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OZET

Rosmarinus officinalis, Mentha piperita, Syzgium aromaticum Bitki Ekstraktlari
Aracihig ile Giimiis Nanopartikiillerinin Yesil Sentezi ve Streptococcus sanguinis’e

Kars1 Antimikrobiyal Antibiyofilm ve Antiviriilans Aktivitelerinin Arastirilmasi

Amag: S. sanguinis, dis ylizeyine kolonize olan ilk streptokoklardan biridir. Biyofilm
olusumunda 6ncii kolonizer olarak gorev almaktadir. S. sanguinis ayn1 zamanda enfektif
endokardit, bakteriyemi, menenjit gibi hastaliklara neden olan firsatg1 bir patojendir. Bu
aragtirmada S. sanguinis’e etkili gargara ve dis macunu gibi malzemelerin igeriginde
kullanilabilecek giimiis nanopartikiillerin sentezlenmesi amacglanmis olup; olusturulan
glimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal, antibiyofilm, sitotoksik ve gen ekspresyonu iizerine

etkileri arastirilmastir.

Yontem: AgNP’ler R. officinalis, M. piperita, S. aromaticum bitki ekstraktlar1 kullanilarak
yesil sentez yontemiyle sentezlenmistir. AgNP’lerin karakterizasyonu igin Ultra Viyole
Goriiniir Bolge Spektroskopisi, Gegirimli Elektron Mikroskobu, Fourier Doniistimlii
Kizil6tesi Spektroskopisi, X-Isin1 Difraktometresi, SEM-EDS kullanilmistir. AgNP’lerin S.
sanguinis iizerine antimikrobiyal etkileri sivi mikrodiliisyon yontemiyle, antibiyofilm
etkileri kristal viyole yontemi ve SEM ile belirlenmistir. AgNP’lerin fare fibroblast L929
hiicre hatt1 lizerine sitotoksik etkileri MTT hiicre canlilig: testi ile degerlendirilmistir. S.
sanguinis’in farkli AgNP’ler ile 24 saat boyunca muamele edilmesinin spxB gen
ekspresyonundaki degisiklikler Kantitatif Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonuyla
tespit edilmis, AACt yontemiyle gen ekspresyon diizeyindeki degisiklikKler goreceli olarak

karsilastirilmistir.

Bulgular: AgNP’lerin sentezi renk degisikligi ile dogrulanmis ve diger karakterizasyonlari
gerceklestirilmistir. UV-Vis karakterizasyonu sonucunda R. officinalis, M. piperita, S.
aromaticum AgNP’lerin sirasiyla 440, 450 ve 460 nm dalga boyunda spektrum gosterdigi;
TEM analizinde ortalama partikiil boyutlarininin sirasiyla 39+13, 24+6, 26+9 nm oldugu ve
kiiresel sekilli AgNP’lerin olustugu goriilmiistir. SEM-EDS analizinde AgNP’lerin kiiresel
yapida ve baslica elementin Ag oldugu tespit edilmis, XRD analizinde glimiise 6zgii ylizey



merkezli kiibik ve kristal yapida oldugunu gosteren 4 pik gozlenmistir. FTIR analizinde
ekstraktlarin  AgNP’lere indirgenmesi sonucunda ¢esitli gruplara ait spektrumlar
gozlenmistir. Bu 6zelliklerine gore yesil sentez AgNP’lerin ti¢liniin de nanopartikiil olma
Ozelligi tasidigr belirlenmistir. Karakterizasyonu tamamlanan AgNP’lerin biyolojik etkileri
arastirilmistir. R. officinalis AgNP’lerin MIiK degeri 256 pg/mL olarak bulunmus,
antibiyofilm etki gosterdigi belirlenmistir. SEM goriintiilerinde pozitif kontrole kiyasla
biyofilm oraninda azalma goriilmiistir. R. officinalis AgNP’lerin 1/4 MIK
konsantrasyonunda (64 pg/mL) muamele edilen S. sanguinis’in; spxB gen ekspresyonunda
artig goriilmistiir. EC50 degeri 298,2 ng/mL olarak hesaplanmistir. M. piperita AgNP’lerin
MIK degeri 128 pg/mL olarak bulunmus, biyofilmi diisiik konsantrasyonlarda dahi inhibe
ettigi tespit edilmistir. M. piperita AgNP’lerin 1/4 MIK konsantrasyonunda (32 pg/mL)
muamele edilen S. sanguinis’in; spxB gen ekspresyonunda ise azalma goriilmiistiir. EC50
degeri 35,32 pug/mL olarak hesaplanmistir. S. aromaticum AgNP’lerin MIK degeri 128
pg/mL olarak bulunmus biyofilmi diisiik konsantrasyonlarda dahi inhibe ettigi tespit
edilmistir. S. aromaticum AgNP’lerin 1/4 MIK konsantrasyonunda (32 pg/mL) muamele
edilen S. sanguinis’in; spxB geninin ekspresyonunda azalma goriilmiistir. EC50 degeri

50,51 pg/mL olarak hesaplanmistir.

Sonug: Kulanilan bitkilerden sentezlenen AgNP’lerin boyut ve sekillerinin biyolojik
ozelliklerini etkiledigi goriilmistir. R. officinalis AgNP’lerin boyutlarinin biiyiikk olmasi
sitotoksik etkiyi azalttigi gibi antimikrobiyal ve antibiyofilm etkilerini de azalttig:
belirlenmistir. S. aromaticum ve M. piperita AgNP’lerin daha kii¢iik boyutlarda
sentezlendigi ve ayn1 MIK degerine sahip oldugu goriilmiistiir. S. aromaticum AgNP’lerin
ayrica sub-MIK degerinde biyofilmi giiclii bir sekilde inhibe ettigi ve bu konsantrasyonda
sitotoksik etkisinin de M. piperita AgNP’lere gore daha diisiik oldugu saptanmistir. Bu
nedenle S. aromaticum AgNP’lerin dis hekimliginde agiz gargarasi, dis macunu veya dolgu
materyalleri i¢in antimikrobiyal ve antibiyofilm 06zellik tasiyan NP’ler olarak

gelistirilebilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: S. sanguinis, Giimils nanopartikiiller, Antimikrobiyal aktivite,

Antibiyofilm aktivite, Sitotoksisite.



ABSTRACT

Rosmarinus officinalis, Mentha piperita, Syzgium aromaticum plant extracts
mediated green synthesis of silver nanoparticles and investigation of their

antimicrobial, antibiofilm and antivirulence activity against Streptococcus sanguinis

Objective: S. sanguinis is one of the first streptococci to colonize the tooth surface. It
acts as a precursor colonizer in biofilm formation. S. sanguinis is also an opportunistic
pathogen that causes diseases such as infective endocarditis, bacteremia and meningitis. In
this study, it was aimed to synthesise silver nanoparticles that can be used in the content of
materials such as mouthwash and toothpaste effective against S. sanguinis; the effects of the
formed silver nanoparticles on antimicrobial, antibiofilm, cytotoxic and gene expression

were investigated.

Methods: AgNPs were synthesised by green synthesis method using R. officinalis, M.
piperita, S. aromaticum plant extracts. Ultra-Violet Visible Spectroscopy, TEM, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy, X-Ray Diffractometer, SEM-EDS were used for the
characterization of AgNPs. Antimicrobial effects of AgNPs on S. sanguinis were determined
by liquid microdilution method and antibiofilm effects were determined by crystal violet
method and SEM. The cytotoxic effects of AgNPs on mouse fibroblast L929 cell line were
evaluated by MTT cell viability assay. The changes in spxB gene expression of S. sanguinis
treated with different AgNPs for 24 hours were determined by Quantitative Real Time
Polymerase Chain Reaction and the relative changes in gene expression level were compared
by AACT method.

Results: Synthesis of AgNPs was confirmed by colour change and further
characterization was performed. UV-Vis characterization of R. officinalis, M. piperita, S.
aromaticum AgNPs showed spectra at wavelengths of 440, 450 and 460 nm, respectively;
TEM analysis showed the formation of spherical shaped AgNPs with average particle sizes
of 39+13, 24+6, 26+£9 nm, respectively. In SEM-EDS analysis, it was determined that AgNPs
were spherical in structure and the main element was Ag. 4 peaks were observed in XRD
analysis, indicating that AgNPs had a silver-specific surface-centred cubic and crystalline
structure. In FTIR analysis, spectra belonging to various groups were observed as a result of
the reduction of the extracts to AgNPs. According to these properties, it was determined that
all three of the green synthesised AgNPs were characterized as nanoparticles. The biological

Vi



effects of the characterized AgNPs were investigated. The MIC value of R. officinalis AgNPs
was found to be 256 pg/mL and it was determined that they showed antibiofilm effect. SEM
images showed a decrease in biofilm ratio compared to the positive control. S. sanguinis
treated at 1/4 MIC concentration (64) showed an increase in spxB gene expression. EC50
value was calculated as 298.2 pg/mL. The MIC value of M. piperita AgNPs was found to
be 128 ug/mL, and it was found to inhibit biofilm even at low concentrations. S. sanguinis
treated at 1/4 MIC concentration (32 pg/mL) showed a decrease in SpxB gene expression.
EC50 value was calculated as 35.32 ug/mL. The MIC value of S. aromaticum AgNPs was
found to be 128 pg/mL and it was determined that it inhibited biofilm even at low
concentrations. S. sanguinis treated at 1/4 MIC concentration (32 pg/mL) of S. aromaticum
AgNPs showed a decrease in the expression of spxB gene. EC50 value was calculated as
50.51 pg/mL

Conclusion: It was observed that the size and shape of AgNPs synthesised from the
plants used affect their biological properties. The large size of R. officinalis AgNPs
decreased the cytotoxic effect and also decreased the antimicrobial and antibiofilm effects.
S. aromaticum and M. piperita AgNPs were synthesised in smaller sizes and had the same
MIC value. It was also found that S. aromaticum AgNPs strongly inhibited biofilm at sub-
MIC value and its cytotoxic effect at this concentration was lower than M. piperita AgNPs.
Therefore, it is thought that S. aromaticum AgNPs can be developed as NPs with
antimicrobial and antibiofilm properties for mouthwash, toothpaste or filling materials in

dentistry.

Key words: S. sanguinis, Silver nanoparticles, Antimicrobial activity, Antibiofilm

activity, Cytotoxicity.
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1. GIRIS

1.1. Streptokoklar

Streptokoklar gram pozitif zincir olusturan koklardir. ki um’den kiigiik, spor
olusturmayan, hareketsiz, cogunlukla fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Bazi tiirleri kapnofilik
ve mikroaerofiliktir. Uremeleri icin genellikle 37°C 24 saat siire idealdir. Katalaz testlerinin
negatif olmasiyla stafilokok cinsi bakterilerden ayirt edilirler. Baz1 streptokoklarda kapstil
bulunmaktadir. Kapsiil bulunduran streptokoklarda kapsiil yapis1 polisakkaritten ya da
hyaliironik asitten olugsmaktadir. Enerji ihtiyaglarini1 son iriiniin laktik asit oldugu glukoz
fermantasyonu yolu ile karsilarlar (Topgu, 2008). Dogada yaygin halde bulunurlar. Bazi
iyeleri insan mikrobiyotasinda bulunurken diger iiyeleri enfeksiyona ya da immunopatolojik
hastaliklara neden olabilirler (Procop ve ark., 2017). Streptokoklar agiz mikrobiyolojisinde
en onemli tlirlerden biri olarak karsimizi ¢ikmaktadir. Streptokoklarin siniflandirilmasiyla

ilgili birgok farkli yontem bulunmaktadir (Topgu, 2008).
1.1.1 Streptokoklarin Simiflandirilmasi

Streptokoklarin simiflandirilmasi ii¢ ana 6lgiite dayanmaktadir bunlar: kanl agarda
gozlenen hemolizler, biyokimyasal ve immiinolojik ozelliklerlerdir. Bu olgiitler iizerine
kurulu olan ti¢ farkli siniflandirma sistemi, belirli arastirmacilarin isimleriyle anilmaktadir:

Brown siniflandirmasi, Sherman siiflandirmasi, Lancefield siniflandirmasi.

1874°te ilk olarak Bilroth adl1 arastirmaci yara enfeksiyonlarindan zincir yapan koklari
gozlemlemistir. 1884 yilinda Rosenbach bilimsel adlandirma adina “Streptococcus” cins
ismini kullanan ilk kisi olmustur Siniflandirmaya ait ilk ¢aligmalar 1903’te Schoéttmuller
tarafindan yapilmis ve kanli agardaki hemoliz 6zelliklerine gore bu bakteriler beta hemolitik

olanlar ve olmayanlar seklinde gruplandirilmistir (Ferretti & Kohler, 2016).

Lancefield ise streptokoklarin 6zgiil karbonhidrat antijenlerinin varligin1 gostererek
alfabetik olarak grup adi konulmasini saglamistir. Viridans streptokoklar bu grupta yer
almamaktadir (Lancefield, 1933).



1.1.2 Viridans Streptokoklar

Sherman siniflandirilmasinda yer alan viridans streptokoklar, 45°C” lik sicaklikta tirer
%6,5 NaCl varliginda tiremezler. Viridans streptokoklar ilk kez Colman ve Williams adli
bilim insanlar1 tarafindan 1970’1i yillarda siniflandirilmistir. Viridans terimi Latince yesil
anlamina gelen viridis teriminden tiiretilmistir. Viridans grubu streptokoklarin (VGS) ¢ogu
alfa hemoliz yaptig1 i¢in kanli agarda yesil renkli hemoliz olustururlar. Colman ve William
smiflandirmasma gore oral Streptococcus viridans tiirleri; Streptococcus —mitis,
Streptoccoccus sanguinis, Streptococcus salivarius, Streptococcus milleri ve Streptococcus
mutans’dir (Lancefield, 1933; Sinner & Tunkel, 2015; Topgu, 2008).

1.1.3. Viridans Grubu Streptokoklarin Siniflandirilmasi:

VGS’ler siniflandirilmasi ve tiir isimlerinin degiskenlik gostermesi nedeniyle tanisi
giic mikroorganizmalardir. Biyokimyasal reaksiyonlar1 ve 16S rDNA dizilerine gore
VGS’ler 5 gruba ayrilmiglardir. Bu gruplar Mitis, Sanguinis, Salivarius ve Anginosus,
Mutans gruplaridir. VGS’lerin siniflandiriimasi Tablo 1.1.’de goriilmektedir (Ergin, 2010;
Facklam, 2002).

Tablo 1.1. Viridans Grubu streptokoklarin siniflandirilmasi

. Mitis grubu Anginosus Mutans Salivarius
Sanguinis grubu
grubu grubu grubu grubu
S.sanguinis S.mitis S.anginosus S.mutans S.salivarius
S.parasanguinis S.oralis S.constellatus | S.sobrinus S.vestibularis
S.gordonii S.pneumoniae | S.intermedius S.cricetus S.thermophilus
S.sinensis S.infantis S.downei S.infantarius

VGS’lerin neden oldugu endokardit ve bakteriyeminin tedavisinde siklikla penisilinin
kullanilmasina karsin, son yillarda c¢esitli antibiyotiklere karsi direng ortaya ¢ikmaktadir.
Antibiyotik duyarlilik testleri; akilc1 antibiyotik kullanimina rehberlik ederek, ampirik tedavi
stratejilerinin belirlenmesine yardime1 olmaktadir. VGS’ler genellikle penisiline duyarlidir,
ancak son donemlerde penisiline karsi direng gelismesi tedavi siireglerini zorlagtirmaktadir.
Beta-laktam sinifi antibiyotiklerin yaygin kullanimi, bu ilaglara karsi ciddi direng gelisimine
yol agmistir. Beta-laktam antibiyotikler, bakteri hiicrelerinde penisilin baglayan proteinleri

(PBP) hedef alir. Bu proteinlerin inhibisyonu, bakteriyel hiicre duvarinin sentezini engeller.



VGS’lerde gozlenen beta-laktam direnci, Streptococcus pneumoniae’deki penisilin
direncine benzer sekilde, PBP’lerde meydana gelen degisiklikler nedeniyle antibiyotigin
hedefine baglanamamasindan kaynaklanmaktadir. Bu reseptorlerin her birinin aym ilaca
olan afinitesi farklidir ve her biri farkli bir tepkiye neden olur. PBP’lerin iiretimi genetik
olarak kontrol edilip, olusan mutasyonlar sonucu bu proteinlerin sayis1 veya beta-laktam
ilaglara olan afiniteleri degisebilir. Penisilin direnci, 6zellikle PBP 1a, 2b, ve 2x genlerindeki
nokta mutasyonlariyla iligkilidir. Streptococcus mitis, Streptococcus oralis ve Streptococcus
pneumoniae arasinda transformasyon ve lizis araciligiyla genetik materyal aligverisi
gerceklesebilmektedir. Bu aligveris, antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasinda 6nemli bir
rol oynamaktadir. VGS’lerin tedavisinde beta laktam grubu antibiyotiklerin yani sira
makrolidler ve linkozamidler de tercih edilen antibiyotikler arasindadir. Ancak, bu ilaglara
kars1 da diren¢ giderek artmaktadir. Penisiline direngli bakteriyel enfeksiyonlarda tercih
edilen tedavi yontemi genellikle glikopeptidlerdir (Dowson ve ark., 1990; Quinn ve ark.,
1988). Ulkemizde yapilan bir calismada VGS’lerin penisilin, klindamisin, sefazolin,
sefotaksim ve vankomisin direng oranlari sirasi ile %52, %22,9, %33, %18, %0 bulunmustur

(Ozden, 2016).
1.1.4. Streptococcus sanguinis

Sanguinis grubunun bir iiyesi olan ve daha Once S. sanguis olarak tanimlanan
Streptococcus sanguinis (S. sanguinis) diger streptokoklar gibi hiicre boliinmesinin tek bir
eksen boyunca olmasi nedeniyle zincirler veya kok ciftleri seklinde goriilmektedir (Nobbs
& Kreth, 2019). S. sanguinis'in hareketsiz oldugu bilinmekle beraber S. sanguinis 2908
susunun, geri cekilebilir tip IV pili ile kolaylastirilmis yiizeyle iliskili segirme hareketine
sahip oldugu gosterilmistir (Gurung, Berry, Hall, & Pelicic, 2017).

S. sanguinis, genellikle saglikli plak biyofilmiyle iliskilendirilmistir. Dis yiizeylerinde
kolonize olan ve dis giiriiklerine, periodontal hastaliklara ve dis restorasyonlarinda
basarisizliklara yol acan dis plaginin olusumunda onciil bir bakteridir (Caufield ve ark.,
2000). Agizda plak kiitlesindeki benzerliklere ragmen farkli lokasyonlardaki plak kiitlesi
icerisinde S. sanguinis'in biyokiitlesi dnemli 6lgiide farklilik gosterebilmektedir. Alt anterior
dislerde yiiksek oranlarda bulunurken, tist molar bolgede diisiik oranlarda bulunur (Haffajee
ve ark., 2009). S. sanguinisin farkli disler ve implant yiizeyleri iizerinde biyofilm
olusturdugu da gosterilmistir (Drake, Paul, & Keller, 1999). S. sanguinis disler tizerinde sert
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dokuda kolonize olmasiin yani sira yumusak dokuda da kolonize olabilmektedir (Aas,
Paster, Stokes, Olsen, & Dewhirst, 2005).

