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YUKSEK LiSANS TEZi

Eriobotrya japonica Lindl. CEKIRDEK VE YAPRAKLARINDAN GUMUS
NANOPARTIKUL (AgNPs) SENTEZI, KARAKTERIZASYONU VE
KOLOREKTAL KANSER HUCRESI (HT-29) UZERINE ANTIKANSER
ETKIiSININ BELIRLENMESI

Beyzanur ENGEZ

Aksaray Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoteknoloji ve Molekiiler Biyoloji Anabilim Dah

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Fulya DOGANER
OZET

Eriobotrya japonica Lindl. (E. japonica L.) (Yenidiinya, Malta erigi) bitkisinin ¢esitli
ekstrelerinin pek cok farmakolojik etkileri oldugu bilinmektedir. Ozellikle meyvedeki
zengin igeriklerin kolorektal kanser lizerine etkili oldugu belirlenmistir. Yesil sentez
olarak da bilinen bitki ekstrelerinden elde edilen glimiis nanopartikiillerin (AgNPS)
bitkilerin biyolojik aktivitelerini artirdigi bilinmektedir. Calismamiz E. japonica L.
bitkisinin yaprak ve c¢ekirdek gibi tiiketilmeyen organlarindan elde edilen ekstrelerin
kolorektal kanser hiicre hattt (HT-29) iizerine etkilerinin arastirildigi ilk ¢alismadir. E.
japonica L. bitkisinin yaprak ve ¢ekirdeklerinden farkli ¢oziiciilerle (%75 metanol,
%75 etanol ve distile su) bitki ekstreleri elde edilip, toplam fenolik ve toplam flavonoid
icerikleri analiz edilmistir.  En uygun igerige sahip olan ekstreden farkli
konsantrasyonlarda (1 mM, 5 mM ve 10 mM) AgNP sentezi gergeklestirilmistir.
AgNP sentezi, renk degisimi, UV-VIS, FTIR, SEM, XRD ve Zeta potansiyeli ve
boyutu yontemleri ile karakterize edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
AgNP’lerin ve ekstrelerin 24, 48 ve 72 saat siirelerde HT-29 hiicrelerine karsi
sitotoksik etkisi MTT yontemi ile ve migrasyon iizerine etkileri yara iyilesme yontemi
ile belirlenmistir. Cekirdek ve yaprak ekstrelerinde en yiiksek fenolik ve flavonoid
igerik %75 etanol ile elde edilmistir. Cekirdekte ve yapraktaki toplam fenolik i¢erik
sirastyla 367,24 + 0,038 ve 1487,05 + 0,017 mgGAE/100g iken toplam flavonoid
madde miktarlart ise sirastyla 18,96 ve 30,93 + 0,001 mg/mL (QE)’dir. Bu AgNP’lerin
UV-VIS spektroskopi grafiginde 430-450 nm araliginda pikler elde edilirken, SEM
goriintiilerinde kiiresel ve kiibik yapida oldugu, FTIR, XRD ve zeta potansiyel
sonuglarinin ise literatiire uygun degerlerde oldugu belirlenmistir. AgNP’lerin HT-29
hiicre hattindaki en iyi sitotoksik etkileri ¢ekirdekte ICso: 8,339 ug/L iken yaprakta
AgNP ICso: 0,05805 ug/mL’dir. Yapra iyilesmesinde ise 10 mM c¢ekirdek (%19) ve 5
mM yaprak AgNP’sinin (%50) hiicre gocii lizerinde inhibe edici etkisi oldugu
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: AgNP, Eriobotrya japonica Lindl., Kolorektal kanser,
Antikanser aktivite.

Eyliil, 2024; 93 sayfa



M.Sc. THESIS

SYNTHESIS, CHARACTERIZATION OF SILVER NANOPARTICLE
(AgNPs) FROM Eriobotrya japonica Lindl. SEEDS AND LEAVES AND
DETERMINATION OF ITS ANTI-CANCER EFFECT ON COLORECTAL
CANCER CELL (HT-29)

Beyzanur ENGEZ

Aksaray University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Biotechnology

Supervisor: Assistant Prof. Fulya DOGANER

ABSTRACT

It is known that various extracts of Eriobotrya japonica Lindl. (E. japonica L.)
(Loquat, Maltese plum) plant have many pharmacological effects. It has been
determined that especially the rich contents in the fruit are effective on colorectal
cancer. Itis known that silver nanoparticles (AgNPs) obtained from plant extracts, also
known as green synthesis, increase the biological activities of plants. Our study is the
first study investigating the effects of extracts obtained from inconsumable organs
such as leaves and seeds of E. japonica L. plant on colorectal cancer cell line (HT-29).
Plant extracts were obtained from the leaves and seeds of E. japonica L. plant with
different solvents (75% methanol, 75% ethanol and distilled water) and their total
phenolic and total flavonoid contents were analyzed. AgNPs were synthesized at
different concentrations (1 mM, 5 mM and 10 mM) from the extract with the most
suitable content. AgNP synthesis was characterized by color change, UV-VIS, FTIR,
SEM, XRD and Zeta potential methods. These extracts and AgNPs at different
concentrations were applied to HT-29 cells for 24, 48 and 72 hours. Their cytotoxic
effects on these cells were determined by MTT method and their migration effects by
wound healing method. The highest phenolic and flavonoid contents in seed and leaf
extracts were obtained with 75% ethanol. While the total phenolic contents in seed and
leaf were 367.24 + 0.038 and 1487.05 = 0.017 mgGAE/100g, respectively, the total
flavonoid amounts were 18.96 and 30.93 + 0.001 mg/mL (QE), respectively. While
peaks were obtained in the range of 430-450 nm in the UV-VIS spectroscopy graph of
these AgNPs, it was determined that they were spherical and cubic in SEM images,
and FTIR, XRD and zeta potential results were in accordance with the literature. The
best cytotoxic effects of AgNPs in the HT-29 cell line were determined as 1Cso: 8.339
ug/L in the seed, while 1Csp: 0.05805 ug/mL in the leaf. According to the migration
results, it was observed that 10 mM seed (19%) and 5 mM leaf AgNP (50%) had an
inhibitory effect on wound healing.

Keywords: AgNP, Eriobotrya japonica Lindl., Colorectal cancer, Anticancer effect.

September, 2024; 93 pages
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1. GIRIS

Kanser bulasici olmayan, bireyin yasam standartlarin1 bozabilen, genetik, fizyolojik,
cevresel ve davranissal gibi pek ¢ok faktore bagli gelisen bir hastaliktir. Pek ¢ok tilkede
temel saglik problemleri arasinda yer alan kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz
biiyiimesi ve yayilmasi ile karakterize, tedavi edilmediginde 6liimciil etki gosteren bir
hastaliktir (Siegel vd., 2017). Tek bir mutasyondan degil, ¢oklu mutasyonlardan
kaynaklanan benzersiz bir hastalik tiiriidiir. Her mutasyon, tiimoriin boyutunda
kademeli bir artis, diizensizlik ve malignite ile iliskili hiicrelerin ¢ogalmasina yol agar
(Mao, 1998). Global Cancer Statistics (GLOBOCAN) 2020 verilerinde diinya ¢apinda
19,3 milyon yeni kanser vakasi gozlenirken, 10 milyona yakin kisinin de kanserden
oldiigi bildirilmistir (Sung vd., 2021). 2020 yilinda diinya ¢apinda kolorektal kanser,
1,9 milyon yeni vakayla en ¢ok teshis edilen ti¢iincii kanser olurken, kanserden 6liimler
arasinda akciger kanserinden sonra 930.000 dliimle ikinci sirada yer almistir (Morgan

vd., 2023)

Bildirilen kanser tedavi yoOntemleri arasinda cerrahi tedavi, radyasyon tedavisi,
kemoterapi, hedefe yonelik tedavi, hormonal tedavi ve immiinoterapi de dahil sistemik
tedaviler sayilabilir (Miller vd., 2019). Kolon kanserinin tedavisinde ise, cerrahi
operasyon, kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel yontemler kullanilmaktadir.
Kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavi yontemlerinin kanserli hiicrelere se¢ici olmadigi
saglikli hiicreler lizerine de sitotoksisitesi oldugu bilinmektedir. Kullanilan tedavi
yaklagimlarinin kolon kanseri tedavisi {izerine bagar1 oranlarinin arttirilmasi i¢in yeni

tedavi yontemlerinin gelistirilmesi esastir (Scolaro vd., 2006; Takahara vd., 1995).

Nanoteknoloji alani, nano 6lgekli yeni malzemeler {ireterek bilim ve teknolojide pek
cok yeni gelismeye katki saglamaktadir. Giiniimiizde 6zellikle biyomedikal alanda,
nanoteknolojik yontemlerle kanserli dokuyu hedef alan kemoterapi uygulama
caligmalar1 yapilmaktadir. Bu sayede halihazirda kullanilan kemoterapi ilaglarinin yan
etkileri biiyiik 6l¢iide ortadan kalkarken, kanserli dokulara etkili dozlarin ulastirilmasi
sonucu iyilesme siiresi de kisaltilabilmektedir (Albrecht vd., 2006). Birgok materyal,
farkli yontemler kullanilarak nano dlgekte iiretilir ve nanopartikiil (NP) adin1 alirlar.
NP’ler daha kiiciik partikiil boyutu, ¢esitli sekilleri ve artan yiizey alan1 nedeniyle ana
malzemelerden daha farkli 6zellikler gosterirler (Iravani, 2011). Fiziksel, kimyasal ve

biyolojik yontemlerle NPI’erin sentezlenmesi miimkiindiir (Rajan vd., 2015). NP’lerin
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biyolojik sentezinde bitki 6zleri, bakteriler, mantarlar, aktinomisetler ve algler gibi
bir¢ok organizma kullanilmaktadir (Mittal vd., 2013; Narayanan ve Sakthivel, 2010,
2011).

Bitki 6zleriyle yapilan ve yesil sentez olarak da adlandirilan NP sentezindeki en biyiik
avantaj bitkilerin cesitliligi ve kolay bulunabilirligidir (Narayan ve Sakthiyel, 2011).
Ayrica daha az toksik ve ¢evreye zarar vermeyen maddeler olan bitkilerin yesil sentezi;
hizli, kolay, ucuz, daha az enerji gerektiren ve orta diizeyde calisma kosullar ile
calisilabilen 6rnekler olmasi gibi pek cok avantaja sahiptir (Raveendran vd., 2003).
NP’lerin sentezinde bircok metal kullanilabilir. Bunlardan biri olan giimiis, diinyada
en ticarilestirilmis nano materyaldir (Alsharif vd., 2024; Wang vd., 2024). Giimiis
NP’lerinin (AgNP) bitki aracil1 yesil sentezi, nanoteknolojinin yeni ve 6nemli bir dali
haline gelmistir (Choudhury vd., 2016). Cevre dostu ve uygun maliyetli olmasi,
kimyasal tehlikelerle iligkilendirildiginde daha az toksik olmasi nedeniyle onem
kazanmigtir (Raveendran vd., 2003). Bitki ekstreleriyle giimiis NP sentezinde hem
bitkinin hem de giimiisiin etkileri birlestigi igin, bitki aracili yapilan NP’lerin kimyasal
yontemlerle sentezlenen NP’lere gore daha yiiksek biyolojik fonksiyonlara sahip

oldugunu gosterir (Choudhury vd., 2016).

Bitkilerde bulunan biyoaktif dogal bilesikler, daha ucuz, daha giivenli ve daha etkili
anti-inflamatuar ve antikanser ilaglar1 gelistirmek icin kullanilmaktadir (Wangchuk,
2018). Bu tiir dogal kimyasal bilesikler, ucucu yaglar, fenolik ve flavonoid bilesenler,
antioksidanlar, antitimor ve antikanser ajanlaridir (Roleira vd., 2015). Bu bilesikler,
DNA hasart ve serbest oksijen radikali (ROS) olusumunu engelleyebilen, kaspaz ve
p53 genleri ile apoptoza yonlendiren ¢esitli farmakolojik 6zellikler igerir (Roleira vd.,
2015). Epidemiyolojik ¢alismalar ile bitkilerdeki fenolik bilesiklerin, anti-inflamatuar,
antiaterosklerotik, antitiimor, antimutajenik, antikanserojenik, antibakteriyel veya
antiviral aktivitelere az veya ¢ok 06l¢iide sahip oldugunu gostermistir (Halliwell, 1994,
Mitscher vd., 1996; Owen vd., 2000; Sala vd., 2002). Eriobotrya japonica Lindl
(Malta Erigi, Yenidiinya), Rosaceae familyasina ait bir meyve agacidir. Meyve
ekstresinde yer alan bir¢cok antioksidan bilesen, iltihaplanma, diyabet, kanser,
bakteriyel ve paraziter enfeksiyonlar, agr1 ve alerjiler dahil olmak {izere saglik
sorununa kars1 koyabilecek biyoaktivite sergilemektedir. Meyve ve kabuk

ekstraktlarinin yapisinda fenolik ve terpenoid varligi tespit edilmistir (Zhang, vd.,



2015), fakat bunun yaninda zayif c¢oziiniirlik ve biyoyararlanim nedeniyle
kullanimlar ciddi sekilde kisitlanmaktadir (Wen vd., 2015). Biyoyararlanimi artirmak
ve optimum yanit i¢in gerekli olan yiiksek dozlarla ilgili toksisiteyi azaltmak i¢in NP

sentez tekniginin kullanilabilecegi gézlenmistir (Wen vd., 2015).

Jabir vd. (2021) Eriobotrya japonica Lindl (E. japonica L.) yapraklarindan yesil sentez
yontemiyle AgNP sentezledikleri bir ¢alismalarinda, bu NP’nin potansiyel antikanser
aktivitesini arastirmiglardir. Bunun i¢in meme kanseri hiicre hattt (MCF-7) ve rahim
agz1 kanseri hiicre hatt1 (HeLa) lizerine sentezlenen NP’lerin kanser hiicre hatlarinin
poliferasyonunu inhibe ettigini ve apoptozu indiikledigini belirlemiglerdir. Ayrica
farkli kanser tiirevlerinin tedavisinde ve bagisiklik sistemi fonksiyonlarim
desteklemede etkilerinin olabilecegini ve E. japonica’nin tibbi bir ilag olabilecegini

one siirmiislerdir.

Abdel Raoof vd. (2021), E. japonica L. meyvelerinin %70 metanol ekstraktiyla
yaptiklar1 bir ¢alismada PC-3 (Prostat kanseri hiicre hatt1), HepG2 (Karaciger kanseri
hiicre hatt1) ve SKOV -3(Yumurtalik kanseri hiicre hatti) tizerinde E. japonica L.
meyve ekstresinin dnemli sitotoksik aktivitelerinin oldugunu bildirmislerdir. Ayrica
ekstrenin antikanser ajani (Doksorubisin) ile karsilagtirildiginda doza bagimli bir
sekilde test edilen kanser hiicre hatlarinda canlilik oraninda daha fazla azalmayi tegvik

ettigini saptamiglardir.

Kim vd. (2011), E. japonica L. yapraginin hem etanol hem de su ekstrelerinin
siganlarda, 7,12-dimetilbenz [a]antrasen (DMBA) ile indiiklenen meme kanserini
inhibe ettigini ve su ekstresinin daha yiiksek inhibitor aktivite gosterdigini
bildirmislerdir. Her iki ekstrenin de tiimor hiicrelerinin olugsmasinda ve gogalmasinda
engelleyici etkisi oldugunu bildirmislerdir. Kim vd. (2009) yaptiklari bir baska
calismada E. japonica L. yaprak ve ¢ekirdek ekstrelerinin MDA-MB-231 (insan meme
adenorsinom hiicre hatt1) hiicrelerinde MMP-2 ve MMP-9 enzim aktivitelerine,
cogalmaya, invazyona ve migrasyona olan etkilerini arastirmiglardir. Elde ettikleri
sonuclarda her iki ekstrenin de test edilen MDA-MB-231meme kanseri hiicrelerinin
cogalmasini engelledigini, doza bagli olarak invazyonu inhibe ettigini bildirmislerdir.
Ekstrelerin yara iyilesme testi (wound healing assay) ile migrasyona olan etkileri
arastirildiginda ise, ekstre uygulanmayan hiicrelerde yara kapanirken, extre uygulanan

hiicrelerde migrasyonun olmadigin1 belirlemislerdir. MDA-MB-231 hiicrelerinde
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ozellikle E. japonica L. yaprak ekstresinin MMP-9 aktivitesi iizerinde doza baglh
olarak, MMP-2 aktivitesi ilizerinde ise sadece 50 pg/mL konsantrasyonda inhibe edici

bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, Eriobotrya japonica Lindl bitkisinin ¢ekirdek ve yaprak
ekstrelerindeki fenolik ve flavonoid bilesikler iceriklerini belirlemek, ¢evre dostu bir
yontemle AgNP’lerinin (AgNPs) sentezlenmesidir. Sentezlenen NP’lerin yapisal ve
morfolojik karakterizasyonu XRD, SEM, TEM, UV-Vis ve zeta potansiyeli gibi ileri
karakterizasyon teknikleri kullanilarak karakterize edilmistir. Ayrica bu NP’lerin insan
kolorektal kanser hiicre hatt1 (HT-29) {lizerindeki antikanser etkisi, MTT testi ve yara
iyilesme testi (Wound Healing Assay) yapilarak incelenmistir. Calisma E. japonica
L.’nin fenolik ve flavonoid bilesenlerinin biyolojik etkinligini ortaya koyarak, bu
bitkiden elde edilen giimiis NP’lerin kanser tedavisinde potansiyel kullanimini

arastirmay1 hedeflemektedir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Nanoteknoloji

Gliniimiizdeki bilimsel arastirmalar, teknoloji gerektiren ¢esitli sorunlara ve zorluklara
kars1 yenilikei stratejiler ile ¢oziim olusturma odaklidir. Bu ¢alismalarin saglik, enerji,
iklim gibi diinyadaki yasamin ¢esitli sorunlarina dogrudan veya dolayli olumlu etkileri
bulunmaktadir (Pokrajac vd., 2021). Siirdiiriilebilir bir gevre i¢in nanoteknolojideki
uygulamalar dikkate deger bir hizla artmaktadir. Nanoteknoloji ve nano- miihendislik
malzemeleri gezegenimizdeki yasamin siirdiirebilir olabilmesi i¢in umut vaat edecek

sekilde ilerleme kaydetmektedir (Misra vd., 2023).

Pek ¢ok farkli 6zellige sahip olan ve molekiillerin yiizey alanini artiran NP’ler her
gegen giin daha fazla uygulama alan1 bulunmakta ve galisma alanlarinda daha fazla
ilgi gérmektedir (Wennersten vd., 2008). Nanoteknolojinin ilerlemesi ile 6nemli bir
yap1 tast haline gelen NP’ler, 1 ila 100 nm arasinda boyutlara sahip partikiillerdir
(Nagarajan vd., 2021). NP’ler kuantum boyut etkileri, elektronik yapisinin boyut
bagimlilig1, ylizey atomlarinin benzersiz karakterleri ve yiiksek ylizey/hacim orani
sayesinde benzersiz fiziksel, kimyasal ve biyolojik Ozellikler sergilemektedirler
(Liveri, 2006). Bu sayede basta saglik, kimya, giyim, boya ve biyoteknoloji gibi pek
cok onemli endistriyel alanda kullamim imkani bulmaktadir (Mody vd., 2010).
Morfoloji, boyut ve sekillerine gore siniflandirildiklarinda 6zellikle metalik NP’ler,
karbon bazli NP’ler, seramik NP’ler, yari1 iletken NP’ler, lipit bazli NP’ler, polimerik
NP’ler ve nanokompozitler pek ¢cok bilimsel ¢alismada ve endiistride en ¢ok kullanilan

NP gesitleri olmustur (Bhatai, 2016).

Ferritin, misel, dendrimer ve lipozomlar1 i¢eren organik NP’ler polimerik NP’ler
olarak da adlandirilir. Karbon bazli NP’lerin haricinde, karbon igermeyen, metal ve
metal oksit olarak iki alt grubu bulunan inorganik NP’ler de bulunmaktadir (ljaz vd.,
2020). Metal NP’leri sinifinda bulunan altin (Au), giimiis (Ag), bakir (Cu) ve platin
(Pt) NP’leri siklikla aragtirmalarda kullanilmaktadir (Arroyo vd., 2020).

