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OZET
Giimiis, gecmisten giiniimiize sterilizasyon ya da yanik, tlser gibi hastaliklarin tedavisi gibi pek

cok farkli alanda kullanilmistir. Giimiis nanopartikiiller (AgNP) ise bakteri, viriis gibi
mikroorganizmalar iizerinde kullanilan doza bagl olarak {iremelerini inhibe edici
ozelliklerinden 6tiirti pek ¢ok ¢calismada kullanilmistir. Son yillarda ¢evre kirliligi gibi kiiresel
sorunlar nedeniyle ¢evre dostu olan yesil sentez (biyosentez) yontemi oldukca 6nemli bir
konum kazanmis olup basit ve diisik maliyetli olmasi, toksik madde kullanimini
gerektirmemesi nedeniyle popiiler hale gelmistir. Yesil sentez yontemiyle zehirli indirgeme
ajanlar1 yerine, cevre dostu indirgeme ajanlari kullanilarak metal nanoparcacik, metal oksit ve
manyetik parcaciklar gibi nanotiriinlerin sentezi yapilabilmektedir. Astragalus membranaceus
(Geven), ¢in tibbinda ytizyillardir teshis ve tedavi amagh kullanilan temel bitkilerden birisidir.
Bu nedenle bir¢ok calismada terapotik etkileri arastirilmistir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak tez
calismamizda Astragalus yaprak ve kokiinden elde edilen ekstraktlar kullanilarak yesil sentez
yontemi ile glimiis nanopartikiller elde edilmis, elde edilen nanopartikiillerin
karakterizasyonlar1 yapilmis, disk difiizyon yontemi ile secilen mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkisi tayin edilmis, saglikli fibroblast hiicrelerinde biyouyumluluklar: ve meme
kanseri hiicre hatti lizerinde potansiyel in vitro sitotoksik etkileri analiz edilmistir. Tez
calismamizin sonuglarina gore, Astragalus kék ve yapragindan elde edilen ekstraktlar ile
glimiis nitratin indirgenme reaksiyonuna bagh olarak gliimiis nanopartikiiller yesil sentez
yontemi ile elde edilmistir. Astragalus kokiinden sentezlenen glimiis nanopartikiillerin
partikiil biliyikligii 14 nm, yapraktan sentezlenen giimiis nanopartikillerin partikiil
biytikligii ise 55 nm olarak tayin edilmistir Sentezlenen bu nanopartikiiller ile yapilan

antimikrobiyal aktivite ve antikanser etkinlik analizleri ¢alismalarinda, nanopartikiillerin



kullanilan doza bagh olarak sitotoksik etki gosterdigi bulunmustur. Ayrica saglikh fibroblast
hiicrelerinde yapilan biyouyumluluk analizlerinde ise giimiis nanopartikiillerin sitotoksik etki
gostermedigi bulunmustur. Bu tez calismasi ile Astragalus bitkisi kullanilarak yesil sentez
yontemi ile glimiis nanopartikiilleri basarili bir sekilde sentezlenmis, nanopartikiillerin
antimikrobiyal ve antikanser etkinlikleri tayin edilmistir.

Anahtar Kavramlar: Astragalus membranaceus, Giimiis nanopartikiller, kanser, yesil sentez.

Bilim Kodu: 20609

Bu tez calismasi Hitit Universitesi Bilimsel Arastirma ve Projeler Birimi tarafindan
19004-Lisansiistii Tez Projesi (Yiiksek Lisans) kapsaminda SMY019004.22.001 kodu ile
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ABSTRACT
Silver has been used in many different areas from past to present, such as sterilization or
treatment of diseases such as burns and ulcers. Silver nanoparticles (AgNP) have been used
in many studies due to their growth-inhibiting properties on microorganisms such as
bacteria and viruses, depending on the dose used. In recent years, due to global problems
such as environmental pollution, the environmentally friendly green synthesis (biosynthesis)
method has gained a very important position and has become popular because it is simple
and low-cost and does not require the use of toxic substances. With the green synthesis
method, nanoproducts such as metal nanoparticles, metal oxides and magnetic particles can
be synthesized by using environmentally friendly reducing agents instead of toxic reducing
agents. Astragalus membranaceus (Astragalus) is one of the basic plants used for diagnosis
and treatment in Chinese medicine for centuries. For this reason, its therapeutic effects have
been investigated in many studies. Based on this information, in our thesis study, silver
nanoparticles were obtained by the green synthesis method using extracts obtained from
Astragalus leaves and roots, the obtained nanoparticles were characterized, their
antimicrobial effect against selected microorganisms was determined by the disk diffusion
method, their biocompatibility in healthy fibroblast cells and breast cancer cell line. Potential
in vitro cytotoxic effects on were analyzed. According to the results of our thesis study, silver

