dolasima dogrudan gecen ve viicutta homojen bir sekilde dagilan ilaglarin karaciger,
beyin, bobrek gibi organlar {izerinde yan etkiler olusturdugu bilinmekle birlikte bu tiir
uygulamalarin dezavantajlar1 goz oniinde bulunduruldugunda farkl ve etkili bir yaklagim
olan nanoparcaciklarla ilacin hedeflendirilmesi karsimiza c¢ikmaktadir. Bu yontem
sayesinde ila¢ dogrudan hastalikl1 bolgeye veya hastalikli dokuya iletilecek ya da nano
tabancalar gibi uygulama ile dogrudan hiicrelere verebilecektir (Nie ve ark., 2007).

Nanoteknoloji ile yapilan tedavilerde nano kapsiiller ¢ogunlukla kullanilmaktadir. Bu



kapsiillere ilag etken madde yiiklenmekte ve bir enjektdr yardimi ile hedef bolgeye
verilmektedir. Bir sonraki asamada ise bu nano kapsiiller patlatilmakta ve sadece gerekli

bolgelere etken madde etki etmektedir (Farokhzad ve Langer, 2006).
1.4. Nanoparc¢acik Sentez Yontemleri

Nanoteknolojideki gelismelerle birlikte, farkli 6zelliklerde genis bir {iriin
araliginda nanomalzeme iiretimi yapilabilmektedir. Istenilen tiirde ve istenilen boyutta
nanoparcaciklarin sentezlenmesi miimkiindiir (sandvi¢ seklinde, bosluk igeren, ¢ubuk
veya kiiresel seklinde, metal, polimer, seramik yapili vb.) (Liveri, 2006).
Nanoparcaciklarin sentezlenmesinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak ii¢ farkl

yaklasim mevcuttur.
1.4.1. Fiziksel Yontemler

Fiziksel yontemler arasinda elektroliz, buharlagsma-yogunlasma, lazer ablasyonu,
puskiirtme biriktirme, difiizyon, piroliz, yiiksek enerjili bilyeli 6gilitme ve plazma arki gibi
metotlar bulunmaktadir. Atmosferik basingta bir tiip firin kullanilarak buharlastirma-
yogunlastirma metodu kullanilmaktadir. Bu metotta kullanilan tiip firinin biiyiik bir alan
kaplamasi, ¢ok fazla enerji harcamasi ve ¢ok zaman alici olmasi dezavantaj olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Lazer ablasyon metodu ise farkli ¢oziiciiler igerisinde kolloidal
nanoparcaciklar sentezlemek icin kullanilan bir yontemdir. Bazi inert gazlarin altinda
veya vakum altinda bu lazer ablasyon islemi ger¢eklesmektedir. Bu metodun énemli bir
avantaj1 kullanilan soliisyonlarda kimyasal reaktiflerin bulunmamasidir. Yiiksek enerjili
bilyeli 6giitme metodunda yliksek darbeli ¢arpigsmalar kullanilmasiyla herhangi bir
kimyasal degisiklik olmadan malzemeleri nano kristal yapilara indirgeme esas
olmaktadir. Yiiksek sicaklikta ve oksijensiz ortamda organik maddelerin termal kirilmaya
ugradig1 termo kimyasal siire¢ piroliz olarak adlandirilmakla birlikte sprey piroliz
alaninda nanopargaciklarin sentezi igin onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Fiziksel
yontemler olarak bilinen yontemlerin ¢ok fazla enerji kullanimi ve maliyetli olmalari

genel dezavantajlari olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Khusnuriyalova ve ark., 2021).



1.4.2. Kimyasal Yontemler

Mikro emiilsiyon, elektrokimyasal ayrisma, termal ayrisma, kimyasal indirgeme
metotlar1 kimyasal yoOntemler arasinda yer almaktadir (Altmpiar, 2020). Metal
nanoparcaciklarin sentezinde kullanilan kimyasal indirgeme metodu organik ve inorganik
ajanlar vasitasiyla gerceklesmekte olup, ekipman kolayligindan o6tiirii nanopargacik
sentezinde siklikla tercih edilmektedir. Bu metotta kullanilan kimyasal indirgeyiciler
arasinda potasyum bitartarat (KC4HsOgs), trisodyum sitrat dihidrat, askorbat, sodyum bor
hidriir (NaBH4) gibi kimyasallar bulunmaktadir (Kim ve ark., 2007; Tan ve ark., 2003).
Kullanilan bu kimyasal indirgeyiciler metal iyonlarmin indirgenmesini saglayarak
metalik nanopargaciklarin olusumunu gergeklestirmektedir. Kimyasal yontemler arasinda
yer alan mikro emiilsiyon metodu pargaciklarin homojenlik, geometri, yiizey alan,
morfoloji ve boyut gibi 6zellikleri kontroliinii saglayan ayni zamanda ¢ok yonli ve
tekrarlanabilir bir teknik olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Ganguli ve ark., 2008; Martinez-
Rodriguez ve ark., 2014). Bir elektrolit igerisindeki katot ve anot arasinda elektrik akimi
gecirme islemi sirasinda elektrot yiizeyinde nanopargacik olusmasi yontemi
elektrokimyasal sentez yontemi olarak adlandirilmaktadir (Ma ve ark.,2004). Bahsedilen
tiim bu kimyasal yontemlerin kullanim alanlarina goére bir¢ok avantajlart bulunmaktadir.
Fakat bu avantajlara ragmen yiiksek miktarlarda ¢oziiciiler, yiizey aktif maddeler ve daha
birgok kimyasallarin kullanilmasi sentezlenen nanoparcaciklarin biyoaktif uygulama
alanlarint  sinirlandirmaktadir. Bu  ylizden arastirmacilar, toksik olmayan, daha
biyouyumlu ve daha cevre dostu bir yaklasim arayisina girerek farkli yontemler

gelistirmeye calismiglardir (Dauthal ve Mukhopadhyay, 2016).
1.4.3. Yesil Sentez Yontemi (Biyosentez)

Nanoparcaciklarin sentezinde kullanilmakta olan yesil sentez diger bir adiyla
biyosentez, mikroorganizmalar, bitkilerden elde edilen ekstraktlar, mayalar, mantarlar ve
algler gibi canli organizmalar aracilifiyla nanoparcacik iiretimini saglayan bir sentez
yontemidir (Yildiz, 2010). Bu sentez yonteminde farkli biyolojik materyallerin
kullanilmasi ve sentez basarisindan dolayr hizla gelismekte olan bir yontem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Nanoparcaciklarin yesil sentez yontemi ile elde edilmesiyle farkli
boyutta, farkli sekillerde, farkli iceriklerde ve cesitli fizikokimyasal 6zelliklere sahip
nanoparcaciklarin sentezi gergeklestirilmektedir. Bitkilerin icerisinde bulunan fenolik

bilesikler, proteinler, mikroorganizmalarda bulunan enzimler, aminler, alkaloidler gibi



molekiiller sayesinde tek bir adimda indirgeme islemi gercekleserek istenilen
nanopargaciklar sentezlenmektedir (Parveen ve ark., 2016). Reaksiyonun basladigini
gosteren unsur karisimda olusan renk degisimidir. Bu indirgeme sirasinda pargaciklar bir
araya toplanarak nanoparcacik biiylimesini gerceklestirirler ve sonu¢ olarak cesitli
sekillerde ve biiytikliiklerle termodinamik olarak nanoparcaciklar kararli bir sekilde

olusmaktadir (Fawcett ve ark., 2017).

Mikroorganizmalarla nanopargacik sentezinin toksik kimyasallar igermemesi ve
zor kosullar olmadan sentezin gergeklesmesi biiylik bir avantaj saglamaktadir. Yesil
sentez yontemiyle nanoparcacik tiretimi sirasinda biyolojik indirgemeler de proteinler,
biyomembranlar ya da karbonhidrat gibi yapilar gérev almaktadir. Ornegin siilfat
rediiktaz, mikroorganizmalarda bulunan rediiktazlar olarak 6rnek verilebilmektedir ve bu
biyolojik indirgemede rol oynamakla birlikte ayn1 zamanda surfaktan (yiizey kaplayici)

olarak da gore gormektedir (Han ve ark., 2007).
1.4.3.1. Yesil Sentezde Bakterilerin Kullanimi

Bakteriler, yesil sentezde rol alan diger biyolojik materyallerle kiyaslandiginda,
kolay manipiile edilebilmelerinden dolay1 oldukc¢a genis bir ¢alisma ve arastirma alanina
sahiptir. Kolay kiiltiir sartlarinda ve oda sicakliginda ¢esitli 6zellikler ve morfolojilere
sahip nanopargaciklarin sentezini bakteriler kullanarak gergeklestirmek miimkiindiir
(Thakkar ve ark., 2010). Fakat bu avantaja ragmen bakterileri kiiltiirlerinin ekonomik
olmamasi ve indirgeyiciliginin yavas olmasi dezavantaj olarak karsimiza ¢ikmaktadir

(Lee, 2020).
1.4.3.2. Yesil Sentezde Alglerin Kullanim

Algler nanopargacik sentezinde kullanilan ¢evre dostu uygulamalar arasinda yer
almaktadir. Zor ¢evre sartlarina dayanikli olan algler, biinyelerinde fenolik bilesikler ve
organik maddeler bulundurmaktadir. Bu yiizden indirgeyici bir ajan olarak nanopargacik
sentezinde kullanilmaktadir. Algler ile nanoparcacik sentezi alg 6zii ile kullanilacak metal
¢ozeltisinin karigtirtlip inkiibe edilmesiyle gerceklesmektedir (Sharma ve ark., 2016).
Literatlire bakildiginda mikro alglerin 6zellikle Ag nanoparcaciklarin sentezinde son
zamanlarda yaygin bir sekilde kullanilmadigi goriilmektedir (Bao ve ark., 2018;
Kusumaningrum ve ark., 2018; Terra ve ark., 2019).



1.4.3.3. Yesil Sentezde Mantarlarin Kullanimi

Yesil sentezde kullanilan bir baska kaynak olan mantarlar da nanopargacik
tiretiminin intraseliiler ya da ekstraseliiler yollar ile olabilecegi bildirilmistir. Bu yolla
karsilastirildiginda ise ekstraseliiler yol ile nanoparcacik olusumunun daha hizli oldugu
goriilmiis ve bu yol ile biiyiik boyutlu nanopargaciklarin sentezlenebilecegi bildirilmistir
(Yadav ve ark., 2015). Mantarlar araciligryla nanopargaciklarin tiretimindeki avantaja
bakildiginda, mantar iiretimin kolay olmasi ve bu {iretim prosesi boyunca ekstraseliiler
enzimlerin hiicre disina salinmasi dolayisiyla nanopargacik sentezinin gergeklesmesi

karsimiza ¢ikmaktadir (Khan ve ark., 2018).
1.4.3.4. Yesil Sentezde Bitkilerin Kullanim

Nanopargaciklarin  yesil sentez yoluyla {iretiminde kullanilan biyolojik
kaynaklardan olan bitkiler ve bu bitkilerin iriinleri daha giivenilir ve gevre dostu bir
yaklagim olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Karthik ve ark., 2022). Ayrica, bitki aracili
biyosentez hizli sentez, uygun maliyet ve daha kararli nanopargaciklarin {iretilmesi
seklinde bir¢ok avantaja sahip olmaktadir. Ayrica biiyiik 6l¢ekli sentez i¢in uygun olmast,
boyut ve sekil bakiminda kontrol edilebilir olmasi da avantaj olarak karsimiza
cikmaktadir (Kathiresan ve ark., 2009). Bitki aracili iiretilen nanopargaciklarin biyolojik
olarak uyumlu olmalar1t ve ¢oziicii olarak ise su kullanilmasindan dolay1 sentezi
gerceklestirilen nanopargaciklarin toksik bir etki olusturmamasi 6zellikle biyomedikal
anlamda kullanimin1 (Mohanpuria ve ark., 2008) Bitkilerde nanopargacik elde edebilmek
i¢in bitkinin ¢esitli kisimlar1 sentez i¢in kullanilabilmektedir. Govde, yaprak, ¢icek, sap,
kok, tohum, kabuk gibi kisimlar nanopargacik sentezinde kullanilan bolgelerdir (Beattie
ve Haverkamp, 2011). Bhati Kushwaha ve Malik yaptiklari ¢alismada, Verbesina
encelioides bitkisinin yapraklarini ve govdelerini kullanarak ekstraktlar hazirlamiglar ve
nanopargacik sentezini gergeklestirmislerdir (Bhati ve ark., 2013). Baska bir ¢aligmada
ise Paulkumar ve ark., Piper Nigrum bitkisinin yine yaprak ve govde kisimlarini
kullanarak ekstraktlar hazirlamislar ve bu ekstraktlardan Ag nanoparcacik sentezini
gerceklestirmiglerdir. Sentez esnasinda, iki ekstrakt iginde reaksiyonun 10 dakikada
basladigin1 fakat yaprak ekstrakti icin 2 saatte ve govde ekstrakti i¢inde 4 saatte
reaksiyonun sonlandigi bu ¢alismada gozlenmistir (Paulkumar ve ark., 2014). Bitkilerde
bulunan fenolik bilesikler; flavonlar, proteinler, aldehitler, alkaloidler ya da saponin gibi

biyomolekiiller, sentezi gerceklestirilecek metallerin indirgenmesinden sorumlu



olmaktadir (Nath ve Banerjee, 2013). Umadevi ve ark. yapmis oldugu ¢alismada Solanum
lycopersicums denilen domates bitkisinin meyve 6ziinii kullanarak Ag nanoparcaciklari
basariyla sentezlemislerdir. Kullanilan bu bitki 6ziitiindeki indirgeyici ajanin sitrik asit
oldugunu ve yine bitkide bulunan malik asidin ise Ag nanopargaciklarda siirfaktan olarak
gorev aldigini bildirmislerdir (Umadavi ve ark., 2013). Altin nanoparcaciklarin yesil
sentezinin gercgeklestirildigi bir calismada ise biyolojik kaynak olarak giil yapraklarinin
kullanildigin1 ve sentez esnasindaki indirgemeden giil yapraginda bol miktarda bulunan
seker ve proteinin sorumlu oldugu bulunmustur (Noruzi ve ark., 2011). Geleneksel
yontem olarak bilinen kimyasal ve fiziksel yontemler, sentezi gerceklestirilecek metal
iyonlarinin indirgenmesinde rol oynayan indirgeyici ajanlar, olusacak nanoparcaciklarda
istenmeyen toksisiteler olusturabilmektedir. Ayn1 zamanda bu yontemler maliyet olarak
pahali olup sentez yolu ¢ok da basit olmayan yontemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
yiizden bu yontemlere alternatif olabilecek, yesil sentez, diger adiyla biyosentez, daha
tercih edilebilir bir yontem haline gelmektedir ( Mohanpuria ve ark., 2008) .

Tablo 1. Literatiirden bitki 6ziitleriyle yapilan nanoparcacik sentezleri (Kumar vd., 2013)

Kullanilan Bitki Nanoparcacik Kaynaklar
Geranium Leaf Au Shankar, 2003
Azadirachta indica (heem) Ag/Au bimetallic Shankar, 2004
Eucalytus hybrid Ag Dubey, 2009

Veerasamy, 2010

Garcinia mangostana Ag
Diopyros kaki Pt Song, 2010
Acalypha indica Ag Krishnaraj, 2010
Eclipta prosrate Ag Rajakumar and Abdul Rahuman,
2011
Citrus sinensis peel Ag Kaviya, 2011
Jatropha curcas L. Latex Pb Joglekar, 2011
Memecylon edule Ag, Au Elavazhagan and Arunachalam,
2011

Allium sativum (garlic clove) Ag Ahamed, 2011




1.5. Nanoparcacik Sentezini Etkileyen Onemli Parametreler

Nanopargaciklarin sentezinde boyut, sekil, kristal yapisi ve stabilitesini etkileyen,
degisikliklere ugramasina neden olan bazi parametreler bulunmaktadir. Homojen
morfoloji ve boyuta sahip nanoparcaciklarin iiretilmesi ve kararli sistemler kurulmasi
onem tagimaktadir. Nanoparcaciklarin morfolojisi ve fizikokimyasal yapisini etkileyen
bu unsurlar arasinda pH, reaksiyon sicakligi, derisim ve inkiibasyon siireleri

bulunmaktadir (Gnanasangeetha ve Suresh, 2020).