S. sanguinis’in viriilansinda H20> tiretimi olduk¢a 6nem tasimaktadir. Bakteri kendi
tirettigi ve S. gordonii tarafindan iiretilen H2O2’ye dayanikli olmasina ragmen diger oral
mikroorganizmalar iretilen H202’ye duyarlidir. Bu durum H202'nin biyofilm dengesini
korumak i¢in duyarli bakterilere karst rekabet¢i bir Onlem olarak iiretildigi fikrini
desteklemektedir (Zheng, Itzek, Chen, & Kreth, 2011). S. sanguinis'in siklikla travma
sonrasinda kan dolasimia giren oral bakterilerin neden oldugu enfektif endokardit ile

yakindan iligkili oldugu rapor edilmistir (DeSimone ve ark., 2015).
1.1.5. S. sanguinis Biyofilmi

Erken kolonize olan VGS’ler, konak¢i molekiilleri araciligi ile dis yiizeyine
baglanmakta ve ylizeylerindeki adezyon molekiilleriyle dis ¢iiriigiinde rol oynayabilen diger
erken kolonizerlerin biyofilm kiitlesine ¢ekilmesine aracilik etmektedir (Kolenbrander ve
ark., 2002). S. sanguinis, dis biyofilmindeki ilk kolonize edicilerin ortak bir iiyesidir ve
ciiriiksiiz ¢ocuklarda ve yetiskinlerde anlamli oranda daha fazla goriilmektedir (Ge,
Caufield, Fisch, & Li, 2008; Giacaman, Torres, Gomez, Mufioz-Sandoval, & Kreth, 2015).
Streptokokal piruvat oksidaz (spxB), hidrojen peroksit tireten bir enzimdir ve S. sanguinis'in
tirler arasi etkilesimlerinde kritik bir rol oynar, ancak biyokimyas:i hakkinda az sey
bilinmektedir. S. sanguinis'in, oksijen mevcudiyetinde spxB ekspresyonuna ve spxB
tiretimine izin verdigi biyofilm olusumu sirasinda Streptococcus mutans gibi hassas nis rakip
tiirleri inhibe etmek i¢in antimikrobiyal madde olarak H2O» iirettigi bilinmektedir (Zheng ve
ark., 2011). iki bilesenli sistem VicRK, piruvat oksidaz spxB'nin ifadesini diizenler. spxB'nin
ekspresyonunun artmas1 H,O2'yi artiracaktir (Zhu, Macleod, Kitten, & Xu, 2018). Insan
kaninda S. sanguinis’in hayatta kalmasinda rol oynadig1 bilinen SpxB geni piriivat oksidazi
kodlar. spxB geninin ekspresyonunun artmasiyla H2O; iiretilir bu da nétrofillerin hiicre
Olimiinii tetikler ve bakterinin kan dolagiminda hayatta kalmasina yardimei olur. S.
sanguinis spxB geni tasiyan vahsi sus ve spxB mutant1 olan suslarla yapilan karsilastirmali
calismada; spxB vahsi tipinin noétrofil hiicre disi tuzaklarinin  (No6trofil NETosis)
indiiksiyonunu yansitan kromatin yogunlagmasi ve ag benzeri hiicre dist DNA'nin salinmasi
ile hiicre 6liimiine maruz kaldig1 ve bakterinin bu sekilde kanda hayatta kalmasina yardime1

oldugu bilinmektedir. Yapilan bu c¢aligmada bakteriyel hayatta kalma, SpxB geninin
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silinmesiyle biiyiik 6lgiide azalmistir (Sumioka ve ark., 2017). Sekil 1.1.’de spxB geni ve
diger genlerin biyofilm olusumunda oynadigi roller gosterilmistir (Zhu ve ark., 2018).

@ S. sanguinis
Bivofilm matriksi

ArgB F— CiaR
N Ghukcan <—Gm5/
s — ‘\
- - BrpT
= s
£ %2 eDNA «——H, O, <—SpxB < VicRK
. «<—— PurB, PurL, PyrE, ThrB, AdcA, Spi and SptRS
g L - )
o \ Niikleotid metabolizmas1
Arjinin

Sekil 1.1. S. sanguinis biyofilminin olusmasinda genlerin rolii

1.1.6. S. sanguinis’in Neden Oldugu Hastahklar

VGS’lerin komensal bakteriler oldugu ancak ayni zamanda bakteriyemi nedeniyle
enfektif endokardit gibi enfeksiyonlara da neden olabilecegi bilinmektedir. VGS’ler dis
cliriigii ve periodontal hastaliklara neden olabilmektedir. S. sanguinis nadiren de olsa
bakteriyel menenjite yol agabilmektedir (Fukushima, Noda, Saito, & Ikeda, 2012; Liu, Lin,
& Lee, 2013).

1.1.6.1. Dis Ciiriigii

Dis giiriikleri ve periodontal hastaliklarin agiz mikrobiyotasinda dengesizlik olarak
tanimlanan mikrobiyal disbiyoz ile iligkili oldugu bilinmektedir (Sanz ve ark., 2017). S.
mutans dis c¢iiriigii ile her ne kadar daha ¢ok iligkilendirilse de oral streptokoklardan S.
sanguinis’in de mine ¢iligiiriine ¢ocukluk ¢ag ¢iiriigiine neden oldugu yapilan arastirmalarda

gozlenmistir (Becker ve ark., 2002).
1.1.6.2 Enfektif Endokardit

Enfektif endokardit (EE) kalbin endokardiyal yiizeylerinin ve mevcutsa kalpteki

protez materyallerin enfeksiyonu olarak tanimlanmaktadir. EE’de ¢ok farkli klinik
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semptomlar ortaya c¢ikabilmektedir. Tiim organ sistemlerine ait patolojik degisikliler
goriilebilir. EE’nin akut ve subakut seyir gdstermesi bazi farkli bulgulara neden olmaktadir.
Ancak kesin bir sekilde siniflamanin 6nemi giiniimiizde azalmistir (Topgu, 2008). Hastaligin
etiyolojisi incelendiginde streptokoklar, enterokoklar ve stafilakoklar 6n plana ¢ikmaktadir.
Altta yatan hastalifa gore etkenin dagilimi degisebilmektedir. EE tani ve tedavideki tiim
giincel gelismelere karsin halen mortalitesi ve morbiditesi ¢ok yiiksek bir hastalik olarak
gorilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan ¢alismalara gore yillik goriilme
sikligi  2-40lgu/100,000°dir. Ulkemizdeki EE sikligi konusunda saghikli rakamlar
bulunmamakla birlikte, gelismis tlilkelerdeki rakamlar dikkate alinarak degerlendirildiginde,
yillik olgu sayisi yaklasik 5000 olmalidir. Bu durumda, yaklasik %25°lik mortalite hizi
nedeniyle, ortalama yasi 47 olan 1250 kisinin 6liimiine neden olmasi s6z konusudur (Yavuz
ve ark., 2020). Amerikan Kalp Dernegi'nin 2021 yilinda yayinlanan kilavuzunda daha 6nceki
kilavuzlarda da belirtildigi gibi, herkes i¢in iyi agiz saglhiginin ve dis bakiminin diizenli
yapilmasinin EE i¢in kritik roliiniin oldugu risk grubundaki hastalar i¢in VGS EE profilaksisi
uygulanmasi 6nerilmektedir. Bununla birlikte profilaktik antibiyotik kullaniminin VGS EE'e
kars1 etkili olup olmadigini belirlemek i¢in randomize kontrollii caligmalara ihtiyag
duyuldugu bildirilmektedir (Wilson ve ark., 2021). Ingiltere Galler'de Ulusal Saglik ve
Bakim Miikemmelligi Enstitiisii (NICE) ise EE riski olan hastalar i¢in dis tedavileri sirasinda
antibiyotik profilaksisini rutin olarak Onermemektedir. Fakat diinyadaki birgok {ilke,
ozellikle yiiksek risk tasiyan bireylerde invaziv dis prosediirleri oncesinde profilaktik
antibiyotik kullanimini desteklemektedir; bu nedenle Ingiltere ve Galler'deki uygulamadan
farklilik gostermektedir. NICE'in yaklasimi, gereksiz antibiyotik kullanimini azaltmay1 ve
antimikrobiyal diren¢ gelisimini dnlemeyi amaglamaktadir (Centre for Clinical Practice at,
2008; Rutherford, Glenny, Roberts, Hooper, & Worthington, 2022).

Oral streptokoklar Kiiresel EE yiikiiniin %20'sinden sorumludur. S. sanguinis,
vakalarin %18 ila %30'unu olusturan, EE'ye en sik neden olan ajanlardan biri oldugundan
ozellikle onemlidir. Kotli agiz hijyeni ile EE arasinda giiglii bir iliski bulunmaktadir
(Vogkou, Vlachogiannis, Palaiodimos, & Kousoulis, 2016; Yew & Murdoch, 2012). Dis
firgalamadan sonra gergeklesen kanamayla dahi bakteriyemi riski ¢ok yiiksektir (Lockhart
ve ark., 2009). Dis ipi kullaniminin (%40-41) dis fircalamayla (%0-8) karsilastirildiginda
bakteriyemi olusumundaki etkisinin anlamli diizeyde yiiksek oldugu belirlenmistir (Crasta

ve ark., 2009; Vriesema, Dankert, & Zaat, 2000). EE olusmasinda 6énemli bir adimin, S.



sanguinis'in kan dolasiminda trombositlere yapismasi veya endotelyal bozulmaya bagli
hasar bolgelerinde kollajen gibi submukozal proteinlere baglanmasi sonucu olustugu

bilinmektedir (Holland ve ark., 2016; Keynan & Rubinstein, 2013).
1.2. Nanoteknoloji

Sozliik tanimi olarak nanoteknoloji; nano ol¢ekte sekil ve ebatlart kontrol edilen
malzeme, cihaz ve sistemlerin tasarim, karakterizasyon, iiretim ve uygulamalaridir. Nano"
on eki Yunanca "cilice" sozciiglinden tiiremistir (Whitesides, 2003). Nanoteknoloji kavrami
ilk defa tinlii fizik¢i Richard Feynman tarafindan Amerikan Teknoloji Enstitiisii'nde “There's
a plenty of room at the bottom” “Altta ¢ok yer var” baslikli tinlii konferansi araciligiyla
sunulmustur (Feynman, 1960). Nanoteknoloji sézciigii ise Tokyo Bilim Universitesi'nden
Prof. Norio Taniguchi tarafindan ilk defa kullanilmistir. Nanoteknoloji; fizik, kimya,
biyoloji, malzeme bilimi ve tip gibi bircok akademik disiplini kapsayan ileri bir teknoloji
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sahoo, Parveen, & Panda, 2007). Nanoteknoloji,
nanomalzemeler olarak bilinen, boyutlar1 1 ila 100 nm arasinda degisen malzemelerin
sentezini, miithendisligini ve kullanimin1 kapsamaktadir. Nanobilim, maddenin 6zelliklerinin
nano Ol¢ekte incelenmesini iceren ve 6zellikle kati hal malzemelerinin benzersiz, boyuta

bagli 6zelliklerine odaklanan bir bilim dalidir (Mulvaney, 2015).

Nanopartikiil (NP) ya da diger ifadeyle nanopargaciklar, 1 metrenin milyarda biri olan
uzunluk birimi olan nanometre boyutlarina sahip nanomateryallerdir. Dogada var olan
canlilarin birgogundan daha kiigiiktiir. Bir nanometre (nm), yaklasik olarak 6 karbon
atomunun veya 10 su molekiiliiniin genisligine sahiptir. Bir insan sag1 hemen hemen 80.000
nm capindadir ve bir alyuvar hiicresi yaklagik 7000 nm ¢apindadir. Atomlar 1 nm'den

kiigtiktiir, oysa bazi proteinler dahil bircok molekiil 1 nmden daha biiytiktiir.

NP’lerin genis capta kullaniminin ana nedenleri arasinda, kuantum boyut etkilerinin
belirginligi, elektronik yapilarimin boyutlarina bagli degisiklikler ve yiizey atomlarinin
Ozglin karakteristik Ozelliklere sahip olmasi gibi faktorler yer alir. Ayrica, yiiksek
yiizey/hacim orani sayesinde, bu partikiiller birgok uygulamada etkinlik ve verimlilik saglar.
Bu ozellikler, NP’lerin ¢esitli endiistriyel ve teknolojik alanlarda tercih edilmesinin temel

sebeplerindendir (Sangeetha, Rajeshwari, & Venckatesh, 2011).



Nanoteknoloji nano boyutta malzemelerin sentezlenmesi ve bu malzemelerin kimya,
biyoloji, miihendislik, tip, dis hekimligi gibi bir¢ok disiplinde kullanilmasina aracilik
etmektedir (Kiarashi ve ark., 2024; Sahoo ve ark., 2007).

1.2.1. Nanomalzemelerin Siniflandirilmasi

Nanomalzemeler, boyutlarindan en az birinin nano 6lgekte, yani 100 nm'den kii¢iik
olan malzemeler olarak tanimlanir. Boyutlarina bagli olarak nanomateryaller, dort farkli

smifa ayrilir.

Sifir boyutlu nanomalzemeler (0-D): Nanomalzemelerin ii¢ boyutu da nano olgek

araligindadir. Ornekler kuantum noktalari, fullerenler ve nanopartikiillerdir.

Tek boyutlu nanomalzemeler (1-D): Nano 6l¢egin disinda bir boyuta sahiptir. Ornekler

nanotiipler, nanofiberler, nanogubuklar, nanotellerdir.

Iki boyutlu nanomalzemeler (2-D): Nano 6lgegin disinda iki boyuta sahiptir. Ornekler

nano tabakalar, nanofilmler ve nano katmanlardir.

Uc boyutlu nanomalzemeler (3-D) veya toplu nanomalzemeler: Herhangi bir boyutta

nanodlgekle sinirli degildir. Bu sinif nano toz, nanotel ve nanotiip dizilerini i¢erir (Joudeh &

Linke, 2022).
1.2.2. NP’lerin Siiflandirilmasi

NP’ler, ayn1 malzemelerin daha biiyiik boyutlu muadillerinde bulunmayan benzersiz
fiziksel ve kimyasal ozelliklere sahiptir. Uluslararasi Standardizasyon Orgiitii (ISO)
nanomalzemelerin dis boyutundaki en uzun ve en kisa eksenlerinin uzunluklarinin géz ard
edilebilir farkliliga sahip 6lgekte olanlarini nanopartikiiller olarak tanimlamaktadir. Eger
boyutlardaki farklilik 6nemli 6l¢iideyse bunlar1 da nano lifler veya nano plakalar olarak

adlandirmistir (Joudeh & Linke, 2022).

NP’ler farkli sekil, boyut ve yapilarda olabilmektedirler. Kiiresel, silindirik, konik,
boru seklinde, ici bos ¢ekirdek, spiral veya diizensiz olabilirler. Ayrica tek veya ¢ok katl
kristalli katilar veya amorf olabildigi gibi gevsek veya toplanmis da olabilirler. NP’ler



bilesimlerine gore organik, inorganik ve karbon bazli olarak ii¢ ayr1 grupta siniflandirilmistir

(Ealia & Saravanakumar, 2017).
1.2.2.1. Organik NP’ler

Organik NP’ler protein, karbonhidrat gibi polimerlerden veya diger organik
bilesiklerden olusturulur (Pan & Zhong, 2016). Bu grubun en bilinen iiyeleri lipozomlar,
miseller ve ferritin gibi protein komplekslerdir. Biyolojik olarak parcalanabilirler biiyiik
ol¢iide toksik degillerdir ve lipozomlarda bazen igi bos bir ¢ekirdek yapisi bulunabilir. Is1 ve
151k gibi termal ve elektromanyetik radyasyondan etkilenirler (Ealia & Saravanakumar,
2017). Genellikle molekiiller arasi etkilesimleri kovalent bag ile olusturmazlar boylelikle
daha kararsiz bir yapi haline gelirler ve viicuttan temizlenmesi daha kolay olur (Ng & Zheng,
2015). Uygulama alanlarinda belirleyici faktorler olarak yiizey morfolojisi, stabilite, tagima
kapasitesi gibi ¢esitli parametreler mevcuttur. Giincel olarak hedef spesifik ilag tedavilerinde

ve kanser terapilerinde tercih edilmektedir (Gujrati ve ark., 2014).
1.2.2.2. inorganik NP’ler

Tipik olarak karbon veya organik maddeleri igermeyen bu simifa metal, seramik ve
yari iletken NP'ler 6rnek olarak verilebilir (Joudeh & Linke, 2022). Metal olarak olusturulan
NP'ler, monometalik, bimetalik (Toshima & Yonezawa, 1998) veya polimetalik gibi metal
onciillerinden olusturulmaktadir (Nascimento, Cruz, Rodrigues, de Oliveira, & Lopes, 2018)
Bimetalik NP'ler alagimlardan yapilabilir veya farkli katmanlardan (gekirdek-kabuk)
olusturulabilir (Toshima & Yonezawa, 1998). Bu NP'ler lokalize yiizey plazmon rezonans
(SPR) 6zelliklerinden dolay1 optik ve elektriksel 6zelliklere sahiptir (Khan, Saeed, & Khan,
2019). Ayrica bazi metal NP'ler, termal, manyetik ve biyolojik 6zelliklere de sahiptir (Ealia
& Saravanakumar, 2017). Bu 6zellikleri sayesinde ¢ok sayida fiziksel, kimyasal, biyolojik,
biyomedikal ve farmasotik uygulamalarda kullanilabilecek nanocihazlarin gelistirilmesinde
onemli malzemeler haline gelmistir (Mody, Siwale, Singh, & Mody, 2010). Metal NP'lerin
boyut, sekil ve ylizey kontrollii sentezi, ileri teknoloji malzemeleri olusturmak i¢in 6nemlidir

(Dreaden, Alkilany, Huang, Murphy, & El-Sayed, 2012).

Yariiletken NP'ler, metaller ve metal olmayanlar arasinda 6zelliklere sahip yar1 iletken

malzemelerden yapilir. Fotokatalizde, optik ve elektronik cihazlarda 6nemli malzemelerdir

(Gupta & Tripathi, 2012).



Seramik NP'ler ise karbonatlar, fosfatlar ve titanyum gibi metal ve metaloidlerin
oksitlerinden olusur (C Thomas, Kumar Mishra, & Talegaonkar, 2015). Cogunlukla 1sitma-
sogutma yoluyla sentezlenirler ve amorf, polikristal, yogun, gézenekli veya i¢i bos formlarda
bulunabilirler (Khan ve ark., 2019). Genellikle biyomedikal uygulamalarda kullanilan bu
NP’ler yiiksek stabiliteye ve yiik kapasitesine sahiptirler (Moreno-Vega, Gomez-Quintero,
Nunez-Anita, Acosta-Torres, & Castafio, 2012). Ek olarak kataliz, boyalarin bozunmasi,

fotonik gibi diger uygulamalarda da kullanilirlar (C Thomas ve ark., 2015).
1.2.2.3. Karbon temelli NP’ler

Karbon atomlarindan iiretilen NP'leri igerir (Ealia & Saravanakumar, 2017). En sik
tercih edilen liyeleri fullerenler, karbon siyahi NP'ler ve karbon kuantum noktalaridir.
Fullerenler, simetrik kapali kafes yapisiyla karakterize edilen karbon molekiilleridir. Karbon
siyaht NP'ler, yliksek oranda kaynasmis kiiresel pargaciklarin liziim benzeri agregatlaridir
(Moreno-Vega ve ark., 2012). Karbon kuantum noktalar1 ise boyutlar1 10 nm'nin altinda olan
ayrik, yari kiiresel karbon NP'leridir (Lu, Quan, Zhang, & Xu, 2016). Karbon bazli NP'ler,
hibridize karbon baglarinin ayirt edici 6zelliklerini nano 6l¢ekte fizikokimyasal dzelliklerle
birlestirir. Iletken ve dayamklidirlar. Ayrica elektron ilgisi, optik, termal dzellikleri ile de
(Khan ve ark., 2019), enerji depolamada, biyogoriintiilemede kullanilirlar. Diisiik toksisiteye
sahip olduklarindan ilaglarin viicutta dagitimlarinda ve doku miihendisliginde kullanilirlar

(Mochalin, Shenderova, Ho, & Gogotsi, 2020; Oh, Yoon, & Jang, 2010).