nanoparticles were obtained by the green synthesis method based on the reduction reaction

Vi



of silver nitrate with extracts obtained from Astragalus root and leaf. The particle size of the
silver nanoparticles synthesized from the Astragalus root was determined as 14 nm, and the
particle size of the silver nanoparticles synthesized from the leaf was determined as 55 nm. In
the antimicrobial activity and anticancer activity analysis studies conducted with these
synthesized nanoparticles, it was found that the nanoparticles showed cytotoxic effects
depending on the dose used. In addition, in biocompatibility analyzes performed on healthy
fibroblast cells, it was found that silver nanoparticles did not have a cytotoxic effect. In this
thesis study, silver nanoparticles were successfully synthesized by the green synthesis
method using the Astragalus plant, and the antimicrobial and anticancer activities of the

nanoparticles were determined.
Key Terms: Astragalus membranaceus, Silver nanoparticles, cancer, green synthesis.

Science Code: 20609
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GIRIS
Son yillarda ¢alismalarda kullanimi artan giimiis, ¢cok uzun yillardan beri hastaliklarin tani ve
tedavisinde kullanilmaktadir. Glimiis nanopartikiiller (AgNP) ise antimikrobiyal etkilerinden
dolay1 goriintiileme, tan1 ve tedavi gibi pek ¢ok calismada kullanilmistir. Bu metalik
nanoparcaciklar fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak tizere farkl yollarla elde edilebilirler.
Fiziksel ve kimyasal yontemlerle sentezlenen metalik nanoparcaciklarin biyolojik yontemlere
nazaran daha yiiksek enerji, yliksek basing, yiiksek maliyet gerektirmesi ve toksik kimyasallar
icermesinden 6tiirii biyolojik yontemlerin daha uygun oldugu bildirilmistir. Buna ek olarak son
yillarda c¢evre Kkirliligi gibi kiiresel sorunlar nedeniyle cevre dostu olan yesil sentez
(biyosentez) biyolojik yontemler icerisinde oldukc¢a 6nemli bir yere sahiptir. Biyosentez, basit
ve az maliyetli olup toksik madde kullanimini gerektirmez. Yesil sentezde, zehirli indirgeme
ajanlar1 yerine cevre dostu indirgeme ajanlar1 kullanilarak metal nanoparcgacik, metal oksit

nanopargacik ve manyetik nanopargaciklarin sentezi gerceklestirilir.

Bitkiler, mantarlar, mikroorganizmalar ve biyolojik olarak parcgalanabilen polimerler,
nanopartikiillerin yesil sentez yontemiyle tretimi icin indirgeme, kaplama ve dengeleyici
ajanlar olarak kullanilabilmektedir. Nanopartikiil sentezi i¢in bitki kullaniminin en 6nemli
sebeplerinden biri kolay bulunabilirligidir. Bitki ve bitki boliimleri, karbonhidrat, yag, protein,
niikleik asit, pigment ve cesitli indirgeyici maddeleri yapilarinda bulundurmalarindan 6tiirt
kimyasal indirgeyici maddelere gerek duyulmadan ve dolayisiyla toksik etki olusturmadan

glimiis nanopartikiil iretimini saglayabilmektedirler.