Son zamanlarda metal NP’ler, basta biyomedikal arastirmalarin yani sira gevresel,
tarimsal ve fizikokimyasal arastirmalarda da kullanilmaktadirlar. Saglik alaninda,

kimyasal sensorler, antimikrobiyal aktivite, tibbi goriintiileme, kanser tani ve tedavisi,



kozmetik uygulamalar, spesifik ila¢ salinimi ve yara iyilesmesi gibi cesitli

uygulamalar i¢in kullanilmaktadirlar (Singh vd. 2016).

2.1.1 Giimiis nanopartikiiller (AgNPS)

Antik Yunan ve Roma Imparatorlugundan beri giimiis, yaniklarin ve kronik yaralarin
tedavisinde antimikrobiyal ve antibakteriyel madde olarak kullanilmaktadir
(Alexander, 2009).

Zamanla glimiis nitrat halinde ziihrevi hastaliklarin, géz hastaliklarinin, apselerin ve
taze yaniklarin tedavisinde de kullanildi (Castellano vd., 2002). Ozellikle son yillarda
insanlarin hijyen ve tibbi konularda dogal igeriklere yonelmesi yaninda ¢oklu ilaca
direngli patojenik bakterilerin ortaya c¢ikmasi ve antibiyotik kullaniminin
sinirlandirilmasi nedeniyle klinisyenler degisen seviyelerde giimiis iceren yara
pansumanlarina geri dondiiler (Chopra, 2007; Gemmell vd., 2006). Giimiis ROS’lara
maruz kaldiginda kendiliginden oksitlenebildigi i¢in nanobilim ve nanoteknoloji
uygulamalarinda, nanomalzemelerin {iretim asamasinda 6nemli bir ilerlemeye yol
acmistir (Salleh vd., 2020). Giimiisiin farkli kimyasal reaksiyonlarinin anlasilmasi

AgNP’lerin sentezi ¢aligmalarini hizlandirmistir.

AgNP’lerin boyutlari, yapilari, fiziksel ve biyolojik 6zellikleri sentez yontemlerine
bagli olarak degismektedir (Nair ve Laurencin, 2007). Kimyasal, fiziksel ve biyolojik

sentez yontemleri olmak tizere temelde 3 farkli sekilde AgNP sentezi gergeklestirilir.

Kimyasal yontemler genellikle toksik maddeler kullanilarak yapilan sentez
yontemidir. En yaygin ve genis ¢apta rapor edilen sentez yontemi, trisodyum sitrat ve
askorbat gibi indirgeyici ajanlar kullanilarak Ag* iyonlarinin Ag"ye indirgenmesidir
(Dong vd., 2009; Fabrega vd., 2011; Kim vd., 2007; Marin vd., 2015; Panacek vd.,
2006; Turkevich vd., 1951; Wan vd., 2010). Turckevich’e gore sitrat, yalnizca Ag *
tirlerini azaltmakla kalmaz, NP’lerin yiizeyinde olusan elektrik katmaninin
topaklagmalarin1 6nleyerek ikiye katlayabilen bir stabilize edici madde (elektrostatik

stabilizasyon) olarak da hareket eder (Henglein ve Giersig, 1999).

Fiziksel yontemler ise genellikle hizlidir ve toksik kimyasallar icermezler. Fiziksel
yontemlerin dezavantaji, sentez sirasinda yiiksek enerjiye duyulan ihtiyactir. Bilyal

ogiitme (Jayaramudu vd., 2016; Kumar vd., 2016), ark bosaltma (Zhang vd., 2017),
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fiziksel olarak buhar yogunlastirma (Al-Warthan vd., 2010) ve lazer ablasyonu fiziksel

yontemler arasinda yer alir (Mafuné vd., 2000).

Biyolojik yontemlerde ise giimiis tuzlariin AgNP’lere indirgenmesi s6z konusudur.
Yesil sentez olarak da bilinen biyolojik yontemlerde siklikla bitkilerin cesitli
bolgelerine ait ekstraktlar, funguslar ve bakteriler kullanilmaktadir (Gudikandula ve
Mariganti, 2016). Kimyasal ve fiziksel yontemlerle NP sentezinde, toksik etki gosteren
kimyasallarin kullanilmasi, tehlikeli yan iiriinlerin olusmasi, partikiil kararliliklarinin
iyl olmamasi ve pahali bir iglem olmasi nedeniyle bazi dezavantajlar igermektedir
(Patra vd., 2015). Tehlikeli veya toksik iiriin kullanilmayan biyolojik yontemler ise,
cevreci, ekonomik, verimi yiiksek ve tek adimli bir islem oldugu i¢in daha ¢ok tercih
edilmektedir (Nabikhan vd., 2010; Yousaf, vd., 2020).  Bitkilerin sahip oldugu
fenolik, terpenoid, polisakkarit ve flavonoid igeriklerinden dolayr bitki
ekstraktlarindan elde edilen AgNP’ler, fungus ve bakteriler ile karsilastirildiginda
daha fazla NP iiretim oranina sahip oldugu gézlenmistir (Gudikandula ve Maringanti,
2016; Hano ve Abbaasi, 2021; Prasad, 2014).

2.1.2 Bitki aracih (Yyesil sentez) giimiis nanopartikiiller

Son yillarda NP iiretiminde istenilen boyutta ve degisik goriiniime (morfoloji) sahip
NP’lerin iiretiminde dogal ajanlarin belirlenmesi ve bu ajanlar1 gelistirmeye yonelik
yontemlerin arastirilmasi i¢in pek ¢ok calisma yapilmistir. Bu arastirmalar sonucu
yesil sentezde dengeleme ve kaplama amaci ile kullanilan bitkilerin ve

mikroorganizmalarin kullanimi siklikla artmaktadir (Kharissova vd., 2019).

Bitkiler ile sentezlenen NP’lerin en 6nemli avantaji kolay elde edilebilir olmalaridir.
AgNP’ler bitkinin tamami1 veya bir par¢asindan elde edilen ekstreler ya da toz halleri
kullanilarak iretilebilirler. Birgok c¢alismada bitkilerin fenolik ve flavonoid
iceriginden dolay, bitki ekstraktlarinin biyolojik indirgeme potansiyelinin mikrobiyal
kiiltar filtratlarindan nispeten daha yiiksek oldugu hipotezini desteklemistir (Iravani,
2011; Kannan vd., 2011; Narayanan ve Sakthivel, 2010). Bitki aracili NP {iretiminden
kaynaklanan atik tiriinler, dogal bitki ekstrelerinden elde edildigi i¢in gevreye
uyumludur ve toksik degildir. Buna karsin mikrobiyal sentez yontemlerinin atik
tirtinleri, sentezde kullanilan mikroorganizma tiiriine bagl olarak ¢evre i¢in tehlikeli

olma olasiligin1 oldukc¢a artirmaktadar.



Giivenli bir biyoloji sentez prosediirii olan bitkiler ile sentez yontemi daha az hatta
neredeyse sifir kontaminasyona sahip oldugu i¢in ¢evre dostu bir prosediir olarak
degerlendirilir (Dahl vd., 2007). Bitki ekstraktlarinda bulunan fitokimyasallarin,
biyolojik senteze (fitosenteze) aracilik etmeSinin veya metal iyonlarini azaltmasinin
yani sira sentezlenen NP’ leri de stabilize ettigi bilinmektedir (Iravani, 2011; Kumar ve
Yadav, 2009). Ayrica tekrarlanabilir ve iiretilen partikiillerin oldukga stabil oldugu da
goriilmektedir (Iravani, 2011; Kalaiarasi vd., 2010).

Nanoteknolojide bitki ozleri ile elde edilen giimiis ve altin NP’leri yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu sentezin kesin mekanizmasi hala tam olarak bilinmemesine
ragmen mekanik yonleri hakkinda bazi bilgiler bulunmaktadir. Kimyasal olarak farkli
iceriklere sahip bitkiler yapilarindaki vitaminler, enzim/proteinler, sitrat gibi organik
asitler, amino asitler ve polisakkaritler gibi bir dizi bitki bilesikleri sayesinde
indirgeme ve kaplamada farkli etkiler gostermektedir (Ahmad vd., 2009). Bitki
ekstraktlarindaki ikincil ~metabolitlerden terpenoidler, flavonoidler, fenoller,
alkaloitler, proteinler ve karbonhidratlarin varligi da bu islemlerde biiylik 6nem
tagimaktadir. Bu bitki metabolitleri hidroksil, karbonil ve amin fonksiyonel gruplarina
sahiptir. Fourier doniisiimlii kizilotesi (FT-IR) spektroskopi sonuglarina goére, bu
cesitlilikteki metabolitlerin fonksiyonel gruplarinin metal iyonlariyla reaksiyona
girmesiyle boyutlarin1 nano araliga diistirdiigii bilinmektedir. Ayrica sentezlenen
NP’lerin etrafini kapatarak hem stabilite hem de biyouyumluluk saglamaktadir. Son
caligmalar bitki ekstraktlarinda bulunan fitokimyasallarin (Arulkumar ve Sabesan,
2010; Bankar vd., 2010; Das vd., 2013; Gopinath vd., 2012; Loo vd., 2012; Marimuthu
vd., 2012; Pasupuleti vd., 2013; Prabakar vd., 2013; Prakash vd., 2013;
Santhoshkumar vd., 2011), flavonoidlerin (Elavazhagan ve Arunachalam, 2011;
Philip, 2011; Raghunandan vd., 2011a; Subba Rao vd., 2013), polifenollerin (Antony
vd., 2011; Jeyaraj vd., 2013a; Kumar vd., 2010; Mohan Kumar vd., 2012; Njagi vd.,
2011; Raghunandan vd., 2011b; Rodriguez-Leon vd., 2013; Roni vd., 2013; Sahu vd.,
2013; Suganya vd., 2013), alkaloidlerin (Vijayaraghavan vd., 2012), saponinlerin
(Geethalakshmi vd., 2012), fenollerin (Lukman vd., 2011; Sathishkumar vd., 2012),
ucucu yaglarin (Vijayaraghavan vd., 2012) ve poliollerin (Ghosh vd., 2012;
Veerasamy vd., 2011) giimiis iyonlarinin biyolojik olarak indirgenmesinde ve

sentezlenen NP’lerin kaplanmasinda 6nemli roller oynadigi bildirilmistir.



NP’lerin spesifik ylizey alani arttik¢a biyolojik etkinlikleri de artabileceginden tibbi
acidan kullanim alanlar1 da artmaktadir. Sentezlenen NP’lerin biyolojik 6zelliklerini
artirmak i¢in boyut, sekil ve stabilite gibi fiziksel 6zellikler 6nemlidir. Bugiine kadar
yapilan arastirmalar bitki ekstrakti ile sentezlenen NP’lerin biyolojik yeterliliginin,
eko-giivenlik ve benzersiz sentez mekanizmalari nedeniyle oldukca arttigini
gostermektedir. Bitki ekstraktindan sentezlenen AgNP’lerin  ozellikleri ve
uygulamalari mikrobiyal muadillerinden oldukga farklidir. Belirlenen indirgeme ve
kaplama ajanlar1 ¢ogunlukla bitkilerin fenolik igerikleridir. Bu sayede sentezlenen
AgNP’ler antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser Ozellikler gostermektedir.
Bugiine kadar yapilan ¢aligmalar, sentezlenen bitki aracili AgNP’lerin ¢oklu ilaca
direngli insan patojenlerine, Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi genis
spektrumlu antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir (Das vd., 2013;
Gopinath vd., 2012; Prakash vd., 2013; Sathishkumar vd., 2009; Saxena vd., 2010).
Ustelik bu NP’lerin mantar ve maya patojenlerine karsi da etkili oldugu gosterilmistir
(Singh vd., 2013). Ayrica antioksidan ve antitimor aktivite gostermelerinden dolay1
nanobiyoteknoloji alaninda kanser tedavisinde kullanilabilirligi arastiriimaktadir
(Jacob vd., 2012; Jeyaraj vd., 2013). Bitki aracili NP’lerin bu 6zellikleri Sekil 2.1°de

Ozetlenmistir.

Bitki aracil giimiis
nanopartikiillerin biyolojik

aktiviteleri

Sekil 2.1. Bitki aracili AQNP’lerin biyolojik aktiviteleri (Rajan vd., 2015).

Kisaca bitki aracili sentezlenen AgNP’ler iiretimi kolay, diisiik maliyetli, ¢evre dostu
ve insan terapdtik kullanimina uygun olmasi bakimindan biiyiik 6lgekli tiretime de
uygundur (Gan ve Li, 2012; Iravani, 2011; Kumar ve Yadav, 2009; Mittal vd., 2013).
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2.1.3 Bitki ekstresi ile sentezlenen AgNP’lerin antimikrobiyal 6zelligi

Literatiirde bitki ekstraktindan sentezlenen giimiis NP’lerle ilgili biyolojik
caligmalarin ¢ogu, antibakteriyel aktiviteyi degerlendirmeyi amaglamaktadir.
AgNP’ler hem Gram-pozitif hem Gram-negatif bakterilere kars1 hem de mayalara
kars1 antibakteriyel aktivite gostermektedir (Ahmad vd., 2011; Bindhu ve Umadeuvi,
2013; Ghosh vd., 2012; Kora vd., 2012; Nabikhan vd., 2010; Sankar vd., 2013;
Sathishkumar vd., 2009; Saxena vd., 2010; Veerasamy vd., 2011). Coklu ilaca direngli
patojenlere (Das vd., 2013; Gopinath vd., 2012; Prakash vd., 2013), Gram negatif
nozokomiyal patojenlere (Prabakar vd., 2013), Candida albicans dahil mantar
patojenlerine (Singh vd., 2013), spor olusturan bakterilere (Patil vd., 2012b) ve su
kaynakli patojenlere (Krishnaraj vd., 2010) karsi etkili bir inhibitér aktivite
gostermistir. Ayni1 zamanda literatiirde suda yasayan patojenlere kars1 da AgNP’lerin
antibakteriyel etkisi oldugu bildirilmistir (Umashankari vd., 2012).

2.1.4 Bitki ekstresi ile sentezlenen AgNP’lerin antioksidan ozelligi

Bitki aracili sentezlenen NP’lerin antioksidan oOzelliklerini arastiran bir ¢alismada,
Trachyspermum copticum tohumu kullanilarak hazirlanan AgNP’lerin, maksimum 10
pg/mL  konsantrasyonda 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikalini
biitillenmis hidroksi anisolden (BHA) bes kat daha etkili bir sekilde temizledigini
belirlemistir (Subramanian ve Suja, 2012). Bu sonuglara benzer sekilde pek ¢ok
caligmada bitki aracili NP’lerin antioksidan etkilerinin kontrollere gére daha iyi
sonuglar verdigi bildirilmistir (Dipankar ve Murugan, 2012; Mittal vd., 2012;
Raghunandan vd., 2011).

2.1.5 Bitki ekstresi ile sentezlenen AgNP’lerin antikanser ozelligi

Son yillarda terapotik amagh etkileri arastirilan bitki aracili AgNP’lerin daha ¢ok
timor hiicreleri lizerine etkileri arastirilmaktadir. Normal hiicrelere gore hafif asidik
olan tiimor hiicrelerinin oldugu ortamda AgNP’ler ¢oziintirler. Tiimor hiicrelerinde
Ag" iyonlarinin salinimi normal hiicrelere gore daha yiiksektir. Ag * iyonlarinin bu
daha yiiksek salinimi, normal hiicrelerde gozlenmeyen ROS olusmasina ve dolayisiyla
timor hiicrelerinin 6liimiine neden olur (Foldbjerg vd., 2009; Mukherjee vd., 2014).
Jeyaraj vd. (2013) yaptig1 bir ¢alismada P. hexandrum'dan tiiretilen AgNP’lerin hiicre
cogalmasini azaltarak hiicre ici ROS, DNA hasarin1 ve apoptozu artirdigini ve hiicre
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Olimiini baslattigin1 gdzlemislerdir HeLa (insan serviks kanseri) hiicre dizisinde bu
AgNP’nin hiicre 6liimiinii mitokondri aracili kaspaz yolagiyla Bcl-2 ekspresyonunun
azalmasi, Bax ekspresyonunun artmasiyla indiiklendigini belirlemislerdir. Daha da
onemlisi AgNP’lerin, standart antikanser ilaci olan sisplatine gore 6nemli olgiide

gelismis antikanser aktivitesi gosterdigini bildirmislerdir.
2.2 Eriobotrya japonca Lindl. (Malta Erigi, Yenidiinya)

E. japonica Lindl (Malta erigi, Yenidiinya), Rosaceae familyasina ait, Cin ve
giineydogu menseili, yaprak dokmeyen subtropikal bir meyve agacidir (Sekil 2.2).
Cin’de 2000 yildan fazladir yetistirilmekte olan E. japonica L. giiniimiizde Japonya,
Tiirkiye, Brezilya, Hindistan, Italya, Ispanya ve Israil dahil olmak iizere diinyada
30’dan fazla tilkede ticari olarak yetistirilmektedir. E. japonica L. binlerce yildir halk
ilac1 olarak kullanilan ve tibbi degeri yiiksek bir agac olan E. japonica L. bitkisinin
cesitli ekstreleri okstiriik, kronik bronsit, diyabet, enfeksiyon ve kanser tedavilerinde
kullanilmigtir. Farmakoloji alaninin en eski kitaplarindan biri olan “De Materia
Medica” da E. japonica L. agacinin kokeni, siiflandirilmasi, yetistirme yontemleri ve
tibbi degeri tanimlanmis bdylece yenidiinyanin gelistirilmesi ve yetistirilmesinin
temeli atilmistir. Yapilan farmakolojik ¢alismalarla E. japonica L. yapraklarinin anti-
obezite (Oh vd., 2011), anti-timor (Ito vd., 2002) ve anti-inflamatuar (Cha vd., 2011)
olarak etkinligi dogrulanmistir. Geleneksel Cin tibbinda kullanilan E. japonica L.
ekstreleriyle yapilan deneylerde, igerigindeki aktif bilesiklerle, bunlarin yapi-aktivite
iliskileri bilimsel kanitlarla desteklenmistir. Bu bitkinin farkli organ (meyve, ¢igek,
yaprak ve tohum) ekstrelerinin fito-besleyici bilesimi 6nemli Olgiide farklilik
gostermektedir. Yapragi ve ¢icegi fenolikler ve triterpenler agisindan zenginken,
meyveleri sekerler, organik asitler, karotenoidler, flavonoidler, fenolik asitler ve
vitaminler agisindan zengindir. Ayrica cekirdek iyi bir protein, nisasta, tanen ve
mineral kaynagidir (Fu vd., 2012; Zhang vd., 2015; Zhou vd., 2007). Yaprak, ¢icek ve
cekirdeginden elde edilen E. japonica L. ekstreleri ile yapilan farkli deneylerde anti-
inflamatuar (Cha vd, 2011; Takuma vd., 2008), antioksidan (Hong vd., 2008a; Hong
vd., 2008b; Koba vd., 2007; Zhou vd., 2012), anti-diyabetik (Lii vd., 2009), antikanser
(Tto vd., 2002) ve mide koruyucu (Yokota vd., 2008) gibi ¢esitli tibbi degeri olan

onemli etkiler gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 2.2. E. japonica L. bitkisinin meyve ve yapraklari.

2.2.1 E. japonica L.’nin fitokimyasal icerigi ve antikanser aktivitesi

E. japonica L. ekstreleri farkli kanser hiicre dizilerine kars1 kemoprotektif (kemoterapi
ve radyoterapinin beraber uygulanmasi) ajan olarak etki gostermistir. Modern bilim
caligmalari, protein ve gen diizeyinde E. japonica L. ekstrelerinin, kanserin baglamasi,
cogalmasi ve metastaz gibi asamalarinda hiicre karsinogenezini baskilayabildigini
gostermistir (Alshaker vd., 2011; Ito vd., 2000; Kim vd., 2011; Komiya vd., 1998). E.
japonica L. 6ziitii rahim agzi1 kanseri (HeLa), akciger kanseri (A549) ve ER-negatif
meme kanseri (MDA-MB-231) hiicre hatlarinda giiglii sitotoksisite gostermistir (Kang
vd., 2006). Kim ve arkadaslar1 ise E. japonica L. ekstresinin insan meme kanseri
hiicrelerinin gdciinii, istilasin1 ve yapismasini engelledigini gozlemlemislerdir (Kim

vd., 2009).