NP’ler, sekil/boyut, faz bilesimi ve malzemenin igerigine gore farkli siniflara
ayrilmaktadir. Metalik NP’lerin siniflandirilmasi Sekil 1.2.”de 6zetlenmistir (Khanna, Kaur,
& Goyal, 2019).
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Metalik

Nanopartikiiller
Soy metal Manvetik Yan iletken Metalik
nanopartikiilleri nanopartikiiller nanopartikiiller Kalkojenitler
ApAePt | [ BeiOwvoFeb: | | ZioS0:®6: | | DS ZaS.Gas
ZnSe, CdTe, HgS

Sekil 1.2. Metalik nanopartikiillerin siniflandirilmasi

1.3. Giimiis Nanopartikiiller

Yillar boyunca manyetik nanopartikiiller (demir oksit), glimiis ve altin nanopartikiiller,
nanokabuklar ve nanokafeslerin ayn1 zamanda teshis ve tedavi edici bir ajan olarak

kullanimini saglamak i¢in aragtirmalar yapilmistir (Mody ve ark., 2010).

Glimiis, bilinen en yiiksek elektrik, termal iletkenlik ve antimikrobiyal 6zelliklere
sahip element olmasi nedeniyle yaygin kullanilan nanomateryallerden biridir (White, 2001).
Yenidogan bebeklerde gonokokkal konjunktivite kars1 giimiis nitrat (AgNO3) damlatilmasi
gecmiste uygulanan profilaktik yontemlerden biri olarak karsimiza g¢ikmaktadir (Bell,
Grayston, Krohn, & Kronmal, 1993). Giimiis nanopartikiiller (AgNP'ler), ¢ok genis
uygulama yelpazesinden dolayr onemli soy metal nanopartikiillerden biridir (Hamedi &

Shojaosadati, 2019) .
1.4 Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

NP’ler fiziksel kimyasal ve biyolojik tekniklerle sentezlenebilmektedir. NP sentezi
genel olarak iki ana baslik altinda incelenmektedir. Bunlardan biri yukaridan asagi “Top
Down” digeri ise asagidan yukar1 “Bottom Up” olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Asagidan
yukar1 yontemde atomlar ya da molekiillerden nanometre araliginda yapilarin olugmasi
beklenmektedir. NP sentezinde asagidan yukariya yaklagim tercih edilen yontemdir.
Yukaridan asag1 yontemde mekanik veya kimyasal teknikler kullanilip enerji araciligiyla

malzemelerin kiigiiltilmesi hedeflenmektedir. Bu yontemde NP’lerin yiizeylerinde bazi
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kusurlar ortaya ¢ikmakta olup istenilen boyut ve sekilde NP  sentezi
gerceklestirilememektedir (Thakkar, Mhatre, & Parikh, 2010). Farkli teknikler kullanilarak
yapilan NP sentezi Sekil 1.3.’de 6zetlenmistir (Alsaiari ve ark., 2023).

| Nanopartikil Sentezi |
L) I L
I 1

Yukandan agagiya yaklasim Asagidan yukan yaklagim
Mekanik 8giitme Kimyasal ¢oktiirme
Buhar biriktirme
Kimyasal agindirma

Kondenzasyon

Lazer ablasyonu

Sol-jel yontemi

Elektro patlatma

Sprey ve lazer piroliz

Piiskiirtme

Yesil Sentez

Sekil 1.3. NP sentez yontemleri Cezaroglu (2022)’den alinmistir.

Biyoteknoloji ve nanoteknoloji, 21. yiizyilin 6nde gelen ve en ¢ok umut vadeden iki
teknolojisidir. Nanobiyoteknoloji, ileri biyoteknoloji i¢in nano dlgekli yapilarin iiretilmesi,
iyilestirilmesi ve kullanilmasi ile ilgili bir alan olup nanoteknoloji ve biyoteknolojinin
kesisimini temsil eder (Akhtar, Panwar, & Yun, 2013).

Son yillarda, fizikokimyasal yontemlere kiyasla daha az toksik, daha diisiik maliyetli
ve ¢evre dostu olan biyolojik yontemlerle NP sentezi (yesil sentez) biiyiik ilgi cekmektedir.
Yesil sentez, ¢evre dostu indirgeyici ve stabilize edici maddeler ile ¢evreye uyumlu
coziicliler kullanilarak tamamen "yesil" prensipler altinda gerceklestirilebilmektedir.
NP'lerin biyolojik sentezi i¢in c¢esitli yontemler, metal tuzlarindan gelistirilmistir. Bu

stireglerde mikroorganizmalar, bitkiler, bitki dokular1 ve meyveleri, bitki ekstraktlar1 ve
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algler NP sentezi i¢in kullanilmaktadir (Chaudhary ve ark., 2020; Hano & Abbasi, 2021,
Jain, Bhargava, Majumdar, Tarafdar, & Panwar, 2011; C. G. Kumar & Mamidyala, 2011)

NP'lerin biyolojik sentezi esnasinda, organizmalarda bulunan enzimler, proteinler,
amino asitler, polisakkaritler ve vitaminler gibi ¢esitli biyomolekiiller metal iyonlarin
indirgeyerek dnemli rol oynamaktadir. Ayrica ¢evreye zararl etkiyi azaltmanin yani sira,
biiyiikliik ve morfoloji olarak iyi tanimlanmig yliksek miktarlarda NP iiretimini de miimkiin
kilar. Metal iyonlarimi indirgemek icin bitki ekstraktlarmin kullanimi 1900'lerden beri
bilinmektedir, ancak kullanilan indirgeyici ajanlarin dogasi hala tam olarak anlasilmamistir.
Son 30 yilda, metal iyonlarini nanopartikiillere indirgemek igin bitkinin kendisi, bitki
ekstraktlart veya dokularinin kullanilmasi giderek daha fazla ilgi ¢ekmistir (A. K. Mittal,
Chisti, & Banerjee, 2013). Mikroorganizmalarla NP sentezi, bitkiler araciligiyla sentezle
karsilastirildiginda bazi dezavantajlari bulunmaktadir. Bunlar mikrobiyal izolasyon,
kiiltiirleme, bakim gibi karmasik tekniklerdir. Bitkiler araciligiyla sentez nispeten kolay,
ucuz ve zahmetsiz bir sentez yontemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Akhtar ve ark., 2013)
Biyolojik olarak yonlendirilen NP sentezinin olast mekanizmast Sekil 1.4.°de

gosterilmektedir (A. K. Mittal ve ark., 2013).
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indirgenme
M) > ey
Biyolojik indirgeyici maddeler
(Enzimler, proteinler, flavonoidler,
terpenoidler, kofaktorler)

) Bilyiime

) Stabilizasyon

Sekil 1.4. NP sentez mekanizmasinin sablonu (M+ metal iyon)

1.4.1 NP’lerin Bitkiler ile Sentezi

NP’lerin biyolojik sentezinde kullanilan yontemlerden biri bitkiler araciligiyla
sentezdir. Dogada kolaylikla karsilasilabilen bitki materyallerinden {iretilen bitki kaynakli
nanopartikiiller ve toksik olmayan dogasi; biyomedikal ve ¢evresel alan uygulamalarinda
nanopartikiillere yonelik yiiksek talebi kargilamaya elverislidir (P. Singh, Kim, Zhang, &
Yang, 2016).

Metal nanopartikiillerin sentezinde tohum, yapraklar, meyveler, saplar ve bunlarin
ekstraktlar1 dahil olmak tizere gesitli bitki boliimleri kullamilmistir (Ankamwar, Damle,
Ahmad, & Sastry, 2005; Bar ve ark., 2009; Chandran, Chaudhary, Pasricha, Ahmad, &
Sastry, 2006; V. Kumar, Yadav, & Yadav, 2010). Bitki ekstraktinin kaynaginin nanopartikiil
ozelliklerini etkiledigi bilinmektedir. Bunun nedeni, ¢esitli ekstraktlarin farkli organik
indirgeyici madde konsantrasyonlarmni icermesidir. Indirgeyici ve suda ¢dziinebilen bitki
metabolitleri (6rn. alkaloidler, terpenoidler ve fenolik bilesikler) NP sentezi i¢in indirgeyici
ve stabilize edici ajanlar olarak kullamilir. Ilgili farkli kimyasallarin sayis1 nedeniyle
indirgeme siireci gorece karmasiktir. Fenolik bilesikler hidroksil ve keton gruplarina sahiptir

metallere baglanabilen ve selasyon gosterebilen maddelerdir. Bu yaklasimlar1 kullanan
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NP'ler ¢cevre dostudur ve daha iyi tanimlanmis boyutlara, morfolojilere ve kararliliga sahip

NP olusumunu saglar (Nasrollahzadeh, Atarod, Sajjadi, Sajadi, & Issaabadi, 2019).

Sicaklik, pH, bitki ekstraktinin konsantrasyonu, metal ¢6zeltinin konsantrasyonu,
inkiibasyon/sentez siiresi vb. gibi ¢esitli degiskenler sentezlenen NP’lerin boyut ve
sekillerine etki etmektedir. Ortamin pH'1 nanopartikiillerin boyutunu degistirmektedir. NP
sentezinde pH’in 6nemli bir rolii oldugu bildirilmistir (J. Mittal, Batra, Singh, & Sharma,
2014). Tragopogon collinus ekstrakti kullanilarak yapilan NP sentezinde en iyi kosullar
0,0025 M glimiis nitrat, 40 °C sicaklik, pH 10 olarak bildirilmistir (Seifipour, Nozari, &
Pishkar, 2020). Farkl1 bitki tiirleri kullanarak AgNP’lerin sentezini incelerken, tiirden tiire
optimum sentez siirelerinin degistigi gozlemlenmektedir. Farkli bitki tiirleri kullanilarak
sentezlenen glimiis nanopartikiillerin tiirden tiire optimum sentez siirecinin degistigi
bildirilmektedir. Bu degiskenlik, laboratuvar kosullarindaki gesitli faktorlere bagh olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle, NP’leri igeren ¢dzeltinin renk degisiklikleri, yiizey plazmon
rezonansindaki degisimi yansitmasi nedeniyle NP’lerin 6zelliklerinin anlasilmasinda kritik
bir gosterge olarak degerlendirilmektedir. Cozeltinin renk araliginin uzun siire sabit kalmasi,
nanopartikiillerin homojen sekilde dagildigin1 ve herhangi bir agregasyonun meydana
gelmedigini gostermektedir. Bu durum, sentezlenen nanopartikiillerin istenilen 6zelliklere
uygun oldugunu ve sentez siirecinin basarili bir sekilde yonetildigini ifade etmektedir. Bu
gozlemlerden yola ¢ikarak nanopartikiil iiretimini daha da optimize etme yollar
arastirilmaktadir. Yapilan ¢alismalar, nanopartikiillerin sentezi ve karakterizasyonu
slirecinde 6nemli rol oynamakta ve degerli bilgiler sunmaktadir (Ahmad ve ark., 2010;
Amendola, Bakr, & Stellacci, 2010; Noguez, 2007).

Sicaklik, AgNP'lerin sentezinde kritik bir parametre olarak kabul edilmektedir. Bitki
metabolitlerinin stabilitesini korumak amaciyla, ¢aligmalar genellikle oda sicakliinda
yuriitilmektedir. Ancak, sentez siirecinin hizlandirilmasi ve giimiis iyonlarinin etkin bir
sekilde AgNP'lere dontisiimiinii saglamak i¢in bazi arastirmacilar daha yiiksek sicakliklarin
kullanilmasini 6nermektedir. Sicakligin artirilmasi, glimiis iyonlarinin hizla azalmasina ve
homojen giimiis ¢ekirdeklerinin olusumuna neden olarak, kiiciik boyutlu AgNP'lerin
tiretilmesine imkan tanimaktadir. Yiksek sicaklik, ayni zamanda glimiis iyonlarinin
indirgenme hizini arttirarak Yiizey Plazmon Rezonans1 pikinin daha da yiikselmesine neden

olabilecegi bildirilmektedir (Seifipour ve ark., 2020). Ayrica, yiiksek sicakliklarda oda
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sicakligina gore daha fazla kristal pargaciklar olusur, sicakligin yiikseltilmesinin
cekirdeklenme oranini arttirdigi varsayilmaktadir (Makarov ve ark., 2014).

AgNP sentezinde bitki ekstrakti ve giimiis nitrat konsantrasyonlarinin partikiil tizerine
olan etkisi arastirildiginda konsantrasyona bagli olarak NP’nin hem sekil hem de
boyutlarinda degisiklik oldugu bildirilmistir. Garcinia mangostana (GM) meyve kabugu
ekstrakti kullanilarak AgNP'lerin biyosenteziyle ilgili calismada en iyi sentez kosullarinin
45 °C sicaklikta, yaklasik pH 4'te ve 16 saat siiresince 0,5 g kabuk ekstrakti ile 7,5 mM
glimiis nitrat kullanilarak gerceklestirildigi belirlenmistir. Bu kosullar altinda, NP’lerin
kiiresel yapida ve 32,7 £ 5,7 nm boyutlarinda olustugu tespit edilmistir. Bu ¢alismada, NP
sentezinde kullanilan giimiis nitrat ve kabuk ekstraktinin konsantrasyonlari, NP’lerin boyutu
ve morfolojisi lizerinde dogrudan bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Daha yiiksek
konsantrasyonlar, NP’lerin daha hizli ve daha yogun bir sekilde olusumuna yol agarken,
daha diisiik konsantrasyonlar NP olusumunu yavaglatmis ve potansiyel olarak daha biiyiik
veya diizensiz sekillerde NP’lerin iiretilmesine neden oldugu belirlenmistir (Lee ve ark.,

2019).
1.5. Biyolojik Sentezlenen NP’lerin Karakterizasyonu

Sentezlenen NP’ler; boyutlari, boyut dagilimi, yiizey alani, sekil, ¢oziiniirlik ve
kiimelenme gibi Ozelliklerin tespiti amaciyla detayli karakterizasyon c¢alismalarina tabi
tutulmaktadir. Kimyasal ve biyolojik yontemlerle sentezlenen NP’ler, metal iyon
onciillerinin indirgenmesiyle reaksiyon ¢ozeltisinde renk degisiminin goériilmesi NP’lerin
olusumunun ilk olarak gozle goriiliir hale gelmesini saglar. Biyolojik sentez yontemleriyle
elde edilen NP’lerin dogrulanmasi i¢in karakterizasyonu, bu nanoyapilarin igsel 6zelliklerini
derinlemesine anlamakta kritik bir siiregtir. Soliisyonun renginin saridan kahverengiye
degisimini gézlemlemek AgNP iiretimini dogrulamanin en temel yontemlerinden biridir.
Karakterizasyon  farkli  spektroskopik ve mikroskopik teknikler kullanilarak
gerceklestirilebilmektedir. Dinamik Isik Sagilimi (DLS) ve Zeta potansiyeli 6lgiimleri,
NP’lerin boyut dagilimi ve yiizey yiikiinii belirlemek i¢in kullanilirken, Gegirimli Elektron
Mikroskobu (TEM) ve Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) teknikleri, morfolojik
detaylarimi gorsellestirmek icin kullanilmaktadir. X-1g1m1 Kirinimi Difraktometresi (XRD),
NP’lerin kristalin yapilarini analiz ederken, Fourier Doniisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi

(FTIR) ve Raman Spektroskopisi, yiizey kimyasi ve molekiiler baglar hakkinda bilgi
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saglamaktadir. Bu karakterizasyon yontemleri, NP’lerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik
Ozelliklerini tam olarak tamimlayarak, onlarin potansiyel uygulamalarint ve g¢evresel
etkilesimlerini  kesfetme imkani1 sunmaktadir (Lee ve ark., 2019). NP’lerin
karakterizasyonunda kullanilan yontemlerle ilgili tablo 1.2. Teimouri ve ark’dan alinmistir
(Teimouri ve ark., 2018).

Tablo 1.2. NP’lerin Karakterizasyonunda Kullanilan Y 6ntemler

Teknik Teori Uygulama
Ultraviyole-Goriiniir Cesitli metal NP'leri 2-100
Bolge (UV-Vis) 300-800 nm dalga nm boyut araliginda
Spektrofotometre boylarinda 1s1k emilimi karakterize etmek i¢in

kullanilir.
Dinamik 151k sagilimi Gelen fotonlarin sagilma Nl.) lem? yuzey yilkiinii ve
(DLS) analizi h1(.1r0d1nan.nl.< yarigapini
belirlemek i¢in kullanilir.
Taramal1 Elektron Elektron 1s1nina dayal bir kell\rl:kTelz?igg rfOIOJ.I k.
Mikroskobu (SEM) mikroskopi teknigi yonuiein
kullanilir.
Gegirimli Elektron Elektron 1s1nina dayal bir NP'lerin ¢apini belirlemek
Mikroskobu (TEM) mikroskopi teknigi i¢in kullanilir.
Fourier Dontisimlii Kizil6tesi emilim ve emisyon | NP yiizeyindeki fonksiyonel
Kizil6tesi spektrumlarini 6lgme gruplart tespit etmek icin
Spektroskopisi (FTIR) yontemi kullanilir.

NP'lerin faz tanimlamasi ve
kristal yapisinin
karakterizasyonu igin
kullanilir

Monokromatik X-isinlar1 ve
kristalin NP arasindaki yapici
girisimlere dayanir.

X-Isi Difraktometresi
(XRD)

Farkli elementlerin
Enerji Dagilimli X-1s51m1 | Kkarakteristik X-1gilarini bir

Spektroskopisi (EDS) | enerji spektrumunda ayirmak
i¢in kullanilir.

NP'lerin elementsel
bilesiminin tespiti i¢in
kullanilir.

1.6. AgNP’lerin Antimikrobiyal Etkileri ve Mekanizmalar:

AgNP’ler antibiyotiklere alternatif antibakteriyel maddelere aday olarak
gosterilmektedir. Gelecek vaat eden birka¢ nanomalzeme arasinda AgNP’ler, genis ylizey-
hacim oranlar1 ve kristalografik yiizey yapilar1 nedeniyle potansiyel antibakteriyel ajanlar
gibi goriinmekte olup bu konu ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir. AQNP’ler, gram pozitif
ve gram negatif bakterilere kars1 yiiksek antimikrobiyal aktivite gostermektedir. AGQNP'lerin

Escherichia coli'ye (E. coli) kars1 antimikrobiyal etkinligi, Gram-negatif bakterilere kars1 bir
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model olarak incelenmistir. NP’lerin E. coli iizerine bakterisidal etkilerinin arastirildigi
calismalarda, SEM ve TEM analizlerinde, hiicre duvarinda hasar ve bakteri zarinda NP
birikimi oldugu gosterilmis, bunun sonucu olarak hiicre zarmin gegirgenliginin bozuldugu
ve hiicre 6limiiniin gergeklestigi bildirilmistir. AgNP'lerin gram pozitif bir bakteri olan S.
aureus susu lizerine antimikrobiyal etkisi sivi mikrodiliisyon yoluyla arastirilmis ve
antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir (Hussain ve ark., 2019). Toksik olmayan ve
uygun maliyetli bu NP’ler, yeni bakterisidal ajanlar1 gelistirilmesi igin dnemli malzemeler
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sondi & Salopek-Sondi, 2004). AgNP'lerin sundugu
antibakteriyel mekanizmalardan biri de hiicre duvari ve hiicre zar1 fonksiyonlarinda
bozulmalara neden olmaktir; bakterinin negatif yiiklii zarlari ile pozitif yiiklii NP'ler
arasindaki zit yiikler tarafindan {iretilen elektrostatik bir kuvvet nedeniyle hiicresel
biitiinliigiin yok edilmesi ortaya ¢ikabilmektedir. Sonug olarak bu yapilara zarar verebilir ve

sonunda bakterilerin 6liimiine neden olabilir (Lok ve ark., 2007).