Astragalus membranaceus (Geven), Cin tibbinda ylizyillardir tedavi amagh kullanilan temel
bitkilerden birisidir. Bu nedenle bir¢ok c¢alismada terapotik etkileri arastirilmistir.
Astragaluslar, baklagiller (Fabaceae) familyasina ait bir ya da ¢ok yillik olabilen ancak
cogunlukla odunsu olan bir cinstir. Ulkemizde ise pek cok tiirii bulunmakla birlikte endemik
tirlere de rastlanmaktadir. Literatiirde genellikle bitki kokiinden antimikrobiyal etkinlik
tayinine yonelik arastirmalar bulunmakta olup, bitkinin diger kisimlari ile ilgili yeterince
calismaya rastlanmamistir. Yapilan calismalarda ise sadece bitki ekstraktinin antimikrobiyal,
antioksidan ve antikanser etkinlikleri degerlendirilmis olup o6zellikle Astragalus’tan yesil
sentez yontemi ile giimiis nanopartikiillerin liretimi ve karakterizasyonuna yonelik literatiir

verisine rastlanmamaistir.

Bu bilgilerden yola cikarak tez calismamizda Astragalus bitkisi yaprak ve kokiinden elde edilen
ekstaktlarin kullanimi ile yesil sentez yontemiyle elde edilen giimiis nanopartikiillerin
karakterizasyonlarinin yapilmasi, disk difiizyon yontemi ile secilen mikroorganizmalara karsi
antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi ve 1.929 saglikh fare fibroblast hiicre hatt1 lizerindeki

biyouyumluluklari ile MCF-7 meme kanseri hiicre hatti tizerindeki in vitro sitotoksik etkisinin

tayin edilmesi hedeflenmistir.



1.BOLUM

1.1 Geven (Astragalus membranaceus) Hakkinda Genel Bilgiler

Astragaluslar, baklagiller (Fabaceae) familyasina ait bir ya da ¢ok yillik olabilen ancak
¢ogunlukla odunsu olan bir cinstir (Akkurt, 2020). Bu cins esas olarak Avrupa, Kuzey Afrika,
Asya ve Akdeniz’ de dogal yayilis géstermektedir (Sharifi- Rad ve ark., 2020). Ulkemizde ise
pek cok tiirtiniin yani sira endemik tiirleri de bulunmakta olup, ¢ayir, mera ve dogada
kendiliginden yetismektedir (Resim 1 ve Resim 2). Bazi Astragalus bitkileri ise hi¢bir bitkinin
yetisemeyecegi yerlerde yetisebilirler. Boylece topragin korunmasini ve yeni toprak
olusumunu saglarlar. Dogal olarak yetisen bu bitkiler hem evcil hem de yabani hayvanlarin
yiyecek kaynaklarini olustururlar (Basbag, 2018). Ayrica bazi tiirler tibbi olarak kullanilmakla
birlikte bazi taksonlar1 boya, dokuma ve kagit hammaddesi olarak kullanilirlar (Kadioglu ve
ark,, 2008).

Resim 2:Astragalus familyasina ait bagka bir tiir (Orman Genel Miidiirliigii BIlYOD Veritabany’

dan alinmistir)



1.1.1 Astragalus’un Tedavide Kullanimi

Antik caglardan beri Astragalus bitkisi 6zellikle kokleri, bagisiklik sistemini giiclendirmek ve
iltihab1 azaltmak i¢in Avrupa’da ve Cin’de halk hekimleri arasinda ana ila¢ olarak
uygulanmaktadir (Sharifi-Rad ve ark., 2020).

Cin’de bitki kitaplarinda iistlin bir bitki olarak kaydedilmis ve kokiin renginden dolay1 ‘sar1
lider’ olarak adlandirilmistir. Semptomatik olarak istahsizlik, yorgunluk ve kronik ishal
seklinde ortaya c¢ikan hastaliklar icin tedavi amagh bitkisel karisimlarda kullanilmistir
(Auyeung ve ark., 2016). Bununla birlikte kokler, goz, tlimor, bogaz, gogiis ve sirt agrilarinin
tedavisinde, zarar goren dokular1 yenilemek ve yaralari iyilestirmede kullanilmistir (Sharifi-
Rad ve ark, 2020). Ayrica baz1 Asya topluluklarinda ise saglhkli gida takviyesi olarak
kullanilmistir. Bitkinin tibbi olarak kullanilan kisimlari ilkbahar ve sonbaharda 4-7 yillik
bitkilerden toplanan kokleridir (Auyeung be ark., 2016).

veritabanindan alinmistir).