E. japonica L. nin fitokimyasal arastirmalar1 yapildiginda iceriklerindeki triterpenleri
tibbi degerlerinin yiiksek oldugu bulunmustur. E. japonica L. nin baslica triterpenleri;
ursolik asit (UA) ve korosolik asit (CA) gibi maslinik asit (MA), ursane tiirleri ve
oleanolik asit (OA) gibi tiirleri rapor edilmistir (Ho vd., 2008; Taniguchi vd., 2002).
Bu major triterpenler kolorektal kanser (HCT15) (HT-29), mide kanseri (NCI-N87),
rahim agzi kanseri (HeLa) ve glioblastoma (U291, U373 ve T98G) hiicre dizilerine
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kars1 anti-proliferatif 6zellikleri bulunmaktadir (Fujiwara vd., 2011; Juan vd., 2008;
Reyes-Zurita vd., 2009; Wang vd., 2012).

2.3 Kanser

Klasik kanser modeli, normal bir hiicrenin atipik veya displastik bir hiicreye
doniismesi ve bunun da invaziv veya malign bir hiicreye ilerlemesi seklindedir (Idikio,
2011). Kanser, kontrolsiiz hiicre cogalmasi ve boliinmesi olarak tanimlanabilir. Kanser
hiicreleri kan ve lenfatik dolagim yoluyla viicudun diger bdlgelerine yayilabilir ve istila
ederler (Hanahan ve Weinberg 2000). Hiicresel diizeyde kanser klasik olarak
tammmlanmis iic asamadan gecerek gelisir: Baslangic (inisiasyon), gelisme

(promosyon) ve ilerleme (progresyon).

[k asama olan baslangi¢ asamasi, genetik, metabolik ve karsinojenik faktorlerin DNA
molekiiliine zarar vermesiyle ortaya c¢ikar (Doll ve Peto 1981). Radyasyon,
kimyasallar ve viriisler de dahil olmak iizere karsinojenlerin hem deney hayvanlarinda
hem de insanlarda kansere neden oldugu bulunmustur (Blackadar, 2016).
Onkogenlerin  aktivasyonunu ve tiimor baskilayici genlerin  inhibisyonunu
gerceklestiren Kkarsinojenler sayesinde kontrolsiiz hiicre dongiisii ve apoptoz
inaktivasyonuna gergeklesir (Sarkar vd., 2013). Karsinogenez olarak da bilinen bu

stirecte DNA zarar goriir ve pek ¢ok mutasyon indiiklenir.

Kanserin ikinci agsamasi1 olan gelisme (promosyon) siireci, baslangi¢ siireci sirasinda
kusurlu hale gelen hiicrelerin g¢ogalmasiyla (proliferasyon) baslayan uzun bir

agamadir.

llerleme (progresyon) siireci ise, proliferasyon basamagi sirasinda gelisen timor
hiicrelerinin metastazi olarak tanimlanan iigiincii ve son asamadir (Doll ve Peto 1981).
Ancak basit bir genetik mutasyon kanser gelisimini tetiklemek i¢in yeterli degildir; bu

nedenle ¢ift vurus hipotezi ortaya atilmistir.

Bu hipoteze gore, bir hiicrenin DNA'sinda biriken genetik mutasyonlarin sonucu
kanser gelistigi bildirilmektedir. Onerilen bu hipotez ilk olarak Nordling ve daha sonra

Knudson (Centelles, 2012; Nordling, 1953) tarafindan rapor edilmistir.
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2.3.1 Kolorektal kanser

Diinya ¢apinda en sik goriilen kanser tipleri arasinda olan kolorektal kanser énemli bir
morbidite ve mortalite sebebidir (Siegel vd., 2014). Kolorektal kanser, kolon ve
rektumun i¢ duvarlarinda polip seklinde malign tiimorlerin gelisimi ile ilerleyen
heterojen bir hastaliktir (Fanelli vd., 2020). Uluslararas1 Kanser Aragtirmalari
Ajansi'na (IARC) gore, kolorektal kanser en yaygin tigiincii kanserdir ve Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) (2018) kolorektal kanseri diinya ¢apinda 6liimciil ve ikinci en yiiksek
6liim nedeni olarak belirtilmistir (Cubiella vd., 2018; Lauby-Secretan vd., 2018).

Kolorektal kanser, kansere bagli 6liimlerin neredeyse %10’unu kapsamaktadir (Bray
vd., 2018). Erkeklere goriilme ve 6liim orani Kadinlara oranla %25 daha ytiksektir.
Erkeklerde goriilme siklig1 tiglincii siradayken kadinlarda ikinci sirada goriilen kanser
tiiriidiir. Bu oranlar cografi sartlara gére de degisiklik gosterir fakat en yiiksek oranlar
gelismis tlkelerde gozlemlenmektedir (Dekker vd., 2019). Diinya ¢apindaki son
verilere gore, kolorektal kanserin 2035 yilinda goriilme sikliginin 2,5 milyon vakaya

kadar ulasacagi tahmin edilmektedir (Arnold vd., 2017; Bray vd., 2018).

Genellikle polipten kaynaklanan kolorektal kanserin ¢ogu, adenomatéz poliplerin
kademeli olarak kansere doniismesi ile baglar. Bu siiregte ilk olarak saglikli bagirsak
hiicreleri anormal bir sekilde ¢ogalir ve neoplastik oncii lezyona (polip) doniisiir.
Tahmini 10-15 yillik bir siire iginde, bu polipler bilyiir ve malign (koti huylu) hale
gelebilir. Kolorektal kanserlerin ¢ogunun kokeninin bir kok hiicre veya kok hiicre

benzeri hiicre oldugu varsayilmaktadir (Medema, 2013; Nassar ve Blanpain 2016).

Bu kanser kok hiicreleri, timor baskilayici genleri etkisiz hale getiren genetik ve
epigenetik degisikliklerin ilerleyici birikimiyle gelisir ve onkogenleri aktive eder.
Bagirsak duvarinin i¢ yiizeyinde yer alan, kiigiik ve tiip seklindeki girintiler olan
kolonik kriptler, bagirsak yiizeyini kaplayan hiicrelerin yenilenmesi ve fonksiyonlarini
stirdiirmesi i¢in 6nemli rol oynar. Kok hiicreler genellikle bu kriptlerin tabaninda
bulunur ve diizenli olarak yeni hiicreler iiretip bagirsak epitelinin kendini yenilemesine
katkida bulunurlar. Ayrica kolonik kriptler bir timdriin baslatilmasi ve devam etmesi
icin gereklidir (Nassar ve Blanpain 2016). Bu kanser kok hiicrelerinin biiylimesini
kontrol eden diizenleyici mekanizmalarin arastirilmasi, olasi terapotik ajanlar ve

tedaviler i¢cin umut verici bir arastirma alanidir (De Sousa vd., 2017; Shimokawa vd.,

14



2017). Kolorektal kanserin, iki ana farkli 6ncii lezyon yolu vardir. Bunlar kolorektal
kanserlerin %70-90'mna yol acan geleneksel adenom-karsinom yolu (kromozomal
instabilite dizisi olarak da anilir) ve Kolorektal kanserlerin %10-20'sini olusturan
tirtikli (serrated) neoplazi yoludur. Bu iki farkli yol 6nemli 6l¢iide bir diizende farkls,
coklu genetik ve epigenetik olaylar1 temsil eder. Kromozomal instabilite fenotipleri
tipik olarak bir APC mutasyonu tarafindan baslatilan genomik olaylarin ardindan
Retikiiler Aktivasyon Sistemi (RAS) aktivasyonu veya TP53'iin fonksiyon kaybinin
ardindan gelisir. Tirtikli neoplazi yolu ise RAS ve RAF (Ras Iliskili Faktor)
mutasyonlar1 ve epigenetik ile iliskilidir (Sekil 2.3) (Dekker vd., 2019).

A B C
Adenoma-Karsinoma Yolu Serrated Neoplazi Yolu (10- Mikrosatellit Instabilitesi (2-
(70-90%) 20%) 7%)
FAP Sporadic Geleneksel Sesli Lynch sendromu
Serrated Serrated

Germline APC S BRAF Germline MMR gen
APC mutasyonu BRAF mutasyonu mutasyonu
mutasyonu mutasyonu

KRAS and MGMT MSH2,6

BRAF

TP53 cimp PMS2,6

A \ 4 A 4
Mikrosatellit stabil Mikrosatellit stabil ve Mikrosatellit instabil
kolorektal kanser instabil kolorektal kanser kolorektal kanser

Sekil 2.3. Kolorektal kanser gelisim yollar1 (Dekker vd., 2019).

Geleneksel adenomlar, genetik mutasyonlarin ve kromozomal instabilitenin sirali
birikimiyle ilerler ve mikrosatellit stabil tiimdrlere neden olurlar (A). Sesil tirtikli
(serrated) neoplazi yolu her zaman olmasa da genelde KRAS veya BRAF genlerinin
genetik mutasyonu ile baslar ancak daha sonra tiimdr baskilayan genlerin (CpG adasi
metilator fenotipi [CIMP]; metilasyonuyla ilerler (B). Lezyonlar ilerledik¢e epigenetik
olarak susturulan genlere bagli olarak hem mikrosatellit stabil hem de stabil olmayan
timorler ortaya ¢ikabilir. Mikrosatellit kararsizligi, uyumsuzluk onarim genlerinin
etkisizlestirilmesi yoluyla hatali DNA onariminin sonucudur ve Lynch sendromunda
da goriilen (C) uyumsuzluk onarim genlerinin germline mutasyonu ile 6rneklenir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Bitkilerin Toplanmasi Ve Kurutulmasi

Bu calismada kullanilan E. japonica L. yapraklar1 Haziran 2022’de Adana-Seyhan
bolgesinde 36°59'29.8"N 35°16'11.2"E GPS koordinatlarindan sahsimiza ait evin
bahgesinden toplanmustir. Bitki &rnekleri, Aksaray Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Botanik Anabilim Dal1 6gretim eleman1 Ars. Gor. Dr. Nihal
KENAR tarafindan Tiirkiye ve Dogu Ege Adalar1 Florasi’ndan (Davis, 1985; Davis
vd., 1988; Duman vd., 2000) yararlanilarak teshis edilmistir. Tespit edilen bitki
isimleri “Tiirkiye Bitkileri Listesi, Damarli Bitkiler” kitabindan kontrol edilmistir

(Ertekin, 2012).

Toplanan yapraklar ilk olarak musluk suyu ile daha sonra distile su ile temizlendi.
Cekirdekler ise kurutulmadan 6nce meyvelerinden ayiklanip ilk olarak musluk suyu
ile daha sonra distile su ile yikanarak temizlendi. Oda isisinda ve 151k almayan bir
alanda E. japonica L. yapraklar1 ve c¢ekirdekleri kurutulup Waring blender ile
ogitiildi. Toz haline getirildikten sonra da oda isisinda, kuru ve giines almayan
kavanozlarda saklandi (Sekil 3.1).

N

Sekil 3.1. E. japonica L. yaprak ve ¢ekirdegin kurutulmasi ve 6giitiilmesi.

Sekil 3.1°de; A: yaprak ve ¢ekirdeklerinin 6giitiilmesinde kullanilan Waring blender,
B: E. japonica L. kurutulmus yaprak ve C: E. japonica L. ogiitilmiis ¢ekirdek

goriintlisli verilmistir.
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3.2 E. japonica L. Bitkisinin Ekstraksiyonu

Kurutulan orneklerden (yaprak ve gekirdek) 5 gram tartilarak wattman kagidina
sar1ldi. Ekstraksiyon islemi i¢in soxhlet cihazina yerlestirildi. Coziicli ve madde oran
1:50 olacak sekilde 250 mL %75 metanol, 250 mL %75 etanol ve 250 mL distile su
ile 60°C’de 5 saat boyunca ekstre edildi. Soxhlet cihazindan ¢ikarilan ekstre sogutuldu.
Etanol ve metanol iceren ekstrelerden alkolii uzaklastirmak i¢in rotary evaporatorii
kullanildi. Ekstre kullanim sonras1 +4°C de muhafaza edildi. Uzun siire bekleyen

ornekler deneye alinmadi ve yeniden taze hazirlandi.
3.3 Toplam Fenolik Madde Miktar Tayini

E. japonica L. yaprak ve cekirdeklerindeki toplam fenolik madde miktart igin
Singleton ve Rossi (1965) tarafindan bildirilen Folin-ciocalteau yontemi ile Gallik Asit
standart egrisine karsilik toplam fenolik madde miktarlar1 tayin edilmistir. Folin-
Ciocalteu reaktifi, heteropolifosfotungstik asit ile fosfomolibdik asitten olusan bir
¢ozeltidir (Nurhayati vd., 2012). Bitki ekstrelerindeki polifenoller Folin-Ciocalteu
reaktifi ile reaksiyona girerek goriiniir 151k spektrofotometrisi ile dlgiilebilen mavi bir
kompleks olusturur (Schofield vd., 2001). Orneklerdeki fenolik bilesiklerin
konsantrasyonu ne kadar yiiksek ise reaksiyon sonunda 6rnegin renginin koyu mavi

olmasi1 beklenmektedir.

Folin-Ciocalteu Fenol Reaktifi sadece bazik ortamda etkilesim gosterdigi i¢in ortamin
sodyum karbonat (%5-10) ile baziklestirilmesi gerekir. Spektrofotometre cihazinda
okumay1 kolaylastirmak i¢in yaprak ve g¢ekirdek ekstreleri 2, 5, 10, 50 ve 100 kat
seyreltildi. Her 6rnekten 20 pL alinarak tiiplere dagitildi. Tiiplerin hacmi 1000 pL’ye
tamamlandi. Daha sonra 400 pL Folin Ciocaltaeu reaktifi eklendi ve vorteks ile
karigtirthip karanlikta 3 dk bekletildi. 400 puL %10 NaxCOs ¢ozeltisi eklendi ve
vortekslendi. 2 saat karanlik ortamda, oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda 6rnek
yerine distile su igeren kore karst UV spektrofotometrede 760 nm dalga boyunda
absorbans1 okundu (Sekil 3.2). Her bir 6rnegin teknik ve biyolojik tekrarlar1 3 tekrarl
olacak sekilde gerceklestirildi.
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tekrarls olacak gekilde gerceklestirildi.

Sekil 3.2. Fenolik madde miktar tayini yontemi.

Absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri ise x-ekseninde
gosterilerek bir standart ¢aligma grafigi hazirlandi. Elde edilen standart dogru
denklemi ile toplam fenolik madde miktari tespit edildi. Standart grafige gore yaprak
ve cekirdek ekstrelerindeki toplam fenolik madde mg Gallik Asit esdegeri GAE/ g

kullanilarak hesaplanda.
3.3.1 Folin-Ciocalteu fenol reaktifi hazirlanmasi

0,2 N Folin-Ciocalteu fenol reaktifi i¢in 2N’lik stok siseden 5 mL alinarak 50 mL’ye

distile su ile tamamlanmistir. Cozelti her deney igin giinliik olarak taze hazirlanmistir.
3.3.2 Sodyum karbonat hazirlanmasi

%10’luk sodyum karbonat hazirlamak i¢in hassas terazide 1 gram Na2COs tartilarak

distile su ile 10 mL’ye tamamlanmustir.

3.3.3 Gallik Asit stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Gallik Asit, stabil bir fenolik birlesiktir ve hidroksibenzoik asidin bir tiirevi olarak
gectigi i¢in Olglim standardi olarak bitkilerin fenolik madde miktar tayininde fenolik
igerigin esdegeri olarak kullanilir (Kate, 2014; Septiani vd., 2018). Gallik Asit stok

¢ozeltisi hazirlanirken bitkilerin ekstraksiyonunda 3 farkli (%75 metanol, %75 etanol
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ve distile su) ¢oziicii kullanildigi i¢in 3 farkli ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan gallik

asit ¢ozeltileri buzdolabinda +4°C’de saklanmustir.

500 pg/mL konsantrasyonunda Gallik Asit stok ¢6zeltisi hazirlamak igin;
- 0,005 gr Gallik Asit tartilarak %75 etanol ile 10 mL tamamlanmigtir
- 0,005 gr Gallik Asit tartilarak %75 metanol ile 10 mL tamamlanmuistir.

- 0,005 gr Gallik Asit tartilarak distile su ile 10 mL ye tamamlanmustir.
3.3.4 Gallik Asit standart egrisinin hazirlanmasi

e Gallik Asit standart egrisi hazirlamak ig¢in 500 pg/mL olan stok ¢o6zelti, 400
ng/mL, 350 ng/mL, 300 ng/mL, 250 ug/mL, 200 ug/mL, 150 pg/mL, 100 pg/mL
ve 50 pg/mL konsantrasyonlarda seyreltildi. Belirtilen konsantrasyonlardaki
Gallik Asit ¢ozeltilerinden 20ul alinarak tiiplere dagitildi.

e Tiiplerin hacmi distile su ile 1000ul ye tamamlandi.

e Tiplere 400ul Folin reaktifi eklenerek vorteks islemi ile karistirilip karanlikta 3
dk bekletildi.

e Orneklere bazik ortam olusturmak amaciyla 400ul %10’luk Na2COs eklendi ve
ornekler karanlik ortamda 2 saat bekletildi.

e Siire sonunda 6rnek yerine distile su igeren kore kars1 UV spektrofotometrede 760
nm dalga boyunda absorbansi okundu. Her bir 6rnegin teknik ve biyolojik

tekrarlar1 3 tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi.
3.4 Toplam Flavonoid Madde Miktar Tayini

E. japonica L. yaprak ve ¢ekirdek ekstrelerinin igerisindeki toplam flavonoid madde
miktar tayininde Salatino (1998)’nun gelistirdigi aliminyum kloriir (AlCl3)
kolorimetrik yontemi modifiye edilerek uygulanmistir. Standart olarak Quercetin (QE)

kullanild1 ve esdeger olarak hesaplandi.
3.4.1 Quercetin stok c¢ozeltisinin hazirlanmasi

Quercetin, bitkilerde bulunan flavonoid tiiriidiir. 0,005 gram Quercetin tartilarak son

hacim 10 mL olacak sekilde absolii etanol (%99,9) ile tamamlanmustir.
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3.4.2 %5’lik Sodyum nitrit hazirlanmasi

%5 NaNO; elde etmek i¢in 1,25 gram sodyum nitrit (NaNO3) tartildiktan sonra toplam

hacmi 25 mL olacak sekilde distile su ile tamamlanmustir.
3.4.3 %10 Aliiminyum Kloriir (AICl3) hazirlanmasi

2,5 gram aliiminyum kloriir (AICl3) tartildiktan sonra hizli bir sekilde %99,9 saflikta
olan 25 mL metanol eklendi ve ¢ozelti saf rengi verene kadar vorteks yardimiyla

kanistirilmistir. Calismanin yapilacagi giin %10°luk AICl3 taze olarak kullanilmistir.
3.4.4 1M Sodyum hidroksit (NaOH) hazirlanmasi

1 gram sodyum hidroksit (NaOH) tartilmistir. Daha sonra 25 mL’ye distile su ile

tamamlanmistir.
3.4.5 Flavonoid madde miktar tayini

Flavonoid madde miktar tayini yapilacak ekstreler 2, 5, 10, 50 ve 100 Kkat
seyreltilmistir. Her 6rnek igin teknik ve biyolojik tekrarlar 3 tekrarh olacak sekilde

yapilmistir.
Flavonoid madde miktar tayini i¢in tiip hazirligy;

- Orneklerden 100ul mikropipet ile almarak tiiplere dagitildi (kor icin distile su).

- Her tiipe 400ul mikropipet yardimu ile distile su eklendi

- %5’lik 30ul NaNO- eklendi ve her tiip vortekslenerek 5 dk karanlik ortamda oda
sicakliginda inkiibe edildi.

- Her tiipe %10’luk 30ul AlCls eklendikten sonra tekrar karanlik ortamda ve oda
sicakliginda 6 dk inkiibe edildi.

- 1M NaOH c¢ozeltisinden tiiplerin her birine 200 pl mikropipet yardimiyla
eklendikten sonra tiiplerin son hacmi ImL olacak sekilde distile su ile tamamland1
ve olusan pembe renk 510 nm dalga boyunda spektrofotometrede kore karsi okuma
yapildu.

- Toplam flavonoid madde igerigi mg Quersetin esdegeri (QE)/gram kuru madde
olarak ifade edilmistir. Absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon
degerleri ise x-ekseninde gosterilerek bir standart ¢alisma denklemi olusturuldu ve
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bu standart grafige gore toplam flavonoid miktari tespit edildi (Sekil 3.3). Standart
grafige gore tiim bitki ekstrelerindeki toplam flavonoid mg Quersetin esdegeri
(QE)/gram kuru madde olarak hesaplandi.
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Sekil 3.3. Flavonoid madde miktar tayin yontemi.