AgNP'lerin bakterisidal etkilerinin mekanizmas1 heniiz anlasilmamistir. Birgok
calisma, AgNP'lerin hiicre zarinin yiizeyine baglanarak hiicrenin gecirgenligini ve solunum
fonksiyonlarini bozabilecegini 6ne siirmektedir (Kvitek ve ark., 2008). Etkilesim icin
genis yiizey alanma sahip olan daha kiiciik AgNP'lerin biiyiik AgNP'lerden daha fazla
bakteriye etki etmesi beklenmektedir.

AgNP'lerin sadece membran yiizeyi ile etkilesimi degil ayn1 zamanda bakterilerin
icine de niifuz etmesi miimkiindiir (Sharma, Yngard, & Lin, 2009). Hiicre i¢indeki hasar,
AgNP'lerin DNA gibi fosfor ve kiikiirt iceren bilesiklerle etkilesiminden kaynaklanabilir.
Glimiisiin bu tiir bilesiklere kars1 yiiksek afinitesi vardir (Basu, Jana, Pande, & Pal, 2008;
Feng ve ark., 2000). Ag" iyonlari, bakterileri etkisiz hale getirmek i¢in biyomolekiiliin
mevcut —SH gruplariyla gii¢lii bir sekilde etkilesime girer. Ayrica Ag* iyonunun anaerobik
kosullar altinda antibakteriyel aktivitesinin, oksijen agisindan zengin ortama gore daha az
etkili oldugu bulunmustur. Hiicredeki bu tiir etkilesimler DNA replikasyonunu énlemektedir
bu da bakteriyel 6liime yol agmaktadir (Matsumura, Yoshikata, Kunisaki, & Tsuchido, 2003;
Rahman ve ark., 2019; Sharma ve ark., 2009).

18



@ [ ) Giimiis nanopartikiiller
A.Q'.A FiEgRa |
) T e T
@ L% Y \\\ e N ) )
.A.\\\\\ \\\\ [ 117 \lr//// F
b 7 / )
Hiicre zari hasari Elektron Tagima Zincirinin : [
inhibisyonu

@
®,
Oksidatif stres

\ ©
.‘I
-
° &
A Sol usumu
% N
- 3
- Mitokondri \ R —_—
" fonksiyon j
e bozuklugu / D

‘/’ / Hiicre 8lumii
AT TN \\\ \\\\\\'\\\ \\\ \,
// / \ s e e TR ]

Sekil 1.5. AgNP’lerin bakterlyel biliylimeye ve ¢cogalmalara karsi tahmin edilen etki
mekanizmasi Rahman ve ark. (2019)’dan alinmustir.

1.7. AgNP’lerin Antibiyofilm Etkileri ve Mekanizmasi

AgNP’lerin anti-biyofilm aktiviteleriyle ilgili bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bakteri
biyofilmleriyle AgNP’ler arasindaki etkilesimi konu alan ilk calismada, 24 saatlik P. putida
biyofilmlerinin kiitlesindeki diisiisler arastirilmistir. Bu ¢alismada kullanilan AgNP'lerin
ortalama ¢ap1 6530 nm oldugu bildirilmistir (Fabrega, Renshaw, & Lead, 2009). Baska bir
caligmada da, 100 nM konsantrasyondaki AgNP'lerin (ortalama ¢ap 50 nm), biyofilm
olusumunun ilk basamagi olan yiizeyel adezyonu engelleyerek P. aeruginosa ve S.
epidermidis'in  biyofilm olusumunu neredeyse tamamen Onledigi belirlenmistir
(Kalishwaralal, BarathManiKanth, Pandian, Deepak, & Gurunathan, 2010). Biyofilm
olusumunu 6nlemek i¢in genis bir antimikrobiyal etkiye sahip NP’ler tibbi cihazlar ve
kataterin ylizeylerinde kaplama olarak kullanilmig biyofilm inhibisyonundaki degisiklikler
gozlenmistir (Lethongkam ve ark., 2022; Roe, Karandikar, Bonn-Savage, Gibbins, &
Roullet, 2008). Anti-biyofilm aktivitesi onemli dlgiide yiizey kimyasi, yiik, hidrofobisite,
boyut dagilimi vb. gibi bazi parametrelere baglidir. Literatiire gore AgNP'ler biyofilme yakin
olduklarinda biyofilm bolgeleri ile etkilesime girererek biyofilmin igine niifuz etmektedirler
(Joshi, Singh, & Mijakovic, 2020).
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1.8. Rosmarinus officinalis (Biberiye) Bitkisi

Tiirk¢e’de hasalbal, kusdili ve akpiiren gibi farkli isimlerle anilmakla beraber yaygin
olarak biberiye olarak taninan Rosmarinus officinalis (R. officinalis) bir¢ok farkli biyoaktif
bilesik igermekte olup lezzet verici bir baharat olarak kullanilmaktadir. Biberiye bitkisi 50-
100 cm yiikseklikte, cali goriiniiste, yaprak dokmeyen, ¢igekleri soluk mavi renkli ¢ok yillik
bir bitkidir. Yabani olarak Akdeniz ikliminin hakim oldugu yerlerde yetisebilen R.
officinalis; antiinflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal, antiproliferatif, antitimor ve
koruyucu aktiviteler gibi ¢esitli farmakolojik aktivitelerin uygulanmasindan sorumlu
biyoaktif molekiillerden olusmaktadir. Halk hekimliginde antispazmodik, hafif bir analjezik
olarak interkostal nevraljiyi, bas agrilarini, migreni, uykusuzlugu, duygusal rahatsizligi ve

depresyonu tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Aromatik ve siis bitkisi olarak da genis kullanim

alanina sahiptir (de Oliveira, Camargo, & de Oliveira, 2019; Ghasemzadeh Rahbardar &
Hosseinzadeh, 2020).

Birgok ¢aligmada R. officinalis yaprak ekstraktinin sulu Ag+ iyonlar ile indirgenmesi
yoluyla AgNP sentezi gergeklestirilmistir. Sentezlenen AgNP’ler cesitli analitik ve
mikroskobik teknikler kullanilarak detayli bir sekilde karakterize edilmis, antibakteriyel ve
antifungal aktiviteleri, mevcut ticari antibiyotiklerle karsilastirmali olarak arastirilmistir. R.
officinalis yaprak ekstraktinda bulunan polifenollerin, AgNP’lerin boyutunu kontrol etmede
indirgeyici ve stabilize edici ajanlar olarak islev gordiigii belirlenmistir (Ghaedi,
Yousefinejad, Safarpoor, Khafri, & Purkait, 2015). R. officinalis ekstraktinin, 30 dakika
icerisinde AgNP’lerin ¢ekirdeklenmesini baslattigi, SPR’nin 450 nm dalga boyundaki pik

olusturmasi ile dogrulanmistir. Ayrica, FT-IR analizi sonucu yaprak ekstraktlarinda, glimiis
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iyonlarinin AgNP’lere indirgenmesinde rol oynayan fenolik fonksiyonel gruplarin varligini
ortaya koymustur. SEM ve TEM kullanilarak yapilan gozlemler, AgNP’lerin 10-33 nm
boyut araliginda ve kiiresel morfolojiye sahip oldugunu, XRD analizi ile de, dort belirgin
pik olusumu AgNP'lerin sentezlendigini gostermektedir. Ayrica, yesil sentez yontemiyle
elde edilen nanopartikiillerin antimikrobiyal aktiviteleri de degerlendirilmis ve bu
nanopartikiillerin etkili antibakteriyel ve antifungal 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir
(Ayanoglu, Baskaya, & Bahadirli, 2016). R. officinalis ekstrakti aracilifiyla sentezlenen
AgNP’lerin antimikrobiyal ve sitotoksik etkileri arastirllmistir (Daghestani ve ark., 2020;
Ghaedi ve ark., 2015).

R. officinalis yaprak ekstraktinin kullanimiyla AgNP'lerin  yesil sentezi
gerceklestirilmis, sentez siireci yalnizca 15 dakika gibi kisa bir siirede tamamlanmistir. Elde
edilen AgNP'ler, UV-Vis, FTIR, XRD, FE-SEM ile birlikte EDX, TEM ve AFM teknikleri
kullanilarak kapsamli bir sekilde karakterize edilmistir. Karakterizasyon sonuglari,
nanopartikiillerin kiibik yapida oldugunu ve boyutlarinin 14,20-42,42 nm araliginda
degistigini ortaya koymustur. FTIR analizi, flavonoidlerin ve terpenoidlerin,
nanopartikiillerin sentezi ve stabilizasyonunda kritik roller oynadigin1 gostermistir Ayrica,
biyolojik olarak sentezlenen AgNP'lerin antibakteriyel etkinligi, Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa) ve Staphylococcus aureus (S. aureus) gibi klinik patojenlere karsi disk
difiizyon yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu testler, R. officinalis yaprak ekstrakti
aracilifiyla sentezlenen AgNP'lerin, s6z konusu patojenlere karsi etkili bir antibakteriyel
ajan oldugunu dogrulamistir. Bu bulgular, AgNP'lerin klinik uygulamalarda potansiyel

kullanimlar1 agisindan 6nemli bir temel olusturmaktadir (Das & Velusamy, 2013).
1.9 Mentha piperita (Nane) Bitkisi

Lamiaceae ailesinin bir {iyesi olan Mentha piperita (nane), ticari degeri ve kendine
Ozgli aromasi nedeniyle Avrupa, Asya, Amerika Birlesik Devletleri, Hindistan ve Akdeniz
iilkelerinde 1liman bdlgelerde yetistirilmekte olup diinya ¢apinda en yaygin kullanilan
bitkilerden biridir. Nane bitkisi ¢ok yillik, otsu, 30-100 cm boyunda, ¢igekleri yaprak
koltuklarinda ve salkim seklindedir. Yapragi soguk alginligi, agiz enfeksiyonlari, farenks ve
karacigerin yani sira mide bulantisi, kusma, ishal, kramplar, hazimsizlik ve siskinlik gibi
gastrointestinal sistem bozukluklarinda tedavi edici olarak kullanilmasi yaninda

antimikrobiyal, antiviral, antioksidan, antiinflamatuar ve anti-kanserojen etkileri de
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bilinmektedir. Bitkinin, oldukc¢a etkili antioksidanlar olan ve sentetik olanlardan daha az
toksik olan polifenoller dahil olmak iizere cesitli fitokimyasallara sahiptir. Farmakolojide
antiseptik, anestezik, serinletici, yatistirici, gaz soktiiriicii, bulanti kesici ve 6nleyici ilaglarin
yapiminda kullanilmaktadir (Anwar, Abbas, Mehmood, Gilani, & Rehman, 2019; Baydar,
2005; Mahendran & Rahman, 2020; McKay & Blumberg, 2006).

Sekil 1.7. M. piperita bitkisinin genel goriinimii

M. piperita bitkisi kullanilarak giimiis nitrat (AgNOs) biyorediiksiyonu yoluyla giimiis
nanopartikiillerin ~ sentezi  gergeklestirilmistir. Bitki ekstrakti, bu kimyasallarla
karistirildiktan sonra inkiibe edilmis ve NP’lerin olusumu UV-Vis spektrofotometre
kullanilarak izlenmistir. Elde edilen nanopartikiiller, EDS- SEM ve FTIR teknikleri
kullanilarak karakterize edilmistir. Arastirmalar, sentezlenen AgNP’lerin genellikle 90 nm
capinda ve kiiresel sekilli oldugunu, ortaya koymustur. Ayrica, M. piperita yaprak
ekstraktinin AgNP’lerin sentezi i¢in etkili bir biyo-indirgeyici madde olarak islev gordiigii
bildirmislerdir. AgNP’lerin klinik olarak izole edilen insan patojenleri olan S. aureus ve E.
coli'ye kars1 etkili antimikrobiyal 6zellikler sergiledigi de belirlenmistir. Yapilan ¢aligsmalar
M. piperita ekstraktinin nanopartikiil sentezi i¢in dogal ve giiglii bir indirgeyici ajan olarak
kullanilabilme potansiyelini gostermektedir (MubarakAli, Thajuddin, Jeganathan, &
Gunasekaran, 2011).
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1.10. Syzgium aromaticum (Karanfil) Bitkisi

Myrtaceae familyasina ait olan Syzygium aromaticum (S. aromaticum); diinyanin
farkli yerlerinde yetistirilen kurutulmus bir ¢icek tomurcugudur. S. aromaticum, 8-12 m
boylarinda, demetler halinde pembe ¢icekleri olan ve yaz-kis yesil olan yaprak dokmeyen,
agag tiiriidiir. Agacin pembe olan ciceklerinin kurutularak elde edilen tomurcuklarina

karanfil ad1 verilmektedir (Kamatou, Vermaak, & Viljoen, 2012).

: R
Sekil 1.8. S. aromaticum bitkisinin ¢icegi ve kurutulmus hali

S. aromaticum, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle gida sektoriinde,
ozellikle et islemede, kimyasal koruyuculara alternatif olarak kullanilmaktadir. Ayrica
parfiim endiistrisinde de yaygin olarak tercih edilmektedir (EI-Saber Batiha ve ark., 2020).
S. aromaticum, yiiksek konsantrasyonda bulunan gesitli kimyasal bilesenler sayesinde, farkli
dejeneratif hastaliklarin inhibisyonunda etkili rol oynadigi bilinmektedir. Karanfilin
esansiyel yagi olan Gjenol; geleneksel tipta yanik ve yara tedavisinde, dig agrisi ve
enfeksiyonlarinda agri kesici olarak kullanilmaktadir. Hindistan ve Cin geleneksel tibbinda
1s1tict ve uyarict bir madde olarak kullanilan karanfil, mide bulantisi, karaciger ve bagirsak
bozukluklar1 gibi ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde yiizyillardir kullanilmaktadir. Ayrica,
Amerika'da gida kaynakli patojenlerin(viriis, parazit ve farkli bakteriyel ajanlar)
enfeksiyonlarmin tedavisinde kullanilmaktadir. Ojenoliin dis pulpasi dokusuna niifuz
edebilmesi ve kan dolagimina gegebilme 6zelligiyle dis hekimliginde kullanimi yaygindir.
Anti-karsinojenik aktivite gosteren seskiterpenler icermesi, S. aromaticum saglik alaninda
kullanimin1 daha da degerli kilmaktadir (Batiha ve ark., 2020; Kamatou ve ark., 2012).

S.aromaticum metalik nanopartikiillerin olusumunda indirgeyici ve kaplayici ajan

olarak kullanilmaktadir. S.aromaticum sulu ekstrakti ile olusturulan AgNP'ler oral
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mikroorganizmalardaki antimikrobiyal etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada AgNP'lerin
UV-Vis spektrumunda 400-500 nm'de pik olusturdugu TEM’de 4-16 nm boyuta sahip ve
kiiresel formda kristal yapilar olusturdugu gozlenmistir. S.aromaticum ile sentezlenen
AgNP'lerin Gram-pozitif ve Gram-negatif mikroorganizmalarin yani sira agiz boslugunda
yaygin olarak bulunan mayalara kars1 da antimikrobiyal etkinliginin oldugu belirlenmistir

(Jardon-Romero ve ark., 2022).
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2. AMAC

S. sanguinis dis yiizeyinde biyofilm olusumunda 6nciil kolonizer olarak yer almaktadir
ve diger Onciil ve patojen bakterilerin baglanmasina aracilik etmektedir. S. sanguinis oral
florada bulunan dis ¢iiriigline neden olabilen kommensal bir bakteridir. Ancak bakterinin
dental islemler veya dis fircalamayla dahi kan dolasimina gegerek bakteriyemiye neden
oldugu bilinmektedir. S. sanguinis 6zellikle kalp rahatsizliklarindan birine sahip ve kotii agiz
hijyeni olan kisilerde endokardite siklikla neden oldugu bilnen bakteriler arasinda yer
almaktadir. Bu arastirmada agiz gargarasi veya dis macunu igeriginde kullanilabilecek,
AgNP’lerin sentezlenmesi amaglanmistir. Bu amacla ¢evre dostu, ucuz maliyetli ve toksik
etkilerinin daha diisiik oldugu bilinen yesil sentez yontemi ile R. officinalis, M. piperita, S.
aromaticum bitkileri kullanilarak AgNP’ler sentezlenecek olup, bu AgNP’lerin S.
sanguinis’e karsi antimikrobiyal, antibiyofilm etkilerinin varligi ve bakterinin viriilansinda
rol oynayan spxB geni iizerine etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Sentezlenen
AgNP’lerin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in sitotoksisite testlerinin yapilmasi da

planlanmustir.