Astragalus bitkisi, hastanin durumuna ya da hastaligin ¢esidine gore tek olarak ya da Angelica
(Melek otu), Poria (Mantar) ve Ginseng gibi cesitli bitkilerle karistirilarak kullanilabilir (Zhou
ve ark.,, 2018). Kullanilan doz ise her bir kaynatma icin 9 g ila 30 g arasinda degisebilir
(Auyeung ve ark., 2016). Genelikle kullanimi giivenli bir bitki olarak kabul edilebilir. Yapilan
bir calismada Radix Astragali' nin in vitro ve in vivo olarak bir zehirlenme etkisinin bulunmadigi
bidirilmistir (Upton ve ark., 2011).

1.1.2 Astragalus’un Kimyasal icerigi



Astragalus membranaceus, karisik bir kimyasal yapiya sahip olmasina ragmen iceriginde
simdiye kadar 200’den fazla bilesik tespit edilmistir. Astragalus tiirleri iizerinde yapilan
fitokimyasal aragtirmalara gore kimyasal yapisinda temel olarak polisakkaritler, flavonoidler,
saponinler, stereoller ve ¢esitli ugucu yaglar bulunmaktadir (Shan ve ark., 2019, Sharifi- Rad
ve ark., 2020). Ayrica ¢inko, demir, magnezyum, kalsiyum, sodyum, potasyum ve giimiis gibi
cesitli elementler de eser miktarda bulunmaktadir (Auyeung ve ark., 2016).

Tablo 1:Astragalus’un kimyasal icerigi (Shan ve ark., 2019)

Gruplar Biyoaktif Kimyasal

icerikleri

Triterpen Astragalositler

Saponinleri Asetilstragalosit
Isoastragalosit
Astramembrannin
Sikloastragenol
Siklosieversigenis
Soyasaponin
Soyasapogenol

Lupeol

Flavonoidler Isoflavononlar
Isoflavanlar
Pterokarpanlar
Flavononlar

Kalkonlar

Polisakkaritler Glukanlar

Heteropolisakkaritler

Saponinler, triterpen veya steroidal yapida bulunan sulu ¢ézeltileri ¢alkalandiginda kalici
kopiik olusturan ve kandaki alyuvarlar1 hemoliz edebilen glikozitlerdir. Ayrica baliklar gibi
sogukkanl canlilarda toksik etki géstermeleri ve antibiyotik etkiye sahip olmalari nedeniyle
oldukeca ilgi cekmektedirler. Dogada dzellikle Orta Asya’da yetisen pek ¢ok bitki familyasina ait
bitki tiirlerinden alinan érnekler ile yapilan calismalarda, 6rneklerde yaklasik % 45 oraninda
saponin tiird bilesikler tespit edilmistir (Kiigiikkurt ve Fidan, 2008). Saponin kelimesinin
temelinde latince “sapo” kelimesi bulunur ve sabun anlamina gelmektedir (Kiig¢iikkurt ve
Fidan, 2008).

Astragalus kokiu 0,5-3,0 mg/g aralifginda flavonoid icermektedir. Astragalus kokiinden
toplamda 12 farkli flavonoid izole edilmistir. Bu flavonoidler arasinda izoflavonlar, izoflavanlar
ve flavonlar bulunmaktadir. Astragalus iceriginde bulunan Kalikozin 7-0-3-D glikozit bitkinin

kalite analizlerinde kimyasal bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir. Astragalus polisakkaritleri



ise son yillarda ¢ok biiyiik ilgi gérmistiir. Bu polisakkaritler arasinda A, B, ve C glukanlar ve
polisakkarit D denilen heteropolisakkaritler bulunmaktadir. Astragalus kokiinden
polisakkaritlerin izole edilmesi ve karakterize edilmesi oldukea zor bir islemdir. Yapilan bir
calismaya gore bitkinin toprak tistii kisimlarindan elde edilen 14 adet polisakkaritin bagirsak
yamalarinda immiinmodiilatér aktiviteye sahip oldugu bulunmustur. Polisakkaritlerin
karmasik yapisi ve makromolekiiler yapilari nedeniyle bilim insanlari i¢in kalite kontrolii hala
biiyiik zorluktur. Bu nedenle biyoaktiviteleri heniiz tam olarak belirlenememistir (Aeyeung ve
ark, 2016).