3.4.6 Quercetin standart egrisinin hazirlanmasi

Quercetin standart egrisi hazirlamak i¢in stok ¢ozelti 400 pg/mL, 350 pug/mL, 300
pg/mL, 250 pg/mL, 200 pg/mL, 150 pg/mL, 100 pg/mL ve 50 pg/mL
konsantrasyonlarda seyreltilmistir. Hazirlanan 6rnek tiipler yukaridaki Flavonoid

Madde Miktar Tayini metoduyla dl¢timleri yapilmistir.
3.5 Giimiis Nanopartikiillerinin Eldesi

AgNP’lerin eldesi i¢in 0,1 M konsantrasyonunda stok giimiis nitrat (AgNO3) ¢ozeltisi
kullanildi. AgNP tiretiminde kullanilacak olan ekstre/ AQNOgz oraninin optimum aralig1
belirlendi. Bu karisim igin gerekli yaprak ve gekirdek ekstre miktari ve AgNOs
miktarmi belirlemek igin Oncelikle bitki ekstre miktar1 sabit tutulup degisik
konsantrasyonlarda AgNOz denendi. Daha sonra bitki ekstre miktar1 degistirilerek
AgNO3 miktari sabit tutuldu. En uygun ekstre /AGNO3 oraninin 5 mL/95 mL oldugu
belirlendi.
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Yaprak ve cekirdek ekstrelerinden AgNP olusturmak i¢in 1 mM, 5 mM ve 10 mM
olmak {izere {i¢ farkli konsantrasyon se¢ildi. Erlenler 1g1k almamasi i¢in aliiminyum
folyo ile kaplandi ve ekstre eklendikten sonra her 6rnegin UV-VIS spektroskopisi ile
6l¢timii yapildi. Daha sonra bu ¢6zelti, 1siticili manyetik karistirici yardimiyla 500 rpm
50°C’de 6 saat boyunca karistirildi. Sentez sonrasi her 6rnegin UV-VIS spektroskopisi
ile karakterizasyonu yapildi. Erlenler soguduktan sonra olusan AgNP’lerin yikama
islemi i¢in 10.000 rpm’de +4°C’de 15 dk santrifiij edildi. Daha sonra siipernatant kismi1
atilarak 10 mL distile su eklendi ve vortex ile karistirildi. Bu islem 3 kez
tekrarlandiktan sonra dipte kalan pellet kismi petri kabina aktarildi. Petri kabindaki
AgNP’ler 50°C inkiibatérde 18 saat kurumaya birakildi. Daha sonra kuruyan 6rnekler
kazind1 ve eppendorf tiiplere aktarilarak aliminyum folyo ile kaplandiktan sonra
buzdolabinda +4°C’de saklandi (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. AgNP sentezi.

3.5.1 Giimiis nanopartikiillerin karakterizasyonu
3.5.1.1 Renk analizi

Bitki aracili yesil sentez ile AgNP’lerin liretiminde terpenoidler, flavonlar, ketonlar,

aldehitler, aminler ve karboksilik asitler gibi fitokimyasallarin aracilik AgNO3’iin
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indirgenmesi prensibine dayanmaktadir (Prabhu ve Poulose, 2012). AgNP sentezinde
Ag*nin Ag(°)'a indirgenmesi sirasinda yiizey plazmon rezonansi (SPR) uyarilir. Bu
uyarilma sayesinde, bitki ekstre/AgNO3 karisiminda renk degisiminin gergeklestigi
rapor edilmistir (Narayanan ve Sakthivel, 2010). Bu sebeple E. japonica L. yaprak ve
cekirdek ekstresi kullanilarak yesil sentez yolu ile sentezlenen AgNP’lerin ilk

karakterizasyonu olan renk degisimi incelendi.
3.5.1.2 UV-VIS (ultraviolet-visible spektroskopisi) analizi

Sentez boyunca ve sentez sonunda UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu UV-1800)
kullanilarak spektrum grafikleri izlendi. UV-VIS spektrumlarinin 300-700 nm

araliginda verdikleri pikler degerlendirildi.

3.5.1.3 SEM (scanning electron microscope) analizi

Yesil sentez yolu ile elde edilen AgNP’lerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
(FEI, Quanta FEG 250) ile morfolojileri belirlendi. Bu karakterizasyon islemi
Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden

(ASUBTAM) hizmet alim ile yapilmustir.
3.5.1.4 FT-IR (fourier transform infrared spectroscopy) analizi

Fourier Donitistimlii Kiz1l6tesi Spektroskopisi (FT-IR), yesil sentez yolu ile tiretilmis
AgNP’ler i¢in stabilize edici/kaplayici olarak islev goren biyomolekiillerin varligini
gosterir (Ceylan vd., 2020). Elde edilen AgNP’lerin yapisinda bulunan fonksiyonel
gruplar (aminoasit, flavonoid, keton vs.) FT-IR analizi ile (Bruker/Vertex70 cihazi)
saptandi. Bu karakterizasyon islemi Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik

Aragtirma ve Uygulama Merkezi’nden (ASUBTAM) hizmet alim1 ile yapilmustir.
3.5.1.5 Zeta Potansiyel analizi

Yesil sentez metodu ile iiretilen AgNP’lerin boyut ve zeta potansiyeli ve boyut analizi
Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi

(BITAM)’nden hizmet alimi ile yapilmistir.

23



3.5.1.6 X-151m1 kirinim (XRD) analizi

XRD analizi, bir materyalin kristalografik yapisini belirlemek i¢in malzeme biliminde
kullanilan bir tekniktir. Yaptigimiz tez ¢alismasinda XRD analizi Necmettin Erbakan
Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi (BITAM) nden

hizmet alimi ile yapilmistir.
3.6 Antikanser Aktivite Calismalari
3.6.1 HT-29 hiicre hatti

HT-29, insan kolorektal adenokarsinomundan tiiretilmis bir hiicre hattidir ve bu
hiicreler kolorektal kanser arastirmalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. 1964
yilinda ilk kez Jorgen Fogh ve ekibi tarafindan bir kadin hastadan alinan primer
(birincil) timor dokusundan izole edilmistir. Izole edilen HT-29 hiicre hatti,
adenokarsinom hiicrelerinin 6zelliklerini yansitan epitelyal yapiya sahip hiicrelerdir
(Fogh ve Trempe, 1975). HT-29 hiicre hatt1 kolorektal kanser biyolojisini incelemek,

ilag testi ve toksisite analizleri yapmak amaciyla tercih edilir.

HT-29 hiicreleri, 6zellikle diferansiye olmayan, yiiksek proliferasyon kapasitesine
sahip hiicrelerdir ve kolonda yer alan kanserli hiicrelerin 6zelliklerini modellemek i¢in
kullanilirlar. Normal sartlarda diferansiye olmamis bir fenotip sergileyen bu hiicreler,
belirli kosullar altinda (6rn. serumdan mahrum birakildiklarinda) farklilagarak goblet
hiicrelerine benzeyen hiicreler haline gelebilirler. Bu 6zellik, hiicrelerin in vitro
ortamda farklilagsma siireclerini incelemek i¢in uygun bir model olusturur (Pinto vd.,

1983).
3.6.2 Hiicrelerin ¢ozdiiriilmesi

HT-29 hiicreleri sivi azot tankindan (-196°C) c¢ikarilarak, su banyosunda 37°C’de
¢ozdiiriildii. Bir falkon tiipe 3-4 mL besiyeri konularak ¢oziinen hiicreler besiyeri
iceren falkona aktarildiktan sonra pipetaj islemi ile iyice karigsmasi saglandi. Hiicreler
ve besiyeri iyice karistirildiktan sonra 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Dondurma
isleminde kullanilan dimetilsiilfoksit (DMSO)’in hiicrelere toksik etkisini azaltmak
icin bu islem iki kez tekrarlandi. Santrifiijden sonra siipernatant kismi atilarak peletin

iizerine 1mL besiyeri eklendi ve pipetaj yapildi. Bir adet 25 cm?’lik kiiltiir kabina
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(flask) 4 mL besiyeri eklendi ve falkonda bulunan hiicreler flaska aktarildi. Flask
tizerine hiicrenin agilma tarihi, hiicrenin ve besiyerin adi1 not edilerek %5 COz2 igeren

37°C’lik inkiibatorde inkiibe edildi.

Bir sonraki giin HT-29 kolorektal kanser hiicrelerinin (Sekil 3.5) morfolojileri Inverted
mikroskop’ta incelendi. Hiicre canliligi kontrol edilerek besiyeri degisimi

gerceklestirildi.

Sekil 3.5. HT-29 hiicre hatti mikroskop gériintiisii (10X).

3.6.3 Hiicrelerin ¢ogaltilmasi (Pasajlama)

Hiicre hattinin gogaltilmasi igin, HT-29 hiicreleri 25 cm?’lik flasklarda (Greiner Bio
One, Germany) %10 fetal bovine serum (FBS) (Biowest, USA), %1
penisilin/streptomisin (Biological Industries, USA) ve Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) (Biowest, USA) karisimindan olusan besiyeri ile %5 CO2, 37°C ve
%95 nem varhginda CO2’li inkiibatorde (ShelLAB, USA) kiiltire edildi.
Kontaminasyon varlig1 ve hiicrelerin ¢ogalmasi her giin diizenli olarak Inverted
mikroskop (Olympus, USA) ile takip edildi. Hiicrelerde say1 artis1 oldukca besiyeri
degisikligi ve Flask tabaninin %80’ini dolduran hiicrelerin ve deneyde gerekli hiicre

flask sayisina ulasana kadar ¢ogaltma (pasajlama) islemi yapildi.
Pasaj islemi igin asagidaki adimlar takip edildi;

e Flasklardan steril serolojik pipet yadimi ile besiyeri ¢ekildi
e Dulbecco’s Phosphate Buffer Saline (Biowest, USA) ile yikama islemi yapildi,
bu asamada flasklar hafif¢e calkalandi
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e Yikama isleminden hemen sonra 1 mL 1X Tripsin-EDTA (Biowest, USA)
cozeltisi eklendi (Tripsinizasyon).

e Tripsinizasyon isleminden hemen sonra %5 CO2’li inkiibatorde 1-2 dakika
tripsinin aktivite gostermesi i¢in bekletildi.

e Inkiibatorden cikarilan flaskin tabaninda kalan hiicreler serolojik pipet yardimu ile
topland1 ve icerisinde besiyeri bulunan bir falkona aktarildu.

e Hiicrelerin bulundugu falkon tiip santrifiij cihazinda 1000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi ve siipernatant kismi atildi.

e Daha sonra 2 flask igerisine 5’er mL besiyeri konulduktan sonra dipte kalan pellet
kisim esit miktarda flasklara dagitildu.

e Flasklar %5 CO’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Pasajlanan yeni hiicrelerin

canlilig1 ve yogunlugu her giin kontrol edildi.
3.6.4 Hiicrelerin dondurulmasi

Hiicre hatlar1 in vitro ortamda gogaltilirken morfolojik ve biyolojik dzelliklerinde bazi
degisimler olusabilecegi i¢in kiiltiir ortaminda hiicrelerin sonsuza kadar iiretimine
devam etmek miimkiin degildir. Bu dezavantajla karsilasmak oldukga risklidir. Geri
doniisti olmayan bu degisikliklerle karsilasmamak ve kontaminasyon durumunda
deney sikintis1 yasamamak i¢in hiicrelerin uzun ve kisa 6miirlii stoklanmasi gerekir.
Hiicreler yeterli bir sayiya ulastiginda kriyoprotektan bir madde ile dondurulur.

Hiicreler dondurulurken asagidaki agamalar izlenmistir;

e Kontaminasyonun olmadigindan emin olunan flasklardan besiyeri ¢ekildi.

e Flaskda kalan hiicreler PBS ile yikanarak pasajlamada yapilan tripsinizasyon
islemi uygulandi.

e Daha sonra flaskdan hiicreler serolojik pipetle ¢ekildi ve bir falkona aktarildi.

e Falkon igerisine 3 mL besiyeri eklendikten sonra 5 dk 1000 rpm’de santrifiij islemi
yapildi.

e Siipernatant kismi atilarak pellet iizerine %20 besiyeri, %10 DMSO ve %70 FBS
igeren stok soliisyonu eklendi.

e Karigim bir cryo tiip igerisine alindi ve dnce -20°C’ye ardindan -80°C’ye ve son

olarak -196°C siv1 nitrojen tankinin igerisine yerlestirildi.
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3.6.5 Hiicre canlihi@1 ve hiicre sayimi (Tripan Blue Yontemi)

e Tripan Blue Yontemi ile 6lii hiicreler mavi renge boyanarak hiicre canliligi ve
hiicre sayilar1 hesaplanir. Bu yontemde inverted mikroskopta Neubauer laminda
sayim gerceklestirildi.

e Ilk olarak hiicrelerin cogaltilmasinda kullanilan tripsinizasyon islemi tekrarlanarak
hiicreler kaldirilarak toplandi.

e Toplanan hiicreler 500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve siipernatant kismi atilarak
hiicrelerin tizerine 1 mL besiyeri eklendi.

e Hazir satilan tripan blue boyasindan 20 pl ve hiicre karisimindan 20 pl ¢ekilerek
bir eppendorf igerisinde pipetaj yapildi.

e Boyanin etki gosterebilmesi i¢in 2 dk bekletildikten sonra Neubauer lamina
aktarildu.

e Neubauer lammin ortasinda 1 mm? alandaki 16 karelik 9 alan bulunmaktadir. En
az 5 alandaki boyanmis (mavi, 6lii) ve boyanmamis (canli) hiicre sayilari ile hiicre
canlili1 hesaplandi.

e Hiicre canlilig1 igin asagidaki denklem (3.1) kullanilda.

Canli hiicre

% canlilik = —————x 100 (3.1)

Total hicre

e Canlilik yiizdesi 6zel sartlarda %75 kabul edilse de %90 ve iizeri olan flasklar
deneylerde kullanild:.

e Deneylerde kullanilacak platelere ekilecek canli hiicre sayis1 asagidaki denklem
(3.2) ile belirlendi.

Hicre sayisi/mL = Ort. hiicre sayist X 10.000 X Seyreltme faktori (3.2
3.6.6 AgNP stok ¢ozeltilerin hazirlanmasi
Yaprak ve g¢ekirdek ile sentezlenen ImM, 5 mM ve 10 mM konsantrasyonlardaki
AgNP’lerden 0,002 gram tartilarak 1mL distile su ile ¢ozdiirildii. Elde edilen 2000
ug/mL konsantrasyon diliie edilerek 500, 250, 125, 62.5, 32.25, 15.63 ve 7.81 pg/mL

konsantrasyonlar hazirlandi. Hazirlanan AgNP’ler antikanser deneylerinde

kullanilmak tizere 0.22 um filtreden gegcirilerek steril edilmistir. HT-29 hiicre hattinda

27



belirtilen konsantrasyonlarin 24, 48 ve 72 saatlik siirelerdeki sitotoksik etkileri

incelendi.
3.6.7 Sitotoksisite testi (MTT yontemi)

MTT yontemi, hiicre metabolik aktivitesini, hiicre canliligini ve proliferasyonunu
degerlendirmek i¢in kullanilan kolorimetrik bir tahlildir. MTT kimyasal olarak 3-(4,5-
di metil tiyazol -2-il)-2,5-di fenil tetrazolyum bromiir olan tetrazolyum boyasidir.
MTT yontemindeki genel prensip, hiicre 6liimiinden kisa bir siire sonra mitokondride
bulunan enzimlerin inaktive olma etkinligi tizerinedir. Tetrazolyum sayesinde NADH
ve NADPH aktif hiicreler tarafindan formazana indirgenir. Bu esnada olusan rengin
kolorimetrik olarak 6l¢iimii yapilir. Olusan formazan miktari ile canli hiicre sayisi
belirlenir. HT-29 hiicreleri tarafindan optimum hiicre sayisinin belirlenmesi, standart
egrinin olusturulmasi ve AgNP uygulanan hiicrelerin sitotoksitesinin belirlenmesi i¢in

MTT yontemi kullanilmistir.
3.6.8 MTT reaktifinin hazirlanmasi

10 mL 1X PBS igerisinde 50 mg Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (Sigma Aldrich,
USA) katis1 ¢ozdiiriiliir. Vorteks isleminden sonra 0.22 pum'lik bir siringa filtresi
(Merck, Gillingham, UK) ile filtrelenmistir. Daha sonra 1,5 mL’lik eppendorf tiipiine

konularak aliiminyum folyo ile kaplanarak -20°C'de saklanmustir.
3.6.9 MTT yontemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

MTT yontemi ile HT-29 hiicrelerinde E. japonica L. yaprak ve ¢ekirdek ekstrelerinin
(etanol), 3 farkli konsantrasyonda sentezlenen AgNP’lerin ve bu sentezin
gerceklesmesi i¢in kullanilan AgNO3’tin sitotoksik etkileri incelendi. Flasklarda
bulunan hiicreler yeterli sayiya ulastiktan sonra hiicre sayiminda kullanilan tripan blue

yontemi ile hiicreler sayildi.

Olgiim i¢in her kuyucukta 200 ul 10.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plate
kullanildi. Hiicreler sayilip ekildi ve plate 37° C’de %5 CO2’li etiivde 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda plate’de bulunan besiyeri cam pastdr pipet ile ¢ekildi.
MTT yontemi igin E. japonica L. yaprak ve ¢ekirdek AgNP lerin 500, 250, 125, 62.5,
32.25, 15.63 ve 7.81 pg/mL konsantrasyonlar1 4 tekrarli olacak sekilde uygulandi.
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Sentezlenen 3 farkli AgNO3 (1 mM, 5 mM ve 10 mM) konsantrasyonundaki AgNP’ler
icin ayr1 ayrt plate’lerde islem yapildi. Kontrol olarak herhangi bir uygulama
yapilmayan hiicreler kullanilirken, E. japonica L. yaprak (%75 etanol) ve g¢ekirdek
(%75 etanol) ekstresi ile AgQNOs sitotoksisite degerleri de belirlendi. HT-29 hiicresi bu
islemler ile 24, 48 ve 72 saat bekletildi. Siire sonunda her kuyucukta bulunan hiicreler
100 pl 1X PBS ile yikandi. Daha sonra her kuyucuga 20 ul MTT reaktifi eklendi. 3
saat karanlikta 37° C’de %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonra
kuyucuktaki reaksiyon karisimlar1 kuyucuklardan uzaklastirilarak, formazan
kristallerini ¢ozlilmesi i¢cin 100ul DMSO (Biological Industries, USA) ¢ozeltisi ilave
edildi. 20 dakika boyunca karistiricida karigtirilarak rengin stabilizasyonu saglandi.
Olusan mor renk ELISA Okuyucu Cihazinda (Chromate, Awareness Technology Inc.)
560 nm’de olgtldi (Sekil 3.6).

e

Daha sonra her kuyucuga 20 pl MTT

Kontrol olarak E. japonica L. yaprak (%75 Siire sonunda her kuyucukta bulunan hiicreler ~Keif eklondi
etanol) ve gekirdek (%75 etanol) ekstresi ayrica 100 ul 1X PBS ile yikand:. £ SRR
AgNO; kullanilds ve HT-29 hiicresi bu islemler _
ile 24, 48 ve 72 saat bekletildi. H
1 ~
|
e — m

20 dakika boyunca  kangtwicida Formazan kristallerini ¢dzilmesi igin 100 pl DMSO
kanstmlacak: rengin:  stabilizasyomn DMSO (Biological Industries, USA) cozeltisi ilave 3 saat karanlikta 37° C*de %5 CO,’li etiivde inkibe edildi.
sagland. edilmistir i

Sekil 3.6. MTT yontemi.

Her bir deneyin 6 biyolojik ve 3 teknik tekrar1 yapildi. Elde edilen AgNP’lerin HT-29
hiicresine kars1 %50 inhibisyonuna (ICso) neden oldugu konsantrasyon araligi
belirlendi. Sentezlenen AgNP’lerin anti-poliferatif etkisi ve uygulama yapilmayan

hiicreler ile canliliklar1 karsilagtirilmistir.

% inhibisyon degerleri ise asagidaki denklem (3.3) kullanilarak hesaplandi.