Nanopargacik sentezini etkileyen faktorlerden biri de pH’ dir. Sentezi
gerceklestirilecek metale gore pH degerleri farklilik gostermektedir. Gurunathan ve ark.
yaptig1 bir ¢alismada Escherichia coli araciligiyla Ag nanoparcaciklarin sentezi igin
optimum pH degerinin pH: 10 oldugunu géstermislerdir (Gurunathan ve ark., 2009). Bu
durum bitkilerde incelendiginde, pH degisimi bitkilerde bulunan fitokimyasallari
etkilemekte ve nanopargacik sentezinin farkli pH’ larda gergeklesmesine sebep
olmaktadir. Bu duruma oOrnek olarak, Avena Sativa bitkisinde elde edilen ekstrakt
kullanilarak altin nanopargacik sentezi i¢cin pH optimizasyonlar1 yapilmistir. Bu
optimizasyonlar sonucunda pH: 3 ve pH: 4 degerlerinde olusan altin nanopargaciklarin
cok sayida ve kiiclik boyutta olustugu fakat pH: 2 degerinde olusan altin

nanopargaciklarin agregasyona ugradiklart gézlemlenmistir (Singh ve ark., 2016)

Nanoparcaciklarin sentezinde sekil ve boyut kontroliinii saglayan unsurlardan
birinin reaksiyon siiresidir. Rajendran ve ark., reaksiyon siiresinin etkisinin bitki ekstrakti
araciligiyla iretilen nanopargaciklar iizerindeki morfolojik yapisindaki degisiklikleri
incelemek amaciyla bir calisma gerceklestirmistir (Rajendran ve Sen, 2016). Aym
zamanda 151k maruziyeti ve muhafaza etme kosullar1 gibi etkenlerin de reaksiyon siiresini
etkiledigi ve uzun siireli reaksiyon siirelerinin nanopargaciklarin Kiigiilmesiyle birlikte
aglomerasyona da sebebiyet verdigi yapilan ¢alismalarca ortaya koyulmustur (Saif ve

ark., 2016).

Metalik nanoparcaciklarin olusumunu etkileyen en Onemli unsurlardan biri
reaktan derisimidir. Yapilan bir ¢aligmada altin nanoparcaciklarin sentezinde kullanilan
Penicillium Brevicompactum siipernatanti derisimi ve kullanilan altin tuzu derigiminin

elde edilen nanoparcaciklarin sekil ve boyut bakiminda onemli derecede etkiledigi
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bildirilmistir (Mishra ve ark., 2011). Bagka ¢aligsmada ise diisiik metal derisiminde kiiresel

altin nanopargaciklarin olustugu gosterilmistir (Pimprikar ve ark., 2009).

Nanopargacik sentezi ile ilgili yapilan c¢alismalara bakildiginda o6zellikle
mikroorganizmalar i¢in yiiksek sicakliklar tercih edilmektedir. Mikroorganizmalarin
biiylimesi i¢in yliksek sicaklik ortamlart bulunmasi gerekmektedir. Clinkii nanopargacik
sentezinden sorumlu enzimler yiiksek sicakliklarda daha aktif hale gelmektedir

(Vijayaraghavan ve ark., 2017).
1.6. Cotinus coggygria Scop. (Tetra) Bitkisi

Asya Himalaya, Giiney Avrupa bolgelerinde yetismekte olan Cotinus coggygria;
anacardiaceae ailesine mensuptur. Giines seven, c¢ali goriiniimlii cok yillik bir agactir.
Farkli toprak tiplerine ve farkli pH degerlerine uyum saglayabilmektedirler ve bu yiizden
genis bir yayilma alanina sahiptir. ilkbaharda yesil olan yapraklar1 yaz sonunda kirmiz
renge doniismektedir. Bu bitki tiirii iilkemizde ‘Duman Agaci’ olarak bilinmekte ve
Gaziantep-Kahramanmaras, Akdeniz Bolgesi ve Trakya Bolgesinde yetismektedir.
Cotinus coggygria bitkisinin antikanser, antimikrobiyal, antioksidan, antigenotoksik,
hepatoprotektif etkilerinin oldugu ve 6zellikle yara iyilestirici etkisinin ¢ok iyi oldugu
bildirilmistir (Li ve ark., 2022). Yapilan fitokimyasal arastirmalar sonucunda bitkinin
antioksidan  kapasitesinin  igeriginde bulunan dihidroflavanollar, auronlardan

kaynaklandig1 ortaya koyulmustur (Pdbiad, 2011).

Gospondinova ve ark. Cotinus coggygria Scop. Bitkisi ile ilgili yaptiklari bir
calismada, bu bitkinin yagragindan elde edilen Oziitiin insan melanom olmayan ve
melanom cilt kanseri hiicreleri tizerindeki anti-proliferatif etkileri aragtirtlmistir. In vitro
olarak yapilan bu arastirma sonucunda bu bitkiden elde edilen 6ziitiin bu kanser hiicreleri
tizerinde 6nemli 6lgiide proliferasyonu etkiledigi bildirilmistir (Gospodinova, 2021).
Literatiire bakildiginda yapilan baska bir ¢alismada, C. coggygria yapraklar1 kullanilarak
etil asetat ekstrakti hazirlanmis ve meme, servikal, akciger, hepatoseliiler, kolorektal ve
prostat kanseri hiicreleri tizerinde in vitro antipoliferatif etki incelenmistir (Gospodinova,
2021). Wang, G. ve arkadaglari, Cotinus coggygria bitkisini kullanarak hem in vivo hem
de in vitro ortamda glioblastoma kanseri iizerinde bitkide bulunan flavonoidlerin etkisini
arastirmiglar ve bu arastirma sonucunda, bu bitki ekstraktinin malign glioblastoma

hiicrelerinde apoptozu biiyiik Olciide indiikledigi ve tiimor biiylimesini azaltmasiyla
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birlikte in vivo ortotopik fare glioblastoma modellerinde gogii inhibe ettigini ortaya
koyulmustur. (Wang, 2015). Iliev, 1. ve arkadaslari yaptiklar1 bir ¢alismada Cotinus
coggygria etil asetat ekstraktinin MCF-10A ve BJ hiicre hatlar1 {izerindeki etkilerini
incelemislerdir. Calisma sonucunda bitki ekstraktinin ¢ok kii¢iik miktarlarinda dahi FAP
inhibisyonu sebebiyle BJ hiicrelerinin canliliginda bir azalma oldugu bildirilmistir (lliev,
2020). Matié, S. ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada Cotinus coggygria bitkisinin sap
kismi1 kullanilarak metanollii bir ekstrakt hazirlamislar ve bakterilerde ve bazi mantar
tirleri tizerindeki etkiler arastirilmistir. Bu ¢alisma ile birlikte Cotinus coggygria metanol
oziitlinden elde edilen ekstraktin c¢alismada kullanilan tiim mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi saptanmistir (Stani¢, 2011). Cotinus coggygria bitki
Oziitliniin giiclii bir antioksidan ve yara iyilestirici etkisinin arastirildig1 ve kanitlandigi
bir doktora tez calismasinda bu bitki yapragi kullanilmis ve metanollii bir Oziitii

hazirlanmistir (Baygu, 2018).
1.7. Ag Nanoparcaciklar

Ag eski zamanlardan beri yanik ve yara tedavilerinde ayni zamanda cesitli
bakteriyel enfeksiyonlarin iyilestirilmesi icin tedavilerde kullanilmistir. Hastaliga sebep
olan 650 farkli mikroorganizma tiiriinii 6ldiirme potansiyeline sahip olup giivenli bir
antimikrobiyal ajan olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hamideh Hammamchi, 2019). 19.
ylizyllda ise Ag’ nin bu antibakteriyel 6zelligi klinik olarak ortaya konulmustur.
Antibiyotiklerin ortaya cikisiyla birlikte Ag bilesiklerinin kullaniminda azalmalar
olmustur. Ag nanopargaciklar nano jel, nano losyon, Ag igerikli kiyafetlerde ve Ag
kaplamali medikal cihazlarda kullanimi1 mevcuttur. Bunun sebebi antibiyotiklere direng
gosteren patojenik bakterilere karst kullantminin miimkiin olmasi olarak karsimiza
cikmaktadir. Antibiyotiklere direng gosteren bakterilerin ortaya ¢ikmasiyla birlikte
aragtirmacilar alternatif olabilecek yeni antibakteriyel madde arayisina girmislerdir. Nano
boyuttaki yapilar ise essiz fiziksel ve kimyasal oOzellikleriyle birlikte genis yiizey
alanlarina sahip olmalarindan dolay1 yeni nesil antimikrobiyal maddeler olarak ortaya

cikmiglardir (Khalilzadeh ve ark., 2016).

Inert halde bulunan metalik Ag yaradaki siv1 ile veya derideki nem ile etkilesime
girerek iyonik hale gegebilmektedir. Iyonlasmis halde bulunan Ag ise oldukca reaktiftir.
Bu yapidaki Ag dokuda bulunan proteinlerle kompleks olusturarak bakterinin hiicre

duvarinda hasar vermektedir ve aym zamanda bakteri DNA ya da RNA’sina
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baglanabilmektedir. Bu sekilde ise denatiirasyon ile bakteri replikasyonunu inhibe etme
ozelligine sahip olmaktadir (Keskin, 2011). Zeolit ise Ag™ i¢in gliglii bir afinite gosteren
kristal bir malzemedir. Bu iyonu yaklasik %40’ a kadar elektrostatik olarak
baglayabilmektedir (Kawahara, 2000). Boylece giimiis zeolit yiiksek bir antibakteriyel

element olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
1.8. Ag Nanoparcaciklarin Biyolojik Fonksiyonlari

1.8.1. Antikanser Etkileri

Ag nanoparcaciklar antikanser etkisini hiicre dongiisiinii indiiklemekle birlikte
apoptozu da durdurarak gerceklestirmektedir. Ag nanopargaciklar kanserli hiicrelerin
cekirdeklerine girerek DNA kirilmasi ile hiicre 6liimiine sebep olmaktadir (Sofi ve ark.,
2018). Lin ve ark., ptdlns3K yolunun aktivasyonu sayesinde Ag nanopar¢aciklarin kanser
hiicrelerinin otofajisini indiiklemekle birlikte bir antikanser ajan olarak hareket ettigini
bildirmistir (Lin ve ark., 2014). Aym1 zamanda kanser hiicrelerinin daha fazla Ag
nanopargcacik alimina ve dolayisiyla daha fazla sitotoksik etkili giimiis iyonlari iiretimine
sebebiyet veren bir EPR etkisine (gelismis bir gecirgenlik ve tutma etkisi) sahip oldugu
da bildirilmistir (Torchilin, 2011)

1.8.2. Antimikrobiyal Etkileri

Ag nanoparcaciklarinin, giimiis iyonu vererek solunum enzimlerini inhibe
etmesiyle antibakteriyel aktivite gosterdigi diisiiniilmektedir (Pal ve ark., 2007) Ag
nanopargaciklar1 bir¢ok ilaca karsi ve ayn1 zamanda gram pozitif ve gram negatif gibi
bakterilere kars1 oldukga iyi antibakteriyel 6zellik sergilemektedirler (Sharma ve ark.,
2009). Ag nanopargaciklarinin antimikrobiyal etki basamaklari, bakteriyel hiicre igerisine
Ag nanoparcaciklarinin difizyonu ve alimi, ribozomlarin de-stabilizasyonu, enzim
etkilesimi, elektron transfer zincirinin kesintiye ugramasi, reaktif oksijen tiirleri (ROS),
DNA hasar1 ve hiicre 6liimii asamalarindan olugmaktadir. Jones ve Hoek' e gore, en
yaygin etki yontemi, ATP molekiillerini inhibe eden ve Ag nanoparcaciklar tarafindan
reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve DNA replikasyonunu énleyen ya da Ag"* iyonlari ile
hiicre zarinda dogrudan hasara neden olan serbest Ag" iyonu alimi olabilmektedir
(Jones,2010). Ag nanoparcaciklarinin formlariin, artan gecirgenlige ve hiicre 6liimiine
neden olarak gram negatif organizmalarin hiicre duvarina yerlestigi kabul edilmektedir.

Genel anlamda, Ag nanopargaciklar denatiirasyona neden olmaktadir. Hiicre yikimu ile
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sonuglanan hiicre duvarini okside etmektedir. Ayni zamanda Ag nanopargaciklar
organizmalarin sinyal iletimini kesintiye ugratan ve c¢ogaltmay1 onleyen peptitlerin

fosfotrosin profilini de degistirmektedir (Hammamchi, 2019).
1.8.3. Antifungal Etkileri

Antifungal 6zellige sahip olan Ag nanoparcaciklar ¢esitli mantar tiirlerine karsi
oldukga iyi antifungal etki gostermistir. Ag nanoparcaciklarinin Candida albicans'a karsi
etkisi, hiicre cogalmasini baskilamak seklindedir. Bu baskilama hiicre zar1 biitlinliigiiniin
yikimina sebep olabilmektedir. Ag nanopargaciklarinin bundan dolay1r agiz ile ilgili
mantar enfeksiyonlarin1i  Onleme ajanlarindan biri olabilecegi rapor edilmistir

(Torres,2012).
1.8.4. Antiviral Etkileri

Ag nanoparcaciklarin antiviral etki mekanizmasi halen bilinmemekle birlikte, Ag
nanopargaciklari, viriislerin kopyalanmalarint ve ayni zamanda baglayiciliklarini
baskilayarak, viriislerin dis proteinlerine baglanabilecekleri ortaya koyulmustur

(Hammamchi, 2019).
1.9. Kanser

M.O 3000 yillarinda Misir’da okutulan bir cerrahi kitap olan Edwin Smith
Papirtisii adli kitapta kanser tanimi1 kullanilmistir fakat kanser terimi kullanilmadan farkl
sekilde isimlendirilmistir. Kanser terimini ise ilk defa Tibbin Babasi olarak bilinin Yunan
Doktor Hipokrat (MO 460-377) kullannmustir (American Cancer Society, 2000). Bir
organizmada bulunan hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalabilme yetenegine ve hiicre
birikmesinin mutasyonlu olarak gerceklesmesi kanser olarak tanimlanmaktadir. Hanahan
ve Weinberg ise kanser hiicresini anti bilylime sinyallerine duyarsizlik, sinirsiz replikatif
potansiyel, metastaz ve doku istilasi, apoptozdan kaginma, kendi kendine yeterlilik ve
stirekli anjiyogenez olarak ayirt edici 6zellik baslig1 adi altinda alt1 grupta tanimlamigtir
(Hanahan, 2000). Genetik olarak ger¢eklesen mutasyonlarla birlikte ¢evresel sartlarinda
kanser olusumunda etkisi goriilmektedir. Bu etkiler altinda meydana gelen kanserlesme
tek bir organi etkilemekle kalmaz ayni1 zamanda damarlanma adi verilen anjiyogenez yolu
ile bagka organlarda da yayilim gosterebilmektedir (WHO, 2018). Bu kontrolsiiz

cogalmaya sebep olan diger faktorler arasinda ise DNA hasari, UV, genetik mutasyonlar,
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kanserojen maddelerle birlikte g¢esitli kimyasallar ve radyasyon gibi etkenler
bulunmaktadir (Ferlay, 2019). Kontrolsiiz ¢ogalma sonucu olusan kanser hiicrelerinin
cogalip birikmesiyle de kitleler olusabilmekte ve olusan bu kitlelere timor adi
verilmektedir. Tiimorler bening timor yani iyi huylu tiimor ve malign timor yani koti
huylu tiimér olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Iyi huylu tiimérler sadece olustuklari
dokuda gelisebilen, diger doku veya organlara yayilim gostermeyen tiimorlerdir. Kotii
huylu timorler ise bulunduklari ortamda gelisebilen ve ayn1 zamanda farkli dokularda da
gelisip yayilabilen tiimorlerdir. Kanser hiicrelerinin olusturdugu bu tiimdrler normal
hiicrelerinde yap1 ve fonksiyonunu bozarak kanserlesmeyi artirmaktadir (Ferlay, 2019).
Kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi uygulamalar yolu ile kanser tedavisi
gerceklestirilmektedir. Bu tedaviler kanser tipine gore yani metastaza ugramis agresif bir
tip ya da metastaz yapmayan tipe gore uygulanmaktadir (Ferlay, 2019). Kanserin temel

ozellikleri asagidaki gibi siralanabilmektedir:

-Kanser hiicreleri biiyiime faktorii iiretebilmektedir.
-Hiicre bliylimesini engelleyen faktorlerden kaginmaktadir.
- Bagisiklik sistemi hiicrelerinden kagmaktadir.