1.1.3 Kanser Hakkinda Kisa Bilgi

Kanser, organizmaya ait hiicrelerin ¢ok cesitli nedenlerden otiirii kontrolsiiz bir bicimde
boliinmesi ve anormal hiicrelerin uzak dokulara metastazi ile karakterize edilen bir hastalik
grubu olarak adlandirilmaktadir. Kanser, normal hiicreleri, malignant hiicrelere dontstiiren
¢ok asamali bir siirecten olusur (Al Semerci, 2020). Tiim kanserler DNA’ da meydana gelen bazi
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Olusan kanserlerin yaklasik %10-15’lik kisminin
anne ve babadan gelen genlerle aktarildig1 yani genetik kokenli oldugu, yaklasik %85-90'1nin
ise siirekli canli olan hiicrelerdeki DNA'nin, mutajenlere maruz kalmasi sonucu DNA’da
meydana gelen degisiklikler ve kopyalama hatalar1 sonucunda ortaya ¢iktig1 bildirilmistir.
DNA’da olusan bu mutasyonlarla hiicrelerin yasamini siirdiirdiigii ve gelismesi ile bu hiicreden

kanser klonunun olusmasina neden oldugu belirtilmistir (Simsek, 2021).

Timor hiicrelerinin olusmasina neden olan genetik degisikliklere hem i¢ hem de dis etkenler
neden olabilir. i¢ faktérler hiicrenin DNA’sinda meydana gelen bozukluklara neden olmaktadir.
Kanser hiicrelerinin olusumundan, normal hiicre biliyiimesini sinirlandirmaktan sorumlu
tlimor baskilayici genlerin inaktiflestirilmesi, kontrolsiiz hiicre béliinmesine neden olan
onkogenlerin aktivasyonu ve amplifikasyonu da dahil olmak iizere biiyiik genetik degisiklikler
sorumludur (Al Semerci, 2020). Organizmadaki hiicreleri kansere ceviren genetik faktorler
genel olarak, DNA hasar1 tamir mekanizmalarinda olusan kayiplar, baz tiimér baskilayici
genlerin islevini kaybetmesi, apoptozda gorev alan genlerin ekspresyon diizeylerindeki
degisiklikler ve protoonkogenlerin mutasyon sebebiyle onkogenlere doniismesi olarak
siralanabilir (Yazici, 2021). Dis faktorler ise viral ve bakteriyel enfeksiyonlar, kimyasal
karsinojenlere uzun siireli maruziyet, iyonize veya UV radyasyon ve sigara bu grupta sayilabilir
(Al Semerci, 2020).
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OW a0 & Hiicre 6lumu (521
s % »* (Apoptoz) )
Saghkhi _| S0= O — s SO
hiicre [ T v e
| Hasarl - * S
. % Kontrolstz hiicre

hicre o #
(DNA hasari, mutasyon, vb.) ¢ogalmasi

Sekil 1: Normal hiicre ve kanserli hiicreninin béliinmesi (Yazici, 2021)

Kanser, Diinya Saghk Orgiitiiniin 2018’deki verilerine gére 9,6 milyon 6liim oram ile
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en yiiksek ikinci 6liim nedenidir. Ulkemizde en ¢ok
goritlen kanser tiirleri erkeklerde, akciger, kalin bagirsak, mide, pankreas ve prostat kanserleri
iken, kadinlarda ise meme, serviks, kalin bagirsak, akciger, yumurtalik ve mide kanserleridir
(Yazicy, 2021).

Meme kanseri, diinyada kadin populasyonunda en sik rastlanilan kanser tiiriidiir. Amerikan
Kanser Dernegi'nin 2020 yili verilerine gore, Amerika’da 276,480 yeni kanser vakasi rapor
edilmistir. Bunun yani sira tilkemizde ise meme kanseri insidans1 100 binde 43 olup her sene
yaklasik 15000 kadina meme kanseri teshisi konulmaktadir. Rapor edilen kanser vakalarinin
yas araliklarina bakildiginda ise %44,5’'inin 50-69 yas araliginda ve %40,4’iiniin ise 25-49 yas

araliginda oldugu belirlenmistir.