% inhibisyon = 100 — —xnekabsorbanst 4 (3.3)

Kontrol Absorbansi
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3.6. 10 Migrasyon (Wound Healing Assay, Yara Iyilesme Deneyi)

E. japonica L. bitkisinin yaprak ve ¢ekirdeginden elde edilen AgNP’lerin HT-29 hiicre
hattindaki migrasyon yetenegi iizerine etkisini gézlemlemek i¢in yara iyilesmesi testi
yapild1. 6 kuyucuklu plate’lere her kuyucukta 2 mL tam besiyeri igeren ortamda hiicre
siispansiyonu 1x108 hiicre/mL olacak sekilde ekildi. 37 °C ve %5 CO?'li inkiibatdrde
24 saat bekletilerek hiicrelerin plate igerisinde tek katmanli olmalar1 beklendi. Daha
sonra steril bir mikropipet ucuyla kuyucuklarin ortasinda yarik olusturularak hiicrelere
sekonder ve ilerleyici hasarin baslangici olusturuldu. Bu islemin hemen sonrasinda
hiicre artiklar1 ve plakanin yiizeyinden kalkan hiicreleri uzaklastirmak i¢in kuyucuklar
PBS ile tekrar yikandi. Gruplar (kontrol, yaprak ekstre, ¢cekirdek ekstre, I mM yaprak
AgNP, 5 mM yaprak AgNP, 10 mM yaprak AgNP, 1 mM c¢ekirdek AgNP, 1 mM
cekirdek AgNP ve 1 mM c¢ekirdek AgNP) olusturuldu. Kontrollere tam besiyeri
uygulanirken, diger gruplara ise ICso degerlerinin 1/8’ini igeren 2 mL besiyeri ortami
uygulanarak 37 °C ve %5 CO2'li inkiibatorde inkiibe edilmistir. Yarik olusturulan
hiicrelerin belirli zaman araliklarinda (0, 24, 48 ve 72 saat) yara kapanma durumlari
inverted mikroskop (Leica DMil, Wetzlar, Almanya) ile fotograflandi. Kontrol
ornekleri ve deneysel Orneklerin yara genigligini degerlendirmek igin Image J
programi ve Wound healing size tool yazilimi kullanilarak hiicresiz alanin ytizdesi
belirlendi. Ug bagimsiz deney yiiriitiildii ve her tekrar i¢in yarali alanin dort noktasi

analiz edildi.
3.7 istatistiksel Analiz

Deney tekrarlar1 {ic kez yapilmistir ve istatiksel ortalamalari hesaplanmistir.
Sitotoksisite sonuglart (MTT ve ICxo) istatistiksel analiz kapsaminda GraphPad Prism
10.3.1 araciligiyla degerlendirilmistir. Migrasyon degerlendirmesi i¢in Image J
programi (Yazilim 1.48q, Rayne Rasband, Ulusal Saglik Enstitiileri, ABD) ve Wound
healing size tool (Individual image analysis) yazilimi kullanildi. Istatiksel farkliliklar
gruplar arasindaki farkliliga gére normal dagilim gosterenler tek yonlii varyans analizi
uygulanarak (OneWay ANOVA) analiz edildi. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001,
****p<0,0001).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1 Toplam Fenolik Madde Miktar Sonuclar:

Standart egri grafigi elde edebilmek icin Gallik Asit es deger alinarak 50, 100, 150,
200, 250, 300, 350, 400 ve 500 ug/mL Konsantrasyonlar segilip toplam fenolik madde
miktar tayinindeki yontem uygulanmistir. Yontemde kullanilan ¢oziiciiler (etanol,
metanol ve distile su) kullanilarak 765 nm’de spektrofotometrede okunan absorbans
degerleri ile R? formiiliine sahip grafikler elde edilmistir (Sekil 4.1). Her bir ¢dziiciiye
ait denklemlerdeki degerler dikkate alinarak ekstrelerdeki toplam fenolik bilesik

miktari tayin edilmistir.

%75 METANOL GAE %75 ETANOL GAE
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Sekil 4.1. Gallik Asit standart egrileri.

4.1.1 E. japonica L. yaprak ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar:

E. japonica L. yaprag: ile yapilan {i¢ farkli ¢oziiciiden (%75 etanol, %75 metanol ve
distile su) elde edilen ekstreler stok, 2 kat, 5 kat, 10 kat, 50 kat ve 100 kat seyreltilerek
tic tekrarl calisilmistir. Spektrofotometre yardimi ile 765 nm de okunan degerler
Gallik Asit kalibrasyonundan elde edilen denklemlerdeki y degerlerinin olarak

degerlendirilip toplam fenolik miktarlari hesaplanmistir (Sekil 4.2).
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E. japonica L. yaprak ekstresi toplam fenolik miktari
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Sekil 4.2. E. japonica L. yapragindan elde edilen toplam fenolik madde miktari.

E. japonica L. yaprak ekstresi ile yapilan ¢alismada toplam fenolik madde miktari en
yiiksek 1487,05 + 0,038 mgGAE/100g (etanol) ve en disik 365,56 + 0,02
mgGAE/100g (distile su) olarak saptanmisgtir. Yaprak ekstrelerinin toplam fenolik
madde miktar tayininde 6 farkli dilisyonda da en iyi sonu¢ %75 etanol yaprak

ekstresinde oldugu saptanmustir.

Elde ettigimiz sonuglari literatiirle kiyasladigimizda Song vd. (2010) yaptiklar1 bir
calismada E. japonica L. yapraginin metanol ekstresinde bulunan toplam fenolik
iceriginin 31.47 £+ 0.48 mg GAE/g bildirmistir yaptigimiz ¢aligma ile kiyasladigimiza
metanol ekstresinde toplam fenolik i¢erigin 919,78 bulmus olup daha yiiksek bir sonug
elde edilmistir. Bir farkli ¢aligmada Hong vd. (2008) yaptiklart metanol ile ekstre
edilen E. japonica L. yapraklarinin toplam fenolik igerigini 54,9 + 2,40 mg GAE/g
olarak bildirmisler. Khouya vd. (2022) elde edilen E. japonica L. su ekstresinin fenolik
icerigi tayin edildiginde 240,65 + 12,56 mg kafeik asit esdegeri olarak bulmuslardir.
Pawlowska vd. (2023) yaptiklar1 caligmada %70 etanol ile elde edilen E. japonica L.
yaprak ekstresinin toplam fenolik madde miktarim1 47,99 + 0,11 mg GAE/g
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bulmuslardir. Literatiirde yer alan verilere gore bizim etanol ekstremizden elde

ettigimiz toplam fenolik madde miktarlar1 daha yiiksek ¢ikmuistir.
4.1.2 E. japonica L. ¢ekirdek ekstrelerinin toplam fenolik madde miktar:

E. japonica L. ¢ekirdeginden yapilan ti¢ farkli ¢oziicii ile (%75 etanol, %75 metanol
ve distile su) elde edilen ekstreler stok, 2 kat, 5 kat, 10 kat, 50 kat ve 100 kat
seyreltilerek ti¢ tekrarli sekilde yapilmistir. Spektrofotometre yardimi ile 765 nm de
okunan degerler Gallik Asit kalibrasyonundan elde edilen denklem yerlerine

konularak toplam fenolik miktarlar1 elde edilmistir. Sonuglar Sekil 4.3’te verilmistir.

E. japonica L. yaprak ekstresi toplam fenolik miktari
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Sekil 4. 3. E. japonica L. ¢ekirdeginden elde edilen toplam fenolik madde miktari.

E. japonica L. ¢ekirdek ekstreleri igerisinde en iyi toplam fenolik madde miktart %75
etanol ekstresi oldugu saptanmistir. 6 farkli diliisyonda da en iyi igerik 367,24 + 0,03
MQGAE/100g %75 etanol ekstresinde gézlemlenmistir en diisiik sonug ise 38,36 +
0,01 mgGAE olarak saptanmistir. Cekirdek ekstresinin yaprak ekstresine kiyasla daha

diisiik fenolik madde miktar1 igerdigi belirlenmistir.

Barbi vd. (2018) yaptiklar ¢alismada olgunlagsmis ve olgunlasmamis E. japonica L.
meyvelerinden gekirdekler ayiklanmis ve %25 metanol ¢oziiciisii kullanarak ekstre
elde etmislerdir. Olgunlasmamis meyvelerden ayikladiklar1 c¢ekirdek ekstresinde

19.07 + 0,23 mg GAE/g ve olgunlasmis meyvelerden ayikladiklar1 ¢ekirdek
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ekstresinde 11,14 + 0,6 mg GAE/g olarak toplam fenolik madde miktarlarini
saptamiglardir. Yapilan tez ¢alismamizda c¢ekirdek ekstresinden elde edilen toplam
fenolik madde miktarinin literatiire gore daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Fenolik
bilesikler, bitki 6ziitlerinde dogal olarak bulunan antioksidanlardir ve giimiis iyonlarini
(Ag") giimiis nanopargaciklarina (Ag®) indirgerler. Fenolik hidroksil gruplari, glimiis

iyonlarini indirgerken oksitlenir ve NP olusumuna katkida bulunur (Iravani, 2011).

Fenolik madde miktar1 ne kadar yiiksekse, AgNP’ler o kadar hizli ve verimli bir
sekilde sentezlenir. Yapraktaki yiiksek fenolik igerigin, ¢cekirdek ekstraktina gére daha
hizli AgNP olusumuna neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu, sentez hizini
etkilerken ayn1 zamanda AgNP’lerin fizikokimyasal 6zelliklerini de belirler (Singh
vd., 2018). E. japonica L. yapraklari, ¢ekirdeklerine gore daha yiiksek fenolik icerige
sahip oldugundan, bu fark AgNP’lerin olusumu sirasinda daha etkili ve hizli bir

indirgeyici ajan rolii oynar.

Fenolik bilesikler, bitkilerin zararli organizmalara ve cevresel streslere karst savunma
mekanizmalarii gii¢lendirir. Yapraklar, genellikle dis etkenlere maruz kaldiklari igin,
bu bilesikleri daha fazla biriktirirler. Ornegin, yapraklar patojenlere karsi koruma
saglarken, aym1 zamanda zararlilara karsit da bir ¢esit "kimyasal savunma"
mekanizmasi olusturur. Bu durum, yapraklarin fenolik ve flavonoid igerigini artirarak,
bitkinin hayatta kalma sansimi yiikseltir (Sharma vd., 2020). E. japonica L. yaprak
ekstresinin ¢ekirdege gore yiiksek olmasi bu sebeple iliskilendirilebilir.

E. japonica L. yapragi ve ¢ekirdeginden elde edilen ekstrelerinden elde edilen toplam
fenolik asit miktarlar gerekli Gallik Asit kalibrasyonlarindan elde edilen denklem

yerlerine konularak elde edilen sonuclar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. E. japonica L. yapragi ve ¢ekirdeginden elde edilen ekstrelerin toplam
fenolik madde miktarlart.

Ekstreler %75 Etanol %75 Metanol Distile su
(mgGAE/1009) (mgGAE/1009) (mgGAE/100g9)
E. japonica L.
yaprak ekstresi 1487,05 + 0,03 919,78 £ 0,01 365,56 + 0,02
E. japonica L.
cekirdek 367,24 + 0,03 275,57 +0,01 38,36 £ 0,01
ekstresi
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4.2 Toplam Flavonoid Madde Miktar Tayini

Toplam flavonoid madde miktar tayininde es deger olarak Quersetin segilerek 50, 100,
150, 200, 250, 300, 350, 400 ve 500 ug/mL Konsantrasyonlarda ti¢ tekrarli sekilde
hazirlanan Quersetin toplam flavonoid madde miktar tayinindeki yontem kullanilarak
510 nm de absorbans degerleri kaydedilmistir. Elde edilen Quersetin kalibrasyon egrisi

Sekil 4.4’ de verilmistir.

Quersetin standart
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Sekil 4.4. Quersetin kalibrasyon egrisi.

4.2.1 E. japonica L. yaprak ekstrelerinin toplam flavonoid madde miktar:

sonuclari

E. japonica L. yapragi yapilan ii¢ farkli ¢6ziicii ile (%75 etanol, %75 metanol ve distile
su) elde edilen ekstreler stok, 2 kat, 5 kat, 10 kat, 50 kat ve 100 kat seyreltilerek ii¢
tekrarli olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon sonucunda artan flavonoid
konsantrasyonunda pembe rengin koyulastigi  gozlenmistir. Daha  sonra
spektrofotometre yardimi ile 510 nm de okunan degerler Quercetin kalibrasyonundan
elde edilen denklem yerlerine konularak toplam flavonoid miktarlar1 elde edilmistir.

Sonuglar Sekil 4.5’te verilmistir.
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E. japonica L. yaprak ekstresi toplam flavonoid miktari

35
30
2
3}
&2
=t
g 20
o
z
<= 15
g
= 10 -
o
F
5 B _
0 - i B
Etanol Yaprak Metanol Yaprak Distile su yaprak
Coziiciiler
m stok | 2 kat seyreltilmis 5 kat seyreltilmis

10 kat seyreltilmis m 50 kat kat seyreltilmis ® 100 kat kat seyreltilmis

Sekil 4.5. E. japonica L. yaprak ekstresinden elde edilen toplam flavonoid madde
miktari.

E. japonica L. yaprak ekstrelerinin (%75 etanol, %75 metanol ve distile su) en iyi
flavonoid icere sahip ¢oziiciiniin %75 etanol ekstresi oldugu saptanmistir. Yapilan tim
seyreltmelerde en 1yi igerigin sirast ile etanol, metanol ve distile su ¢oziiciileri oldugu
saptanmigtir. Yapilan tez calismamizda yapraktaki en yiiksek flavonoid igerigin 30,93
+ 0,001 mg/mL (QE) ile %75 etanol ekstresinde gozlenirken, en diisiik igerigin 3,93 +
0,005 mg/mL (QE) ile distile suda oldugu gozlenmistir.

Pawlowska vd. (2023) yaptiklari ¢alismada, %70 etanol ile elde edilen E. japonica L.
yaprak ekstresinin flavonoid igerigini 7,84 + 0,00 mg QE/100 g olarak belirlemislerdir.

4.2.2 E. japonica L. ¢ekirdek ekstrelerinin toplam flavonoid madde miktar:

sonuclar

E. japonica L. gekirdeginin ti¢ farkli ¢oziicti yardimiyla (%75 etanol, %75 metanol ve
distile su) elde edilen ekstreleri stok, 2 kat, 5 kat, 10 kat, 50 kat ve 100 kat seyreltilerek
tic tekrarli olacak sekilde hazirlandi. Reaksiyon sonucunda artan flavonoid
konsantrasyonunda pembe rengin koyulastigi  gdzlenmistir. Daha sonra

spektrofotometre yardimi ile 510 nm de okunan degerler, Quercetin kalibrasyonundan
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elde edilen denklemde yerlerine konuldu ve toplam fenolik miktarlar1 hesaplandi.

Cekirdek ekstresindeki toplam flavonoid miktar sonuglar1 Sekil 4.6’da verilmistir.

E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi toplam flavonoid
i miktari
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Sekil 4.6. E. japonica L. ¢ekirdek ekstresinden elde edilen toplam flavonoid madde
miktari.
E. japonica L. ¢ekirdek ekstrelerinden (%75 etanol, %75 metanol ve distile su) en iyi

flavonoid igerige sahip ¢oziiciiniin %75 etanol ekstresi oldugu saptanmustir.

E. japonica L. yapragi ve ¢ekirdeginden elde edilen ekstrelerin seyreltilmeden stoktan
alimarak elde edilen toplam flavonoid madde miktarlar1 gerekli Quersetin
kalibrasyonlarindan elde edilen denklem yerlerine konularak elde edilen sonuglar

Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. E. japonica L. yapragi ve ¢ekirdeginden elde edilen ekstrelerin toplam
flavonoid madde miktarlari.

Ekstreler %75 Etanol %75 Metanol Distile su
(mg/mL (QE)) | (mg/mL (QE)) | (mg/mL (QE))
E. japonica L.
yaprak ekstresi 30,93 + 0,001 19,19 £ 0,003 3,93 + 0,005
E. japonica L.
cekirdek ekstresi 18,96 + 0,009 10,52+ 0,011 2,42 +0,012
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4.3 Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
4.3.1 Renk degisim analizi

NP eldesinde degisen renklerin makrosbik olarak yapilabilen degisim analizine ait
sonuclar Sekil 4.7°de gosterilmistir. 1 mM, 5 mM ve 10 mM AgNOs ¢ozeltilerine
etanollii yaprak ekstreleri eklendigindeki ve sentez sonrasindaki renk degisimleri

verilmisgtir.

Sekil 4.7. E. japonica L. yaprak ekstresi ile AgQNP sentezi.

Sekil 4.7°de; A: 1 mM, 5SmM ve 10 mM giimiis nitrat ¢ozeltileri, B: giimiis nitrat ve

ekstrenin birlestigi ilk an ve C: sentez sonundaki goriinlimleri verilmistir.
4.3.2 UV-VIS spektroskopisi analizi

E. japonica L. yaprak ve g¢ekirdek %75 etanol ekstresinden ile elde edilen 1 mM, 5
mM ve 10 mM AgNP’ler sentez boyunca UV-VIS spektroskopisi ile takip edilmistir.
Sentez boyunca ¢ozeltiden 30 dakika araliklarla ornekler alinarak 300-700 nm
araliginda ol¢timleri yapilmistir. 6. Saatin sonunda renk degisiminin ve UV-VIS’deki
pikin sabitlenmesiyle sentez sonlandirilmistir. Literatiirde AgNP’lerin UV-VIS ile
karakterizasyonunda 400-450nm araliginda absorpsiyon bandinin AgNP olusumunu
isaret ettigini bildirmektedir (Huang vd., 2007).
38



E. Japonica L. bitkisinin yapragi kullanilarak elde edilen yesil sentez aracilt AgNP’ler
sentezin ilk basladig1 andan itibaren bitene kadar UV-VIS spektroskopisinde 300-700
nm dalga boylar1 arasinda absorbanslari takip edilmistir. AgNP’lerin olusumunda 400-
450 nm aralarinda pik gozlemlenmesi beklenmistir ve bu araliklarda {i¢ farkh
konsantrasyonda pik goézlenmistir. Her farkli konsantrasyon igin ii¢ tekrarli analiz
yapilmigtir. UV-VIS spektroskopisi ile yapilan analiz sonucunda elde edilen

spektrumlar Sekil 4.8’de verilmistir.

E. japonica L. yaprak 1 mM AgNP E. japonica L. yaprak 5 mM AgNP
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Sekil 4.8. E. japonica L. yaprak ekstresi 1 mM, 5 mM ve 10 mM AgNOs ile elde
edilen AgNP’lerin UV-VIS spektroskopisi.

Yaptigimiz ¢alismada E. japonica L. yaprak AgNP’lerinden (1 mM, 5 mM ve 10 mM)
elde edilen UV-VIS spektroskopisi sonuglarinda en yiiksek absorbansin her iig¢

konsantrasyonda da 430 nm oldugu gézlendi.

E. japonica L. bitkisinin ¢ekirdegi kullanilarak elde edilen yesil sentez aracili
AgNP’ler sentezin ilk basladigi andan itibaren bitene kadar UV-VIS spektroskopisinde
300-700 nm dalga boylar1 arasinda absorbanslari takip edilmistir. AgNP’lerin
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olusumunda 400-450 nm aralarinda pik gozlemlenmesi beklenmistir ve bu araliklarda
tic farkli konsantrasyonda pik gozlenmistir. Her farkli konsantrasyon i¢in ii¢ tekrarli
analiz yapilmistir. UV-VIS spektroskopisi ile yapilan analiz sonucunda elde edilen

spektrumlar Sekil 4.9’da verilmistir.

E. japonica L. ¢ekirdek | mM AgNP E. japonica L. ¢ekirdek 5 mM AgNP
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Sekil 4.9. E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi 1 mM, 5 mM ve 10 mM AgNOzile elde
edilen AgNP’lerin UV-VIS spektroskopisi.

Yaptigimiz ¢caligmada E. japonica L. ¢ekirdek AgNP’lerinden (1 mM, 5 mM ve 10

mM) elde edilen UV-VIS spektroskopisi sonuglarinda en yiiksek absorbansin 1 mM

AgNP i¢in 420 nm ve 5-10 mM i¢in 440 nm’de pik verdigi gézlenmistir.