-Sinirsiz boliinebilme potansiyeline sahiptir.

-Timor destekleyici iltihaplanmay1 arttirmaktadir.
-Invazyon ve metastaz yapabilmektedir.

-Yeni kan damarlar1 olusumunu desteklemektedir.

-Kanser hiicrelerinde mutasyon meydana gelmektedir.
-Apoptozdan kagabilmektedir.

-Enerji metabolizmalarini yeniden diizenleyebilmektedir (Hanahan, 2011).

Gilinlimiizde de en sik karsilasilan ve en yaygin olan 6liimciil hastaliklardan birisi
olarak karsimiza kanser ¢ikmaktadir (Lapa ve ark.). WHO verilerine gore 2020 yilinda
tahminen diinya capinda 19 milyon yeni kanser vakasi goriiliirken 9 milyon kanser
Oliimiiniin gergeklestigi bildirilmistir (WHO, 2020). Gelismis iilkelerin daha az gelismis
ilkelere gore kanser hastalifinin goriilme sikligina bakildiginda daha fazla oldugu
goriilmektedir. 2025 yilina kadar bu kanser vakalarinin ¢ok kisa bir zaman igerisinde 20

milyondan daha fazlasina ulasmasi beklenmektedir (Bray, 2015).
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Sekil 2. Kadin ve erkekte diinya geneli 2020 tahmini 6liim say1s1

1.10. Meme Kanseri

Meme kanseri meme bezlerinde ortaya ¢ikmaktadir ve ¢esitli malignitelerin bir
sonucudur (Velloso, 2017). Diinyada en sik tani konulan kanser tiirii olan meme
kanserinin %95’ten fazlas1 adenokarsinomlardir (Makki, 2015). Ozellikle kadinlarda en
sik rastlanilan bu durum diinyanin ¢ogu bdlgesinde goriilmektedir. Tiirkiye’de ise bu
durum her 4 kadindan 1’ine meme kanseri teshisi konulmaktadir. 2020 yilinda tahmini

olarak 24 bin kadina meme kanseri tanist konulmakla birlikte 7 bin 6liimiin gergeklestigi
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bildirilmigtir (WHO, 2020). Meme kanseri ile ilgili risk faktorleri arastirildiginda yas
faktoriinlin en 6nemli risk faktorii olarak karsimiza ¢iktigr goriilmektedir (Ullah, 2019).
Yas faktoriinii takip eden; genetik mutasyonlar, hamilelik ve emzirme, ailede meme
kanseri Oykiisii, radyoterapi, obezite, alkol alimi, sigara kullanimi, fiziksel aktivite,
vitamin eksiklikleri, kimyasallara maruz kalma gibi degistirilebilir ve degistirilemez risk
faktorleri yer almaktadir (Aftab, 2019).

ﬁwuﬂ
Cancer Carter

Sekil 3. Meme kanseri hiicresi

1.11. Hiicre Canlihig Testi

Gilinimiizde ¢ogunlukla 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) kimyasali kullanilarak hiicredeki sitotoksisite ve hiicre canliligi belirlenmektedir.
1983 yilinda Mosmann tarafindan gelistirilmistir (Tokur ve Aksoy, 2017). Hiicre
canlilig: testleri arasinda altin standart olarak bilinmektedir. MTT testi hiicre canlilig
analizi i¢in yalnizca in vitro olarak kullanilmamaktadir. Ayn1 zamanda doku kiiltiirlerinde
de kullanilmakla beraber deri irritasyon, deri korozyon gibi hiicre canlilig1 analizlerinde
de kullanilmaktadir. Hiicre canliligi analizlerinde kullanilan MTT’ nin sar1 renkli
¢ozeltisi, proliferasyona ugramis hiicrelerdeki artan mitokondriyal dehidrojenaz enzim
aktivitesi sayesinde mor renkli formazan bilesigine doniismektedir. Formazanin 415
nm’deki spektrofotometrik analizi ile hiicre canliligi oOlgiilmektedir. Yani olusan
formazan absorbansindan hiicre canliligini hesaplanmaktadir. Herhangi bir uygulama
yapilmamis hiicrelerin canliligi %100 kabul edilmekte ve bu hiicrelere gore uygulama
yapilmamis hiicrelerin canliligi % olarak hesaplanmaktadir (Erkekoglu, 2020). MTT

yontemi ile hiicre canliligini test etmenin avantajlar arasinda giivenilir ve hizli bir yontem
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olusu bulunmaktadir. Bununla birlikte tekrarlanabilirliginin olduk¢a yiiksek olmasi bu
testi tercih edilebilir kilmaktadir. Ayn1 zamanda hem sitotoksisite hem de proliferasyonun

tespit edilmesi i¢cinde kullanilabilirligi avantajlar1 arasinda yer almaktadir.
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Sekil 4. MTT ve formazan’ nin Kimyasal yapist

1.12. Apoptoz

Kerr, Wyllie ve Currie yayinladiklar1 bir makalede ilk defa apoptozu morfolojik
bakimdan degisik hiicre 6liimiinii tanimlamak amaciyla kullanmistir (Kerr ve ark., 1972)
Normal dokularda ve homeostazda Onemli bir faktdr olan genetik olarak ya da
biyokimyasal yollarla hiicre intihar1 iceren programlanmis hiicre 6liimiine apoptoz adi
verilmektedir (Hassan ve ark., 2020). Apoptoz sadece dis stresten dolay1 olusan bir 6liim
ya da hiicre hasarindan dolay1 gergeklesen bir 6liim degildir. Aynt zamanda normal
gelisim esnasinda da olusarak programli Sliimiin 6nemli bir mekanizmasi olarak da
tanimlanmaktadir (Jan, 2015). Apoptoz hiicre yasamu ile hiicre 6liimii arasindaki dengeyi
koruyabilmek amaciyla hasar gormiis istenmeyen hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda
etkin rol oynamaktadir (Hassan ve ark., 2020). Sistein-aspartik proteaz olarak
adlandirilan bir dizi kaspazin aktivasyonu ile apoptozun baslamasi gerceklesmektedir.
Apootoz sirasinda yaklasik 24 saatlik bir slirede hiicre zar1 biitlinliigiinii kaybetmeden
korunur fakat bu esnada efektor kaspazlar organellerle birlikte hiicre igi yapilart da
bozmaktadir. Daha sonrasinda ise bu yapilar kii¢lik hiicre dis1 vezikiillerde salinmaya
baglar ve kalan hiicre kalintilarinin kiigiilmesine sebep olarak fagositoz yolu ile herhangi
bir inflamasyon olmaksizin apoptotik hiicreler ortadan kaldirilmaktadir (Sachet ve ark.,
2017).
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Literatiire bakildiginda, Olaxscandens bitki yapragi kullanilarak Ag
nanopargaciklarin sentezinin gergeklestirildigi bir ¢alismada Mukherjee ve ark.; bu
nanoparcaciklarin biyouyumluluk, ila¢ tasinimi ve goriintiileme hizlandirici aktivitelerini
degerlendirerek, kimyasal yollarla elde edilen nanoparcaciklara gore daha iyi etkili
oldugunu bildirmislerdir (Mukherjee, 2014). 2011 yilinda yapilan bir ¢alismada sentezi
gerceklesen Ag nanoparcaciklarin plasmodiyal patojenlere karsi aktif oldugu bulunmus
ayn1 zamanda filariasis ve sitma vektorlerine karsi da larvasidal oldugu bildirilmistir
(Rajakumar ve Rahuman, 2011). Marimuthu ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada Mimosa
Pudica Gaertn (Mimosaceae) bitkisinin yapraklariin sulu ekstresini kullanarak Ag
nanoparcaciklari basartyla sentezlemislerdir. Bu ¢alismayla birlikte Anopheles Subpictus
Grassi, filariasis vektor Culexatus larvalarina karst Ag nanoparcgaciklarin antiparaziter
etkinligi degerlendirilmigtir (Marimuthu vd., 2011). Shameli ve ark., Ag
nanopargaciklarin yesil sentezini Curcuma Longa yumru tozu kullanarak (Shameli vd.,
2012), Veerasamy ve ark., ise Garcinia Mangostana bitkisinin yaprak ekstraktini
kullanarak Ag nanopargaciklarin sentezini gerceklestirmistir. Veerasamy ve ark.’nin
sentezledigi nanopargaciklarin boyutunun 35 nm oldugu bildirilmistir (Veerasamy vd.,

2011).

Yapilan bir ¢aligmada yesil sentez yontemi kullanarak Ag nanoparcaciklart elde
etmistir. Bu ¢alismada Solanum mammosum L. meyvesinde elde edilen bir ekstrakt
kullanilmistir. Elde edilen nanoparcaciklarin larvasidal etkileri incelenmistir ve sonuglara
gore insanda hastaliga sebep olan bocek vektorlerine karsi yiiksek bir toksisite sergiledigi
goriilmustiir (Pilaquinga, 2019). Bagka bir ¢alismada ise yesil sentez yontemi ile liretilen
Ag nanopargaciklarin Culex pipiens ve Musca domestica'ya karsi biyoinsektisidal aktivite
gosterdigi bildirilmistir (Fouda, 2020) Krishnan ve ark. yaptigi bir ¢alismada Piper
Nigrum bitki ekstrakti kullanarak Ag nanoparcaciklarinin yesil sentez yontemi ile
tiretimini gergeklestirmistir. Uretilen Ag nanoparcaciklarinin boyutu 20 nm olmakla
birlikte bu nanoparcaciklarin MCF-7 ve Hep-2 hiicrelerine karsi elde edilen sitotoksik
etkileri aragtirilmistir. Sonuglar ise biyosentezlenmis bu Ag nanoparcaciklarin dnemli bir

sitotoksik etki gosterdigini ortaya koymaktadir (Krishnan, 2016).

Bir tez ¢alismasinda ise Cotinus Coggygria Scop. ve Pistacia Vera L. bitki 6ziitleri

kullanilarak Ag nanopargaciklarinin sentezi gerceklestirilmistir Elde edilen Ag
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nanopargcaciklarin antimikrobiyal aktiviteleri incelenmis ve ¢alisma sonucunda Cotinus
Coggygria Scop. bitkisinin Pistacia Vera L. bitkisine gore daha yiiksek antimikrobiyal
etkinlik gosterdigi bulunmustur (Lanceolata, 2020). Baska bir ¢alismada ise biberiye
Oziitii kullanarak Ag nanopargaciklarin biyosentezinin gergeklestirilmistir. Elde edilen bu
Ag nanoparcaciklarin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkisi incelenmistir.
Yapilan bu inceleme sonucunda biberiye bitkisi kullanarak biyosentez yoluyla iiretilen
Ag nanoparcaciklarin bu hiicreler iizerinde oldukga iyi bir sitotoksik etki gosterdigi
bulunmustur (Aydin Acar & Pehlivanoglu, 2019). Cevre dostu bir yaklagim olan yesil
sentez yontemi ile Ag nanoparcaciklarin sentezi gergeklestirilerek kanat benek testi
yardimiyla genotoksik etkisi aragtirilmistir (AltSansun, 2020). Cetintas ve ark. yaptigi bir
calismada Eucalyptus Camaldulensis bitki yapraklar1 kullanilarak elde edilen yaprak
ekstraktindan Ag nanoparcaciklarin sentezini gerceklestirmistir. Yesil sentez yontemiyle
elde edilen bu Ag nanoparcaciklarin antimikrobiyal ve antikanser aktiviteleri
incelenmistir. Calisma sonucunda 3.7-29.6 nm boyut araliginda, homojen, kiiresel yapida
nanoparcaciklarin olustugu goézlenmistir (Cetintas, 2020). Literatiire bakildiginda Ag
nanopargaciklar ile ilgili yapilan baska bir ¢alismada ise Cucumis prophetarum bitkisinin
yapraklart kullanilmigtir. Bu bitki yapraklarindan sulu bir ekstrakt elde edilerek Ag
nanopargcaciklarin sentezi gergeklestirilmistir. Elde edilen bu Ag nanopargaciklarin bazi
kanser hiicrelerine karsi anti-proliferatif aktivitesi ve antibakteriyel etkinlikleri
incelenmistir (HemLata, 2020). “Antibakteriyel Nanolif Yapilarinin Cézeltiden Ufleme
Sistemi ile Uretimi ve Karakterizasyonu” adli ¢alismalarinda Gokge ve ark., Cotinus
coggygria Scop. bitkisini kullanarak antimikrobiyal etkinligi olan bilesiklerden olusan bir
metanollii 6ziit hazirlamiglardir. Hazirlanan bu metanollii 6ziitten farkli uygulama
alanlarinda kullanilmak iizere antibakteriyel TPU nanolifler liretilmistir (Gokge, 2018).
Ag nanopargaciklarin giiclii bir antibakteriyel 6zellik sergiledikleri ve ayni zamanda
memelilerde herhangi bir toksik etki gostermedigi 2016 yilinda yapilan bir ¢aligmada
tespit edilmistir (Orlovi ve ark., 2016).