Bu ¢alismada dis yiizeyinde onciil biyofilm olusturan S. sanguinis’e karsi yiiksek
antimikrobiyal, antibiyofilm ve antiviriilans etkili ayn1 zamanda diisiik sitotoksik etkiye

sahip AgNP’lerin yesil sentez yoluyla sentezlenmesi amaglanmustir.
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3. YONTEM

3.1. Besiyerlerinin, Ayiraglarin ve Tampon Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.1.1. Brain Heart Infusion Agar (BHIA)

Brain Heart Infusion agar (Merck, Almanya), ticari olarak toz halinde temin edilmis
ve Uretici firmanin 6nerisi dogrultusunda hazirlanmig, 121°C’de 15 dakika steril edilerek 45—
50°C’ye kadar sogutulmus, aseptik sartlarda 20 ml besiyeri, plastik petri kaplarina dokiilmiis

tamamen sogumasi beklenmistir. Kullanim zamanina kadar +4 °C’de saklanmustir.
3.1.2. Brain Heart Infusion Broth (BHIB)

37 g toz BHIB (Merck, Almanya) besiyeri 1 litre distile suda siispanse edilmistir.
Besiyeri 1s1 ile tamamen ¢6ziinmiis 121°C’de 15 dakika otoklavda (Niive, Tiirkiye) steril

edilmistir. Burgu kapakli siselerde +4°C’de saklanmustir.
3.1.3. %2’lik Siikrozlu Brain Heart Infusion Broth (BHIBS)

Siikroz 4 g tartilarak 100 ml distile suda ¢oziiniip filtreden (0,22 pm) gegcirilerek steril
edilmistir. BHIB besiyeri 3,7 g tartilmis 100 ml distile suda ¢oziinmiistiir. Steril edilen
besiyerine, hazirlanan siikroz ¢6zeltisinin tamami1 eklenmis ve son konsantrasyonu %2 olan

besiyeri elde edilmistir. Biyofilm deneylerinde kullanilana kadar +4°C’de saklanmustir.
3.1.4. Kristal Viyole Soliisyonu

0,1 gram toz kristal viyole tartilmis 100 ml distile suda ¢6ziindiikten sonra filtreden
(0,22 pm) gegcirilip biyofilm deneyleri i¢in kullanilana kadar karanlik ortamda +4 ° C’de

saklanmustir.
3.1.5. Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS)

Yikama tamponu olarak kullanilan PBS (Sigma -Aldrich, Almanya) ticari olarak tablet
formunda satin alinmistir. Fosfat tampon ¢ozeltisi (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI ve 10 mM
(25 ° C’de pH (7,4)) elde etmek igin 1 tablet 200 ml steril distile su iginde ¢oziilerek
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hazirlanmigtir. 121°C’de 15 dakika otoklavda steril edilmistir. Hazirlanan soliisyon burgu

kapakli steril cam siselerde saklanmustir.
3.1.6. % 1’lik siilfiirik asit ¢cozeltisinin hazirlanmasi

Deiyonize su 90 mL hazirlanmis ve tizerine 1 mL H2SO4 eklenip, karistirildiktan sonra

deiyonize su ile hacmi 100 mL’ye tamamlanmustir.
3.1.7. BaCl: ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1175 mg BaCl3.2H0 tartilip ve 50 mL deiyonize su ile karistirilarak BaCl2.2H20’in

¢Oziinmesi saglanmis ve deiyonize su ile hacmi 100 mL’ye tamamlanmastir.
3.1.8. 0,5 McFarland standardi hazirlanmasi

Baryum kloriir BaCl ¢o6zeltisinden 0,5 ml, %1°lik siilfirik asit ¢ézeltisinden 99,5 ml

alinarak cam bir tiip igerisinde karistirilarak 0,5 McFarland standardi hazirlanmustir.
3.1.9. Resazurin hazirlanmasi

Resazurin (Sigma-Aldrich, Almanya), 0,01 g c¢ozdirilmis %0,01'ik rezasurin

hazirlanmistir. Filtreden gegirilmis ve 4 °C'de saklanmustir.
3.2. Bitki ekstraktlarinin hazirlanmasi

Ticari olarak yerel bir marketten alinan R. officinalis, M. piperita, S. aromaticum
distile su ile iki kez yikanip kurutulmustur. Ogiitiicii cihazla (IKA-Universalmiihle M20,
Almanya) kiiciik parcalar haline getirilmistir. Kurutulmus ve 6giitiilmiis olan bitkiler (R.
officinalis, M. piperita, S. aromaticum) 1, 5 ve 10 g olarak tartilip 100 ml ultra saf su igerisine
ilave edilerek 50° C’de 1siticili manyetik karistiricida (Stuart, Ingiltere) iki saat boyunca
bekletilip filtre kagidindan (Whatman filtre kagidi No. 1) siiziilerek ti¢ farkh

konsantrasyonda ekstrakt elde edilmistir.
3.3. Giimiis nanopartikiillerin yesil sentezi
Glimiis nitrat (AgNO3) (Sigma Aldrich Chemical, ABD) ticari olarak satin alinmuistir.

Giuimiis nitrat (AgNO3) ¢ozeltisi ultra saf su ile 30 mM hazirlanmistir. Bitki ekstraktina
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giimiis nitrat ¢6zeltisi damla damla eklenmistir. 2 saat 50° C de bekledikten sonra 5000g’de
10 dakika santrifiijlenmistir. Stipernatant atilirken pelet iki kez ultra saf su ile yitkanmaistir.

Nanopartikiiller etiivde 50°C kurutulup karanlik alanda 4° C’de saklanmistir.
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Sekil 3.1. M. piperita AgNP sentezi ve karakterizasyonu sematik gosterimi

3.4 Giimiis nanopartikiillerin karakterizasyonu
3.4.1. UV-Vis Analizi

Polarize 15181n, metal bir yilizeye ¢arpip yansimasi esnasinda metal yiizeyinde meydana
gelen titresim hareketlerine bagl olarak gelisen fiziksel yapiya SPR denmektedir ve bu
kantitatif olarak da tespit edilebilmektedir. Cozelti igerisinde zamanla konsantrasyonu artan
AgNP’nin, titresim hareketlerinin yani SPR’lerinin de artmasiyla ¢ozeltilerinde sari-
kahverengi bir renk aldiklart bilinmektedir (Sinner & Tunkel, 2015). UV-Vis
spektrofotometrenin dalga boyu 300 ile 700 nm arasinda (Merck Spectroquant Prove 600
UV/VIS, Almanya) kullanilarak 6l¢iim gerceklestirilmistir.
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3.4.2. TEM Analizi

NP’lerin morfolojisi ve boyutlart TEM kullanilarak degerlendirilmistir. TEM analizi
icin NP soliisyonlar1 karbon kapli bakir 1zgaralarina damlatilmistir. Daha sonra sonra oda
sicakliginda kurumaya birakilarak Hitachi HT7800 marka TEM ile goriintii alinmistir.

Boyutlar1 Image]J yazilim paketi kullanilarak hesaplanmistir.
3.4.3. SEM-EDS Analizi

Sentezlenen AgNP’lerin morfolojisi ve boyut dagilimi, Leica EM ACE600 cihazi ile
altin kaplandiktan sonra FE-SEM (Hitachi Regulus 8230 kullanilarak analiz edilmistir. EDS
analizinde ise birlesik olarak calismakta olan EDS dedektorii vasitasiyla elementlerin

miktarinin tespit edilip haritalandirmalar1 yapilmigtir.
3.4.4. XRD Analizi

NP’lerin karakterizasyon yontemlerinden biri olan XRD ydnteminde AgNP’lerin
kristal yap1 ve boyutlar1 arastirilmistir. Panalytical Empyrean XRD ile 2q diizlemde 0,1

saniyede 0,02° araliklarla, 10° ile 80° agilar arasinda analiz yapilmstir.

TEM, SEM ve XRD analizleri Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma

Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde yapilmistir.
3.4.5. FT-IR Analizi

FT-IR spektroskopisi, orneklerdeki bag yapilarini tespit etmek icin kullanilan bir
analiz yontemidir. Perkin Elmer Spectrum Two cihaziyla potasyum bromiir (KBr) ile
kaplanan kat1 haldeki maddelerin azaltilmis toplam yansima (Attenuated Total Reflectance)

teknigiyle (PIKE Gladi ATR) ile analizi gergeklestirilmistir.
3.5. R. officinalis, M.piperita, S.aromaticum AgNP’lerin Antimikrobiyal Etkileri
3.5.1 Bakteri Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Calismada S. sanguinis ATCC 10556 susu kullanilmistir. Antimikrobiyal etkisi test
edilecek sus saklandiklari -80°C ortam kosullarindan ¢ikarilip oda 1sisina gelmesi saglanmis

sonra BHIA ekim yapilarak 37°C’de 24 saat mumlu jarda inkiibasyona birakilmistir. Ureyen
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saf kolonilerden ayn1 sekilde ikinci kez tek koloni diisiirme yontemiyle ekimi yapilmis ve
37°C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi iireyen saf bakteri kolonilerinden 2-4 koloni kadar steril
Oze ile alimip 5 ml steril serum fizyolojik (SF) icerisinde 0,5 McFarland bulanikligina
esdeger bakteri slispansiyonu hazirlanmistir. Bu siispansiyon 1/20 oraninda diliie edildikten
sonra besiyeri kontrol kuyucugu disinda iireme kontrol kuyucugu da dahil olmak iizere her
bir kuyucuga son bakteri inokuliim konsantrasyonu 5x10° CFU/mL olacak sekilde 10 uL
eklenmistir (Cezaroglu, 2022).

3.5.2. AgNP’lerin Minimum Inhibitér Konsantrasyonu ve Minimum

Bakterisidal Konsantrasyon’larinin Belirlenmesi

AgNP’lerin stok soliisyonu i¢in gerekli miktarda nanopartikiil steril kaplar igerisinde
hassas terazide tartilmis ve konsantrasyonu 2048 pg/mL olacak sekilde steril distile su
icerisinde ¢ozdirilmistiir. Cozeltinin homojen hale gelmesi igin yarim saat ultrasonik
banyoda (Branson, ABD) oda sicakliginda bekletilmistir. Cozeltiler her islem 6ncesi taze
olarak hazirlanmistir. NP’lerin Minimum Inhibitér Konsantrasyon (MIK) degeri 96
kuyucuklu plakalarda sivi mikrodiliisyon yontemiyle belirlenmistir. Kuyucuklara 100 pL
BHIB eklenmistir. Her bir AgNP i¢in 2048 ug/ml konsantrasyonda hazirlanan stoktan 100
uL kuyucuklara eklenerek ikiser kat azalan seri dilisyonlar gergeklestirilmistir. Boylece
1024-2 pg/ml’lik seri diliisyonlar hazirlanmigtir. Pozitif kontrol olarak AgNO3
kullanilmigtir. Mumlu jar i¢inde 37° C’de 24 saat inkiibasyondan sonra mikroplaklar
incelenip iiremenin inhibe oldugu ilk konsantrasyon MIK olarak degerlendirilmistir. MIK
degerlerinin belirlenmesinden sonra iiremenin goriilmedigi kuyucuklardan 10 pL alinip
BHIA besiyeri iizerine ekilmis inkiibasyon sonrasi bakteri iiremeleri degerlendirilmis ve

plakta tiremenin goriilmedigi ilk konsantrasyon MBK olarak belirlenmistir (Cezaroglu,
2022).

3.5.3. Resazurin Yontemi

MIK degerini kolorimetrik olarak belirlemek amaciyla rezasurin ydntemi
kullanilmigtir. MIK belirlemek amaciyla yapilan inkiibasyon tamamlandiktan sonra canlilik
indikatorii olarak hazirlanan %0,01°lik resazurin sodyum soliisyonundan her kuyucuga 20
uL eklenerek 1 saat 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilmis, Inkiibasyon sonrasi iireme ve

renk degisikligi acisindan degerlendirilen plaklarda iireme olan kuyucuklar pembe, lireme
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olmayan kuyucuklar mavi-mor renkte gozlenmistir. Mavi renkte gozlenen en diisiik NP

konsantrasyonu S. sanguinis i¢in MiK degeri olarak belirlenmistir (Elshikh ve ark., 2016).
3.6. AgNP’lerin Antibiyofilm Etkileri

Calismada biyofilm kiiltiir ortam1 olusturmak amaciyla kullanilan S. sanguinis ATCC
10556 susu BHIA besiyerine ekilmis 37°C’de mumlu jar igerisinde bir gece inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasi tek koloniler BHI broth bulunan tiipe ekilerek 37°C’de
mumlu jarda, 24 saat inkiibe edilerek alt kiltiirleri yapilmistir. Alt kiiltiirii yapilan tiipler
3000 g’de 4°C’de 5 dakika santrifiij edilmis ve stipernatant atilmistir. Pelet steril PBS ile 2
kez yikanmis, tizerine BHIBS besiyeri ilave edilmis, 1:10 oraninda diliie edilerek biyofilm
olusturmak iizere bakteri siispansiyonu hazirlanmistir. MIK deneylerinde anlatildig1 gibi
AgNP’lerin 1024-2pg/mL  arasinda olacak sekilde diiz tabanli mikroplaklarda seri
dilisyonlar1 yapilmistir. Hazirlanmis bakteri siispansiyonlar1 20 pL 96 kuyucuklu diiz
tabanlt mikroplaklara ilave edilmistir. Daha sonra 36 saat 37 °C de 100 rpm’de ¢alkalamali
etiivde inkiibasyona birakilmistir. AgNP igermeyen kuyucuklar pozitif kontrol olarak
degerlendirilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra, kuyucuklar 3 kez 200 pL PBS ile
yikanmustir. Kuyucuklarda kalan biyofilmler metil alkol (Merck, Almanya) ile sabitlenip
%0,1’1lik kristal viyole ile boyanmistir. Fazla kalan boya deiyonize suyla yikanmis ve
kuyucuklar kurutulmaya birakilmistir. Kurutma isleminden sonra 200 puL % 95 (v/v) etanol
(Merck, Almanya) ilave edilip 590 nm de ¢oklu plaka okuyucuda 6l¢iilmiistiir deneyler 3
kez yapilmig ve ortalama Optik Dansite (OD) degerleri % biyofilm inhibisyon etkinligi
hesaplamasinda asagidaki formiil temel almarak degerlendirilmistir (Ocal, Tekeli, &

Dolapg1, 2022; Wypij ve ark., 2022).

0D590A NPrlerile isl 0 lis hi l
% Biyofilm inhibisyon = [1 — < g e 1 x 100
0D590 pozitif kontrol

3.6.1. AgNP’lerin biyofilm iizerine etkilerinin SEM ile goriintiilenmesi

Biyofilmin elektron mikroskobunda goriintiilemesi amaci ile polilizin kapli lamlar
(Epredia, USA) iizerinde biyofilm olusturulmustur. Polilizin kapli lamlar cam kesme
makasiyla kesilmis ve 6nce %70’lik etil alkol ile temizlenmis sonra UV ile steril edilmistir.
Polilizin kapl lamlar 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plaklarinin igine yerlestirilmistir. R.

officinalis, M. piperita, S. aromaticum AgNP’ler sub-MiK konsantrasyonlar1 sirastyla 128,
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64, 64 pg/ml olacak sekilde BHIBS besiyeri igerisinde hazirlanmis ve 720 pL olarak 24
kuyucuklu plaklarin igerisine ilave edilmistir. Biyofilm olusturmak i¢in daha 6nce anlatildigt
sekilde hazirlanan S. sanguinis kiiltiirii sub-MIK konsantrasyonda AgNP igeren plaklara 80
uL olarak inokiile edilmistir. Mumlu jar igerisinde 36 saat 37 °C de 100 rpm’de ¢alkalamali
etiivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonucunda PBS ile 3 kez yikama islemi
gerceklestirilmistir. Gluteraldehit %2,5 (Merck, Almanya) hazirlanip lamlarin {istiini
tamamen kaplayacak sekilde 2 ml eklenmistir. Fiksasyon islemi +4°C'de 24 saat siirede
gerceklestirilmistir. Ertesi giin gluteraldehit yerine ayni1 oranda PBS ilave edilmis 15 dakika
+4°C'de bekletilmistir. Islem 3 kez tekrar edilmistir. Orneklere alkolle dehidratasyon islemi
uygulanmustir. Ornekler ayr1 kasetler igerisine yerlestirilip %100, %96, %70, %50 ve
%25°1ik alkol konsantrasyonlarinda her bir soliisyonda 30 dakika olacak sekilde
bekletildikten sonra, 24 saat boyunca a¢ik havada kalacak sekilde kurumaya birakilmistir.
Kurutulan érneklerin SEM gériintiileri Eskisehir Osmangazi Universitesi Merkezi Arastirma

Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde yapilmistir.
3.7. Sitotoksisite Deneyleri

Sentezlenen ti¢ farklt AGQNP'nin 1929 fare fibroblast hiicre hatt1 tizerindeki etkileri,
MTT hiicre canlilig: testi kullanilarak degerlendirilmistir. -196°C'de stoktan ¢ikarilan hiicre
hatt1 25°C oda sicakligina getirilmistir. Damla damla tizerinde Dulbecco’nun Modifiye
Eagle Medyumu (DMEM) eklenmistir. Santrifiij islemi 1800 rpm ve 4 dakikada
gerceklestirilmistir. 1929 hiicrelerinin  DMEM-F12’de (%10 fetal sigir serumu,
Penicillium-Streptomisin ile desteklenmis) flasklara ekimi gergeklestirilmistir. 37 °C'de %5
CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. 24 saat sonra Dulbecco’nun Fosfat Tampon Soliisyonu
(dPBS) ile yikandiktan sonra tripsinize edilmistir. Santrifiij isleminden sonra hiicrelerin
tizerine DMEM-F12 eklenerek %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakilmig, %80 konfluent
hiicre kiiltiirii olustugunda tripsinize edilmistir. Tripsinizasyondan sonra hiicreler dPBS ile
yikanip 1800 rpm’de 4 dakika santrifiijlenmistir. Pelet tizerine 1 ml besiyeri eklendikten
sonra 1/2 diliisyon faktorii ile Neubeur Laminda hiicreler sayilmistir. Her kuyucukta 10*
h/ml olacak sekilde 96 kuyucuklu plaka icerisine hiicre siispansiyonu eklenmis ve 37 °C'de
%5 CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. Hiicre ekiminden sonra besiyeri buharlagma ihtimali
diistiniilerek A satir1 ve 1 siitiindaki kuyucuklara buharlagsmayr oOnlemek igin PBS

eklenmistir. Inkiibasyondan sonra 100 pL, AgNP’ler DMEM igerisinde c¢oziilererek
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hazirlanmistir. AGNOs ve R. officinalis, M.piperita, S.aromaticum AgNP'lerin 1024-2
ug/mL konsantrasyonlarinda seri diliisyonlar hazirlanarak kuyucuklara ayri ayri eklenmistir
(Sekil 3.2.). Uzerine AgNP eklenmemis hiicreler kontrol olarak kullanilmistir. Deney 3 kez
tekrar edilmistir. 24 saat boyunca inkiibe edildikten sonra AgNP i¢eren ortam aspire edilmis,
kuyucuklar PBS ile 3 kez yikanmistir. Kuyucuklara 100 pL 5 mg/ml MTT (Merck,
Almanya) ¢ozeltisi eklenmistir (Sekil 3.3.). Plaklar 4 saat daha 37°C'de karanlik ortamda
inkiibe edilmis inkiibasyon sonras1 100 pnL. DMSO eklenip pipetaj ve ¢alkalama yapilmistir
(Sekil 3.4.). Coklu plaka okuyucuda 590 nm'de OD olgiilmiistiir. Hiicrelerdeki % canlilik,
kontrol grubunun absorbansi %100'e ayarlanarak, % cinsinden asagida belirtilen formiil

yardimi ile hesaplanmaistir.

OD AgNP’lerle muamele edilen hiicre
% Canlilik = [( ) x 100]

0D kontrol hicre

Sekil 3. 2. AgNP’ler ile muamele edilmis hiicrelerin 96 kuyucuklu mikroplak goriintiisii
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Sekil 3. 3. MTT ekledikten sonra 4 saat inkiibasyon sonucu

Sekil 3. 4. DMSO ekledikten sonra mikroplak gorintiisii

3.8. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR ile gen ekspresyon analizi

BHIB besiyeri 100 puL 96 kuyucuklu mikroplaklara koyulmustur. AgNP'lerin
konsantrasyonu MIK degerlerinin 1/4’ii sirasiyla 64, 32, 32 pg/ml olacak sekilde
ayarlanmigtir. Bir gecelik taze kiiltiirden hazirlanan S. sanguinis siispansiyonu 0,5
McFarland bulanikliginda diliie edilmistir. Her bir kuyucukta son konsantrasyon 5x10°
olacak sekilde bakteri inokiilasyonu yapilmigtir. AgNP eklenmemis kuyucuk pozitif kontrol
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olarak belirlenmistir. Mikroplak 37°C’de mumlu jarda, ¢alkalamali inkiibatorde 100 rpm’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kiiltiirler toplanarak santrifiij
gergeklestirilmis ve PBS ile tim siispansiyonlar 1x10° bakteri/ml yogunluguna

ayarlanmustir.
3.8.1. RNA izolasyonu

AgNP’lerle muamele edilen bakteriler ve kontrol grubunun total RNA izolasyonunda
High Pure RNA Izolasyon Kiti (Roche, Almanya) kullanilmistir. izolasyon islemleri asagida
verilen sirayla protokole gore DNA/RNA UV (Biosan, Letonya) c¢alisma kabininde
gerceklestirilmistir.