Jabir vd. (2021) yaptiklari ¢alismada E. japonica L. kabuk distile su ekstresi ve 2 mM
AgNQ;3 ile elde ettikleri AgNP’lerin UV-VIS spektroskopisinde en yiiksek pikin
calismamiza benzer veriler igerdigi ve 430 nm oldugu gozlenmistir. Yu vd. (2019)
yaptiklar1 ¢alismada ise, E. japonica L. yaprak distile su ekstresi ile 1 mM AgNO3

kullanarak farkli sicakliklarda ve pH araliklarinin denendigi ¢alismalarinda olusan
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AgNP’lerin  450-490 nm araliginda absorpsiyon spektrumu gosterdigini
belirlemislerdir. Belirtilen bu araliklar AGQNP eldemizin uygun aralikta gerceklestigini

dolayisiyla yaprak ve ¢ekirdek ekstrelerinden NP sentezlendigi gostermistir.
4.3.3 Taramah elektron mikroskobu (Scanning electron microscope, SEM)

Yesil sentez ile E. japonica L. yaprak ve gekirdek ckstreleriyle elde ettigimiz
AgNP’lerin goriiniim ve yiizey 6zellikleri Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik
Uygulama ve Arastirma Merkezinde (ASUBTAM) Taramali Elektron Mikroskobu ile
belirlendi. Elde edilen AgNP’ler haricinde AgNO3 ve yaprak ve ¢ekirdek ekstrelerine

ait gorintiiler incelendi.

E. japonica L. yaprak ekstresinden sentezlenen 1 mM, 5 mM ve 10 mM AgNP’nin
SEM goriintiilerinde kiiresel sekilli olduklar1 saptandi. Jabir vd. (2021) E. japonica L.
kabuk ekstrelerinden AgNP sentezlemisler ve ¢alismamizdaki yaprak ekstresi
verilerine benzer sonuglar elde etmislerdir. UV-VIS’de 430 nm de pik verdigi ve SEM
goriintiilerinde kiiresel sekilli oldugu bildirilmistir. Yapraga ait SEM goriintiileri Sekil

4.10°da verilmistir.
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Sekil 4.10. E. japonica L. yapraga ait SEM goriintiileri.

Sekil 4.10°da A ve B: 1 mM yaprak AgNP’ye ait, C ve D: 5 mM yaprak AgNP’ye ait,
E ve F: 10 yaprak mM AgNP’ye ait ve G: yaprak ekstresi H: AgNO3z ait SEM

goriintiileri verilmistir.

E. japonica L. gekirdek ekstresinden 1 mM, 5 mM ve 10 mM AgNP’nin SEM
gortintiilerinde kiibik ve kiiresel sekilli olduklar1 saptandi. Konsantrasyon, AgNP’lerin
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seklinin belirlenmesinde etkilidir. Farkli konsantrasyonlarda kiiresel, liggen veya
kiibik yapida AgNP’ler olusabilir. Yiiksek konsantrasyonlarda daha fazla niikleasyon
merkezi olustugundan, daha diizgiin ve simetrik yapilar gézlenebilir (Song ve Kim,

2009). Cekirdege ait SEM goriintiileri Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. E. japonica L. ¢ekirdege ait SEM goriintiileri.

Sekil 4.11°de; A ve B : 1 mM c¢ekirdek AgNP’ye ait, C ve D: 5 mM ¢ekirdek AgNP’ye
ait, E ve F: 10 ¢ekirdek mM AgNP’ye ait ve G: ¢ekirdek ekstresi H: AgNO3z ait SEM

goriintiileri verilmistir.

E. japonica L. yaprak ve ¢ekirdeklerinden elde edilen AgNP’lerin (AgNP)
sekillerindeki farkliliklar, biyolojik ekstraktlarin igerdigi biyomolekiillerin NP sentezi
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tizerindeki etkisinden kaynaklanabilir. Literatiirde, bitkisel ekstraktlarin igerdigi
polifenoller, flavonoidler ve proteinlerin NP olusumunu yonlendirdigi gosterilmistir.
Ornegin, Azadirachta indica yaprak ekstrakti kullanilarak yapilan bir calismada,
ekstraktin icerdigi flavonoid ve fenolik bilesiklerin AgNP’lerinin morfolojisini ve
boyutunu etkiledigi rapor edilmistir (Ahmed vd., 2016). Benzer sekilde, Citrus limon
kabugu ekstrakti ile sentezlenen AgNP’lerinin seklinin, biyomolekiillerin
konsantrasyonuna ve pH'a baglh olarak degisiklik gosterdigi bulunmustur (Ibrahim,
2015). Bu nedenle E. japonica L. yaprak ve ¢ekirdeklerinden elde edilen AgNP'lerin
sekillerindeki farkliliklar, her iki organin icerdigi biyomolekiillerin farkli indirgeme
ve  stabilizasyon = mekanizmalarma  sahip  olmasindan  kaynaklandigini

diistindiirmektedir.

Chithrani vd. (2006) yaptig1 bir ¢aligmada, kiibik ve yuvarlak sekilli altin NP’lerinin
insan hiicreleri lizerindeki etkileri karsilastirildiginda, yuvarlak NP’lerin hiicre igi
aliminin daha hizli ve toksisitesinin daha diisiik oldugunu rapor etmistir. Kiibik
NP’lerin ise hiicre i¢ine alimlar1 daha yavas olsa da belirli durumlarda, 6zellikle kanser
tedavisi gibi yiiksek reaktivite gerektiren uygulamalarda daha etkili olabildigi
diisiiniilmektedir. Yara iyilesme testi (wound healing assay) sonuglarimizda yapraktan
elde edilen AgNP’lerin daha iyi sonuglar gostermesinin sebebinin NP’nin yuvarlak

seklinden dolay1 oldugunu diisiindiirmektedir.

4.3.4 Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Yapilan tez ¢calisgmamizda elde edilen yaprak ve ¢ekirdek AgNP’lerin yapilarinda
bulunan baglar, Aksaray Universitesi Bilimsel Teknolojik Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nden hizmet alimi ile analiz edilmistir. FTIR cihazinda 400-4000 nm dalga

boylar1 arasinda dl¢lim yapilarak titresim verdikleri pik absorbanslar1 saptanmustir.

E. japonica L. yaprak ekstresinden elde edilen AgNP’lerin FTIR analizi, hiicresel
etkililikleri ve potansiyel sitotoksisite mekanizmalar1 hakkinda onemli bilgiler
saglamaktadir (Sekil 4.12). Bu sonuglar, ¢esitli fonksiyonel gruplarin varligini ve bu

gruplarin biyolojik aktiviteler tizerindeki etkilerini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.12. E. japonica L. yaprak ekstresi ve yaprak ekstresi ile elde edilen AgNP’lerin
FTIR sonuglari.

2980 cm™' ve 2918 cm™! pikleri, genellikle C-H baglarmin gerilme titresimlerini temsil

eder ayrica pik alifatik hidrokarbonlarin varligini gosterir. Bitki ekstrelerindeki

alkoller veya yag asitlerinin alifatik C-H gruplari ile degerlendirilir (Khan vd., 2018).

2851 cm"’de bulunan pik, C-H gerilme titresimlerini isaret eder. Ozellikle metilen
gruplarinin (—~CHz) varligini1 gosterir (Zhao vd., 2018).

1461 cm™ ve 1455 cm™ pikleri, C-H egilme titresimlerinin varligin1 gosterir ve

ozellikle bitkisel yag asitlerinin ve alkol gruplarinin varligina isaret edebilir (Sharma
vd., 2012).

1688 cm "’ de bunulan pik, genellikle karbonil gruplarinin gerilme titresimlerini (C=0)

gosterir. Bu, bitki 6ziitiindeki karbonil grubu igeren bilesikler ile iliskilendirilir
(Nafady vd., 2020).

1155 em™ ve 1162 cm™ pikleri, C-O baglarinin varligini1 gosterir ve ester veya alkol

fonksiyonel gruplarinin bulunabilecegini isaret eder (Ibrahim vd., 2022).

1047 cm "’ de bulunan pik, alkoller veya eterlerin varlifina isaret edebilir. Ayrica,

polisakkaritlerin veya glikozitlerin varligiyla iligkili olabilir (Nair vd., 2016).
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FTIR analizi ile E. japonica L. yaprak ekstresinden elde edilen AgNP’lerin yiizeyinde
cesitli organik bilesiklerin varlig1 belirlenmistir. Bu bilesikler, AGQNP’lerin sentezinde
rol oynayabilir ve giimiis iyonlarin indirgendigi siirecte etkin olabilir. Elde edilen
sonuglar, bitki Oziitlerinin AgNP sentezinde O©nemli bir kaynak oldugunu

vurgulamaktadir.

E. japonica L. bitkisine ait yaptigimiz yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) analizlerine ait literatiir taramasinda, E. japonica L. yapraklarinin fenolik
bilesenler acisindan olduk¢a zengin oldugu bildirilmistir. Bu bitkinin yapraklarinda 25
farkli fenolik bilesen karakterize edilmis ve bu bilesenler yliksek antioksidan ve
antiproliferatif Ozellikler sergilemistir. Yaprak ekstresinin Ozellikle kanser hiicre
hatlar1 (MCF-7, Caco-2, HT-29 ve U87MG) iizerinde 6nemli kemopreventif etki
gosterdigini, bu sekilde polifenolik bilesenlerin igeriklere Kkolayca baglandigini
belirlemislerdir. Bu ozellikler, E. japonica L. yapraklarimin antioksidan etkisini
artirarak, gida takviyesi ve farmasotik {riinlerde kullaniom potansiyelini

desteklemektedir (Zurek vd., 2023).

FTIR analizindeki elde ettigimiz bulgular (2980, 2918, 2851 cm™ alifatik C-H, 1688-
1687 cm ™! karbonil C=0 ve 1155-1047 cm™' C-O-C titresimleri) E. japonica L. yaprak
ekstrelerinin literatiirdeki HPLC sonuglartyla uyum igindedir. HPLC'de tespit edilen
fenolik bilesikler, flavonoidler ve polifenoller yapisal olarak bu FTIR sinyallerini
dogrulamaktadir. Bu yapilar da ekstrenin antikanser ve biyolojik aktivitesine katkida

bulunan bilesenlerin varligin destekler niteliktedir (Zurek vd., 2023).

E. japonica L. ¢ekirdek ekstresinden elde edilen AgNP’lerin FTIR analizi, bu
AgNP’lerin biyolojik aktiviteleri ve potansiyel saglik yararlar1 hakkinda Onemli
bilgiler sunmaktadir (Sekil 4.13). FTIR sonuglari, ¢esitli fonksiyonel gruplarin

varligin1 gostererek, bu gruplarin potansiyel etkilerini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.13. E. japonica L. cekirdek ekstresi ve g¢ekirdek ekstresi ile elde edilen
AgNP’lerin FTIR sonuglart.

FTIR analizinde elde edilen 3294 cm™ piki, O-H baglarinin varligin1 gostererek, alkol

veya fenol gruplarinin bulundugunu ortaya koymaktadir. Bu bilesikler, antioksidan

aktiviteleri ile bilinir ve hiicresel sagkalimi artirabilir. Ozellikle, hidrojen baglari

iceren bilesiklerin, hiicrelerin oksidatif strese karsi savunmasinda rol oynadigi

diisiiniilmektedir (Sharma vd., 2012).

2849 cm™ ve 2918 cm! pikleri, alifatik hidrokarbonlarin varligini isaret etmektedir.
Bu bilesikler, hiicre zarinin stabilitesini artirabilir ve hiicresel metabolizmay1 olumlu
yonde etkileyebilir (Nafady vd., 2020). Alifatik bilesiklerin, hiicresel islevlerin

diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadig: bilinmektedir.

1732 cm"’de bulunan pik, karbonil grubu ve karboksilik asit piklerine isaret
etmektedir. Karboksilik asit ve karbonil grubu ROS ile etkilesime girerek sitotoksik
etkiler olusturabilir. Bu grup, belirli konsantrasyonlarda toksik etki yaratabilirken,
diisiik konsantrasyonlarda hiicresel proliferasyonu destekleyebilir (Zhao vd., 2018).

MTT testleriyle elde edilen veriler bu durumun gegerliligini desteklemektedir.
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1613 cm’de bulunan pik, benzen halkasinin karakteristik piki olup, aromatik
bilesiklerin varligin1 gostermekte ve bu bilesiklerin biyolojik aktiviteleri artirma
potansiyeli tasidig1  bilinmektedir. Ozellikle flavonoidler, antioksidan ve
antimikrobiyal 6zellikleri ile dikkat gekmektedir (Nair vd., 2016). Bu baglamda, FTIR

ve MTT sonuglar1 arasinda bir iliski oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug¢ olarak FTIR analizi, E. japonica L. ¢ekirdek eckstresinden elde edilen
AgNP’lerin zengin kimyasal yapisin1 ve potansiyel biyolojik aktivitelerini ortaya
koymaktadir. Bu AgNP’lerin saglik uygulamalarindaki potansiyel faydalar1 hem
belirli bilesiklerin varligindan hem de bu bilesiklerin etkilesimlerinden

kaynaklanmaktadir.

E. japonica L. g¢ekirdegi iizerine yapilan literatiirdeki g¢esitli HPLC analizleri, bu
bitkinin ¢ekirdek ekstresinden 6nemli miktarda fenolik bilesikler ve flavonoidlerin
bulundugunu gostermektedir. Ozellikle rutin ve klorojenik asit gibi bilesikler,
antioksidan ve anti-inflamatuar aktiviteleri ile bilinir ve HPLC analizlerinde sik¢a
tespit edilmektedir. Bu bilesikler, Ayrica yapilan ¢aligmalarda triterpenoid bilesikler
de bu cekirdekten elde edilen ekstrelerde bulunmus olup, hiicre proliferasyonunu
baskilayic1 ve antioksidan ozellikleri nedeniyle saglik agisindan 6nemlidir (Yokota
vd., 2004; Zhang vd., 2016). Cekirdek ekstresinde bulunan bu bilesiklerin ROS
temizleyici etkilerinin oldugu literatiirde sik¢a vurgulanmistir ve bu agidan E. japonica

L. ¢ekirdeklerinin biyolojik olarak ne kadar degerli oldugunu ortaya koymaktadir.

Literatiirdeki HPLC analizleri, E. japonica L. ¢ekirdeklerinde apigenin, luteolin ve
Quersetin gibi flavonoidlerin yani sira polifenollerin varligini ve konsantrasyonlarini
bildirmektedir. FTIR analizinden elde ettigimiz bulgular literatirdeki HPLC
analizleriyle karsilastirildiginda, bu bilesiklerin FTIR ile tespit edilen fonksiyonel

gruplarin varligi ile iliskili oldugunu diistindiirmektedir.

4.3.5 Zeta potansiyeli (Elektriksel yiikii)

E. japonica L. yaprak ve cekirdek ekstreleri ile sentezlenen AgNP’lerin zeta
potansiyeli (elektriksel yiikii) ve boyutlar1 zeta analizi ile belirlenmistir. Zeta
potansiyeli parcacigin yiizeyinde bulunan yiikiinii (katyonik, anyonik veya notr)

tahmin etmek i¢in kullanilan bir analiz yontemidir.
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Zeta potansiyelinin negatif degere sahip olmast AgNP’ler arasi kiimelenmenin
olmadigin1 ve kararli bir yapida olugunu gostermektedir. AgNP’ler tarafindan
sergilenen negatif yiik, bitki ekstrelerinden gelen fitokimyasallar ile sentezlenen
AgNP’lerin ylizeylerinin kaplandigii gosterir. Zeta potansiyeli 0 mV ve 0 mV’ye
yakin olan partikiillerin kararliliklar1 diisiik oldugu i¢in agregasyon ve sedimentasyon
egilimindedirler bunun yani sira kolloidal ¢ozelti ise yiiksek pozitif (> +30 mV) veya
negatif (< -30 mV) zeta potansiyeli gosteriyorsa partikiiller birbirlerini iterek daha iyi
dagilim gosterirler (Budama-Kilinc, 2019). Cizelge 4.3’te AgNP’lerin zeta potansiyel

degeri ile kararlig1 arasindaki iligki verilmistir.

Cizelge 4.3. AgNP’lerin zeta potansiyel degeri ile kararlig1 arasindaki iliski (Ates,

2018).
Zeta degeri Nanopartikiillerin kararhihg:
0-5mVv Partikiiller kiimelesme veya bir araya gelme egilimi sergilerler
5-20 mV Partikiiller minimal diizeyde kararlidir
20-40 mV Partikiiller orta diizeyde kararlidir
40m +mV Partikiiller son derece kararlidir

E. japonica L. yaprak ekstresi ile elde edilen 1 mM, 5 mM ve 10 mM AgNP’lerin zeta
potansiyel ve zeta boyut analizleri Cizelge 4.4°te verilmistir.

Cizelge 4.4. E. japonica L. yaprak ekstresi ile elde edilen AgNP’lerin zeta potansiyeli

sonuglart.

AgNP Zeta potansiyeli (mV) | Partikiil boyutu (nm)
1 mM yaprak AgNP -98,31 mV 730,9 nm
5 mM yaprak AgNP 455 mV 372 nm
10 mM yaprak AgNP 24,63 mV 719 nm

Sonuglar Cizelge 4.3 ile degerlendirildiginde, E. japonica L. yaprak ekstresi ile elde

edilen AgNP’lerin literatiire uygun 10 ila 1000 nm arasindaki boyutlarda oldugu fakat

1 mM ve 10 mM AgNP’nin partikiil biiyiikliiklerinin oldukg¢a fazla olmast AgNP’lerin

birlestigini gosterirken, 5 mM AgNP’nin kiigiik partikiil boyutu daha iyi dagildigini

gostermektedir. 1 mM AgNP yiiksek negatif potansiyeli kararli oldugunu gosterirken,
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10 mM AgNP diisiik zeta potansiyeli nedeniyle kararsiz yapi sergiler. Hem zeta
potansiyeli hem de partikiil boyutu agisindan degerlendirildiginde dengeli ve kararli

konsantrasyonun 5 mM oldugu gozlenmistir. (Sekil 4.14).

8

Sekil 4.14. E. japonica L. yaprak ekstresinden elde edilen AgNP’lerin zeta analiz
spektrumlari.

Sekil 4.14°te; A: 1 mM AgNP, B: 5 mM AgNP ve C: 10 mM AgNP’ye ait zeta

goriintiileri verilmistir.

E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi ile elde edilen 1 mM, 5 mM ve 10 mM AgNP’lerin

zeta potansiyel ve zeta boyut analizleri Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5. E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi ile elde edilen AgNP’lerin zeta
potansiyeli sonuglari.

AgNP Zeta potansiyeli (mV) | Partikiil boyutu (nm)
1 mM c¢ekirdek AgNP 22,88 mV 244 4 nm
5 mM cekirdek AgNP -12,65 mV 218.6 nm
10 mM cekirdek AgNP -159.79 mV 229,5 nm

o1




Sonuglar Cizelge 4.3’e gore degerlendirildiginde, E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi ile
elde edilen AgNP’lerin de literatiire uygun 10 ila 1000 nm arasinda boyutlarda oldugu
gozlenmistir. Tlim konsantrasyonlarin partikiil boyutunun kii¢iik oldugu gozlenmistir.
Zeta potansiyeli agsindan degerlendirildiginde 1 mM AgNP zeta potansiyeli agisindan
siirl kararlilik gosterir fakat partikiil boyutunun kii¢lik olmas1 zamanla kararliligin
bozulabilecegini gostermektedir. 5 mM AgNP’nin zeta potansiyelinin diisiik olmasi
partikiilllerin kararli olmadigini gosterir. 10 mM AgNP ise son derece yliksek negatif
potansiyele sahip oldugu i¢in son derece kararli yap1 sergilemesi nedeniyle en iyi

konsantrasyon olarak degerlendirilebilir (Sekil 4.15).

A B
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Sekil 4.15. E. japonica L. ¢ekirdek ekstresinden elde edilen AgNP’lerin zeta analiz
spektrumlari.

Sekil 4.15’te; A: 1 mM AgNP, B: 5 mM AgNP ve C: 10 mM AgNP ye ait zeta

goriintiileri verilmisti

Zeta potansiyeli, énemli olglide daha diisiikk negatif yiike sahip olan AgNP’ler
hiicrelere girisi daha kolay olmaktadir (Maddinedi vd., 2017; Tavakoli vd., 2016).
Ancak partikiil boyutlar1 da bu kararlig1 etkilemektedir. Bu ¢calismada, AgNP'lerin zeta
potansiyeli bakimindan 5 mM yaprak AgNP ve 10 mM ¢ekirdek AgNP

konsantrasyonlarda en iyi etkiye sahip oldugu gézlenmistir.
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4.3.6 X-151m kirnmim (XRD) analizi
E. japonica L. yaprak ekstresi kullanilarak sentezlenen AgNP’ler (AgNP), XRD

analizi ile karakterize edilmistir.