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal ve Kimyasallar

Tablo 2. Deneyde Kullanilan Kimyasallar
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Kimyasallar Firma - Cas No: Ozellik
Ag Nitrat Sigma Aldrich AgNO;

Cas No: 7761-88-8 MA: 169.87 g/mol
Sodium Hydroxide Isolab NaOH

Cas N0:1310-73-2 Ma: 40.00g/mol
Hydrochloric Acid Isolab

Cas No: 932.103.2501
Ethanol Isolab C;HsO

Cas No: 64-17-5 Ma: 46.07g/mol
Tris-hydrochlorid Roth C4H11NO3.HCL

Cas No: 1185-53-1 Ma: 157.60 g/mol
Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS) | Sigma, D5652 D5652-10X1L
Fetal sigir serumu, FBS Pan Biotech 1X, 100 mL

Cas No: P30-3303
Tripsin/EDTA Sarorius 1X, 100 mL

Cas No: 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 | Sigma, D6429 %10 FBS, %1 PS
Medium- High glucose, DMEM
Gentamisin siilfat Biyolojik Endiistriler 50 mg/mL
Dulbecco'nun Fosfat Tamponlu | Sigma, D5652 Lonza 10X, 1L
Tuzlu Su, PBS
DMSO siilfoksit (DMSO) Applichem-Honeywell C2Hs0S

Cas No: 67-68-5 Ma: 78.13 g/mol
Epidermal Bityiime Faktorii, EGF | Peprotech,

New Jersey, ABD
Hidrokortizon ve insiilin Sigma Aldrich, C21H3005

Cas No: 50-23-7

Ma: 362.46 g/mol

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl

Sigma Aldrich,
Cas N0:1898-66-4

C18H12N506
Ma: 394,32 g/mol
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FITC Annexin V Apoptosis | Biolegend
Cat: 640914, Lot:

Detection Kit with PI

Saklama Kosulu: 2 °C - 8 °C
B329954

60-15 mm doku kiiltiirti diski Sarstedt

Tablo 3. Deneyde Kullanilan Cihazlar

Hassas Terazi

Radwag AS 220.R2

Ph Metre

Mettler Toledo FiveEasy

Isiticili Manyetik Karistiric

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/Goriiniir Bolgespektrofotometre

Agilent Technologies Cary 60

ICP-MS Agilent Technologies 7900
XRD PANalytical EMPYREAN
FESEM ZEISS Gemini SEM 500
STEM ZEISS Gemini SEM 500

ZETA POTANSIYELI OLCUMU

Micromeritics-Nanoplus 3

VSM Cryogenic Limited PPMS
TGA Seteram-Labsys Evo

FT-IR Thermo Scientific-Nicolet 1S20
Invort Mikroskop Carl Zeiss 415510-1101-000

ELISA Okuyucu

Thermo Scientific, Multiskan Sky High

Etiiv

Esco-CCL-170B-8

3.2. Cotinus coggygria Scop. Ekstraktinin Hazirlanmasi

Cotinus coggygria Scop. (Duman Agaci, Tetra) bitkisinin yapraklari steril

kosullarda yikanip kurutulmustur. Daha sonra kii¢iik parcalar haline getirilmistir. Kii¢iik

parcalar haline getirilen kurutulmus bitki yapraklarindan 1 gram alinarak tartilmistir.

Coziicii olarak su kullanilmistir. 15 mL distile su igerisinde 1sitici iizerinde 10 dakika
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kaynatilmistir ve ardindan 1 saat demlenmeye birakilmigtir. Demlenme isleminden sonra
Whatman kagidi (no:1) ile vakumlu filtrasyon sisteminde siizme islemi
gergeklestirilmistir. Elde edilen ekstrakt Ag nanopargacik sentezinde kullanilmak iizere

+4 °C’ de ve bir kismu da etiivde kurutularak karakterizasyon islemleri i¢in saklanmustir.
3.3. Ag Nanoparcaciklarimin Sentezi

Ag nanopargaciklarinin sentezinde Ag* kaynagi olarak; glimiis nitrat (AgNO3)
kullanilmastir. Indirgeyici ve siirfaktan olarak Cotinus coggygria Scop. bitkisinden elde
edilen ekstrakt kullanilmistir. 9 mL, 6 mM AgNOs ¢ozeltisi iizerine 1 mL bitki 6ziiti
damla damla eklenerek karistirilmaya birakilmistir. Karistirtlmaya 15 dakika devam
edildikten sonra, 0,1 M NaOH ile karisimin pH’ s1 7 olacak sekilde ayarlanmustir.
Ardindan reaksiyon 60 dakika karistirilmaya birakilmistir. Reaksiyon sonunda aglomere
olan nanopargaciklar1 uzaklagtirmak icin, siispansiyon 10 dakika boyunca 9000 rpm de
santrifiijlenmistir ve ayrilan stipernatant sonraki deneylerde kullanilmak tizere +4 °C” de

saklanmistir.

Nanoparcacik olusumunun ilk gostergesi renk degisimidir, renksiz AgNO3
cozeltisine ekstrakt eklenmesiyle, karisimin rengi acik kahverengiye donmiistiir. Bu
andan itibaren nanopargacik olusumu baslamis olup, ardindan pH ayar1 ile koyu
kahverengi Ag nanopargaciklarin olusumunun tamamlandigi gézlemlenmistir (Sekil 4).
Nanoparcacik olusumu UV/Gorilinlir Bolge Spektroskopisi kullanilarak (Agilent
Technologies Cary 60) ilgili yiizey plazmon rezonans (YPR) bandinin takip edilmesi ile
izlenmistir. Nanoparcacik olusumuna, sentezde kullanilan bitki Oziitlinlin ve metal
tuzunun derisimi, sicaklik, pH ve tepkime siiresi gibi parametrelerin etkisi incelenerek,
nanopargacik sentezi i¢in optimum reaksiyon kosullar1 belirlenmistir (Dwivedi ve Gopal,
2010).
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Sekil 5. Ag nanopargaciklarinin sentezinin sematik gosterimi

3.4. Ag Nanoparcacik Sentezinin Optimizasyonu

Ag nanopargaciklarinin  sentezinde bulundugu ¢oziiclideki nanopargacik
stabilitesi ve nanopargaciklarin boyut ve boyut dagilimmin kontrolii i¢in, derisim, pH,
sicaklik ve reaksiyon siiresi parametreleri degistirilerek sentezler yapilmistir. Optimum
parametreler olusturulduktan sonra sentezlenen nanopargaciklar kullanilarak,

nanopargaciklarin karakterizasyonuna ve biyolojik aktivite deneylerine devam edilmistir.
3.4.1. AgNO3 Derisiminin Etkisi

Ag nanopargacik olusumuna, AgNO3 derisiminin etkisinin incelenmesi amaciyla,
nanopargacik sentezi li¢ farkli derisimde (3 mM, 6 mM ve 9 mM) AgNO3 ¢ozeltisi
kullanilarak yapilmistir. Oda sicakliginda, 9 mL, farkli derisimlerdeki AgNOs3 ¢ozeltisi
tizerine 1 mL ekstrakt damla damla ilave edilmistir (AgNOas/ekstrakt: 9, (mL:mL)) ve 15
dakika karistirllmaya birakilmistir. Cozelti pH’ 1, 0,1 M NaOH ile pH: 7 olacak sekilde
ayarlanmistir ve 120 dakika karistirilmaya birakilmistir. Reaksiyon bittikten sonra elde
edilen s1vi1 siispansiyonlar 9000 rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir. Tiim basamaklar,
her ii¢ sentez igin tekrarlanmistir. Olusan nanopargaciklarin YPR pikleri UV/Goriiniir

Bolge Spektrofotometresi ile izlenmistir.
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3.4.2. Bitki Ekstrakti Miktarimin Etkisi

Bitki ekstrakti derisiminin nanoparcacik olusumuna etkisini incelemek amaciyla,
6 mM AgNOs3 ¢ozeltisinin kullanilan hacmi sabit tutularak (9 mL), AgNOas/ekstrakt
hacimlerinin orami1 27, 9, 3 ve 1,5 (mL:mL) olarak degistirilmis ve diger parametreler
(pH:7, oda sicakligi, reaksiyon siiresi: 120 dk.) sabit tutularak nanopargacik sentezleri
ayni1 prosediir uygulanarak gerceklestirilmistir. Reaksiyon bittikten sonra elde edilen sivi
stispansiyonlar 9000 rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir. Olusan nanoparg¢aciklarin YPR

pikleri UV/Goriiniir Bolge Spektrofotometresi ile izlenmistir.
3.4.3. pH Etkisi

Ag nanopargaciklarin olusumunda etkili olan pH degerinin etkisini incelemek
icin, pH 4-9 araliginda nanopargacik sentezleri yapilmistir. Sentezler, 6 mM AgNO3
cozeltisine AgNOas/ekstrakt: 9 (mL:mL) oraninda ekstrakt eklenerek, oda sicakliginda
gerceklestirilmistir. Reaksiyonlarin pH degerleri; 4, 5, 7, 9, 10 olarak ayarlandiktan sonra
cozeltiler 120 dakika boyunca karistirilmaya birakilmistir. Reaksiyon bittikten sonra elde
edilen sivi siispansiyonlar 9000 rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir. Olusan
nanopargaciklarin YPR pikleri UV/Goriiniir Bolge Spektrofotometresi ile izlenmistir.
Bununla birlikte, bitki ekstraktlarinin pH degerleri pH: 5, 7 ve 9 olarak ayarlanarak
UV/Gortinir Bolge Spektrofotometresi ile 300-800 nm arasinda ekstraktlarin

spektrumlar kaydedilmistir.
3.4.4. Reaksiyon Siiresinin Etkisi

Reaksiyon siiresinin nanopargacik olusumuna etkisini incelemek igin yapilan
sentez optimum derisimler ve pH degeri kullanilarak gergeklestirilmistir. 9 mL 6 mM
AgNOs ¢ozeltisi tlizerine 1 mL bitki ekstrakt damla damla eklenerek, 15 dakika
karistirilmasinin ardindan, ortam pH’ 1 pH:7 olarak ayarlanmigtir ve reaksiyon 2 saat
boyunca karistirilmaya birakilmigtir. Tek seferde yapilan nanopargacik sentezinde belirli
araliklarla alman orneklerin UV/Goriinlir Bolge Spektrofotometresi ile absorpsiyon

spektrumlar1 kaydedilerek, olusan nanopargaciklarin YPR pikleri izlenmistir.
3.4.5. Reaksiyon Sicakhginin EtKisi

Nanopargacik boyut dagilimina reaksiyon sicakliginin etkisini incelemek i¢in, Ag

nanoparcaciklarin sentezleri oda sicakliginda, 55°C ve 85°C sicakliklarda tekrarlanmigstir
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ve bu deneylerde onceki optimizasyon deneylerinde belirlenen optimum sartlar
kullanilmigtir. Buna gore, ii¢ ayri 1siticili manyetik karigtirict tizerinde deney diizenekleri
kurulmustur. Her bir deneyde 9 mL 6 mM AgNOs ¢ozeltisi kullanilmistir ve bu
¢ozeltilerin sicakliklar1 belirlenen sicakliklara getirildikten sonra, tizerlerine 1 mL bitki
ekstrakti damla damla ilave edilmistir. 15 dakika karigsmasinin ardindan ortam pH’1 7
olarak ayarlanmistir. Ardindan reaksiyon 60 dakika karigmaya birakilmigtir. Sicaklik
degerleri reaksiyon sirasinda termometre yardimiyla kontrol edilmistir. Reaksiyon
bittikten sonra elde edilen s1vi1 slispansiyonlar 9000 rpm de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Ardindan UV/Goriiniir  Bolge Spektrofotometresi ile absorpsiyon spektrumlari

kaydedilerek, olusan nanoparcaciklarin YPR pikleri izlenmistir.
3.5. Ag Nanoparcaciklarin Karakterizasyonu

Belirlenen  reaksiyon  parametreleri  kullanilarak ~ sentezlenen  Ag
nanopargaciklariin deiyonize su ile uygun seyreltmeleri yapilarak ve bazi yontemlerde
kat1 6rnek gereksinimi i¢in liyofilizasyon yontemi ile kurutularak karakterizasyon

yontemlerinde kullanilmistir.

Ag nanoparcaciklarin, sekil ve boyut analizi i¢in, nanoparcacik siispansiyonundan
alman 10-20 pL 6rnegin bakir grid iizerine damlatilip kurutulmasiyla STEM cihazi ile
goriintiileri alinmustir.  Aymi sekilde karbon bant lizerine damlatilip kurutulan 6rnegin,
4,30 nm kalinliginda iridyum kaplamas: yapilarak Taramali Elektron Mikroskopisi
(FESEM) cihaz1 ile Enerji Dagilim X-Isim1 (EDX) analizi yapilmistir. Kurutulan Ag
nanoparcaciklarmin kristal yapilarinin aydinlatilmas: ve faz safliginin gosterilmesi i¢in
X-151n1 Difraktometresi (XRD) analizi, 26 = 5-90 derece araliginda yapilmistir. Ayni
cihazin database’ i kullanilarak Rietveld analizi yapilmistir. Ag nanopargaciklarin yiizey
yiikiiniin belirlenmesi amaciyla zeta potansiyeli 6l¢lim cihazi kullanilmistir. Bu 6l¢iim
MALVERN Nano ZS90 cihazinda, 20-90 °C sicaklik ve 1,2-1,65 kirilma indisi
araliklarinda gerceklestirilmistir. Sentezde kullanilan ekstraktin ve sentezlenen
nanoparg¢aciklarin yapisini aydinlatmak i¢in Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrometresi
(FT-IR) ile yap1 analizleri yapilarak, ekstrakttan kaynaklanan fonksiyonel gruplar

belirlenmistir.

Sentezlenen nanopargaciklarin Ag igeriginin kantitatif analizi igin Indiiktif

Eslesmis Plazma Spektrometresi (ICP-MS) kullanilmustir. Olgiimler igin, nanoparcacik
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stispansiyonu once derigik HCI ile parcalanmigtir ve daha sonra uygun seyreltmeleri

yapilarak analiz edilmistir.
3.6. Hiicre Hatlari ve Biiyiitme Kosullar:

Sitotoksisite deneylerinde MDA-MB-231, MCF-7 ve CRL-4010 meme hiicre
hatlart ATCC’den (Amerikan Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu) temin edilmistir. Hiicre hatlar1
%10 FBS (Fetal bovine serum) ve %]1 Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin B igceren
DMEM ortami i¢inde 37 °C’ de, %95 nem ve %5 CO:2 kosullarinda hepa filtreli

inkiibatorde cogaltilma islemi gerceklestirilmistir.
3.7. Sitotoksisite Testi (MTT Testi)

MDA-MB-231, MCF-7 ve CRL-4010 hiicreleri 1X DPBS ile yikandi. Daha sonra
hiicreler %0,25 Tripsin/EDTA ile kaldirildi. Kalkan hiicrelerin dagilmasi i¢gin DMEM
besiyeri ile muamele edildi. Daha sonra hiicreler falkon tiiplere alindi. Uzerine 4 mL
besiyeri ilave edildi. Ardindan bu homojen hiicre siispansiyonlarindan ayr1 ayr1 20 pl
ependorf tiiplere alind1 ve iizerine 20 pl hazir tripan mavisi (Tripan Blue) boyasi eklendi.
Pipetaj yapildi ve Thoma lami ile hiicreler sayildi. Hiicrelerin 5x10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekimi gergeklestirildi. Bu hiicreler 100 pl/kuyucuk
icerisinde gece boyunca kiiltiire edildi. Bu siirecin ardindan kuyucuklara tutunan
hiicrelere Ag nanoparcaciklarin uygulanmasi iglemi gergeklestirildi. MDA-MB-231,
MCF-7 ve CRL-4010 hiicreleri 50 ppm, 25 ppm, 12,5 ppm, 6,25 ppm ve 3,125 ppm
derisimlerinde 4 tekrarli olacak bigimde Ag nanoparcaciklar ile muamele edildi ve 24 saat
ve 48 saat boyunca inkiibasyona birakildi. 24 saatlik ve 48 saatlik uygulamalar ayr1 ayr1
gerceklestirildi. Siire sonrasinda hiicrelere MTT uygulamasi gerceklestirildi. Hiicreler
tizerine 10 pl/kuyucuk MTT soliisyonu (5 mg/mL) ilave edildi ve 3 saat inkiibasyona
birakildi. 3 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelerdeki besiyeri uzaklastirildi ve her
kuyucuga MTT tuzunu ¢ézmek amaciyla 100 pl DMSO (dimetil siilfoksit) eklendi.
Ardindan oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda
canli hiicreler tarafindan indirgenmis MTT tuzunun yogunluguna bagh olarak olusan renk
degisimi 540 nm ve 690 nm dalga boyunda ELISA okuyucu cihazinda optik yogunluk
(OD) degerleri olciildii ve sonuglar kaydedildi. Bu islemler her hiicre hatti igin
gergeklestirildi.
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Hiicre Canlilig1: Ornek (OD) / Kontrol (OD) X 100

Formiilii ile hiicre canlilig1 hesaplanmustir.
3.8. Aneksin-V/PI Boyamasi (Akis Sitometri Analizi)

Ag nanoparcaciklarin, MDA-MB-23, MCF-7 ve CRL-4010 hiicreleri iizerindeki
apoptotik etkilerini degerlendirmek amaciyla Aneksin V-FITC/propidium iodide (PI)
boyasi kullanarak Aneksin V-FITC apoptoz kiti (Biolegend USA) talimatlarina gore
yapildi.