1. Ornekler santrifiijde 5000 x g'de 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir
2. Pelet 200 pl 10 mM Tris HCI, pH 8 iginde siispanse edilmistir.

3. Lizozim (50 mg/ml) 4 ul eklenip, 10 dakika boyunca 37°C'de inkiibe edilmistir.

Hiicre duvarini pargalamak icin ek olarak 30 saniye vortekslenmistir.
4. Lysis/-Binding Buffer 400 ul eklenip iyice karistirilmistir.
5. Filtreli tiip ile toplama tiipiinii birlestirip s1v1 Gistteki tlipe etklenmistir.

6. Santrifiijde 15 saniye boyunca 8.000 x g'de santrifiijleme islemi gergeklestirilmis

toplama tiipleri atilmis yeni toplama tiipii takilmistir.

7. DNaz Inkiibasyon Tamponunu 90 pl steril bir reaksiyon tiipiine pipetlenmis, 10 ul
DNaz | ekleyip, karistirdiktan sonra hazirlanan ¢ozeltiyi filtre tiipliniin iist rezervuarina

pipetlenmistir. Oda sicakliginda 60 dakika inkiibe edilmistir.

8. Filtreli tiipiin {ist rezervuarina 500 pl Yikama Tamponu I eklenmis ve 8.000 x g'de

15 saniye santrifiij edilmistir. Toplama tiipleri atilmis yeni toplama tiipii takilmistir.

9. Filtreli tilipiin iist rezervuarina 500 pl Yikama Tamponu II eklenmis ve 8.000 x g'de

15 saniye santrifiijlenmistir. Toplama tiipleri atilmis yeni toplama tiipii takilmigtir
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10. Filtreli tiiptin st rezervuarina 200 pl Yikama Tamponu II eklenmis ve kalan
Yikama Tamponunu ¢ikarmak i¢in maksimum hizda yaklagik 13.000 x g’de 2 dakika

boyunca santrifiijlenmistir.

11. Alttaki toplama tiipii atilmis ve filtreli tiip temiz, steril 1,5 ml'lik bir mikrosantrifiij

tiipline yerlestirilmistir.

12. RNA'y1 ayristirmak igin: Filtreli tiipiin {ist rezervuarina 50 pl Eliisyon Tamponu
eklenmistir. Tiip 8.000 x g'de 1 dakika boyunca santrifiijlenmistir.

Islemin sonunda mikrosantrifiij tiipiinde ¢dziinen RNA bulunmaktadir.
3.8.2. Izole Edilen RNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

izole edilen RNA &rnekler Nanodrop spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD) ile
Olciilmiistiir. Cihaza RNA siispansiyonundan 2 pl pipetlenerek 6l¢iim yapilmistir.
Orneklerin spektrofotometre ile 6lgiildiigiinde RNA konsantrasyonlart 35-100 ng/ul
araliginda saptanmustir. Elde edilen RNAnin saflig1 i¢in 260/280 oran1 degerlendirilmistir.
Tim 6rneklerin 260/280 degerinin 1,80-2,00 araliginda oldugu tespit edilmistir. Yeterli ve
uygun saflikta RNA hizli bir sekilde cDNA’ya c¢evrilmistir. Kalan RNA -80°C’de

saklanmustir.
3.8.3. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA o6rneklerinden, iiretici firmanin 6nerileri dogrultusunda, RevertAid
First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak ¢cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit protokoliine gore:

1. Tablo 3.1.’de verilen igerige gore her bir RNA izolati i¢in ayr1 ayri cDNA sentez

karigimi hazirlanmastir.

2. Karigimlar, termal dongii cihazinda sirasiyla 25°C’de 5 dakika ve 42°C’de 60 dakika

inkiibe edilmistir.

3. Son olarak 70°C’de 5 dakikalik inkiibasyonla sentez tamamlanmustir.
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Sentezlenen cDNA’lar seyreltilerek gercek zamanli kGZ-PZR deneylerinde

kullanilmistir.

Tablo 3.1. cDNA Sentezi i¢in Kullanilan Reaksiyon Bilesenleri

Bilesen Miktar (ul)
Steril niikleaz-free saf su 0
5X reaksiyon tamponu 4
RNase inhibitsrii (RiboLock) 1
dNTP karisimi (10 mM) 5
Primer (Random Hexamer) 1
Ters transkriptaz (RevertAid M-MuLV) 1
5
Kalip RNA
Toplam 20 ul

3.8.4. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PZR

Bu ¢alismada, ¢ift iplikli DNA’ya baglanarak i1sima yapan SYBR Green boyasi
kullanilmistir. Serbest halde sulu ¢ozelti igerisinde zayif bir floresanlik gdsteren boya cift
sarmalli DNA ile baglandiginda floresan oOzelligi artmaktadir. Bu c¢aligmada, gen
ekspresyonu tayini igin goreceli kantifikasyon (relative quantification) yapilmigtir. KGZ-
PZR, gen ekspresyon seviyesini 6lgmek i¢in goreceli miktar tayini olarak kullanilir. Genious
2X SYBR Green Fast qPCR Mix Karigim1 (ROX Yok) (ABclonal, ABD) deney prosediirii
buz istiinde asagida verilen Tablo 3.2.°deki firma talimatlar1 dogrultusunda
gerceklestirilmistir. Calismada Tablo 3.3.’de verilen gen ve primer dizileri kullanilmistir.
Tablo 3.4.’de verilen kosullarda kGZ-PZR (Bioneer, Japonya) cihazinda deney
gerceklestirilmistir.

37



Tablo 3.2. Genious 2X SYBR Green Fast qPCR Mix (No ROX) i¢in Reaksiyon

Bilesenleri
Bilesenler Miktar (ul)
Genious 2X SYBR Green Fast gPCR 10
Mix (No ROX)
Forward Primer (10 uM) 0,4
Reverse Primer (10 uM) 0,4
cDNA )
Steril niikleaz-free saf su 79

Tablo 3.3. Kullanilan Primer Dizileri

Gen Primer Primer dizileri (5’ — 3’ yoniinde) Referanslar

- spxBF GCGTACATCTCCACTCTTTG  |(zheng ve ark., 2011)
spxBR CACCCATGATGTTCCATACTT

165 16SF AAGCAACGCGAAGAACCTTA (Zheng ve ark., 2011)
16SR GTCTCGCTAGAGTGCCCAAC

Tablo 3.4. KGZ-PZR Kosullar1

PZR kosullari
Sicaklik (°C) Tekrar Siire
[k denatiirasyon 95 1 3dk
Denatiirasyon 95 40 5sn
Primer baglanmasi 60 40 30 sn
Uzama 72 40 30 sn

Real-time PZR ile elde edilen amplifikasyon sonuglariin kantifikasyonu i¢in “AACt”
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yontemi kullanilmigtir. Gen ifadesinin kat degisimi Livak ve Schmittgen'in modeli
kullanilarak hesaplanmistir (Livak & Schmittgen, 2001). Normalizasyon igin referans
genden ve karsilagtirma yapabilmek i¢in kontrol grubundan yararlanilmistir. Hedef genin bir

referans gene gore relatif ekspresyonuna bakilmistir. Bu yontem disiik yogunlukta




sentezlenen genlerin ekspresyon caligsmalart igin idealdir. Hesaplama yaparken asagida
verilen denklemler kullanilmistir (Rao, Huang, Zhou, & Lin, 2013).

Kontrol ACt = Kontrol Ct(spxB gen) — Kontrol Ct(16S rRNA)
Ornek ACt = Ornek Ct(spxB gen) — Ornek Ct(16S rRNA)

AACt = [(Ornek ACt)ort. — (Kontrol ACt)ort.]

Kat degisimi= 2 2ACt

3.0. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatiksel karsilagtirmalari GraphPad Prism 10.00 programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Calisma verileri degerlendirilirken tanimlayici istatistiksel
metotlarla (ortalama, standart sapma) birlikte niceliksel verilerin karsilastirilmasinda Tek
yonlii varyans analiz testi (ANOVA) kullanilmistir. Istatistiksel olarak fark bulunan gruplara
ise Post Hoc Sidak testleri diizenlemesi uygulamistir. Tiim degerlerin istatiksel analizlerinde

ve p<0,05’in altindaki farkliliklar anlamli olarak kabul edilmistir.
3.10. Etik Kurul Onay1

Bu calisma, Kocaeli Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik

Kurulu(GOKAEK)’nun 09.03.2023 tarihli 62 sayil1 onay1 ile yapilmistir
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4. BULGULAR

4.1. Giimiis Nanopartikiillerin Sentezi

Bitki ekstraktlar1 kullanilarak AgNP’lerin sentezi literatiir bilgileri dikkate alinarak
hazirlanmis ve ¢esitli optimizasyon g¢alismalar1 yapilmistir. Sentez calismalarinda %1 ve
%10’luk olmak tizere iki farkli ekstrakt konsantrasyonu ve 10 mM ve 30 mM olmak {izere
iki farkli AgNOs konsantrasyonu kullanilmistir. Calismalarda, AgNO3 ¢ozeltileri tiim
oziitlere damla damla 3/1 oraninda eklenmistir. Spektrum 6l¢iimleri 30 dk sonra UV-Vis
spektrofotometresi (Merck Spectroquant Prove 600 UV/VIS, Almanya) kullanilarak
gerceklestirilmis ve spektrumlar elde edilmistir. Cozeltiler diliie edildikten sonra 6lgiim
islemi gerceklestirilmistir. Ol¢iim esnasinda kor ¢ozelti olarak sentezde kullanilan bitki
eksraktt ¢ozeltisi kullanilmistir. Nanopartikiil olusumu renk degisikligi agisindan
gozlemlendiginde baslangicta R. officinalis bitki ekstrakti sar1 renkli iken AgNOs
¢ozeltisinin ilavesiyle birlikte renk degisiminin gerceklestigi gozlenmistir. 15 dakika i¢inde
rengin saridan kahverengiye doniistligli gézlenmistir. Bu renk degisikligi AgNP sentezinin
gergeklestigini gostermektedir Sekil 4.1.’de renk degisikligi gosterilmistir. Goriiniir bolgede
olusan pikler AgNP’lerin karakteristik ylizey plazmonuna aittir ve AgNP’lerin varligini net
bir sekilde gostermektedir. R. officinalis AgNP literatiire uyumlu sekilde 440 nm’de pik
gostermigtir. Sekli 4.2°de R. officinalis AQNP UV-Vis analizi goriilmektedir.

40



Sekil 4.1. R. officinalis ekstraktindan (a) R. officinalis AgNP (b) sentezinde renk
degisikligi gozlenmistir.
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Sekil 4.2. R. officinalis AQNP UV-Vis spektrumu

M. piperita AgNP’nin renk degisikligi sentezin gerceklestigini gostermektedir (Sekil
4.3.). Gorliniir bolgede olusan pikler AgNP’lerin karakteristik ylizey plazmonuna aittir ve
AgNP’lerin varhigimi net bir sekilde gostermektedir. M. piperita AgNP literatiire uyumlu
sekilde 450 nm’de pik gostermistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.3. M. piperita ekstraktindan (a) M. piperita AgNP (b) sentezinde renk degisikligi
gbzlenmistir.
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Sekil 4.4. M. piperita AgNP UV-Vis spektrumu

S. aromaticum AgNP’lerin kahverengi bitki ekstraktina giimiis nitratin eklenmesiyle
gozlenen renk degisikligi sentezin gergeklestigini gostermektedir (Sekil 4.5.). Goriiniir
bolgede olusan pikler AgNP’lerin karakteristik ylizey plazmonuna aittir ve AgNP’lerin
varligini net bir sekilde gostermektedir. S. aromaticum AgNP literatiirle uyumlu olarak 460

nm’de pik gostermistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.5. S. aromaticum ekstraktindan (a) S. aromaticum AgNP (b) sentezinde renk
degisikligi gozlenmistir
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Sekil 4.6. S. aromaticum AgNP UV-Vis spektrumu
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4.2. Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.2.1. TEM Analizi

R. officinalis AQNP TEM goriintiileri ve partikiil boyut dagilim histogramlari sirasiyla
Sekil 4.7.’de ve 4.8.’de gosterilmistir. AgNP’lerin kiiresel yapida oldugu goriilmektedir.
Boyutlarinin 8 ile 63 nm arasinda degiskenlik gosterdigi ve ortalama olarak 39+13 nm

oldugu belirlenmistir.

P e
i

Sekil 4.7. R. officinalis AgNP TEM goriintiisii
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Sekil 4.8. R. officinalis AgNP partikiil boyutlar

M. piperita AgQNP TEM goriintiileri ve partikiil boyut dagilim histogramlari sirasiyla Sekil
4.9.°da ve 4.10°da gosterilmistir. AgNP’lerin kiiresel yapida oldugu goriilmektedir.
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Boyutlarinin 13 ile 34 nm arasinda degisiklik gosterdigi ve ortalama 244+6 nm oldugu

belirlenmistir.

Sekil 4.9. M. ierita AgNP TEM analizi
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Sekil 4.10. M. piperita AgNP partikiil boyutlar
S. aromaticum AgNP’lerin goriintiileri ve partikiil boyut dagilim histogramlart
sirastyla Sekil 4.11°de ve Sekil 4.12.’de gosterilmistir. AgNP’lerin kiiresel yapida oldugu

goriilmektedir. S. aromaticum AgNP’lerin boyutlarmin 50 ile 13 nm arasinda farklilik

gosterdigi ve ortalama boyut dagiliminin 26+9 nm belirlenmistir.
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Sekil 4.11. S. aromaticum AgNP TEM analizi
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Sekil 4.12. S. aromaticum AgNP’lerin partikiil boyutlar

4.2.2. SEM-EDS Analizi

SEM-EDS analizine gore kiiresel formda goriilen R.officinalis AgNP’lerin temel
bileseninin Ag oldugu, ayn1 zamanda C, O, Si elementlerinin de nanopartikiillerde
bulundugu belirlenmistir. Bu elementlerin tespiti giimiis nanopartikiillerde R. officinalis
kaynakli biyomolekiillerin varligin1 géstermektedir. Sonuglar R. officinalis ekstraktlarinin
AgNP'lerin iiretiminde indirgeyici ve stabilize edici bir ajan olarak hareket edebilecegini
gosterir. SEM-EDS sonuglarina gore elementlerin bulunma yiizdeleri Ag (%66,82), O
(%14,92), C1 (% 1,10) ve Al (% 2,14), Si (%1,73) (Sekil 4.13.).

46



Element

3 I
& 10—

0 5 10 15 keV
Sekil 4.13. R. officinalis AQNP SEM-EDS analizi

SEM-EDS analizine gore kiiresel formda goriilen M. piperita ekstrakti ile sentezlenen
AgNP’lerin temel bileseninin Ag oldugu, aynt zamanda C, O, Cl elementlerinin de
nanopartikiillerde bulundugu gézlenmistir. Bu elementlerin tespiti giimiis nanopartikiillerde
M. piperita kaynakli biyomolekiillerin varligina baglanmistir. Sonuglar M. piperita
ekstraktlarinin AgNP'lerin tiretiminde indirgeyici ve stabilize edici bir ajan olarak hareket
edebilecegini gosterir. SEM-EDS sonuglarina gore elementlerin bulunma ylizdeleri Ag

(%61,43), O (%6,74), C1 (% 7,47) ve Al (% 2,88) (Sekil 4.14.).
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Spectrum'3
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Sekil 4.14. M. piperita AQNP SEM-EDX analizi

EDS analizine gore S. aromaticum ekstrakti ile sentezlenen AgNP’lerin temel
bileseninin Ag oldugu, ayni zamanda C, O, Cl elementlerinin de nanopartikiillerde
bulundugu gozlenmistir. Bu elementlerin tespiti giimiis nanopartikiillerde S. aromaticum
kaynakli biyomolekiillerin varligina baglanmistir. Sonuglar S. aromaticum ekstraktlarmin
AgNP'lerin iiretiminde indirgeyici ve stabilize edici bir ajan olarak hareket edebilecegini
gosterir. SEM-EDS sonuglarina gore elementlerin bulunma yiizdeleri Ag (%67), O (%9,81),
Al (% 2,11) CI (% 1,94) (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. S. aromaticum AgNP SEM-EDX analizi

4.2.3. FTIR Analizi

R. officinalis ekstrakt: 3660 ve 3271 cm™ civarinda genis bir pik gdstermistir. Bu pik
—OH(hidroksil) gruplartyla ve NH2 (amin) varligiyla eslestirilmistir (Sekil 4.16.).

R. officinalis AGNP’lerin FTIR spektrumlarina gore 3676 cm™’de goriilen pik -OH
varligiyla iliskilendirilmistir (Sekil 4.17.). -OH gerilme titresimlerinin bitki ekstraktindan
kaynaklanan hidroksil gruplarindan veya su molekiillerinden kaynakli olabilecegi
diisiiniilmektedir. R. officinalis AgNP’lerin 2112 cm™'deki zayif banti, C=N gerilmesinden
kaynaklanmaktadir. Ekstraktta 1637 cm™’de gozlenen C=C (alken) grubunun titresim
hareketinden kaynaklanan pik, AgNP olusumunda kaybolmustur. AgNP’de genellikle C-O
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gerilme titresimleriyle ilgili olan 892 cm™’de ekstraktta gériilmeyen bir pik ortaya ¢cikmistir
(Balavandy, Shameli, & Abidin, 2015; Cezaroglu, 2022).

Gegirgenlik %

R. officinalis ekslrakn|

L] L] 1 T L] L]
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Sekil 4.16. R.officinalis ekstrakti FTIR analiz sonuglari
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Sekil 4.17. R. Officinalis AgNP FTIR analizi

M. piperita AgNP’lerin FTIR spektrumlarmna gore 3676 cm™’de gériilen pik -OH
varligiyla iliskilendirilmistir (Sekil 4.19.). -OH gerilme titresimleri bitki ekstraktindan
kaynaklanan hidroksil gruplarindan veya su molekiillerinden kaynakli olabilecegi
diisiiniilmektedir. M. piperita ekstraktinin 2124 cm™'deki zayif bant;, C=N gerilmesinden
kaynaklanmaktadir (Sekil 4.18.). Ekstraktta 1636 cm™’de gozlenen C=C (alken) grubunun
titresim hareketinden kaynaklanan pik, AgNP olusumunda kaybolmustur. M. piperita
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AgNP’lerde genellikle C-O gerilme titresimleriyle ilgili olan 892 cm™’de ekstraktta
goriilmeyen bir pik ortaya cikmustir. Ekstraktta =C-O-C grubunun piki 1075 cm™’de
gozlemlenirken, AgNP’lerde ise 1066 cm™’de gozlenmistir (Balavandy ve ark., 2015;
Cezaroglu, 2022; Erci, Cakir-Koc, & Isildak, 2018) .