E. japonica L. yaprak 1 mM AgNP XRD sonucunda 38,220° agis1 AgNP’lerin (111)
diizlemi ile ortlismektedir (Sekil 4.16). Bu pik, yiiksek kristalinite gostermekte ve E.
japonica L. yaprak kullanilarak elde edilen AgNP’lerin diizenli bir yapiya sahip
oldugunu belirtmektedir (Nafady vd., 2020).

E. japonica L. yaprak 1 mM AgNP
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Sekil 4.16. E. japonica L. yaprak 1 mM AgNP XRD grafigi.

E. japonica L. yaprak 5 mM AgNP 1 mM’ye gore daha fazla belirginlik
gostermektedir (Sekil 4.17). 38,246° agis1 yine AgNP’lerin (111) diizlemi ile
ortiismektedir ve daha yiiksek pik yogunluklari, bu 6rnegin daha iyi bir kristal yapiya
sahip oldugunu gostermektedir (Zhang vd., 2015). Ayrica, 67,448° gibi ek pikin
varligi, farkl kristal fazlarin veya daha biiytik AQNP’lerin varligini gosterebilir.
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E. japonica L. yaprak 5 mM AgNP
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Sekil 4.17. E. japonica L. yaprak 5 mM AgNP XRD grafigi.

E. japonica L. yaprak 10 mM AgNP daha genis pikler gostermektedir (Sekil 4.18).
Dolayistyla bu NP boyutunun heterojen olduguna isaret edebilir (Sharma vd., 2012).
38,181° ag1s1 da giimiisiin (111) diizlemiyle ortiismektedir.

E. japonica L. yaprak 10 mM AgNP
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Sekil 4.18. E. japonica L. yaprak 10 mM AgNP XRD grafigi.

Sonug olarak, E. japonica L. yaprak ekstresi kullanilarak sentezlenen AgNP’ler, farkli
XRD sonuglart ile karakterize edilmistir. 1 mM ve 5 mM’de belirgin kristal yapilar
gozlemlenirken, 10 mM setin daha genis pikleri, heterojen bir yap1 veya diisiik
kristalizeyi gostermektedir. Ozellikle 5 mM yaprak AgNP 978’de verdigi yiiksek

kristalinite ve diizenli oldugunu gosterir.
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Elde ettigimiz XRD sonuglar1 literatiirdeki benzer calismalarla da ortiismektedir.
Sharma vd. (2012) ¢alismasinda, Azadirachta indica yaprak ekstrakti ile sentezlenen
AgNP’lerde de daha yiiksek konsantrasyonlarda genis XRD pikleri goézlenmistir.
Boylece yiiksek konsantrasyonlarda NP boyutunda heterojenlige yol agabilecegini ve
kristal yapmin bozulabilecegini bildirmiglerdir. Gopinath vd. (2013) yaptiklar
calismada, Aloe vera eckstrakti kullanarak sentezledikleri AgNP’lerin de diisiik
konsantrasyonlarda daha diizenli ve kristalize yapilar sergiledigini, yiiksek

konsantrasyonlarin daha genis ve heterojen piklerle sonuglandigini raporlamislardir.

5 mM konsantrasyonunda elde edilen AgNP’lerinin yiiksek kristaliniteye sahip olmasi,
literatiirde Ocimum sanctum (Tulsi) yapragi kullanilarak sentezlenen AgNP’lerinde de
rapor edilmistir (Kalpana ve Devi, 2018). Bu calismada da 5 mM civarindaki
konsantrasyonlar, dar ve belirgin XRD pikleri ile yiiksek kristaliniteyi isaret
etmektedir. Ayrica Krishnaraj vd. (2010), Acalypha indica bitkisi ile sentezledikleri
AgNP’lerinde de 5 mM konsantrasyonunun diizenli yapilar sundugunu, fakat daha
yiiksek konsantrasyonlarda kristalin yapmin bozuldugunu ve genis piklerin ortaya

ciktigini belirtmislerdir.

E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi ile hazirladigimiz 1 mM, 5 mM ve 10 mM

konsantrasyonlarda AgNP sentezleri XRD analizi ile karakterize edilmistir.

E. japonica L. ¢ekirdek 1 mM AgNP XRD sonucunda belirgin pikler gézlemlenmis
(Sekil 4.19) ve ozellikle 38,299° agis1 giimiisiin (111) diizlemi ile ortiismektedir.

Piklerin yogunlugu ve keskinligi, yiiksek kristalinite gostermektedir (Zhang vd.,
2015).
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E. japonica L. ¢cekirdek 1 mM AgNP
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Sekil 4.19. E. japonica L. ¢ekirdek 1 mM AgNP XRD grafigi.

5 mM konsantrasyonunda, 1 mM'ye gore daha belirgin pikler gozlemlenmistir (Sekil
4.20). 38,070° acisi, AgNP’lerin (111) diizlemiyle oOrtiismekte ve daha yiiksek
kristalinite seviyeleri sunmaktadir. Piklerin yogunlugu, 1 mM'a gore artis

gostermektedir; bu da daha fazla giimiis iyonunun, NP olusumunu destekledigini isaret
etmektedir (Ibrahim vd., 2020).

E. japonica L. ¢ekirdek 5 mM AgNP
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Sekil 4.20. E. japonica L. ¢ekirdek 5 mM AgNP XRD grafigi.

E. japonica L. ¢ekirdek 10 mM AgNP’de elde edilen pikler, 6nceki iki konsantrasyona

gbre daha belirgin ve keskin olup, yliksek kristalinite ve biiyiik partikiil boyutlarini

gostermektedir (Sekil 4.21). Ozellikle 38,023° ag1s1, yine giimiisiin (111) diizlemi ile
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ortiismektedir. Bu, yiiksek konsantrasyonlarin NP biiylimesini tegvik ettigini ve daha

iyi kristal yap1 sagladigini gostermektedir (Nafady vd., 2020).

E. japonica L. ¢ekirdek 10 mM AgNP
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Sekil 4.21. E. japonica L. ¢ekirdek 10 MM AgNP XRD grafigi.

Sonug olarak, E. japonica L. g¢ekirdek ekstresi kullanilarak sentezlenen AgNP’ler,
konsantrasyona bagli olarak farkli kristal yapilar ve boyutlar gostermektedir. Daha
yiiksek konsantrasyonlarin (5 mM ve 10 mM) daha iyi Kkristalinite belirgin NP
boyutlar1 sundugu, diisiik konsantrasyonun (1 mM) ise daha az belirgin ve daginik
yapilar gosterdigi gézlenmistir. Dhoondia ve Chakraborty (2012), Azadirachta indica
(Neem) yaprak ekstrakti ile sentezledikleri AgNP’lerde yiiksek konsantrasyonlarin
daha 1yi kristaliniteye yol a¢tigin1 ve NP’lerin biiyiikliigiiniin arttigin1 bildirmislerdir.
Benzer sekilde, Birla vd. (2013), Coriandrum sativum yaprak ekstrakti ile
sentezledikleri AgNP’lerde yiiksek konsantrasyonlarin daha belirgin XRD pikleri
olusturdugunu gozlemlemislerdir. Literatiirdeki bulgular, bitki ekstreleri ile NP
sentezinde konsantrasyonun 6nemli bir rol oynadigin1 vurgulamaktadir (Sharma vd.,
2012). Bu galismalara paralel olarak ¢alismamizda da Eriobotrya japonica L. ¢ekirdek
ekstrakti ile sentezlenen AgNP’lerde de yiiksek konsantrasyonlarin daha diizenli ve

kristalin yapilar olusturdugu gézlenmistir.
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4.4 Antikanser Aktivite Sonuclari
4.4.1 MTT sonuclar

Bu c¢alismada E. japonica L. etanol yaprak ve cekirdek ekstreleri ile elde edilen
AgNP’lerin sitotoksik etkisi, MTT testi ile kolorektal kanser hiicre hatt1 olan HT-29
hiicrelerinin canliligi belirlenerek gergeklestirildi. Hiicrelere yaprak ve ¢ekirdek
ekstreleri ile bu ekstrelerden elde edilen 1 mM, 5mM ve 10 mM AgNP’ler 24, 48 ve
72 saatlik diizende uygulama yapildi. Her grubun ELISA cihazi yardimiyla
spektrofotometrik olarak absorbanslari dlgiilerek % inhibisyon oranlar karsilagtirildi.
Bu veriler ile AgNP’lerin hiicre tizerindeki potansiyel toksik etkileri ve zamanla

degisen etkileri aragtirildi.

4.4.2. E. japonica L. yaprak ekstresi ve yaprak ekstresinden elde edilen
AgNP’lerin MTT testi sonuclari

E. japonica L. etanol yaprak ekstresinden elde edilen 1 mM, 5 mM ve 10 mM
AgNP’ler 500, 250, 125, 65.5, 31.25, 15.62, ve 7.8 ug/mL konsantrasyonlarda analiz
gerceklestirildi. Kontrol olarak uygulama yapilmamis hiicreler (hiicre+besiyeri)
kullanildi. AgNOsz ve etanol yaprak ekstresinin sitotoksik etkisi de AgNP

konsantrasyonlar1 gibi kontrole kars1 degerlendirilerek belirlendi.

Elde edilen MTT sonuglarinda 1 mM yaprak AgNP’ler (Sekil 4.22); 24. saatte %38,52,
48. saatte %48.06 ve 72. saatte %46.61 gibi oranlar gozlenmistir. Burada, 48. saatten
sonra % inhibisyon oraninin azalma gostermesi, hiicrelerin AgNP’lere karst bir
adaptasyon siirecine girdigiyle iliskilendirilebilir. Bu sonuglar hiicrelerin stres yaniti
olarak mekanizmalarin1 degistirdigini veya AgNP’lerin etkisini azaltabilecek

koruyucu mekanizmalar gelistirdigini gosterebilir (Zhang vd., 2022).
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E. japonica L. yaprak 1 mM AgNP MTT sonuglar1
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Sekil 4.22. E. japonica L. yaprak ckstresi ile elde edilen 1 mM AgNP’lerin MTT
sonuglar1 (*p<0,05 ve **p<0,01).

5 mM yaprak AgNP’ler (Sekil 4.23) 48.saatte %41.39 gibi bir inhibisyon orani ile

belirgin bir etki gostermesine ragmen, 72. saatte %39.78'e diismesi dikkat ¢ekicidir.

Bu da, AgNP’lerin zamanla hiicrelerde yarattig1 etkiyi azaltarak tolerans gelisimine

yol agabilecegini gostermesiyle iligkilendirilmistir (Kumar vd., 2020).
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Sekil 4.23. E. japonica L. yaprak ekstresi ile elde edilen 5 mM AgNP’lerin MTT

sonuglar1 (***p<0,001).

10 mM yaprak AgNP’ler (Sekil 4.24) en yiiksek inhibisyon oranini 48. saatte %49.07

olarak gostermislerdir. Boylece 10 mM AgNP’nin hiicre lizerindeki etkisini uzun siire

stirdiirebilme potansiyeli oldugu goriilmektedir.
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E. japonica L. yaprak 10 mM AgNP MTT sonuglari
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Sekil 4.24. E. japonica L. yaprak ekstresi ile elde edilen 10 mM AgNP’lerin MTT

sonuclar1 (**p<0,01 ve ***p<0,001).
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E. japonica L. yaprak ekstresi ile elde edilen AgNP’ler kontrol gruplari ile
kiyaslandiginda (Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24), yaprak ekstresinin HT-29 kanser
hiicrelerine kars1 sitotoksik etkisi yok iken AgNP formunda olan 1 mM, 5 mM ve 10
mM yaprak AgNP’lerin sitotoksik etkilerinin oldugu gézlemlenmistir. AgNO3z kontrol
grubunun siirekli yliksek % inhibisyon degerleri, giimiis bilesiklerinin yiiksek toksisite
potansiyeline isaret etmektedir (Shah vd., 2021). AgNP olusturulurken kullanilan ve
yuksek toksisiteye sahip olan AgNO3’iin, ekstrelerle bir araya geldiginde onlarin

toksisite kapasitesini artirdigi da gdzlenmistir.

Zhang vd. (2022) tarafindan yapilan bir caligmada, AgNP’lerinin hiicrelerde zamanla
azalan toksik etkisi ve hiicrelerin adaptasyon siireci vurgulanmistir. Arastirmada
hiicrelerin AgNP’lere maruz kaldikca stres yanitlarim1 degistirdiklerini ve savunma
mekanizmalari gelistirdiklerini 6ne stiriilmiistiir. Kumar vd. (2020) ¢alismalarinda da
benzer sonuglar gozlenmis ve 48 saatten sonra hiicrelerin AgNP’lere karsi
gelistirdikleri tolerans siireci oldugu belirlenmistir. Hiicrelerin stres altindayken
metabolik yollarin1 degistirerek AgNP’lerin etkisini hafiflettigi ve boylece inhibisyon

oraninin diistiigli gdzlenmistir.

E. japonica L. yaprak ekstresinin FTIR sonuglarina baktigimizda FTIR analizinde elde
edilen C-H baglar1 (2980 cm™, 2918 cm™!, 2851 cm™), alifatik hidrokarbonlarin ve
yag asitlerinin varh@im gostermektedir. Bu bilesikler, hiicre zarinin stabilitesini
artirabilir ve hiicresel metabolizmay1 olumlu yonde etkileyebilir. Ote yandan, C=0
karbonil grubu (1688 cm™) ve C-O baglar1 (1155 cm™, 1162 cm™), hiicresel
etkilesimleri artirabilecek potansiyele sahip bilesiklerin varligini isaret etmektedir
(Sharma vd., 2012; Nafady vd., 2020). Bu bulgular, MTT testlerinde gozlemlenen

hiicre canliligindaki artis ile paralellik gdstermektedir.

4.4.3 E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi ve cekirdek ekstresi ile elde edilen
AgNP’lerin MTT testi sonuglar

E. japonica L. etanol ¢ekirdek ekstresinden elde edilen 1 mM, 5 mM ve 10 mM
AgNP’lerin 500, 250, 125, 65.5, 31.25, 15.62, ve 7.8 ug/mL konsantrasyonlari ile
sitotoksisitesi  belirlendi. Kontrol olarak uygulama yapilmamis hiicreler
(hiicret+besiyeri) kullanildi. AgNOs3 ve etanol ¢ekirdek ekstresinin sitotoksik etkisi de
AgNP konsantrasyonlar1 gibi kontrole kars1 degerlendirilerek belirlendi.
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1 mM ¢ekirdek AgNP’ler (Sekil 4.25), 24. saatte en yiiksek %38,52, 48. saatte %44,21
ve 72. saatte %56.63 inhibisyon oranlar1 gdstermektedir. Bu oranlar, zamanla artis
gosteren bir inhibisyon trendini desteklemekte olup, hiicrelerin giimiis NP’lere karsi
adaptif bir yanit gelistirdigini diisiindiirmektedir. Benzer bir ¢alisma, Naraginti vd.
(2015) Syzygium cumini yaprak ekstrakti ile sentezlenen AgNP’ler iizerinde yapilan
aragtirmasinda, 24 saatten 72 saate kadar artan inhibisyon oranlarinin gézlemlendigini
ve bu durumun hiicrelerin zamanla AgQNP’lere kars1 daha fazla zarar gérdiigilinii ortaya

koymustur.

E. japonica L. ¢ekirdek 1 mM AgNP MTT testi
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Sekil 4.25. E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi ile elde edilen 1 mM AgNP’lerin MTT
sonuglart (****p<0,0001).

5 mM cekirdek AgNP’lerin (Sekil 4.26), inhibisyon oranlar1 24. saatte %43.40, 48.
saatte %43,68 ve 72. saatte %55,93 olarak gozlenmistir. Benzer sekilde, Kumar vd.
(2020) yapmis oldugu calismada da 5 mM AgNP'lerin zamanla artan inhibisyon
oranlarinda oldugu bildirilmistir. Bu durum, hiicrelerin AgNP’lere karsi adapte

olmadigini ve artan toksisite ile kars1 karsiya kaldigin1 géstermektedir.
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Sekil 4.26. E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi ile elde edilen 5 mM AgNP’lerin MTT
sonuglart (*p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001).

10 mM cekirdek AgNP’lerin (Sekil 4.27), en yiiksek inhibisyon oran1 72. saat %66,89

olarak saptanmistir. Bu sonuglar, Sharma vd. (2012) calismasinda da vurgulanmustir.

Calismada ytiksek konsantrasyonlu AgNP’lerin hiicrelerde daha uzun siireli ve daha

giicli etkiler gosterdigi bildirilmistir.
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Sekil 4.27. E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi ile elde edilen 10 mM AgNP’lerin MTT
sonuglari (**p<0,01, ***p<0,001 ve ****p<0,0001).
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AgNOs kontrol grubunun %90'n iizerinde inhibisyon degerleri (Sekil 4.25, Sekil 4.26
ve Sekil 4.27), giimiis bilesiklerinin yiiksek toksisite potansiyeline isaret etmektedir.
Cekirdek ekstresi kontrol grubunun % inhibisyon degerleri toksik etkilerinin varligini

ortaya koymakta ve AgNOzile AgNP sentezlendiginde etkisinin arttigini géstermistir.

E. japonica L. g¢ekirdek ekstresinden sentezlenen AgNP’lerin sitotoksik etkisinin,
konsantrasyon ve zaman bagimli etkileri oldugu goézlendi. Elde edilen MTT
sonuglarinda ¢ekirdek ekstresinin yaprak ekstresine kiyasla sitotoksik bir etkisi oldugu
saptandi. En yliksek sitotoksitenin 72. saatte % 4,67 inhibisyon oraninda oldugu
belirlendi. Her iki grup i¢in zamanla artan etkiler gozlemlenmektedir; ancak ¢ekirdek
AgNP’leri, tim zamanlarda (24, 48 ve 72. saat) daha yiiksek % inhibisyon degerleri

sunmaktadir.
4.4.4 Migrasyon (yara iyilesme deneyi) sonuglari

Hiicre gogii, yara iyilesmesi ve metastaz gibi kritik biyolojik siiregclerde 6nemli bir
faktordiir. Hiicre kapanma (migrasyon) yiizdesinin 0. saate gore diisiik olmasi,
hiicrelerin go¢ yeteneginin oldugunu gostermektedir. E. japonica L. yaprak ve
cekirdek etanol ekstrelerinden elde edilen AgNP’lerin MTT yo6ntemi ile ICso degerleri
belirlendi ve hiicrelere bu degerlerin 1/8’1 uygulandi. GraphPad prism 10.3.1 ile elde
edilen 1Cso degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. E. japonica L. etanol yaprak ve ¢ekirdek ekstreleri ve AgNP
konsantrasyonlarina ait ICso degerleri.

Grup ICs0 (ug/mL)
24. saat 48. saat 72. saat
E. japonica L. yaprak ekstresi 3256,32 | 3115,452 | 2987,235
E. japonica L. yaprak 1 mM 0,780 10,44 1,339
E. japonica L. yaprak 5 mM 0,218 0,058 1,339
E. japonica L. yaprak 10 mM 1,629 0,058 1,339

E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi 540, 159 540, 142 535, 263

E. japonica L. ¢gekirdek 1 mM 45,140 28,670 13,95
E. japonica L. ¢gekirdek 5 mM 22,180 12,058 8,339
E. japonica L. gekirdek 10 mM 19,218 8,058 2,339
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E. japonica L. etanol yaprak ekstresi ve yaprak AgNP’lerinin HT-29 hiicrelerinin
migrasyonuna etkisi i¢in 24, 48 ve72 saatlik uygulamalar gergeklestirildi. Tiim saatler
0. saate gore kiyaslandiginda, migrasyon (yara iyilesmesi) yiizde sonuglart AGNP’lerin

hiicre go¢iinii azalttigini gostermistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. E. japonica L. etanol yaprak ekstresi ve yaprak 1 mM, 5 mM ve 10 mM
AgNP’lerin migrasyon (yara iyilesme) yiizde sonuglari.