Hiicreler nanopargacigin 50 ppm derisimindeki ¢ozeltisi ile 24 saat ve 48 saat
boyunca muamele edildi. Bu siirelerin sonunda kuyucuklar DPBS ile yikandi. Tripsin
eklenerek hiicreler kaldirildi. Kaldirilan hiicrelerin izerine tripsin etkisinin sonmesi i¢in
DMEM besiyeri eklendi. Hiicreler falkon tiiplere alindi ve 5 dakika 1800 rpm hizda
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi list kisim atild1 ve pelet kism1 boyama tamponu (staining
buffer) ile ¢oziildii. Hiicreler ependorf tliplere alindi ve bu yikama islemi 2 kez yapildi.
Ikinci yikamadan sonra 100 pl Aneksin V baglama tamponu (binding buffer) her tiipe
aktarildi. Ardindan 2,5 pl Aneksin V boyast ve 5 pl propidium iodide soliisyonu bu
tiplere eklendi. Tiipler karanlik ortamda muhafaza edildi. Boyanan ornekler akis
sitometri (Flow Cytometry, BD C6) cihazi ile analiz edildi. Analizden hemen once ise
400 pl baglanma tamponu (10 mM HEPES/NaOH, pH 7,5 i¢inde 140 mM NacCl ve 2,5
mM CaClz) boyanan hiicreler iizerine eklendi ve apoptotik Olgiim gerceklestirildi.
Olgiimii gerceklestirilen drneklerin yiizdeleri hesaplanarak apoptoz grafigi olusturuldu.
Kit farkli popiilasyonlarin ayirt edilmesini saglamaktadir. Bunlar; canli hiicrenin
bozulmamis mitokondriyal zari, bozulmus mitokondri zari, erken ve gec apoptotik
hiicreler ve 6lii hiicrelerdir. Her bir durum yiizdeleri hesaplanarak histogram olarak

verilmistir.
3.9. Antioksidan Aktivitesi Tayini

Nanopargaciklarin antioksidan aktivitesinin tayin edilmesi ig¢in 2,2-difenil-1-
pikril-hidrazil (DPPH) reaktifi ile radikal stipiirme yontemi uygulanmistir. 0.1 mM DPPH
etanol iginde ¢oziilerek hazirlanmigtir. Ag nanopargaciklarin 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm,
200 ppm ve 300 ppm olmak iizere bes farkli derisimi hazirlanmustir. Pozitif kontrol olarak
ise dogal bir antioksidan olan askorbik asit kullanilmistir. Askorbik asidin 50 ppm, 100
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ppm, 150 ppm, 200 ppm ve 300 ppm olmak iizere bes derisimi hazirlanmistir. 96
kuyucuklu plakalara nanopargacik siispansiyonundan 50 pl alinip tizere 0.1 mM DPPH
cozeltisinden 150 pl eklenmistir. Bu islem tiim derisimler i¢in gerceklestirilmistir. Ayni
sekilde negatif kontrol olarak kuyucuklara 50 pl etanol ve 150 pul DPPH ¢ozeltisi
koyularak hazirlanmistir. Pozitif kontrol olarak sectigimiz askorbik asidin tiim derisimleri
icin de ayn1 adimlar gerceklestirilmistir. 50 pul askorbik asit ¢ozeltisi tizerine 150 ul DPPH
¢ozeltisi eklenmistir. Hazirlanan tiim bu karisimlar oda sicakliginda karanlik bir ortamda
30 dakika boyunca bekletilmistir. Daha sonra bu karisimlarin absorbans degerleri ELISA
tabaka okuyucu cihazinda 517 nm dalga boyunda Olclilmiistiir. Bu Ol¢limler 3 kez
tekrarlanarak yapilmigtir ve elde edilen sonuglarin ortalamalari alinarak grafik

olusturulmustur.

(Cozeltilerinin antioksidan aktiviteleri DPPH absorpsiyonunun % inhibisyonu

olarak verilmistir. Bu deger asagidaki formiile gore hesaplanmistir:

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

A ontrol: 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: Askorbik asit ¢ozeltilerinin absorbans degerleridir.

3.10. Antibakteriyel Aktivite Deneyleri

Nanoparcaciklarin antibakteriyel aktivite deneyleri disk difiizyon yontemi
kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu tez ¢alismasinda disk difiizyon yontemi kullanarak
antibakteriyel aktivite, gram negatif bakteri olan E. coli ve gram pozitif bakteri olan S.

aureus bakteri tiirleri iizerinde test edilmistir.
3.10.1. Besiyeri Hazirlanmasi

Sivi ve kati besiyeri olmak iizere iki besiyeri hazirlanmistir. Sivi besiyeri

hazirlamak i¢in LB-Broth besiyerinden 2,5 gram tartildi ve bir erlen icerisinde 100 mL’
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ye saf su ile tamamlanmistir. Ardindan biraz galkalandi ve sterilizasyon igin 121 °C, 1
atm basingta, 15 dakika otoklav yapilmistir. Kat1 besiyeri i¢in ise Muller Hinton Agar
(MHA) besiyerinden 7,6 gram tartildi ve bir erlen igerisinde 200 mL’ ye saf su ile
tamamlanmustir. Sterilizasyon igin 121°C, 1 atm basingta, 15 dakika otoklav yapilmustir.
Hazirlanan kat1 besiyeri petri kaplarina ortalama 15-20 mL olacak sekilde dokiilmiistiir.

Petrilere dokiilen besiyerinin donmasi igin bir siire beklenmistir.
3.10.2. Bakteri Cogaltma

Staphylococcus aureus (S. aureus) ve Escherichia coli (E. coli) bakterilerini
kiiltiire etmek i¢in stok kiiltiirlerinden ayr1 ayr1 20 pL alinarak iizerlerine 1 mL LB-Broth
s1v1 besiyeri eklenmistir. Ardindan 37 °C” de 24 saat ¢alkalamali inkiibatorde 150 rpm

hizda birakilarak cogalmalar1 saglanmistir.
3.10.3. Disk Difiizyon Yontemi

Disk difiizyon yontemi iginde Ag nanoparcaciklarin {i¢ farkli dozu olarak; 643
ppm, 321 ppm, 160 ppm derisimler hazirlanmistir. Kat1 besiyeri bulunan petrilere 100 ul
olacak sekilde E. coli ve S. Aureus bakterileri yayma yontemi ile ekimi
gerceklestirilmistir. Sonrasinda pozitif kontrol olarak su, antibiyotik olarak ampisilin (50
mg/mL) kullanilarak disklere 50 pl tiim ornekler yiiklenmistir ve bu diskler petrilerin
tizerine yerlestirilmistir. Negatif kontrol olarak bos besiyeri kullanilmistir. Ardindan
petriler 24 saat 37 °C’de etiive inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda olusan zonlar

gozlemlenmistir ve kaydedilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Nanoparcacik Sentezinde Reaksiyon Parametrelerinin Optimizasyonu

Cotinus  coggygria  Scop.  ekstrakti  kullanilarak  sentezlenen Ag
nanoparcaciklarinin olusumu UV/Goériiniir Bolge Spektrofotometresi ile alian
absorpsiyon spektrumlarinin takibi ile dogrulanmistir. Ancak, bununla birlikte fizyolojik
pH’ da kararlilig1 yiiksek, kiiclik boyutta ve homojen boyut dagilimli, saf kristal yapisinda
nanopargaciklar sentezleyebilmek i¢in reaksiyon parametrelerin optimizasyonu biiyiik
onem tasimaktadir (Javed, 2020). Ayrica, Optimizasyon ¢alismalarindan 6nce, giimiis

nanoparcacik olusumuna ekstraktin etkinligi arastirilmistir.

4.1.1. Ekstrakt Etkinliginin Incelenmesi

Nanopargaciklarin sentezi belirtilen reaksiyon kosullarinda ([AgNOs]: 6 mM,
AgNOz/ekstrakt: 9 (mL:mL), oda sicakligi), sadece pH optimizasyonu yapilmadan,
ekstraktin dogal pH’ sinda yapilmistir ve nanopargacik olusumunu takip etmek igin
senteze 24 saat boyunca devam edilmistir. Sentez esnasinda ilk saatlerde ekstraktin
renginden farkli olarak herhangi bir renk degisimi gozlenmemistir, 24 saat sonunda ise
renk degisiminin agik saridan koyu griye doniistiigli gozlemlenmistir. Sentez devam
ederken 1. saatte ve 24. saatte drnegin UV/Goriiniir Bolge absorpsiyon spektrumlari
alinmugtir (Sekil 6).
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Sekil 6. Ag nanopargaciklarin olusumunda bitki ekstraktinin etkisi 1. Saat (mavi) ve 24. saat (turuncu)

spektrumlari

24 saat sonunda 436 nm' de 6rnege iliskin yayvan bir absorbans bandi goriilmiistiir. Bu
sonug ile ekstraktin zamana bagli olarak nanoparcacik olusumunda etkili oldugu ancak
aglomerasyonun ¢ok oldugu ve homojen boyut dagiliminda kararli nanopargacik

olusumunu desteklemedigi diisiiniilmiistiir.
4.1.2. Ag Nanoparcaciklarin Sentezine AGQNO3 Derisiminin Etkisi

Ag nanopargacik olusumuna AgNOs3 derisiminin etkisinin incelenmesi amaciyla,
ti¢ farkli derisimde (3 mM, 6mM, 9mM) AgNOs kullanilarak ve diger tiim reaksiyon
parametreleri sabit tutularak (AgNOa/ekstrakt: 9 (mL:mL), pH:7, oda sicakligi, 2 saat
reaksiyon siiresi), nanoparcacik sentezleri yapilmistir. Verilen kosullarda, 3 mM ve 9 mM
AgNO:s ile sentezlenen nanoparcacik siispansiyonlarinin santrifiij (9000 rpm, 10 dak.)
edilmesiyle, aglomerasyonundan kaynakli daha fazla ¢okme goriilmiistiir. 6 MM AgNOs
¢ozeltisi ile sentezlenen nanopargaciklarda ise ¢okmenin ve aglomerasyonun daha az
oldugu goriilmiistiir. Yapilan sentezlerden elde edilen nanoparcacik Orneklerinin
UV/Goriiniir Bolge absorpsiyon spektrumlari1 kaydedilmistir ve YPR pikleri izlenmistir
(Sekil 7).
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Sekil 7. 3 mM, 6mM, 9mM AgNO; kullanilarak sentezlenen Ag nanopargaciklarin UV/Gériiniir Bolge
absorpsiyon spektrumlari

Elde edilen spektrumlara gore, 3 mM, 6 mM ve 9 mM AgNO3 ¢ozeltisinden
sentezlenen nanoparcaciklar sirasiyla 415 nm, 415 nm ve 420 nm dalga boylarinda YPR
piki vermistir (Sekil 7). Mie’nin bir teorisine gore kiigiik boyutlu nanopargaciklar daha
diisiik dalga boyundaki 15181 absorplarken biiyiik boyutlu nanopargaciklar daha yiiksek
bir dalga boyunda 15181 absorplamaktadir (Bakar ve ark., 2013). Dalga boyundaki 5

nm’lik kayma pargacik biliylimesine dayandirilmaktadir.

415 nm’deki en siddetli pik, 6mM AgNOs ile sentezlenen nanoparcaciklara ait
olup, bu sonu¢ ile bu derisimde ve kosullarda yapilan sentezin nanopargacik
olusumundaki verimliliginin daha yiiksek oldugunu gostermektedir. Aglomerasyonun

daha az olmasi da sonucu desteklemektedir.
4.1.3. Ag Nanoparcaciklarin Sentezine Ekstrakt Miktarimin Etkisi

Ag nanopargacik sentezinde kullanilan ekstrakt derisiminin etkisinin incelenmesi
icin tim reaksiyon parametreleri sabit tutulup ekstrakt miktar1 degistirilerek (1/3 mL, 1
mL, 3 mL ve 6 mL) sentezler gergeklestirilmistir (9 mL [AgNO3]: 6 mM, pH:7, oda
sicakligl, 2 saat reaksiyon siiresi). Sentez sonrasinda nanopargacik siispansiyonlari
santrifiijlenerek aglomerasyonlarindan ayrilmistir. Orneklerden, 1/3 mL ve 1 mL bitki
ekstrakti kullanilarak elde edilen nanopargaciklarda santrifiijden sonra ¢oken kisimlarinin
olmadigr gorilmiistir. Fakat 3 mL ve 6 mL ekstrakt kullanilarak elde edilen

nanoparcaciklarin santrifiij edildikten sonra ¢oken miktarlarinin oldugu gézlemlenmistir.
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Farkli Ag/ekstrakt oranlarinda yapilan sentezlerden elde edilen Ag nanopargaciklarin
UV/Goriiniir Bolge absorpsiyon spektrumlart kaydedilmistir ve YPR pikleri izlenmistir
(Sekil 8).
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Sekil 8. Farkli miktarlarda bitki ekstrakt: kullanilarak sentezlenen AQ nanopargaciklarin UV/Gériiniir
Bolge absorpsiyon spektrumlart

1/3 mL, 1 mL, 3 mL ve 6 mL ekstrakt ile sentezlenen nanopargaciklarin max.
absorbans degerleri ve YPR pikleri sirasiyla; 0,780 - 415 nm, 1,336 - 415 nm, 0,986 - 420
nm, 0,879 - 300 nm seklindedir. Bu sonuglara gére, 6 mL ekstrakt kullaniminda,
stispansiyon ¢oken aglomerasyonlardan ayrildiktan sonra, siipernatantta nanopargacigin
kalmadigy, ilgili YPR pikinin kaybolmasindan anlasilmaktadir. Bununla birlikte, ekstrakt
miktart arttikca (3 mL, 6 mL) nanopargaciklarin YPR pikleri 5 nm kirmiziya kayma
gorilmiistiir, ekstrakt artis1 ile aglomerasyonun arttig1 goriilmiistiir. Bu sonug santrifiij
sonrast gozlem ile de uyumludur. Ektrakt derisiminin artmasi ile, nanopargaciklarin
cekirdeklenme merkezlerinin artmasi ve nanopargacik olusumunun artmasi beklenirken,
¢okmenin fazla olmasi ve YPR pik siddetindeki diisiisiin, aglomerasyonun fazla ekstrakt
igeriginden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Majid, 2018). Diisiik ekstrakt derigsiminin
kullanilmastyla (1/3 mL, 1 mL) elde edilen nanoparcaciklarn YPR piklerinin
absorpsiyon degerleri dikkate alindiginda (1 mL: 0,78, 3 mL: 1,336), 3 mL ekstrakt
kullanildiginda daha biiyiik verim ile nanopargacik elde edildigi gériilmektedir. Ekstrakt
miktarinin azalmasi ile nanopargacik c¢ekirdeklenme merkezlerinin azaldigi, bunun da
nanopargacik cekirdeklenmesine gore nanopargacik biiyiime mekanizmasinin baskin

oldugu ve nanopargacik olusum verimini (sayisini) disiirdiigii diistiniilmektedir (Majid,



34

2018). Optimum ekstrakt derisimine, 9 mL AgNO3 (6 mM) ¢ozeltisine, 1 mL ekstrakt
eklendiginde ulasilmistir (Sekil 5).