Gegirgenlik (%)
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Sekil 4.18. M. piperita ekstrakti FTIR sonuglari
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Sekil 4.19. M. piperita AgNP FTIR sonuglari

S. aromaticum ekstrakt1 3660 ve 3271 cm™’de pik gostermistir. Bu pik -OH gruplariyla
ve NH: (amin) varligiyla eslestirilmistir (Sekil 4.20). S. aromaticum AgNP’lerin ise 3676,30
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cm™°de goriilen pik -O-H varligiyla iliskilendirilmistir. AgNP’de 2988,91 cm™ ve 2901,89
cm’de gozlenen C-H ve C=0 gruplarin piki ise ekstraktta goriilen 2988,82 cm™ ve 2901,81
cm®den kaymustir. Ekstraktta C-O grubuna titresim pikleri 1382,66 cm™’de
gozlemlenirken, AgNP’de bu pik 1382 cm™*’de kaymistir. Ekstraktta =C-O-C (karbonil)
grubunun piki 1075 cm™’de gozlemlenirken, AgNP’de ise 1066 cm™’de gdzlemlenmistir.

Ekstraktta 867 cm™’de gériilen titresim piki 892 cm™’e kaymustir (Balavandy ve ark., 2015;
Cezaroglu, 2022).
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Sekil 4.20. S. aromaticum ekstraktinin FTIR sonuglari
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Sekil 4.21. S. aromaticum AgNP’lerin FTIR sonuglari

S. aromaticum AgN PI
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4.2.4 XRD Analizi

R. officinalis AgNP’nin XRD spektrum modelinin sonuglarina gore, kiiresel yapidaki
AgNP’ler giimiisiin ylizey merkezli kiibik karakteristik Bragg kirinim planlarn (111),
(200),(220) ve (311) olan 20 = 38.45°, 46.68°, 64.68° ve 77.66°’te dort kirnim bandi

gostermistir (Sekil 4.22.).

— R. officinalis AgNP

Siddet

M

0 20 40 60 80 100
2 theta (derece)

Sekil 4.22. R. officinalis AGQNP XRD grafigi

AgNP’nin XRD spektrum modelinin sonuglarina gore, kiiresel yapidaki AgNP’ler
giimiisiin yiizey merkezli kiibik karakteristik Bragg kirinim planlar1 (111), (200), (220) ve
(311) olan 26 = 38,36°, 44,49°, 64,65° ve 77,68°’te dort kirinim band1 gostermistir (Sekil
4.23.). Keskin tepe noktalarinin varligi, yiiksek derecede kristalligi gosterir.
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—— M. piperita AQNP
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Sekil 4.23. M. piperita AgNP’nin XRD grafigi

S. aromaticum AgNP’nin XRD spektrum modelinin sonuglarina gore, kiiresel yapidaki
AgNP’ler glimiisiin ylizey merkezli kiibik karakteristik Bragg kirinim planlart (111),
(200),(220) ve (311) olan 26 = 38.28°, 44.61°, 64.60° ve 77.53°’te dort kirmnim bandi
gostermistir (Sekil 4.24.).

S. aromaticum AgNP
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Sekil 4.24. S. aromaticum AgNP’nin XRD grafigi
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4.3. AgNP’lerin Antimikrobiyal Etkinlik Sonuclari

AgNP’lerin  antimikrobiyal duyarhiliklart  sivi  mikrodiliisyon — yontemiyle
degerlendirilmistir. Ug farkli AgNP’nin antimikrobiyal duyarliliklari 1024-2 pg/mL
konsantrasyon araliginda test edilmistir. Asagida verilen tabloda S. sanguinis’in MIK ve
MBK degerleri verilmistir. Mavi renkte gdzlenen en diisiik konsantrasyonu bakteri i¢in MiK
degeri olarak belirlenmistir (Sekil 4.25.). R.officinalis AgNP MIK degeri 256 pg/mL M.
piperita AgNP MIK degeri 128 pg/ml S. aromaticum AgNP 128 pg/ml AgNOs MiK degeri
32 pg/mL olarak bulunmustur (Tablo 4.1.). Bitki ekstraklari antimikrobiyal etki

gostermemistir.

Sekil 4. 25 Ornek m1kr0plaka goruntusu (UK Ureme Kontrolu SK; Sterlllte kontrolii)

Tablo 4.1. S. sanguinis MiK ve MBK degerleri

MIK (ug/mL) | MBK (ng/mL) | o i
R. T&ﬂgans 256 256 1
M. A?gi;rl)\(lelgita 128 128 1
S. at:gnsgcum 128 256 2
AgNO3 32 32 !
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4.4. AgNP’lerin Biyofilm Uzerine Etkisi

AgNP’lerin biyofilm olusumuna etkilerini incelemek igin 10 farkli konsantrasyonda 3
kez deney tekrarlanmistir. Sekil 4.26.’daki sonuglar AgNP’ler ve AgNO3 igin degisen
konsantrasyonlarda % biyofilm inhibisyonunu gostermektedir. En diisiik konsantrasyon olan
2 pg/ml’ de S. aromaticum AgNP’lerin %54,2 M. piperita AgNP’lerin %46,6 R.officinalis
AgNP’lerin % 54,4 biyofilm inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir.

100

B2 S. aromaticum AgNP
B R officinalis AgNP
80 B M. piperita AGNP
; B AgNO;
.E
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2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024
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Sekil 4.26. AgNOs ve AgNP’lerin S. sanguinis biyofilmine karsi antibiyofilm aktivitesi

4.4.1. AgNP’lerin biyofilm iizerine etkisinin SEM ile gosterilmesi

Antibiyofilm etkinligin gosterilmesi amaciyla polilizin kapli lamlar tizerinde biyofilm
olusturulmus ve farkli AgNP’lerin etkisi SEM ile degerlendirilmistir. S. sanguinis’in
biyofilm olusturabilmesi i¢in AgNP’ler MIK konsantrasyonlarinin bir alt degeri olan sub-
MIK konsantrasyonunda muamele edilmistir. Pozitif kontrol olarak olusturulan S. sanguinis
biyofilminin; R. officinalis AgNP tarafindan kismi olarak inhibe edilmesine ragmen, M.
piperita ve S.aromaticum AgNP tarafindan biyofilmin tamamen inhibe edildigi bakteri hiicre

yapilarinin da bozuldugu goriilmistiir (Sekil 4.27.).
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Pozitif Kontrol R. officinalis AgNP M. piperita AgNP S. aromaticum AgNP

| O ]
1 x5.00k SE(UL) J 1006 [ Reguius 10.0kV 11:9mm x5.00k SE(UL) 1004, 48 Regulus 10.0kV 11.2mm x5.00k SE(L) ), 10.0um Regulus 1 x5.00k SE(L)

Sekil 4.27. S. sanguinis biyofilm olusumuna AgNP’lerin etkisinin SEM goriintiileri

4.5. AgNP’lerin Sitotoksik Etkileri

MTT yontemiyle tespit edilen sitotoksisite deneyleri sonucunda AgNP’lerin % canlilik
degerleri hesaplanmistir. AgNP’lerin konsantrasyonu arttik¢a hiicre canliliginda azalma
goriilmustiir. AQNO3 ve AgNP’ler kontrole gore karsilastirildiginda % canlilik degerlerinde
istatistiksel anlamli diizeyde toksik olduklar1 (p < 0.0001) goriilmekle beraber AgNP’lerin
AgNOs’e gore toksisitelerinin daha diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 4.31.). AgNOs ile
karsilastirildiginda R.officinalis AgNP’lerin anlamli diizeyde toksik etkisinin az oldugu
belirlenmistir (p=0,0009). M. piperita AgNP ve S.aromaticum AgNP, AgNOs’e gore %
canlilik degerlerinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde bir fark belirlenememistir.
AgNP’ler birbirleriyle karsilastirildiginda M. piperita AgNP R.officinalis AgNP’lere gore
anlaml1 diizeyde toksik olarak belirlenmesine ragmen S.aromaticum R.officinalis AgNP’ler

arasinda da istatistiksel olarak anlamlilik bulunmamistir (p=0,4146).
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Sekil 4.28. AgNP’lerin 1929 fare fibroblast hiicre hatt1 tizerine sitotoksik etkileri

Hiicre canliliginda %350 azalma gosteren AgNP konsantrasyonu, EC50 degeri
GraphPad Prism 10.00 yazilimi kullanilarak belirlenmistir. Calismamizda AgNP’lerin EC50
sonuglar1 degerlendirildiginde; R. officinalis AgNP en yiiksek EC50 degerine sahipken
AgNOs’lin en diisiik EC50 degerine sahip oldugu goriilmiistiir. AgNP’lerin ve AgNOz3’lin
EC50 degerleri Tablo 4.2.’de verilmistir.

Tablo 4.2. AgNP’lerin EC50 degerleri

EC50 (ug/mL)
R. officinalis AgNP 298,2
S. aromaticum AgNP 50,51
M. piperita AgNP 35,32
AgNO3 4,363

4.6. Kantitatif Ger¢ek Zamanh PZR (kGZ-PZR)

S. sanguinis sentezlenen farkli AgNP’lerle 1/4 MIK konsantrasyonda muamele
edilmis ve daha sonra kiiltiirden alinan bakterilerden RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Elde edilen cDNA’larda spxB geninin mRNA seviyesindeki ekspresyon
oranlart KGZ-PZR ile belirlenmistir. R. officinalis AgNP’lerle muamele edilen S. sanguinis
spxB gen ekspresyonunda 46 kat artig goriilmiistiir (Sekil 4.29.). Bununla birlikte M. piperita

ve S. aromaticum AgNP’lerle muamele edilmis bakteride SpxB gen ekspresyon diizeylerinde
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pozitif kontrole gore sirasiyla 0,03 ve 0,89 kat azalma oldugu gorilmiistiir(Sekil 4.30.)
(Sekil 4.31.).

100,00

50,00

Gen ekspresyon diizeyi (kat)

0,00
Pozitif Kontrol R. officinalis AgNP

spxB geni

Sekil 4.29. R. officinalis AgNP’ler ile 1/4 MIK ile 24 saat boyunca muamele edilen S.
sanguinis bakterisinin spxB geni ekspresyon diizeyi

1,50

1,00

0,50

Gen ekspresyon diizeyi (kat)

0,00 T
Pozitif Kontrol M.piperita AgNP

spxB geni

Sekil 4.30. M. piperita AgNP’ler ile 1/4 MIK ile 24 saat boyunca muamele edilen S.
sanguinis bakterisinin spxB geni ekspresyon diizeyi
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Pozitif Kontrol S.aromaticum AgNP

spxB geni

Sekil 4.31. S. aromaticum AgNP’ler ile 1/4 MIK konsantrasyonunda 24 saat boyunca
muamele edilen S. sanguinis bakterisinin spxB geni ekspresyon diizeyi
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5. TARTISMA

S. sanguinis, dis plagi olusumunda kritik rol oynayan, dis ¢liriigiine neden olabilen
oncii kolonizerdir. Kan dolasimina gegtiginde ise firsat¢i bir patojen olarak karsimiza
¢ikmaktadir (Chamat-Hedemand ve ark., 2020). S. sanguinis, 6zellikle altta yatan kalp
rahatsizligi olan veya bagisiklik sistemi zayif olan hastalarda, EE’nin en yaygin
nedenlerinden biridir Amerikan Kalp Dernegi (AHA) dental islemleri takiben EE goriilme
riskinden dolay1 6zellikle risk grubundaki bireylere bakteriyemiye yol agabilecek islemler
oncesinde profilaktik antibiyotik kullanimini 6nermektedir. Uzun siireli antibiyotik
kullaniminin pratik olmamasi, profilaktik anitibiyotik kullaniminin antibiyotik direnci gibi
yan etkilere neden olmasi sebebiyle farkli tedavi stratejilerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Oral
florada S. sanguinis kolonizasyonunu azaltacak profilaktik gargara kullanimi yan etkilerinin
daha az olmasi daha ucuz olmasi nedeniyle efektif bir yol olarak goriilmektedir. Bu
calismada 6zellikle riskli grupta yer alan kisilere invaziv dental islem oncesi gargara olarak
kullanilabilecek, S. sanguinis’in biyofilm olusumunu ve kolonizasyonunu azaltacak
AgNP’lerin sentezlenmesi amaglanmistir. Agizdaki patojen mikroorganizmalarin sayisini Ve
plak olusumunu azaltmak i¢in kullanilan bir¢ok ajan bulunmaktadir. Bunlardan biri %0,2°1ik
CHX soliisyonudur. CHX agizda tat alma bozuklugu, renk degisikligi (Frank, Gent, &
Hettinger, 2001; Slot, Berchier, Addy, Van der Velden, & Van der Weijden, 2014) gibi yan
etkiler yaptigindan yeni antimikrobiyal etkili ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Son yillarda
antibiyotik iceren ve antiseptik o6zellikli gargaralarin istenmeyen yan etkilerinden
uzaklasilmasi amaciyla yesil sentezle sentezlenmis AgNP’lerin kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.

AgNP’lerin sentezinde kimyasal sentez kapsaminda siklikla sodyum borhidriir,
askorbat, sodyum sitrat, etilen glikol ve elementel hidrojen gibi organik ve inorganik
indirgeyici kimyasallar kullamlmaktadir. Bu ajanlar, Ag*! iyonlarin1 metalik Ag® formuna
indirgenmesi igin kullanilir fakat toksik 6zellik gostermektedirler (Iravani, Korbekandi,
Mirmohammadi, & Zolfaghari, 2014). Toksik olmayan kimyasallarin, ¢evre dostu
solventlerin ve yenilenebilir malzemelerin kullanimin1 tesvik eden geleneksel kimyasal
sentez yontemlerine gore bir¢ok avantaji bulunan yesil sentez yontemi 2000’11 yillarin

baslarinda kullanilmaya baslamis ve giderek 6nem kazanmistir. Bu yaklasimla gevre ve
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saglik tizerindeki olumsuz etkiler azalmakta, atik yonetimi iyilestirilmekte, enerji verimliligi

arttirillmakta ve ekonomik fayda saglanmaktadir (Raveendran, Fu, & Wallen, 2003).

Bu ¢alismada yesil sentez yontemiyle R. officinalis, M. piperita, S. aromaticum bitki
ekstraktlar1 araciligiyla AgNP sentezi gergeklestirilmistir. Bu yaklasim, hem ¢evre dostu
hem de maliyet agisindan daha uygun bir sentez yontemi oldugu igin tercih edilmistir. Ug
farkli bitki ekstrakti, nanopartikiillerin sentezinde hem indirgeyici hem de stabilizator olarak
kullanilmistir. Bu aragtirmada bakteriyemi, enfektif endokardit, dis ¢liriigli, menenjit gibi
hastaliklara neden oldugu bilinen firsat¢1 patojen S. sanguinis’e farkli bitkilerden

sentezlenen AgNP’lerin biyolojik etkileri arastirilmistir.

Aragtirmanin  ilk bolimiinde ¢ farkli bitki ekstraktindan AgNP  sentezi
gerceklestirilmis ve karakterizasyonlart yapilmistir. Yapilan bir ¢alismada R. officinalis
ekstrakti kullanilarak oda sicakliginda gerceklestirilen yesil sentez yontemi ile AgNP'ler
basarili bir sekilde sentezlenmis ve karakterizasyonlari gergeklestirilmistir. SPR maksimum
absorbans piki 450 nm'de gézlemlenmistir. Ayni ¢alismada SEM ve TEM analizlerinde, R.
officinalis AgNP'lerin kiiresel morfolojiye sahip oldugunu ve boyutlarinin yaklagik 10-33
nm araliginda degistigini bildirmisler ve XRD analizleri kristal yapida metalik AgNP’lerin
varhigini dort belirgin zirve ile dogrulamiglardir (Ghaedi ve ark., 2015). Bu tez ¢alismasinda
da R. officinalis AgNP’lerin SPR maksimum absorbans piki 440 nm olarak belirlenmistir.
Bu bulgu, yaprak ekstraktinin polifenolik bilesenlerinin, giimiis iyonlarini AgNP’lere
indirgedigini gostermekte olup FTIR spektrumlari, bu fenolik fonksiyonel gruplarin giimiis
iyonlarinin indirgenmesinde rol oynadigini desteklemektedir. Ghaedi ve ark. ¢alismasina
benzer sekilde AgNP’lerin kiiresel morfolojide olmakla beraber sentezlenen AgNP’lerin
ortalama boyutlar1 daha biiyiiktiir. Bagka bir ¢alismada R. officinalis AgNP’lerin olusumu
UV-Vis spektrumunda 460 nm'de SPR piki gostermesiyle dogrulanmistir. XRD analizinde
gozlemlenen karakteristik Bragg kirmim planlari AgNP’lerin yapisinin yiizey merkezli
kiibik oldugu bildirilmistir (Sulaiman, Mohammad, Abdul-Wahed, & Ismail, 2013). Bu
calismada da XRD analizi sonucunda ylizey merkezli kiibik AgNP’ler sentezlenmistir.
Yapilan bir caligmada R. officinalis AgNP’lerin olusumu 400 nm'de pik varligi ile UV-Vis
analizi ile dogrulanmis, giimiis iyonunun indirgenmesi i¢in karboksilik veya amid
gruplarinin varligi FTIR ile dogrulanmistir. Arastiricilarin elde ettigi bu sonug bu ¢alismay1

desteklemekte olmakla beraber, ¢alismadaki elde edilen partikiil biiyiikligii bakimimdan

62



farklilik gorilmektedir. Arastiricilar SEM analizinde pargacik boyutlarinin 12-22 nm
oldugunu bildirilmislerdir (Daghestani ve ark., 2020).

Literatiirde M. piperita araciligiyla AgNP sentezine dair ¢esitli ¢alismalar yer
almaktadir. Erci ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada M. piperita bitkileri araciligiyla
AgNP sentezi gergeklestirilmis ve AgNP’lerin karakterizasyonlar1 ve biyolojik etkinlikleri
arastirllmigtir. M. piperita AgNP’lerin  Kkarakterizasyonu i¢in UV-Vis analizi
gerceklestirilmis ve literatiire uygun bir sekilde 452 nm’de spektrum izlenmistir. Bu
calismada da goriiniir bolgede 450 nm’de spektrum izlenmistir. TEM analizi sonucunda M.
piperita AgNP'lerin kiiresel yapida ve ortalama c¢ap biyiikliginin 24,2 nm oldugu
bildirilmis olup mevcut ¢alismada M.piperita AgNP’lerin kiiresel yapida ve ortalama 2446
nm boyutunda olmasi ile Erci ve ark. ¢alismasina olduk¢a benzerlik géstermektedir. Ayni
caligmada M. piperita AgNP’lerin EDS sonuglarina gére elementlerin agirlik¢a yiizdesininin
Ag (%45,17), O (% 50,08), C1 (% 1,65) ve Cd (% 3,10) oldugu gozlenmistir. Calismamizda
SEM-EDS sonuglarina gore elementlerin bulunma yiizdeleri Ag (%61,43), O (%6,74), CI
(% 7,47) ve Al (% 2,88) belirlenmistir. Elementlerin benzer olmasi fakat yiizdelerinin farkl
olmasi yesil sentez sirasindaki farkliliklardan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayni
calismada M.piperita AgNP i¢in FTIR analizinde ise 3334,16, 2359,20, 1635,46, 650,10 ve
600,13 cm™'de keskin bantlar goriilmektedir (Erci ve ark., 2018). FTIR spektrumlar
M.piperita AgNP icin bu calismada 3676, 2901, 1406, 892 cm™ keskin bantlar olarak
goriilmistir. M. piperita bitkisinden AgNP’lerin sentezini igeren bir diger g¢alisma
incelendiginde, UV-Vis analizinde 433 nm’de gozlenen pik, AgNP’lerin varligini gostermis
olup M. piperita AgNP’lerinin FTIR spektrumunda bu c¢alismayla uygun bir sekilde (C=0
grubuna atfedilen) 2400 cm™'de C=0 gruplarinimn dahil oldugu gériilmektedir (Abdellatif ve
ark., 2022). Baska bir ¢alismada M. piperita kullanilarak sentezlenen AgNP'ler, UV-Vis
analizi, SEM ve TEM ile karakterizasyonuna tabi tutulmus, AgNP'lerin; karakteristik
absorpsiyon piklerinin 420 nm'de goriildiigi, kiiresel sekilli 35 nm boyutlarinda oldugu
bulunmustur (Khatoon ve ark., 2018).