Uygulama HT-29 + HT-29 + HT-29 + E. HT-29 + E. HT-29 + E.
saatleri besiyeri yaprak japonica L. japonica L. japonica L.
ekstresi yaprak 1 yaprak 5 yaprak
mM AgNP mM AgNP 10mM AgNP
0.saat '
24 saat
48. saat
72. saat
L
0. saat 23.014 17.88 14.648 10.467 12.985
g %f 24.saat 14.740 16.373 14.167 15.443 12.886
> §| 48saat |  10.560 16.253 13.116 24.486 12.576
72.saat 7.379 17.756 12.543 50.277 14.200

HT-29 kanser hiicrelerine ait kontrol grubu (hiicre + besiyeri) baslangi¢ kapanma
ylzdesi %23,01 olup, bu deger 72 saat sonunda %7,37'a diismiistiir. Bu azalma,

hiicrelerin go¢ ederek yara bolgesini etkin bir sekilde kapattigini gostermektedir.

E. japonica L. yaprak ekstresi uygulamasiin baslangi¢ kapanma yiizdesi %17,88
olarak hesaplanirken, 72 saat sonunda bu deger %17,75'e diismistiir. Bu durum,

ekstrenin hiicre gogiinii hafif¢e baskiladigini ve go¢ yetenegini azaltabilecegini
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gostermektedir. Bu sonu¢ yaprak ekstresinin, migrasyonu engelleyici bir etkisi

oldugunu gostermektedir (Zhao vd., 2018).

E. japonica L. yaprak 1 mM AgNP uygulandiginda, baslangicta %14,64 olan yara
orani, 72 saat sonunda %12,54'e diismiistiir. Bu durum, diisiik konsantrasyondaki
AgNP’lerin hiicre gociinii hafif bir sekilde engelledigini ancak belirgin bir baskilama

olusturmadigini géstermektedir.

E. japonica L. yaprak 5 mM AgNP uygulandiginda, baslangicta %10,46 yara agikligi
iken, 72 saat sonunda %150,27'ye cikmistir. Bu ciddi bir artis olup, yiiksek
konsantrasyondaki AgNP'nin hiicre goclinii  biiyiik 06lclide inhibe ettigini
gostermektedir. Bu etki, AgNP’lerin sitotoksik 0Ozellikleriyle iligkilendirilebilir
(Nafady vd., 2020). Ayrica 5 mM yaprak AgNP XRD sonuglarimizda en iyi
kristalinite’yi gosterdigi, daha diizenli, kararli ve kiiclik bir yapida oldugu
belirlenmisti. Bu sonugla migrasyon tizerine etkisi karsilastirildiginda diizenli ve
kararli yapilarin hiicre migrasyonda da yiiksek seviyede etkili olduguna isaret

etmektedir.

E. japonica L. yaprak 10 mM AgNP uygulandiginda ise baslangigtaki kapanma orani
%12,98 olup, 72 saat sonunda %14,20'ye ¢ikmistir. Bu konsantrasyonda da hiicre
go¢iiniin inhibe edildigi gézlemlenmistir, ancak 5 mM konsantrasyonuna gore daha az
bir etki gostermistir. Bu durum, yiiksek konsantrasyonlarin hiicre i¢i stres yaratirken,
bazi hiicre mekanizmalarinin adaptasyon gelistirebilecegini diisiindiirmektedir. Piao
vd. (2011) bu durumu agiklamak igin, yiiksek doz AgNP’lerin hiicre o6liimiinii
tetikleyebilecegini ancak hiicrelerin bu stresle basa ¢ikma mekanizmalari

gelistirebilecegini belirtmislerdir.

Sonuglar karsilastirildiginda E. japonica L. yaprak ekstresinden elde edilen
AgNP’lerin yaprak ekstresine kiyasla daha iyi etki gosterdigini, ekstrenin etkisini
artirmak i¢in AgNP formunda hazirlanmasimin daha uygun olacagini gostermektedir

(Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. E. japonica L. yaprak ekstresinin ve AgNP’lerinin HT-29 kanser hiicreleri
tizerindeki migrasyon (yara iyilesme testi) sonucu.

Migrasyon (yara iyilesme) yiizdesi E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi ve bu ekstreden

sentezlenen AgNP’ler ile test edildiginde, cekirdek ekstresine gore AgNP’lerin

migrasyon lizerine daha etkili oldugu belirlendi.

Kontrol grubu (hiicre + besiyeri) hiicrelerinin baslangi¢c kapanma yiizdesi %23,014
olup, bu deger 72 saat sonunda %7,379'a diismiistiir. Bu azalma, hiicrelerin go¢ ederek

yara bolgesini etkin bir sekilde kapattigin1 gostermektedir.

E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi uygulamasinda, baslangicta %10.572 olan yara
iyilesme orani, 72. saat sonunda bu degerin %11.026'ya ulastigin1 gostermistir. Bu
durum, ekstrenin zamanla hiicre gociinii bir miktar inhibe edebilecegini kismi bir etki
olusturdugunu gostermektedir (Cizelge 4.8). Bu duruma benzer sekilde, Chung vd.
(2020) tarafindan yapilan ¢alismada da, bitkisel ekstraktlarin hiicre gocii iizerindeki
etkilerinin doza bagl olarak degiskenlik gosterdigi, diisiik konsantrasyonlarda hiicre
hareketini hafif¢e inhibe ettigi belirtilmistir. E. japonica L. ¢ekirdek ekstresinin gogii
inhibe etme yetenegi, 6zellikle iceriginde bulunan flavonoidler ve fenolik bilesenlerin

bu etkiye katkida bulunabilecegini diisiindliirmektedir (Sharma vd., 2014).
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Cizelge 4.8. E. japonica L. etanol ¢ekirdek ekstresi ve bu ekstreden elde edilen 1mM,
5 mM ve 10 mM AgNP’lerin migrasyon sonuglari.

Uygulama HT-29 + HT-29 + E. HT-29 + E. HT-29 + E. HT-29 + E.
saatleri besiyeri japonica L. japonica L. japonica L. japonica L.
cekirdek cekirdek 1 cekirdek 5 cekirdek 10
ekstresi mM AgNP mM AgNP mM AgNP
0.saat
24 saat
48. saat
72. saat
| 0. saat 23.014 10.572 16.142 17.774 17.142
g9 24.saat 14.740 9.284 16.448 17.606 17.178
> | 48.saat 10.560 10.837 16.561 17.456 17.180
72.saat 7.379 11.026 17.252 17.889 19.353

E. japonica L. ¢ekirdek 5 mM AgNP uygulamasinda yara iyilesme yiizdesi 0. saatte
%16.142 olarak gozlenirken, 72. saate kadar hafif bir artigla %17.25'e ¢ikmistir. Bu
sonuclar, diisiik konsantrasyonda AQNP’lerin hiicre gogiinii ¢ok fazla inhibe
etmedigini ancak kismi bir etki olusturdugunu gostermektedir. Rai vd. (2016)
tarafindan yapilan arastirmada, AgNP’lerin hiicre yiizeyine baglanarak ROS artirdig1
ve hiicre zarlarin1 bozarak hiicre hareketini sinirladigi ifade edilmistir. Ayni sekilde
AgNP’lerin hiicre gogiinii inhibe etme yetenegi, Ozellikle metastazin onlenmesi
acisindan 6nemli bir bulgu olarak literatiirde de sik¢a vurgulanmaktadir (Gurunathan
vd., 2014).

E. japonica L. ¢ekirdek 10 mM AgNP uygulamasinda baslangigtaki yara iyilesme
yiizdesi %17,14 iken, 72. saat sonunda bu deger %19.35'e yiikselmistir. Bu sonug,
daha yiiksek konsantrasyondaki AgNP'lerin hiicre gociinii daha belirgin bir sekilde

inhibe ettigini ve hiicrelerin hareket kabiliyetini O6nemli oOlgiide azalttiginm

68



gostermektedir. Bu bulgu NP’lerin toksik etkilerinin doza bagli olarak arttigini
gosteren bircok c¢aligmay1 desteklemektedir. Foldbjerg vd. (2011) yaptiklar
caligmada, AgNP’lerin hiicre i¢i ROS seviyelerini artirarak mitokondriyal
disfonksiyon ve hiicre gogii tizerinde inhibitor etki olusturdugunu bildirmislerdir. Bu
etki, Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda belirginlesmis ve hiicrelerin goc¢ etme

yetenegini onemli 6l¢iide etkilemistir.

Genel olarak, E. japonica L. ¢ekirdek ekstresi ve bu ekstreden sentezlenen AgNP’ler,
hiicre gogilinii inhibe edici etkiye sahiptir (Sekil 4.29). Ancak bu etki AgNP
konsantrasyonuna bagl olarak degisiklik gostermektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda
(10 mM) AgNP’ler, hiicrelerin go¢ etme yetenegini daha fazla sinirlarken, diisiik
konsantrasyonlarda (1 mM) bu etki daha zayif kalmaktadir. Elde edilen bu sonuglar,
ozellikle kanser hiicrelerinin gé¢ yapmasini dnlemede AgNP’lerin potansiyel bir ajan

olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir.

E. japonica L. ¢ekirdek migrasyon (yara iyilesme testi)
sonucu
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Sekil 4.29. E. japonica L. ¢ekirdek ekstresinin ve AgNP’lerinin HT-29 kanser
hiicreleri tizerindeki migrasyon (yara iyilesme testi) sonucu
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Bu sonuglari, E. japonica L. ¢ekirdek ve yaprak ekstreleri ile NP uygulamalarini
karsilastirarak degerlendirebiliriz. Hem c¢ekirdek hem de yaprak ekstreleri, hiicre
go¢iinii inhibe etme potansiyeline sahip olsa da elde edilen bulgular, konsantrasyona

ve uygulanan NP tiiriine bagl olarak farkliliklar géstermektedir.

Elde edilen migrasyon verileri diger analiz edilen bulgularla (XRD, SEM, zeta
potansiyeli, MTT) karsilastirildiginda, migrasyona uyumlu sekilde en iyi etkinin 5 mM
yaprak AgNP’de ve 10 mM ¢ekirdek AgNP’de oldugunu gostermistir. Bu
karsilagtirmalara ek olarak ekstrelerin ve AgNP konsantrasyonlarmmin 24 saatlik
uygulama sonrasi mikroskobik goriintiileri de Sekil 4.30’da sunulmustur. Mikroskobik
gortintiiler de tiim bu sonuglarin dogrulugunu kanitlar niteliktedir. Bu uygulamalar
hiicrelerin ~ morfolojilerinde ~ 6nemli  degisiklikler — oldugunu  gostermistir.
Calismamizdaki E. japonica L. bitkisinin iki farkli bolimii (yaprak ve g¢ekirdek) ele
alindiginda ise, kolorektal kanser hiicrelerinde en etkin AgNP’nin yapraktan elde

edilen nanopartikiil sentezinde oldugu sonucuna varilmistir.

2 . i
w8e 5o e A 3 <y S
& o L .\_‘:A 3 Y S o 5 (5
= L, GREs & X '::::':*S? '):: i-ﬁ‘j/‘/‘ i a i o i"t‘ Eis
KONTROL YAPRAK 1mM Yaprak 5 mM Yaprak 10 mM Yaprak | CEKIRDEK 1mM 5mM 10mM
EKSTRAKT AgNP AgNP AgNP EKSTRAKT CEKIRDEK CEKIRDEK CEKIRDEK
AgNP AgNP AgNP

Sekil 4.30. HT-29 hiicrelerine uygulama yapildiktan 24 saat sonraki mikroskop
goriintiileri (10X).
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5. SONUC VE ONERILER

Eriobotrya japonica Lindl, Cin halk tibbinda uzun yillardir kullanilan bir meyve
tiirtidiir. Cigekleri kurutulduktan sonra oOzellikle kis aylarinda tiiketilmek iizere
kaynatilarak kullanilmaktadir. Fenolik ve flavonoid agisindan zengin icerigi nedeniyle
AgNP sentezi ile etkinliginin belirlenmesini amaglayan c¢alismamizda, sentez,
karakterizasyon ve kolorektal kanser hiicrelerine olan etkileri incelenmistir. Ozellikle
E. japonica L. yaprak ve ¢ekirdek kisimlarindan AgNP sentezlenmesi ve bunlarin

kolorektal hiicre hatt1 {izerine etkilerinin arastirildig ilk ¢alismadir.

Bitki ekstraksiyonunda kullanilan ¢6ziicti, bitkiden elde edilecek bilesiklerin tiiriinii ve
miktarmi dogrudan etkiledigi icin biiyilk 6nem tasimaktadir. Dogru ¢oziiciiniin
secilmesi hem ekstraksiyon verimini hem de elde edilen ekstrelerin etkinligini
optimize etmek agisindan kritik 6neme sahiptir. Caligmamizda ozellikle fenolik ve
flavonoid madde miktarlart degerlendirilerek E. japonica L.’nin yaprak ve
cekirdeklerinin ekstraksiyonunda en iyi ¢oziicliniin %75 etanol oldugu belirlendi. Bu
sayede bitkinin bu kisimlarmin biyolojik agidan aktif bilesenleri en verimli sekilde
aciga ¢ikarilmis oldu. Literatiirde de fenolik ve flavonoidlerin antioksidan 6zellikleri
ve serbest radikallerle miicadele yetenekleri nedeniyle AgNP sentezinde kritik rol

oynadiklari rapor edilmistir (Das vd., 2013).

AgNP sentezinde NP’lerin boyutu, sekli, dagilimi ve biyolojik etkileri gibi birgok
ozelligi dogrudan ¢oziiciideki glimiis iyonlarmin konsantrasyonuna baglidir. Bu
nedenle yaprak ve ¢ekirdek ekstrelerinde ii¢ farkli konsantrasyonun (1 mM, 5 mM ve
10 mM) etkileri aragtirilmistir. Bunun icin elde edilen AgNP’lerin karakterizasyon
islemi gerceklestirildiginde her analiz sonucu birbirini destekler nitelikte sonug
verirken, karakterizasyon analiz sonuglari ile antikanser aktivite sonuglart arasinda da
birbirini destekler nitelikte sonuglar gézlenmistir. Ozellikle yaprak ekstrelerinden elde
edilen AgNP’lerden 5 mM konsantrasyonun, cekirdek ekstrelerinden elde edilen
AgNP’lerden ise 10 mM konsantrasyonun etkili oldugu sonucu ortaya ¢ikmistir. HT-
29 kanser hiicre hatt1 tizerine yaptigimiz MTT ve migrasyon sonuglarinda da ayni

konsantrasyonlarin daha etkili oldugu belirlenmistir.

Bu hiicre hattinda her iki bitki boliimii (yaprak ve cekirdek) etkili olmasina ragmen,
en etkili AgNP’nin yaprak oldugu sonucuna varilmistir. Ancak Sitotoksisite ve

migrasyon haricinde tiim verilere ek olarak diger antikanser analizlerinin de
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calisiimasi gerekmektedir. Ornegin hiicre 6liimiiniin oldugu gézlenen arastirmamizda,
ozellikle hangi mekanizmayla hiicre 6limiiniin gerceklestiginin arastirilmasi, hiicre
dongiisii analizi ile kanser tedavisinde hangi fazin etkili oldugunun arastirilmasi,
kanser hiicrelerinin uzun siire hayatta kalma ve ¢cogalma kapasitelerinin belirlenmesi,
ROS Tirlerinin artisin1 analiz ederek AgNP’nin hiicre oOliimiine yatkinliginin
aragtirtlmasi, kanserle iliskili proteinlerin veya genlerin ekspresyonlarinin
arastirtlmasi, bu NP’lerin DNA hasari tizerindeki etkilerinin arastirilmasi gerekir. Tiim
bu in vitro analizlere ¢k olarak hayvan modelleri kullanilarak, bu bitki ekstrelerinden
elde edilen AgNP’lerin tedaviye etkisinin arastirildigi c¢aligmalara ihtiyac

duyulmaktadir.

AgNP’ler biyomedikal uygulamalarda genis bir potansiyele sahip olsalar da bu
partikiillerin viicutta uzun siire kalmasinin yaratabilecegi potansiyel zararlar da goz
ard1 edilmemelidir. AgNP’lerin sistemik dolagima girmesi ve organlarda birikmesi,
ozellikle karaciger, bobrekler ve dalak gibi detoksifikasyon organlarinda olumsuz
etkileri arastirilmalidir. Calismalar, yiiksek dozlarda AgNP’lere maruz kalindiginda
oksidatif strese neden olabilecegini ve hiicre zarlarina zarar verebilecegini
gostermektedir (Kim vd., 2012). Bu siireg, hiicre 6limiine ve inflamatuvar yanitlarin
artmasina yol acabilir. Ayrica NP’lerin uzun siireli birikimi de insan viicudunda toksik

yan etkilere ve kronik hastaliklara neden olabilmektedir.

Sonug olarak, elde edilen veriler 1s18inda E. japonica L. yaprak ve ¢ekirdeklerinin daha
fazla arastirilmasi gerektigi kamsma varilmistir. Ozellikle, bu bitkinin yaprak ve
cekirdeklerinden elde edilen ekstrelerin sitotoksik etkisinin daha detayli incelenmesi
gerekmektedir. Calismamizda elde edilen AgNP’lerin, HT-29 kolorektal kanser hiicre
hattina kars1 umut verici sitotoksik etkiler gosterdigi belirlenmistir. Bununla birlikte,
AgNP’lerin saglikli hiicre hatlarina karsit potansiyel zararlarini degerlendirmek,
onlarin klinik kullanima gegis siirecinde bilylik 6nem tasimaktadir. Literatiirde de
NP’lerin genellikle segici sitotoksik etkiler sergiledigi, ancak yiiksek dozlarda veya
uzun siireli maruziyetlerde saglikli hiicrelerde de olumsuz etkilere yol acabilecegi
rapor edilmistir (Foldbjerg vd., 2012). Bu nedenle, ilerleyen calismalarda saglikli
hiicre hatlar1 lizerinde yapilacak testler de NP’lerin giivenligi agisindan kritik bir rol

oynayacaktir.
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Bununla birlikte, AgNP’ler genellikle diisiik dozlarda kullanildiginda biyolojik olarak
uyumlu ve giivenli kabul edilmektedir. Ancak AgNP’lerin dozu, maruziyet siiresi ve
viicuttan atilma mekanizmalari, giivenli kullanom sinirlarmi  belirlemede  kilit
faktorlerdir. Bu nedenle, AgNP’lerin viicut i¢inde ne kadar siireyle kaldigi ve hangi
organlarda birikme egilimi gdsterdigi gibi konular, daha ileri ¢aligmalarda detayli

olarak incelenmelidir.

AgNP’lerin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri de oldukg¢a dikkat ¢ekicidir.
NP’lerin yiiksek yiizey alani, bakteriyel hiicrelerle etkilesim potansiyelini artirir ve bu
da gii¢lii antimikrobiyal etkiler gosterilmesine olanak saglar. Bu baglamda, NP’lerin
cesitli mikroorganizmalar {izerinde nasil bir etki yarattig1 ve hangi patojenlere karsi
daha etkili oldugu, ilerleyen arastirmalarda ele alinmalidir. NP’lerin sahip oldugu bu
ozellikler, medikal cihazlarda, yara tedavisinde ve ¢evresel temizlik uygulamalarinda

kullanilabilirliklerini artirmaktadir (Rai vd., 2012).

Ayrica, AgNP’lerin antioksidan aktiviteleri de serbest radikallere karsi savasma
yeteneklerini ortaya koyar. Bu durum, 6zellikle oksidatif stresle iliskili hastaliklarin
tedavisinde kullanilabilecek potansiyel tedavi segeneklerini aragtirma agisindan
onemlidir. Ilerleyen caligmalar, AgNP’lerin farkli hastalik modellerinde nasil bir

antioksidan etki gdsterdigini ve viicut lizerindeki genel etkilerini incelemelidir.

E. japonica L.’nin biyolojik aktivitesini ve AgNP’lerin ¢ok yonlii uygulamalarini
kesfetmeye yonelik ¢aligmalar yapilarak bitkinin tedavi edici ve koruyucu ajan olarak
kullanim1 agisindan 6nemli sonuglar verebilir. Ozellikle elde edilen AgNP’lerin
antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik etkileri {lizerine yapilacak arastirmalar,
gelecekte potansiyel tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde 6nemli rol oynayacaktir.
Bununla birlikte elde edilen NP’lerin uzun siireli viicut iizerinde birikmesi ve saglikli
hiicreler iizerindeki potansiyel zararlar1 lizerine daha kapsamli c¢aligmalar
yiritiilmelidir.

Bu arastirmalar, yalnizca E. japonica L. bitkisinin biyolojik ve kimyasal 6zelliklerinin
daha 1yi anlasilmasmna katki saglamakla kalmayacak, ayni zamanda gelecekte

potansiyel tedavi ve koruyucu ajanlarin gelistirilmesine de 151k tutacaktir.
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