4.1.4. Ag Nanoparcaciklarin Sentezine Reaksiyon pH’ sinin EtKisi

Nanopargacik olusumuna pH etkisini incelemek i¢in, nanoparcgaciklar pH: 4, 5, 7,
9, 10’ de diger parametreler sabit tutularak sentezlenmistir ([AgNO3]: 6 mM,
AgNO3/ekstrakt: 9, oda sicakligi, 2 saat reaksiyon siiresi). Farkli pH’ larde sentezlenen
nanoparcacik siispansiyonlart santrifiiy (9000 rpm, 10 dk.) edildikten sonra,
siipernatanttan alinan Ornekler UV/Goriinlir Bolge spektrofotometresinde analiz
edilmistir ve absorpsiyon spektrumlart kaydedilmistir (Sekil 7). Bununla birlikte,
kullanilan ekstraktin pH’ s1, reaksiyon pH’ larma (5, 7, 9) ayarlanarak, ekstraktin da
absorpsiyon spektrumlar1 kaydedilmistir. Ekstraktlara ait maksimum absorbans piklerinin

300 nm dalga boyunda olustugu tespit edilmistir (Sekil 7).
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Sekil 9. Ag nanopargaciklarin ve bitki ekstraktinin farkli pH optimizasyonu i¢in UV / Goriiniir bolge analizi

Sonuglara gore, pH degeri arttik¢a absorbansta artis gdzlemlenirken dalga boyunda ise
425 nm’den 410 nm’ye kayma (maviye kayma) gozlemlenmistir (Sekil 9). pH:7 ve tizeri
ortamda, Ag* iyonlarinin metalik giimiise indirgenmesi ve ¢ekirdek olusumunun daha
hizli oldugu sonucuna varilmistir (Edison ve ark., 2012). Reaksiyon pH’s1: 5, 7 ve 9° olan
sentezlerden elde edilen nanopargaciklarin YPR piklerine ait (pH:5) 420 nm, (pH:7) 415
nm, (pH:9) 415 nm) absorbanslarinin daha yiiksek olmasi nedeniyle, nanopargacik

olusum veriminin daha fazla oldugu disiiniilerek, bu pH degerlerinde olusan Ag
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nanoparcaciklarin STEM goriintiileri elde edilmistir (karakterizasyon sonuclarinda
STEM goriintiileri verilmistir). Her i¢ pH’ da yapilan sentezlenen nanoparcaciklarin
kiigiik boyutlu ve homojen dagilimda olmalari nedeniyle, in vivo deneylerine, fizyolojik
pH degerini dikkate alarak; pH: 7° de sentezlenen Ag nanoparcaciklari ile devam

edilmistir.
4.1.5. Ag Nanoparcaciklarin Sentezinde Reaksiyon Siiresinin Etkisi

Nanopargacik sentezi belirlenen kosullarda ([AgNO3]: 6 mM, AgNOz/ekstrakt: 9,
oda sicakligi, pH: 7) tekrarlanarak, optimum sentez siiresini belirlemek i¢in, reaksiyon 2
saat boyunca karistirilmaya birakilmistir ve belirli araliklarla (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105,
120 dk.) 6rnekler alinarak nanopargaciklarin YPR pikleri izlenmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. Ag nanoparcaciklarinin sentez sirasinda belirli araliklarda alinan 6rneklerinin UV / Goriiniir
Bolge absorpsiyon spektrumlari

Sonuglara gore, nanopargacik olusumunun 60. dakikaya kadar siirdiigii, ilgili YPR pikinin
siddetinin artmasindan anlasilmaktadir. Reaksiyon siiresinin artmasiyla pargacik
bliylimesinin meydana geldigi ve dolayisiyla nanoparcacik g¢ekirdek olusumunun 60
dakikada tamamlandig: diisliniilmektedir. Daha uzun siiren reaksiyonlarda, aglomere olan
parcaciklarin artti§1, santrifiijlenen Orneklerin ¢okeleklerinin  artmasindan da

dogrulanmaktadir. Optimum reaksiyon siiresi 60 dk. olarak belirlenmistir.
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4.1.6. Ag Nanoparcaciklarin Sentezinde Reaksiyon Sicakhginin Etkisi

Nanopargaciklarin g¢ekirdeklenme hizina, nanopargacik biiyiimesine, boyut ve
boyut dagiliminda reaksiyon sicakligin etkisinin oldugu bilinmektedir (Yang ve ark.,
2017). Belirlenen reaksiyon parametreleri ile Ag nanopargaciklarin sentezi oda sicakligi,
55 °C ve 85 °C sicakliklarda tekrarlanmigtir. Nanopargacik orneklerinin UV/Goriiniir

Bolge absorpsiyon spektrumlari kaydedilmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. Ag nanopargacik sentezinde sicaklik optimizasyonu i¢in UV / Goriiniir Bolge analizi

Oda sicakliginda sentezlenen nanopargaciklarda herhangi bir cokme meydana gelmedigi,
ancak reaksiyon sicakliginin artmasiyla aglomerasyonun arttigi ve ¢okmelerin oldugu
gozlemlenmistir. Nanoparcaciklara ait YPR pik siddetlerinin azalmasi da nanopargacik
olusum veriminin biraz azaldigim gostermektedir, ancak reaksiyon sicakligi 85 °C’ ¢
cikarildiginda YPR pikinin 415 nm’ den 410 nm’ e kaydig1 goriilmiistiir. Bu da ytiksek
sicaklikta yapilan sentezde, ekstrakt iceriklerinin aglomerasyonundan kaynakli
nanoparcacik ¢cokmelerinin de olmasina ragmen nanopargacik ¢ekirdek olusum hizini
arttirmas1 nedeniyle daha kii¢ilk ve homojen nanoparcaciklarin olustugu sonucuna
ulastirmistir  (Liu ve ark.,, 2020) Oda sicakliginda ve 85 °C’de sentezlenen
nanopargaciklarin STEM goriintiileri alinmistir ve sonuglarla tutarli oldugu goriilmiistiir.

STEM goriintiileri nanopargacik karakterizasyonu boliimiinde verilmistir.

Sonu¢ olarak, sentezin 9 mL, 6 mM AgNOsz c¢ozeltisine 1 mL ekstrakt

eklenmesiyle, pH: 7’ de ve 85 °C’ de ve 60 dk. siirede yapilmasiyla, kararli nanopargacik
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olusumu ve homojen parcacik bilylimesinin saglandigi optimum kosullara ulasildig:
belirlenmistir. Karakterizasyon ve in vitro ¢alismalarda kullanilan nanoparcaciklar bu

kosullar altinda sentezlenmistir.
4.2. Karakterizasyon Sonug¢lari
4.2.1. STEM ve EDS Analizi

Biyolojik uygulamalarda kullanilmak iizere nanoparcaciklarin hazirlanmasinda,
sentez ortami1 ve kaplama ajaninin uygunlugunun yaninda nanopargacigin boyut ve boyut
dagiliminin optimum olmasi, fizyolojik pH ortaminda kararliliginin yiliksek olmasi ve
aglomere olup ¢okmemesi ¢ok onemlidir. Bu amacgla, Ag nanopargaciklarinin sentez
kosullart degistirilerek, kararli ve kiigiik boyutlu nanopargaciklar sentezlenmeye
calistlmustir. Ug farkli pH ortaminda sentezlenen Ag nanoparcaciklarmin morfolojisini ve
boyutunu analiz etmek, li¢ 6rnege ait elektron mikroskobu goriintiileri STEM cihaz ile

alinmistir (Sekil 11).
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Sekil 12. a. pH: 5° de, b. pH: 7’ de, c. pH: 9’ da sentezlenen Ag nanopargaciklarinin STEM goriintiileri
skala sirastyla; 40, 40, 30 nm.
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STEM goriintiileri, Ag nanoparcaciklarinin olusumunun monodisperse ve kiiresel
sekilde gerceklestigini goOstermistir  (Sekil 12). Her 1ii¢ Ornege ait biiyiik
aglomerasyonlarin olmamasina ragmen, STEM goriintiilerinden pH: 5° de sentezlenen
nanoparcaciklarin boyut dagilimlarinin digerlerine gére daha genis oldugu, nanopargacik
biliylimesinin bu sartlarda homojen olmadig1 gozlemlenmistir. pH: 9’da sentezlenen
nanopargaciklarda daha biiyiik pargaciklarin olustugu goriilmustiir. Sentezlere pH: 7° de

devam edilerek, nanopargacik olusumuna sicakligin etkisi degerlendirilmistir.

Nanopargacik boyutuna etki eden en dnemli reaksiyon parametresi olan reaksiyon
sicakligiin nanopargacik olusumuna etkisini anlamak igin, pH: 7° de, 25 °C ve 85 °C’ de

sentezlenen 0rneklerin STEM goriintiileri alinmigtir.
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Sekil 13. a. 25 °C’ de, b. 85 °C’ de, sentezlenen Ag nanopargaciklarinin STEM goriintiileri skala: 40 nm.



40

Yiiksek sicaklikta sentezlenen nanoparcaciklarin oda sicakliginda sentezlenene
gore boyut dagiliminin daha homojen oldugu gozlemlenmistir. 85 °C’ de sentezlenen
nanopargaciklara farkli bolgelerden geneli temsil etmesi agisindan farkli biiyiitme bir
STEM goriintiisii daha verilmistir (Sekil 14). pH: 7 ve 85 °C’ de sentezlenen
nanopargaciklarin STEM goriintiilerinden, boyut dagilimi grafigi elde edilmistir. Grafik

100 pargacigin boyutlarinin Image J programinda 6lgiilmesiyle ¢izilmistir.
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Sekil 14. a. 85 °C’ de, sentezlenen Ag nanopargaciklarinin STEM goriintiisii skala: 100 nm. b. STEM

goriintlisiinden elde edilen boyut dagilim grafigi.

Elektron mikroskop goriintiilerinden yola ¢ikilarak sentezlere 85 °C’ de devam
edilmistir. Tiim karakterizasyonlar ve in vitro ¢alismalari, pH:7 ortaminda 85 °C’ de ve

belirlenen diger optimum kosullarda sentezlenen nanoparcaciklara aittir.
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Nanoparcaciklarin  metal igeriklerinin gosterilmesi i¢in Taramali Elektron
Mikroskopisi (FESEM) cihazi ile EDS analizi yapilmis ve 6rnegin bilesimi gosterilmistir
(Sekil 15).
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Sekil 15. Ag nanoparcacik 6rneginin EDS analizi

EDS spektrumundan, nanopargacik Orneginin Ag, O, Na, K, P ve Ca igerigi
goriilmektedir. Ag disindaki igerikler bitki ekstraktindan kaynaklanmaktadir.

4.2.2. FT-IR Analizi

FT-IR spektroskopisi kullanilarak hem nanopargaciklarin hem de bitki
ekstraktinin igeriginde bulunan fonksiyonel gruplari ve ikincil metabolitleri belirlemek
amaciyla kurutulmus drneklerin 400-4000 cm ™! spektral aralikta spektrumlart alinmistir
ve spektrumlar st liste cakistirilarak verilmistir (Sekil 15). Elde edilen analiz sonuglari

tablo halinde 6zetlenerek gosterilmistir (Tablo 5).
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Sekil 16. Cotinus coggygria Scop. ekstrakti (mavi) ve Ag nanopargaciklarma (kirmizi) ait FTIR
spektrumlari



43

Tablo 5. Ag nanopargaciklarin ve Cotinus coggygria Scop. ekstraktinin FTIR spektrumlarindan elde edilen
bantlarin dalgasayilar1 (cm™)

Ag Nanoparcaciklari Cotinus coggygria Scop.
(cm™ Ekstrakt: (cm™)
3243,46 3219,53
2914,67 2886,57
1581,95 1608,51
1351,04 1338,62
1046,89 1201,33
877,72 1034,73
832,39 870,85
767,61 765,55
666,61 661,27

Bitki ekstraktina ve nanopargaciga ait spektrumlar c¢akistirildiginda (Sekil 15),
bantlara ait giiclii tepe noktalarinin dalga sayilarinin biraz kaydigi, ancak ayn1 fonksiyonel
gruplarin her iki 6rnekte de bulundugu goriilmistiir. Bu sonu¢ nanopargaciklarin Cotinus

coggygria Scop. bitki ekstrakti ile sentezlendigini dogrulanmaktadir.

Literatiire bakildiginda Cotinus coggygria Scop. bitkisinin gesitli bolgelerinin
biyoaktif sekonder metabolitler, flavonoidler (fitesin, fustin, kuersetin, apigenin,
mirisetin taksifolin), auronlar (siilfiiretin, disiilfiiredin, siilfiirin), kalkonlar (butein,
izoliquiritigenin), antosiyanin ve diger fenolik igerik bakimindan zengin oldugu
bildirilmistir (Deniz ve ark., 2020). Spektrumda dalga sayilarindaki kaymalar, bu genis
spektrumlu ekstrakt bilesenlerinin Ag nanopargacik olusumunda rol almasindan

(indirgeme ve oksitleme) ve nanopargacik yiizeyine baglanmasindan kaynaklanmaktadir.

Cotinus coggygria Scop. Ekstraktinin FTIR spektrumundaki, 3243 cm™> deki
siddetli bant polifenolik gruplardaki O-H gerilme titresimine karsilik gelmektedir (Li,
2020). Bu bandin3243 cm™’den 3219 cm™ e kaymas: ekstraktta bulunan fenolik

bilesiklerin nanopargacik sentezindeki katkisini gostermektedir (Hemlata, 2020).

2914 ve 2848 cm-1 de C=H baglarimin gerilme titresiminden kaynaklanan piklere
karsilik gelmektedir (Zhang, 2020). 1351 cm™’ deki bant ise bantlar C-H ve C-O gerilme
titresimlerine aittir (Sirdeshpande, 2018). 1046 cm™ de tamimlanan bant ester, alkol,
karboksilik asit, eterdeki amid C-O bagi ile birlikte amin baglarmin varligini
gostermektedir (Yusefi, 2020). 1550-650 cm™ arasindaki bantlar C=0O fonksiyonel
grubuna atfedilmektedir. Bu verilere bakildiginda tanimlanan tiim bantlarin ekstraktta

bulunan zengin polifenol igeriginin varligini kanitlar nitelik tasidig: goriilmektedir.
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4.2.3. X-Isim Difraktometresi (XRD) Analizi

Cotinus  coggygria  Scop.  ekstraktt  kullanilarak  sentezlenmis  Ag
nanoparcaciklarin kristal yapilarin1 ve kristal safligin1 ortaya koymak amaciyla XRD
analizi yapilmistir ve XRD spektrumu elde edilmistir (Sekil 16). XRD sonuglarina gore
ayrica Rietveld analizi de yapilmistir ve % Ag bilesimi de verilmistir (Sekil 17, 18).
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Sekil 17. Ag nanopargacigin XRD deseni.
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Sekil 18. Ag nanoparcacigm Rietveld analizi
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Elde edilen bu spektrumdaki keskin pikler Ag nanopargaciklarinin kiibik ve kristal
yapida oldugunu yansitmaktadir (Hemlata, 2020). Ag nanopargaciklarin XRD deseni dort
siddetli tepe noktas1 vermistir. Bu tepe noktalar1 20° = 38°, 45°, 64° ve 77° olmakla
beraber sirasiyla; (111), (200), (220) ve (311) diizlemlerine karsilik gelmektedir (Pandit
ve ark., 2017). 26° = 30°, 32°, 34° ac1 degerlerindeki piklerin ekstrakttan kaynaklandigi
diistintilmektedir (Khan ve ark., 2020).