Muruganandham ve ark. tarafindan yapilan bir calismada S. aromaticum AgNP’lerin
UV-Vis analizinde 440 nm’de pik gosterdigi, bu pikin AgNP’lerin karakteristik SPR
araliginda oldugu bildirilmistir. TEM analizinde, S. aromaticum AgNP'lerin boyut
dagiliminin 10-100 nm araliginda tespit edilmistir. EDS analizinde 3 keV'de giimiis pikinin
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varligi, FTIR analizinde fenolik bilesiklerin ve karboksilik asitlerin O-H, N-O ve C=0
baglarinin  gerilmesiyle, S. aromaticum AgNP’leri olusturdugu belirlenmistir
(Muruganandham ve ark., 2023). SEM-EDS analizinde giimiis elementinin piki bu
calismada da 3 keV civarinda gézlenmistir. Bagka bir ¢alismda S. aromaticum AgNP'lerin
UV-Vis sonuglari, 450 nm’de pik gostermistir. AgNP'lerin FTIR spektrumlar1 3436, 1632
ve 1031 cm "'de farkli pikler gosterdigi bildirilmistir. Hem 3436 cm ™! hem de 1632 cm ''de
ortaya ¢ikan pikler, sirastyla OH grubunun C= O fonksiyonel gruplarma 1031 cm™Y'deki pik,
C-0O veya C-C gerilme titresimine karsilik geldigi diisiiniilmektedir. EDS analizi, AgQNP'lerin
yiikksek saflikta oldugunu dogrulayan 2.983 kV'de karakteristik bir absorpsiyon piki
gostermistir. Analiz sonuglari, %90 oraninda giimiis varlig1 ve %10 oraninda, S. aromaticum
ekstrakti ile AgNP olusumu sirasinda ortaya ¢ikmis olabilecek karbon ve oksijenin esit
olarak paylasildigini belirtmistir (Makky ve ark., 2023). Bu ¢alismada UV-Vis analizi 460
nm’de pik gézlenmistir. Literatiirde yer alan SPR pikinin 400-500 dalga boyu araliginda
olmastyla AgNP sentezinin gerceklestigi tespit edilmistir (Cezaroglu, 2022).

Literatiire gore basarili bir sekilde sentezlenen AgNP’ler, genis patojen yelpazesine
kars1 antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve yalnizca biyofilm olusumunu engellemekle
kalmaz, ayn1 zamanda mevcut biyofilmlerdeki bakterileri de 6ldiiriir. Glimiis iyonlarinin
antimikrobiyal aktivitesini, boyutu ve kokeni de dahil olmak tizere birgok faktor etkileyebilir
(Martinez-Gutierrez ve ark., 2013). Literatiirde AgNP’lerin biyolojik etkileriyle ilgili birgok

arastirma bulunmaktadir.

Ghaedi ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada bazi mikroorganizmalara karsi R.
officinalis AgNP’lerin antimikrobiyal etkisi s1vi mikrodiliisyon ve disk difiizyon yontemi ile
arastirilmistir. Bacillus subtilis (B. subtilis), S. aureus, P. aeruginosa ve E. coli i¢in MIK
degerleri sirasiyla 1546,4, 773,24, 193,31 ve 386,62 pg/mL olarak bildirmis olup gram
pozitif bakterilere yiiksek konsantrasyonda etkili olmasina ragmen gram negatif bakterilerde
daha diisiik konsantrasyonda etkili oldugunu bildirmislerdir (Ghaedi ve ark., 2015). Bu
caligmada gram pozitif bir bakteri olan S. sanguinis kullanilmis olup R.officinalis AgNP
MIK degeri 256 pg/mL bu calismaya gore daha diisiik konsantrasyonda etkili oldugu
goriilmektedir. Bununla birlikte sub-MIK konsantrasyondaki biyofilme etkisinin M.piperita

ve S. aromaticum AgNP’leri ile karsilastirildiginda daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
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S. aromaticum sulu 6ziitiinden sentezlenen AgNP’lerin; S. mutans, E. coli, S. aureus,
E. feacalis tlizerine antimikrobiyal etkileri degerlendirilmis, sirasiyla MBK degerleri 0,212,
0,013, 0,106, 0,053 mg/ml olarak belirlenmistir (Jardon-Romero ve ark., 2022). Yapilan bu
calismada da S. aromaticum AgNP MBK 256 pg/mL olarak belirlenmis olup Steptococcus

cinsine ait olan S. mutans’a kars1 antimikrobiyal etki benzer olarak bulunmustur.

Baska bir ¢alismada S. aromaticum AgNP’lerin S. aureus karst MiK degeri 40 pg/mL
olarak bulunmustur. Bacillus cereus (B. cereus) ve E. coli S. aromaticum AgNP’lerin

arastirilan konsantrasyonda MIK degerleri bulunamamstir (Maciel ve ark., 2020).

M. piperita AgNP’lerin bazi bakterilere karsi antimikrobiyal etkinligi sivi
mikrodiliisyon ydntemiyle arastirilmis; B.cereus i¢in MiK ve MBK degerleri 100 pug/mL,
S.aureus icin ise MIK degeri 50 pg/mL, MBK degeri 100 pg/mL olarak bildirilmistir. Ayn1
calismada AgNP'lerin konsantrasyona bagli olarak biyofilm olusum inhibisyonu yaptig
gozlenmistir. Konsantrasyon 6.25 ve 100 pug/mL'de araliginda galisilmistir. Biyofilm
inhibisyon yiizdeleri 6.25 pg/mL'de %48+1,3 100 pg/mL’ de ise % 62+2,5 bulunmustur
(Erci ve ark., 2018). Baska bir ¢aligmada sentezlenen M. piperita AgNP’lerin S.aureus’a
kars1 antimikrobiyal etkinligi sivi mikrodiliisyon yontemi ile arastirilmistir. M. piperita
AgNP’lerin 0,565 mg/ml MIK degeri 2,260 mg/ml MBK degeri belirlenmistir. MBK/MIK
orani 4 olarak hesaplanmigtir. AgNP'lerin antimikrobiyal etkileri arastirilmis, umut verici bir
antibakteriyel aktivite gosterdigi bildirilmistir. M. piperita AgNP’lerin boyutlar1 99-134 nm
arasinda belirlenmis olup antimikrobiyal etkinliginin daha diisiik oldugu goriilmektedir
(Abdellatif ve ark., 2022). Bu ¢alismada M. piperita AgNP’lerin S. sanguinis’e karst MIK
ve MBK degeri 128 ug/mL olarak bulunmustur. MBK/MIK’in 1’e yakin bakterisidal
etkisinin yiiksek oldugunu gdstermektedir. Ayn1 zamanda sub-MIK degerindeki biyofilm
olusumunun tamamen engellendigi ve bakterinin hasara ugratildigit SEM ile gosterilmigtir.
Kii¢iik boyutlu giimiis nanopartikiillerin, daha kolay iyon salinimina neden olabilecegi ve bu
yiizden daha gii¢lii antibakteriyel etki gosterdigi ¢alismalarda bildirilmektedir (Paul &
Robeson, 2008). Bu da ¢alismamizda Abdellatif ve ark.’larinin ¢alismasina gore M. piperita

AgNP’lerin daha diisiik MIK degeri gdstermesini agiklamaktadur,

Parvekar ve ark. tarafindan yapilan bir calismada AgNP’lerin potansiyel bakterisidal
etki gosterdigi ve S. aureus icin MIK degerinin 0,625 mg/ml oldugu belirlenmistir.

Calismada 5 nm boyutunda kimyasal yontemlerle sentezlenen AgNP’ler kullanilmistir.
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Gram pozitif bir bakteri olan S.aureus igin yiiksek bir MIK degeri verdigini goriilmektedir
(Parvekar, Palaskar, Metgud, Maria, & Dutta, 2020). Bu ¢aligmada ise S. sanguinis i¢in yesil
sentez AgNP’lerin antimikrobiyal etkisinin daha giiglii oldugu gériilmektedir. Parvekar ve
ark.’nin ¢alismasinda sentezlenen partikiil biiylikliigli 5 nm olmasina ragmen bu ¢alismada
24 nm biyikliigindeki partikiillerin daha etkin oldugu gosterilmistir. Bu durumdan
antimikrobiyal etkinligin tek basina partikiil biiyiikliigiiyle degerlendirilemeyecegi sonucu
cikarilmaktadir. Literatiir bilgisi olan “metalik nanopartikiillerin antimikrobiyal etkinligi iki
Oonemli parametre olan nanopartikiillerin sentezi i¢in kullanilan malzeme ve partikiil

boyutlarina baghdir” yorumuyla tezat olusturmaktadir (J. Singh ve ark., 2018).

Ticari olarak satilan, kimyasal olarak sentezlenmis, boyutu 30-50 nm olan AgNP’lerin
oral patojenler iizerine antimikrobiyal etkinligiyle ilgili yapilan bir calismada S. mutans MIK
degeri 250 pug/ml S. oralis MIK degeri 125 pg/ml olarak tespit edilmistir. AgNP’lerin
klorheksidine kiyasla bes kattan daha diisiik konsantrasyonda daha iyi bakteriyostatik ve
bakterisidal etki gosterdigi tespit edilmistir. AgNP’ler, uygun konsantrasyonda
kullanildiginda, mevcut olarak kimyasal yollarla iiretilmis diger antimikrobiyal ajanlara
giivenli bir alternatif olabilecegi bildirilmistir (Panpaliya ve ark., 2019). Bu ¢alismada
kullanilan diger bir streptokok tiirii olan S. sanguinis icin MIK degerleri literatiirle benzer
sekilde S. aromaticum AgNP i¢in 128 M. piperita AgNP i¢in 128 ve R.officinalis AgNP i¢in
256 pg/ml bulunmustur.

Literatiirle karsilagtirildiginda (Abdellatif ve ark., 2022; Daghestani ve ark., 2020) bu
tez calismasinda farkli MIK ve MBK degerlerinin belirlenmis olmasi, calisilan farkli
bakterilerden kaynaklanabilecegi diisliniilmektedir. Literatiir taramasinda yesil sentezle elde
edilen AgNP’lerin S. sanguinis lizerine etkisinin aragtirtlmadigi goriilmektedir. Bu nedenle
karsilagtirma yapilabilecek bir veri olmadigi i¢in antimikrobiyal etki diger bakterilerle
karsilastirilmistir. Yesil sentezlenen AgNP’lerin sentezinde kullanilan ekstrakt miktari,
metal iyonu konsantrasyonu, pH ve partikiil buiytikliigii gibi faktorlerin antimikrobiyal
duyarlilik {izerine etkili olabilecegi diisiiniilmekte olup bu faktdrlerden hangisinin kesin

iligkili oldugu ile ilgili net bir bilgiye rastlanilmamistir.

M. piperita AgNP’lerin hiicre canlilig1 lizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada
L929 fare fibroblast hiicreleri ile ¢alisilmistir. Arastirmacilar XTT hiicre canliligi yontemi

ile M. piperita AgNP’lerin toksik etkilerini ¢alismadaki diger nanopartikiillerle

66



karsilagtirmiglardir. Hiicre canliliginin AgNP konsantrasyonun artisina bagl olarak biiyiik
oranda azaldigin1 bildirmislerdir. Calismada EC50 degeri 150 pg/mL bulunmustur. (Erci ve
ark., 2018). Bu ¢alismada M. piperita AgNP'nin EC50 degeri 35 pg/mL bulunmustur. Bunun
bircok nedeni olabilir. Her iki ¢alisma karsilastirildiginda partikiil biiyiikliikleri ayni
olmasina ragmen EDS analizinde glimiis miktarinin daha diisiik oksijen miktarinin ise ¢ok

yiiksek oldugu buna bagli olarak toksik etkisinin az olabilecegi diisiiniilmektedir.

R. officinalis AgNP’lerin sitotoksik etkileri MCF-7 meme kanseri hiicreleri {izerinde
incelenmistir. AgNP’lerin Spug/ml ve daha yiiksek konsantrasyonlarmin %100 sitotoksik
oldugu belirlenmistir. Ayn1 zamanda, hiicre 6liimiine yol acan AgNP konsantrasyonlarini
bitki oziitleri ile Karsilastirillmis ve Dbitki Oziitlerine gore AgNP’lerin  diisiik
konsantrasyonlarda dahi sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir. Yapilan ¢aligmada kontrol
grubu olarak bitki 6ziitii kullanilmis olup R. officinalis AgNP’lerin EC50 degeri ¢ok diisiik
olarak belirlenmistir. (3,3 pg/ml) (Aydin & Pehlivanoglu, 2019). Bu ¢alismada ise R.
officinalis AgNP’lerin 1929 fare fibroblast hiicre hattinda EC50 degeri 298,2 pg/ml olarak
belirlenmis olup calismadaki diger AgNP’lerle karsilastirildiginda en diisiik toksik etkiye
sahip AgNP oldugu belirlenmistir.

Cezaroglu’nun Isparta giil posasi kullanilarak sentezledigi AgNP ile yaptig1 ¢alismada,
AgNP’lerin insan periferik kan mononiikleer hiicrelerine EC50 degeri 134,5 pg/ml
bulunmustur (Cezaroglu, 2022).

Sentezlenen AgNP’lerin biyofilmi biiyilik oranda inhibe ettigi kristal viyole yontemi
ile belirlenmis, sub-MIK, konsantrasyonlarda biyofilm olusumunun inhibe oldugu da SEM
gorintiilerinde tespit edilmistir. Wypij ve arkadaslar1 yaptig1 ¢alismada mevcut ¢alismaya
benzer sekilde P. aeruginosa ve E. coli'nin biyofilm olusumunun 1/4 MIK
konsantrasyonlarda 6nemli 6l¢iide inhibe ettigini bildirmislerdir (Wypij ve ark., 2022).
Biyofilm olusumunun, bakteri hiicrelerinde gen ekspresyonunu degistiren veya biyofilmdeki
cekirdek algilamayr bozan AgNP’lerden Ag+ salinimiyla onlendigi ileri siiriilmektedir

(Mikhailova, 2020).

Hanafiah ve ark.’lar1 yesil sentez yontemiyle AgNP sentezi gerceklestirmis
karakterizasyonlar1 ve biyolojik 6zelliklerini inceledikleri ¢aligmada Strobilanthes crispus

AgNP (S. crispus AgNP) sentezi gergeklestirilmis ve S. mutans, E. coli ve P. aeruginosa’ya
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kars1 antimikrobiyal etkileri degerlendirildiginde S. mutans MIK degerinin 2,5 mg/ml
oldugunu bildirmislerdir. Calismada bakterilerin viriilanslarinda 6nemli rol oynayan bazi
genlerin  AgNP’lerle muamele sonucunda ekspresyon diizeylerindeki degisiklik de
aragtirtlmistir. S.mutans’in gtfB geninin ifade diizeyindeki degisim, S. crispus AgNP’lerle
tedavi edilmesi sonucunda kGZ-PZR yontemiyle gosterilmistir. Konsantrasyona bagli
olarak gen ekspresyonunda daha fazla azalma gézlenmistir (Mohamad Hanafiah ve ark.,
2023).

S. sanguinis’e ait viriilans geni olan SpxB hidrojen peroksit tireterek eDNA birikimine
sebep olarak dis minesinde biyofilm olusumuna katkida bulunmaktadir. Ayn1 zamanda
hidrojen peroksit bakterinin konak savunmasindan kagmasinda da rol oynayan viriilans
faktoriidiir. Bu ¢alismada yesil sentez ile iiretilen AgNP’lerin SpXxB geni iizerine etkileri
arastirildiginda M. piperita ve S. aromaticum AgNP’lerin sirasiyla 0,03 ve 0,89 kat azalma
gosterdigi belirlenmistir. Bu iki AgNP’nin bakterinin biyofilm olusumunda rol oynayan
spxB gen ekspresyonunda diisiise neden olmast SEM goriintiileri ile dogrulanmaktadir. R.
officinalis AgNP’de g6zlenen spxB ekspresyonundaki artis SEM-EDS analizindeki verilere
gore Oksijen elementinden kaynakli olabilecegi diistiniilmiistiir. SpxB geni nétrofil igeriginin
disar1 atilmasi olan NETosis’e neden olarak notrofil hasarina ve bakterinin kan dolagiminda
kalmasina dolayisiyla EE yol agmasina aracilik edebilecek bir viriilans faktorii oldugu
diistiniilmektedir (Sumioka ve ark., 2017). Yapilan literatiir taramalarinda AgNP’lerin spxB
genine ekspresyonunun arastirildig calismalara rastlanmamistir. Ik defa bu calismada spxB

genine AgNP’lerin etkisi arastirilmstir.

Hem antimikrobiyal etki hem de sitotoksisite sonuglar1 goz 6niine alindiginda, sekil,
boyut ve farkli bitki ekstraktlari kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin biyolojik
aktivitelerinin kontroliinde 6nemli degiskenler oldugu ortaya ¢ikmaktadir. NP’ler insan
viicudunun maruz kaldigr uygulamalarda kullanildiginda, biyouyumluluk c¢aligmalari
gereklidir. Bununla birlikte, yapilan bu ¢alismada kullanilan M. piperita S. aromaticum
AgNP’lerin antimikrobiyal antibiyofilm ve antiviriilans 06zelliklere sahip oldugu

gosterilmistir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alismada R. officinalis (biberiye), M. piperita (nane), ve S. aromaticum (karanfil)
bitkilerinden AgNP sentezi gergeklestirilmistir. Calismada AgNP’lerin sentezi hizli, maliyet
acisindan uygun ve g¢evre dostu olan yesil sentez yontemi kullanilarak yapilmistir. Elde
edilen AgNP’lerin, agiz boslugunda bulunan ve dis biyofilminde 6ncii kolonizer bakteri olan
ayn1 zamanda EE etkenleri arasinda yer alan S. sanguinis’e kars: etkili antimikrobiyal ve
antibiyofilm aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Bu etkinlikler, 6zellikle agiz gargaralari,
dis macunlar1 formiilasyonunda kullanilmak iizere degerlendirilebilir. Bu c¢aligsmada, elde
edilen AgNP’lerin sitotoksisitesi, glimiis nitrat ile karsilastirildiginda ¢ok daha diisiik oldugu
tespit edilmistir. Doza bagimli olarak toksik etkininde arttig1 goriilmiistiir. AgNP’lerin hem
biyofilm olusumunda rol oynayan hem de kanda konak savunmasindan kagmasinda rol

oynayan spxB geni ekspresyonu iizerine de etkili oldugu bulunmustur.

Calismanin hastalardan izole edilen S. sanguinis suslarinda ve agiz boslugunda
bulunan, biyofilmi olusturan, dis ¢iiriigli, periodontal hastaliklara neden olabilen diger
patojenler lizerine olan etkilerinin arastirilmasi Onerilmektedir. Deney hayvanlarinda
yapilacak olan in vivo g¢alismalar, sentezlenen bu AgNP’lerin daha genis bir yelpazede

giivenilir bir sekilde degerlendirilmesine olanak taniyacaktir.
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