Rietveld analizine gore, sentezlenen nanopargaciklar %100 metalik giimiis
fazindan olusmaktadir. XRD sonuglari, yesil sentez yontemi ile Ag nanopargaciklarin
tretildigi diger c¢aligmalarla benzerlik gostermektedir (Abreu, 2020). Boylece XRD
analizi sonuglar1 ile, yesil sentez yontemi kullanarak kristal Ag nanopargaciklarinin

basarili bir sekilde sentezlendigi kanitlanmistir.
4.2.4. Zeta Potansiyeli Analizi

Kolloidal nanopargaciklarin yiizey yiikii ve kararlilig1 zeta potansiyeli l¢iimii ile
belirlenmektedir (Nagasaki ve ark. 2003). Ag nanopargaciklarinin sulu ¢ozeltisindeki
ylizey ylik karakterizasyonu zeta potansiyel 6l¢lim cihazi ile 3 tekrarli 6lgiimler seklinde

gerceklestirilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Ag nanopargaciklarina ait zeta potansiyeli grafigi.
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Ag nanopargaciklarin deiyonize su igindeki siispansiyonunun zeta potansiyeli -
45.11 mV olarak bulunmustur. Ag nanoparcaciklar arasi1 aglomerasyonun azalmasinin
nedenlerinden birinin Ag nanoparcaciklarin yilizeyindeki yiik biiytkligiiniin yiliksek
olusundan kaynaklandig1 ve yiiksek ytikiin nanopargaciklar arasinda olusan giiglii bir itici
giice sahip olmasindan kaynakladigi bilinmektedir (Ebrahimzadeh, 2020). Pargacik
aglomerasyonunu ve kiimelenmesini 6nlemek i¢in ayni zamanda nanopargaciklar arasi
kararlilig1 sagmak i¢in yiiksek pozitif ya da negatif zeta potansiyeli sonuclarinin elde
edilmesi gerekmektedir (Nagasaki ve ark., 2003). Literatiire bakildiginda yiiksek negatif
zeta potansiyeline sahip kolloidlerin elektriksel kararliliklarinin daha iyi oldugu
goriilmektedir. Buna karsilik diisiik negatif zeta potansiyeline sahip kolloidlerin
kiimelesme egiliminde oldugu sdylenmektedir (Jadhav, 2018). Belirlenen optimum
kosullarda sentezlenen Ag nanoparcaciklarinin aglomerasyonunun olmamasi ve aylarca
nanopargacik stispansiyonunun kararli kalmasi, bu bilgiler 1s1¢1nda degerlendirdigimizde
Ag nanopargaciginin -45.11 mV zeta potansiyeli degeri ile kararliligin yiiksek oldugunu

dogrulamaktadir.
4.3. Sitotoksisite Testi (MTT Testi)

CRL-4010 meme epitelyal ve MCF-7 ile MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlar1 5 farkli dozda (3.125 ppm, 6.25 ppm, 12.5 ppm, 25 ppm ve 50 ppm) Ag
nanopargaciklari ile 24 saat ve 48 saat muamele edilmistir. Doz ve zamana bagl olarak
Ag nanopargaciklarinin hiicre canlilifina etkileri MTT testi kullanilarak belirlenmistir.
Belirlenen dozlarin yaninda nanoparcacik ile muamele edilmemis hiicreler de kontrol
olarak calisilmistir Mitokondride NADPH bagimli hiicresel oksidorediiktaz enzimi
bulunmaktadir. Bu enzim MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) boyasin1 ¢6ziinmez formazana indirgeme 6zelligi gostermektedir ve formazan
olusumu hiicresel metabolizma hizina baghidir (Kumar ve ark., 2018). Dolayisiyla
nanoparcaciklar ile muamele edilmis hiicrelerin, nanoparcacik ile muamele edilmemis
hiicrelere gore diisiik metabolizma hizina sahip olmalar1 beklenmektedir. Sonuclar, %

canlilik’ a kars1 derigim grafikleri seklinde verilmistir (Sekil 20-22).
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Sekil 20. 5 farkli derisimdeki (3.125 ppm, 6.25 ppm, 12.5 ppm, 25 ppm ve 50 ppm) Ag nanopargacik ile

24 saat ve 48 saat muamele edilmis CRL-4010 hiicrelerine ait hiicre canlilik grafigi (n=3).
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Sekil 21. 5 farkli derigimdeki (3.125 ppm, 6.25 ppm, 12.5 ppm, 25 ppm ve 50 ppm) Ag nanopargacik ile

24 saat ve 48 saat muamele edilmis MDA-MB-231 hiicrelerine hiicre canlilik grafigi (n=3).
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Sekil 22. 5 farkli derisimdeki (3.125 ppm, 6.25 ppm, 12.5 ppm, 25 ppm ve 50 ppm) Ag nanopargacik ile
24 saat ve 48 saat muamele edilmis MCF-7 hiicrelerine ait hiicre canlilik grafigi (n=3).

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

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

MTT testi sonuglari Ag nanoparcaciklarin artan derisimiyle ve maruziyet
stiresiyle birlikte hiicre canliliginin {i¢ hiicre tipinde de azaldigini1 gostermektedir (Sekil
20-22). CRL-4010 saglikli hicrelerinin maksimum Ag derisiminde (50 ppm)
nanoparg¢acik maruziyeti karsisinda hiicre canliliginin 24. saatte %69,2’ e diistiigt, 48.
saatte %46’ ya distiigi goriilmistiir. MDA-MB-231 kanser hiicrelerinin maksimum. Ag
derisiminde (50 ppm) nanoparc¢acik maruziyetinde hiicre canliliginin %72,1° e, 48. saatte
ise %47,7 e diistiigli goriilmiistiir. Zamana bagli olarak ve artan derisimle birlikte MCF-
7 kanser hiicrelerinde ise hiicre canliliginda en diisiik derisimlerde bile ciddi bir
azalmanin oldugu goriilmiistiir (Sekil 16.). MCF-7 kanser hiicrelerinin aymi derisimdeki
(50 ppm) Ag maruziyetinde, hiicre canliligi 24. saatte %5,2” e diismiistiir. 48. saatte bu
deger %3,5 seklindedir. MCF-7 hiicreleri i¢in ICso degeri 24 saat i¢in ~15 ppm, 48 saat
i¢cin ~ 4 ppm olarak bulunmugtur. MCF-7 hiicrelerinin Ag nanopargaciklarinin daha diisiik
dozlarinda bile diger hiicre tiplerine gore daha ¢ok etkilenmesi nanopargaciklarin segici
sitotoksik etki gdstermesi bakimindan anlamlidir. Bununla birlikte MDA-MB-231 kanser
hiicrelerinin Ag nanoparcaciklara MCF-7 kanser hiicrelerine kiyasla diren¢ gosterdigi

ortadadir (Sekil 20-22). MDA-MB-231 hiicre hattinin ICso degeri (~ 50 ppm) olan ve bu
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hiicre hattinda nanopargaciklarin etkin dozu olan ~ 50 ppm Ag nanoparcacik kullanilarak
apoptosis deneylerine tiim hiicre hatlarinda devam edilmistir. Hiicre goriintiileri kontrol
hiicre (nanoparcacik uygulanmamis) ve nanopargactk uygulanmis hiicre olarak

gosterilmistir (Sekil 23-25).

Sekil 23 A) Kontrol (Nanopargacik uygulanmamig) CRL-4010 hiicre hatt1 B) Nanopargacik uygulanmig
(50 ppm) CRL-4010 hiicre hatt:

Sekil 24. A) Kontrol (Nanopargacik uygulanmamig) MDA-MB-231 hiicre hatt1 B) Nanoparcacik
uygulanmis (50 ppm) MDA-MB-231 hiicre hattt

Sekil 25. A) Kontrol (Nanopargacik uygulanmamis) MCF-7 hiicre hatt1 B) Nanoparcacik uygulanmis (50
ppm) MCF-7 hiicre hatt1
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Yeni bir ajan olarak ilginin arttif1 fitokimyasallar vasitasiyla iiretilen Ag
nanopargaciklarin ila¢ dagitim sistemi olarak kullanildig1 bilinmektedir. Cetintag ve ark.
yaptig1 caligmada biyosentezi gergeklestirilmis Ag nanopargaciklarin MDA-MB-231,
A549 ve HT29 insan kanseri hiicre hatlar tizerinde antikanser aktivitelerini arastirarak
raporlamiglardir. Kanser hiicreleri Ag nanoparcaciklarla 24 saat muamele edildikten
sonra sitotoksik etki MTT testi kullanilarak analiz edilmistir ve bu ¢alismada tiretilen Ag
nanopargaciklarin MDA-MB-231 hiicre hattinda digerlerine gore en yiiksek sitotoksik
aktivite gosterdigi tespit edilerek ¢alismada kullanilan hem Eucalyptus camaldulensis
bitki ekstraktinin hem de bu bitki ekstrakti kullanarak sentezlenen Ag nanopargacigin
duyarliliginin MDA-MB-231 kanser hiicre hattinda daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(Cetintas ve ark., 2020). Cesitli makalelerde Ag nanoparcaciklarin MCF-7 kanser hiicre
hatt1 {izerindeki sitotoksik etkileri bildirilmistir. Kabir ve digerleri Ag/AgCI
nanopargaciklarin1 yesil sentez yontemi ile tireterek MCF-7 kanser hiicre hattinda
meydana gelen sitotoksik etkileri incelemistir. Bu sitotoksik etki MTS testi kullanilarak
analiz edilerek 1Cso degerleri 28 pg/mL olarak belirlenmistir. Ag/AgCl nanopargaciklari
MCF-7 kanser hiicre hatt1 izerindeki etkinin diger ¢calismalardaki Ag nanoparcaciklarina
gore daha uzun siireli oldugu bildirilmistir (Kabir ve ark., 2020). Hemlata ve ark.
yaptiklar1 bir ¢alismada Ag nanopargaciklarin biyosentezini Cucumis prophetarum bitki
ekstrakti ile gerceklestirerek A549, MDA-MB-231, HepG2 ve MCF-7 kanser hiicre
hatlar1 tizerindeki antiproliferatif aktivite degerlendirilmistir. Hiicreler farkl1 derisimlerde
nanoparcacik ile 24 saat muamele edildikten sonra hiicre canlilig1 analizi i¢gin MTT testi
kullanilmistir ve ICso degerleri sirasiyla 105,8, 81,1, 94,2 ve 65,6 ug/mL olarak
belirlenmistir. Bu sonuglara gore elde edilen nanoparcacigin diger hiicrelere kiyasla
MCEF-7 kanser hiicre hatt1 izerinde sitotoksik etkinin daha yiiksek oldugu gortilmiistiir

(Hemlata ve ark., 2020).

Literatiirdeki baz1 verilere bakilarak, Ag nanopargaciklarinin daha diisiik dozunun

MDA-MB-231 ve MCF-7 hiicreleri iizerinde etkin oldugu goriilmektedir.
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4.4. Aneksin-V Apoptoz Analizi (Akis Sitometresi Analizi)

Hiicre oliimiiniin apoptotik yol ile gergeklesip gerceklesmedigini anlayabilmek
icin Ag nanoparcaciklar ile muamele edilmis saglikli hiicre ve kanserli hiicreler {izerinde
Anneksin-V ve PI kimyasallar1 kullanilarak ¢ift boyama yapilmistir. CRL-4010, MCF-7
ve MDA-MB-231 hiicreleri, 50 ppm Ag nanoparcaciklari ile 24 saat ve 48 saat muamele
edilmistir. Elde edilen sonuglar histogramlar sekilde verilmistir (Sekil 26,27).

Histogramdaki bdlgelerden; Q1-UL ve QI1-LL 6li (nekrotik) ve canli hiicre
popiilasyonunu gosterirken, Q1-UR ve QI1-LR ge¢ ve erken apoptotik hiicre
popiilasyonunu  gostermektedir. Histogramlardaki verilerden vyararlanarak, Ag
nanopargcaciklar ile muamele edilen saglikli ve kanserli hiicrelerde ve kontrol gruplarinda
goriilen erken ve gec¢ apoptoz yiizdeleri dikkate alinarak ve toplam apoptoz yiizdeleri

hesaplanarak Ag nanoparcacik derisimine kars1 apoptotik hiicre popiilasyonlarinin grafigi

elde edilmistir (Sekil 28-30).
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Sekil 26. 50 ppm Ag nanoparcaciklari ile 24 saat boyunca muamele edilmis CRL-4010, MDA-MB-231
ve MCF-7 hiicre hatlar1 ve kontrol grubu i¢in akis sitometrisi analiz sonuglari
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Sekil 27. 50 ppm Ag nanopargaciklari ile 48 saat boyunca muamele edilmis CRL-4010, MDA-MB-231
ve MCF-7 hiicre hatlar1 ve kontrol grubu i¢in akis sitometrisi analiz sonuglari
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Sekil 28. 50 ppm olan Ag nanopargacik ile muamele edilmis CRL-4010 hiicrelerine ait 24. saat ve 48.

saat % apoptoz grafigi
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Sekil 29. 50 ppm olan Ag nanopargacik ile muamele edilmis MCF-7 hiicrelerine ait 24. saat ve 48. saat %

apoptoz grafigi
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Sekil 30. Derisimi 50 ppm olan Ag nanopargacik ile muamele edilmis MDA-MB-231 hiicrelerine ait 24.
saat ve 48. saat % apoptoz grafigi

Ag nanoparcaciklar ile muamele edilen MCF-7 hiicre hattinda inkiibasyonun 24.
saatte, MDA-MB-231 hiicre hattina kiyasla apoptotik hiicre popiilasyonunun fazla oldugu
ve zaman bagl olarak her iki hiicre hatti icin bu oranin 48. saatte arttig1 goriilmiistiir.
Bununla beraber saglikli hiicre olan CRL-4010 hiicre hattinda diger hiicre hatlarina
kiyasla 48 saate kadar apoptotik hiicre popiilasyonunun daha az oldugu saptanmustir.
Toplam apoptoz yiizdeleri, 24. ve 48. saatte CRL-4010 hiicreleri i¢in sirasiyla %4,66 -
%32,36, MDA-MB-231 hiicreleri i¢in sirasiyla %12,98 - %46,75, MCF-7 hiicreleri i¢in
sirastyla %92,35 - %93,48 seklindedir. Ag nanoparcaciklarinin kanser hiicrelerine karsi
secici apoptoz gostermesi ve aynt zamanda MCF-7 hiicreleri i¢in hiicrelerin tamamina
yakinini (%93,48) apoptoza gdtiirmesi in vivo kanser tedavisi i¢in umut vaad edici bir

sonugctur.

Literatiire bakildiginda bu bitki ekstrakti kullanilarak Ag ve Au (altin)
nanoparcaciklarin sentezi gerceklestirilerek sadece antibakteriyel ve antioksidan
aktiviteler degerlendirilmistir (Cift¢i, 2019) Bununla birlikte, tek basina Cotinus
coggygria Scop. bitki ekstraktinin meme, servikal, akciger, kolorektal ve prostat kanseri

gibi kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik etkileri dogrulanmaktadir (Gospodinova, 2017).

Sonug olarak, MTT ve Apoptoz deneylerinden elde edilen veriler 1s1ginda
sentezlenen Ag nanopargaciklar1 kanser hiicreleri iizerinde anlamli bir sitotoksik etki

gosterirken, saglikli hiicre hatlar1 tizerinde kanserli hiicrelere kiyasla daha diisiik
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sitotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir. Ug hiicre tipindeki apoptotik &liim oranlar da ilgili
hiicrelerin hiicre canlilik yiizdeleri ile benzer sonuglar vermistir. Bu sonuglar literatiir ile
de uyum saglamaktadir. Ag nanoparcaciklarin 6zellikle MCF-7 hiicrelerine kars1 etkin
antikanser oOzelligi gosterdigi belirtilerek, bu sonucun nanoparcgaciklarin hiicrelere
endositoz yoluyla kolaylikla girebilmelerinden ve P-glikoprotein tarafindan dis akisa

maruz kalmamalarindan kaynakli oldugu belirtilmistir (Hemlata ve ark., 2020).
4.5. Antioksidan Aktivite

Cotinus coggygria Scop. bitki ekstrakti ile sentezlenen Ag nanopargaciginin
DPPH yontemi ile antioksidan aktivitesi tayin edilmistir. Pozitif kontrol olarak sentetik
antioksidan olan askorbik asit (C Vitamini) kullanilmistir ve elde edilen sonuclar Ag
nanoparcaciklarinin sonuglari ile karsilastirilmistir. Veriler ortalama + SD olarak ifade
edilmistir ve biyolojik olarak bagimsiz li¢ deneyden elde edilmistir. Ag nanoparcaciklarin
ve pozitif kontrol olan askorbik asit derigsimleri 300, 200, 150, 100 ve 50 ppm olarak
belirlenip, elde edilen aktioksidan aktivitesi sonuglari derisim-yilizde (%) inhibisyon

grafigi olarak sunulmustur (Sekil 31).

100 m % Askorbik Asit
0,
80 m % Ag NP
z
9
» 60
2
= 40
X
20
0
300 200 150 100 50
Derigim, ppm

Sekil 31. 41. 300 ppm, 200 ppm, 150 ppm, 100 ppm ve 50 ppm Ag nanopargaciklarinin ve pozitif kontrol
olarak kullanilan askorbik asitin antioksidan etkisi (n=3).

Ag nanopargaciklarin 300, 200, 150, 100 ve 50 ppm derisimlerindeki %
inhibisyon degerleri sirasiyla %78,50, %69,42, %60,35, 558,87 ve %54,93 olarak
hesaplanmistir. Askorbik asit % inhibisyon degerleri ise sirasiyla; %96,63, %86,70,
%85,52, %86,53 ve %51,85 olarak hesaplanmistir. Derisimin artmasiyla birlikte
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inhibisyon degerlerinde de artis oldugu goriilmektedir. Sonuglara bakildiginda pozitif
kontrol olarak segilerek sentetik antioksidan olan askorbik asitin, Ag nanopar¢aciklardan
daha yiiksek antioksidan 6zellik gosterse de Ag nanopargaciklarin inhibisyon degerlerinin
pozitif kontrol olan askorbik asit inhibisyon degerlerine yakinligi nanopargacigin
antioksidan etkinliginin varligin1 dogrulamaktadir. Fakat 50 ppm derisimdeki sonuglar
kiyaslandiginda Ag nanoparcaciklarin inhibisyon degerinin askorbik asitinki ile birbirine
yakin oldugu goriilmektedir. Bu da daha kiiciik derisimlerde bile sentezlenmis Ag
nanoparcaciklarinin pozitif kontrol olan askorbik asitinki kadar antioksidan o6zellikte

oldugunu gostermistir.
4.6. Antibakteriyel Aktivite

Yesil sentez yontemi ile sentezlenen Ag nanopargaciklarin antibakteriyel aktivite
tayini temsili gram negatif bakteri olan E. coli ve temsili gram pozitif bakteri olan S.
aureus bakteri tiirleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Bakteriler; ii¢ farkli derisimdeki
Ag nanoparcaciklari, antibiyotik ve kontrol su ile muamele edilmistir ve 24 saat

inkiibasyon sonrasi olusan zon ¢aplar1 dlgiilerek belirlenmistir (Sekil 32).

Sekil 32. A) E.coli B) S.aureus bakterilerinde kontrol su, antibiyotik ve 643 ppm, 321 ppm ve 160 ppm
derisimdeki Ag nanoparcaciklarin olusturdugu zonlar ( K(kontrol): Saf Su, A(antibiyotik):
Ampisilin)

Nanopargaciklarin bakteri ortaminda 24 saat sonundaki inkiibasyonundan elde

edilen sonuglar tablo 7 ve 8’de verilmistir.
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Tablo 7. S. aureus’da olusan zon gaplari

S. aureus Olusan Zon Cap1 (mm)
Antibiyotik (Ampisilin) 31 mm
160 ppm Ag Np 8 mm
321 ppm Ag Np 9 mm
643 ppm Ag Np 10 mm

Tablo 8. E.coli’de olusan zon ¢aplar

E.coli Olusan Zon Cap1 (mm)
Antibiyotik (Ampisilin) 12 mm
160 ppm Ag Np 11 mm
321 ppm Ag Np 13 mm
643 ppm Ag Np 13 mm

Ayni deneyde karsilastirma amaciyla kullanilan antibiyotigin S. aureusta biiyiik
zon olusturarak daha etkili oldugu goriiliirken E. coli bakteri tiiriinde antibiyotik daha az
etki gosterdigi goriilmiistiir. Bu da E. coli bakteri tiiriiniin kullanilan antibiyotige kars1
daha direngli oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte {i¢ farkli dozda uygulanan Ag
nanopargaciklar E. coli lizerinde yiiksek etkinlik gosterirken S. aureus bakteri tiiriinde E.
coli’ ye gore daha az etkili oldugu gorilmiistiir fakat elde edilen degerlerin Ag

nanopargaciklarinin antibakteriyel 6zelligini destekler nitelikte oldugu dogrulanmaktadir.

Kaplan ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada yesil sentez yolu ile irettikleri Ag
nanoparcaciklarin antibakteriyel aktivitesini yaygin patojenler olan Enterococcus
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ve Klebsiella pneumonia
bakteriler lizerinde degerlendirdi. Yesil sentez yontemi ile iiretilen Ag nanoparcaciklarin

antibakteriyel ajan olarak kullanilabilirligi gosterilmistir (Kaplan, 2021).

Baska bir ¢alismada ise Ren ve ark. yesil sentez yontemi ile Ag nanoparcacik
sentezi gergeklestirip E. coli ve S. aureus bakteri tiirleri {izerindeki antibakteriyel aktivite
tayin etmistir. Antibakteriyel aktivite i¢in ¢alismada disk difiizyon yontemi kullanilmistir
ve sonuglara bakildiginda E. Coli bakteri tiiriine kars1 Ag nanopargaciklarin 8,34x107,
3,61x10®, 5,79x10° ve 4,63x10* mol/L derisimlerde sirastyla 7,3, 11, 12 ve 13,65 mm
capinda zon olusturdugu goriilmiistiir. S. aureus bakteri tiiriine karsi ise yine ayni
derisimlerde sirasiyla 7,3, 8,9, 12,2 ve 13,72 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu

goriilmistiir (Ren, 2019). Yapilan tez ¢alismasinda ise farkli dozlarin uygulanmasiyla
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birlikte hemen hemen bu ¢alismadan elde edilen sonuclara yakin degerlerin oldugu
goriilmektedir. Bu da yesil sentez yontemi ile iirettigimiz Ag nanopargaciklarin
antibakteriyel 6zelliginin varliginm1 dogrulamaktadir. Literatiire bakildiginda Ag cok iyi
bir antibakteriyel ajan oldugu goriilmektedir. Fakat kolloidal Ag pargaciklarinin
bakterisidal bir etki mekanizmasinin olup olmadigi ¢ok iyi bilinmemektedir. Yapilan
calismalar Ag nanopargaciklarin antibakteriyel aktivitesinin dort etki mekanizma ile
gerceklesebilecegini  vurgulamaktadir. Bu mekanizmalarin  protein {iretiminin ve
metabolik yolun inhibisyonu, hiicre duvari sentezine ve niikleik asit liretimine miidahale

olarak sOylenebilmektedir (Tenover, 2006).

Antibakteriyel aktivitenin arastirildigi bir calismada, kullanilan bitki ekstraktlarin
kloroform, etanol ve hidro alkol gibi farkli ¢dziiciiler kullanarak hazirlandigi ve bu alkol
tirevleri arasindan en yiiksek inhibisyon bdolgesini etanol ile hazirlanan bitki
ekstraktlarmin sagladigi bulunmustur (Abera, 2011). Ekstraktlarin etanol ve metanol
¢oziiciisli kullanarak hazirlandig1 bagka bir ¢alismada ise gram pozitif ve gram negatif
bakterilere kars1 antibakteriyel etkinin oldugu fakat sulu ekstraktin herhangi bir
antibakteriyel etki gostermedigi goriilmiistiir (Kassaw, 2018). Organik ¢oziiciiler bitki
ekstrakti ile etkilesime girerek antibakteriyel 6zellik tasiyan maddeleri ¢oziip ekstrakta
dahil edebilmektedir. Su ¢oziiciisiiniin ise bu maddeleri ¢ozerek ekstrakta alabilmesini
cok saglayamadigi goriilmiistiir. Literatiirdeki bu bilgiler 1s18inda antibakteriyel
aktivitenin ¢Oziiciiye bagli olabilecegini sOylemek miimkiindiir. Yapilan bu tez
calismasinda sulu bitki ekstrakti kullanilarak Ag nanopargaciklar iretilmistir. Bu Ag
nanopargaciklarla antibakteriyel aktivite tayini disk difiiz yontemi ile E. coli ve S. aureus
bakteri tiirlerine karsi gerceklestirilmistir. Amacimiz tamamen dogal herhangi bir
kimyasal madde kullanmadan elde ettigimiz Ag nanoparcaciklarin antibakteriyel
ozelliklerini degerlendirmektir. Elde edilen sonuglar literatiir ile kiyaslandiginda ¢ok
yuksek antibakteriyel etki gostermese de elde edilen nanopargaciklarin antibakteriyel
ozelliginin oldugu dogrulanmistir. Yani sulu ekstrakttan elde ettigimiz Ag
nanopargaciklarin antibakteriyel etki gosterdigi sdylenebilmektedir. Antibakteriyel
etkinin ¢oziiciiye bagli olmasi bilgisinden yola ¢ikarak ¢aligmada kullandigimiz Cotinus
coggygria Scop. bitkisinin farkli organik ¢oziiciilerdeki ekstrakti kullanilarak tiretilen Ag

nanopargaciklarin antibakteriyel etkinliginin daha yiiksek olabilecegi diisiiniilmektedir.
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5. istatistiksel Analiz

Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilig1 degerlendirmek icin, Graphpad Prism
VI istatistik yazilimi (GraphPad Inc. CA, ABD) kullanilarak tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) yapilmastir. p degeri 0,05'ten kii¢iik (p <0,05) istatistiksel olarak anlamli kabul

edilmistir. Veriler ortalama =+ ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

6.1 Sonuclar ve Oneriler

Son yillarda yapilan ¢alismalara bakildiginda ¢esitli nanopargaciklarin, 6zellikle
saglik, tip ve medikal alanlarda kullanilmak iizere sentezi gerceklesen nanopartikiiller
icin dogal bir yontem olan yesil sentez yoOnteminin uygunlugu gosterilmistir.
Nanopargacik sentezi icin kullanilan yesil sentez yontemi kimyasal alternatifleri ile
kiyaslandiginda daha ¢evre dostu, daha giivenli ve daha ekonomik bir yaklasim sundugu
karsimiza ¢ikmaktadir. Biyosentezi gerceklesen nanoparcaciklarin  toksik etk
gostermemelerinden dolay1 nano tip alaninda kullanilabilirlik potansiyeli oldugu yapilan
calismalarla birlikte gosterilmistir. Bu anlamda 6zellikle Ag nanopargaciklarin tipta
cesitli amaglarla kullanimi olduk¢a mevcuttur. Teknolojik anlamda yesil sentez yontemi
ile elde edilen Ag nanopargaciklar biyomedikal alanda potansiyel uygulamalara sahiptir.
Maliyeti diistik ve basit olan bu yesil sentez yontemi farmasdtik uygulamalar i¢in 6nemli
derecede ticari tretimler gibi avantaja sahiptir. Timorlii hiicrelerin belirlenmesinde,
kanser tedavilerinde kullanilabilecegi 6nerilmistir. Bu tez ¢alismasinda yesil sentez yolu
Ag nanopargaciklarin sentezini basariyla gergeklestirildi ve Ag nanopargaciklarinin

antikanser, antioksidan ve antibakteriyel 6zellikleri aragtirildi.

Nanoparcaciklarin antikanser etkinliginin belirlenmesi i¢cin CRL-4010, MDA-
MB-231 ve MCF-7 meme hiicreleri modellemesi gerceklestirildi. Bu hiicre hatlari
tizerinde hiicre canlilig1 testi olan MTT testi kullanildi. Ayn1 zamanda hiicrelerin
apoptotik Oliimlerinin sayisal verilerini elde etmek amaciyla da Anneksin V/ FTCI
boyama iglemi ile apoptoz deneyleri gerceklestirildi. MTT sonuglar1 degerlendirildiginde
yesil sentez yolu ile elde edilen nanoparcaciklarin CRL-4010 saglik hiicreleri az
etkilerken MCF-7 kanser hiicresi lizerinde oldukga sitotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir.
Bununla birlikte MDA-MB-231 kanser hiicreleri tizerinde de hiicre canliliginda anlaml
bir azalmanin oldugu gorilmiistiir. Apoptoz deneyleri sonuglar ile de MCF-7 kanser
hiicresi iizerinde %93,46 apoptotik Oliimiin gergeklestigi sonucuna ulasilmistir. Bu
anlamda sentezledigimiz Ag nanopargaciklarin kanser hiicreleri {izerindeki antikanser
Ozelligi gosterilerek literatiire katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Ayn1 zamanda, bu
caligmanin 6zgilinliigli bu bitkiden elden edilen ekstrakt ile Ag nanopargacik sentezini

gerceklestirip ilk defa antikanser 6zelligini literatiire kazandirmaktir.
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Yesil sentez yontemi ile sentezlenen Ag nanoparcaciklarin ayni zamanda
antioksidan aktiviteleri lizerine yapilan ¢aligsmalarin sonuclara bakildiginda sentetik
antioksidan olarak askorbik asitin gostermis oldugu ylizde inhibisyon degerlerine

yaklastig1 ve Ag nanoparg¢aciklarin antioksidan etkinliginin varlig1 da dogrulanmustir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda elde edilen Ag nanoparcaciklarin antibakteriyel
ozellikleri disk difiizyon yontemi ile degerlendirilmistir. Deneylerde kullanilan E. coli ve
S. aureus bakteri tiirleri arasinda Ag nanopargaciklarin E. Coli bakteri tiiriinde daha etkili
oldugu bulunmustur. Bu calismayla birlikte elde ettigimiz Ag nanopargaciklarin

antibakteriyel 6zelliginin varlig1 da gosterilmistir.

Bu tez galigmasi kapsaminda; ¢evre dostu bir yaklasim olan yesil sentez (green
synthesis) ile Ag nanoparcaciklarin sentezini gergeklestirerek biyolojik bir platform
olusturulmasi amaglanmistir. Literatiire bakildiginda Cotinus coggygria Scop. bitki
ekstraktr kullanilarak nanoparcaciklarin sentezinin gergeklestirildigi az sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Yapilan g¢aligmalar incelendiginde bu nanopargaciklarla antikanser
aktivite calismalarinin yapilmadig: literatiirde bir bosluk olusturmaktadir. Bu boslugu
doldurmak adina yapilan ¢alismamizin 6zgiinliigii; Cotinus coggygria Scop. bitki
ekstraktiyla sentezlenen Ag nanopargaciklarinin antikanser etkisinin varhigi gosterilmis
olmasidir. Bu tez kapsaminda elde edilen Ag nanoparcaciklarin baska kanser hiicreleri

tizerindeki antikanser etkinliginin arastirilmasi onerilmektedir.
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