Meme kanserinin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte yapilan calismalarda meme kanseri
gorilme riskinin bazi kriterlere sahip kadinlarda daha yiiksek oldugu bildirilmistir. Breast
Cancer Gene (BRCA) 1 ve 2 genlerinde meydana gelen mutasyonlar meme kanseri risk

faktorlerinin basinda gelmektedir (Al Semerci, 2020).

Meme kanseri insidans ve mortalite acisindan diinya ¢apinda kadinlar1 en ¢cok tehdit eden
saglik sorunudur. Cerrahi rezeksiyon meme kanserinin en etkili tedavisi olarak kabul
edilmektedir. PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunun anormal aktivasyonu, meme kanserleri de dahil
olmak iizere ¢ok sayida kanserde gosterilmistir. Elde edilen sonuclar, PI3K/AKT/mTOR sinyal
yolunun meme kanseri biiyiimesi, hayatta kalmasi ve hareketliliginin yani sira ilag direncinin
kazanilmasinda da ¢ok 6nemli bir rol oynadigini géstermistir. Bu nedenle, PI3K/AKT/mTOR
sinyal yolu, meme kanseri hastalarini tedavi etmek icin tek basina veya diger hedefli tedavilerle
kombinasyon halinde kullanilabilecek yeni antikanser ajanlarin gelistirilmesi i¢in gekici bir
hedef olarak kabul edilmektedir (Zou ve ark., 2018).



1.1.4 Astragalus’un Tedavide Kullanimi

Son yillarda yapilan calismalar bitkide bulunan dogal triterpen saponinlerin antikanser 6zellik
gosterdigini ortaya koymustur. Bu triterpen saponinlerin, in vitro ve in vivo olarak yapilan
calismalarda genis aralikta malign hiicreler lizerinde kemoterapdtik etkiye sahip oldugu
bulunmustur. Ayrica yapilan ¢alismada triternoid saponinlerin antikanser etkilerinin insan ve
hayvan kanser modelleri izerinde etkilerine bakilmistir. Buna gére bazi triterpen saponinlerin
kanser hiicreleri iizerinde normal saglikl hiicrelere gore daha yiiksek hassasiyet gosterdigi ve
hayvanlarda tiimor gerilemesine neden olan dozlarin ise iyi tolere edilebildigi ve organlarda
veya viicut agirh@inda farkhiliklar gibi gozlemlenebilir hi¢gbir yan etki veya toksisite belirtisi
gostermedigini ortaya koymustur (Du, Long ve Chen, 2014).

Tablo 2:Astragalus’ta bulunan saponinlerin, kanser tiirleri lizerine etkileri (Du, Long ve Chen,
2014).

Astragalus Astragalus  AGS Hiicresi (Mide Kanseri)  Kaspaz-3° 1 aktive eder ve siklin
membranaceus var. saponinleri B1 MMP ve VEGF’yi azaltir.
mongolicus
Astragalus Astragalosit Bel-7402, Bel- 7402/FU MAPK’lar1 inhibe eder ve P-gb’yi
membranaceus II (insan papilloma viriisii ile ve MDR1 ifadesini azaltir.

iliskili endoservikal

adenokarsinom)
Astragalus sp. Astragalosit HepG2 (Karaciger Kanseri) Vav3.1 ifadesini inhibe eder.
IV

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda, ¢cogu kanserin tedavisinin tam olarak basariya ulasamadigi
ve ek olarak bazi tedavi sekillerinin ¢cok ciddi yan etkilere sebep oldugu raporlanmistir. Shen
ve arkadaslar1 (2008), Astragalus membranaceus’un, kanser tedavisinde potansiyel olarak
umut vadeden terapotik bir etkiye sahip oldugunu gostermistir (Shen ve ark., 2008).

Yapilan bir calismaya gore, Astragalus 6ziitiiniin ¢esitli kolon kanseri hiicrelerinin biiyiimesini
in vitro olarak inhibe ettigi bulunmustur (Lin ve ark. 2003). Astragalus membranaceus’ un
kullanildig1 baska bir antikanser calismasinda, mide kanseri kaynakli mezotel hiicre apoptozu
arastirilmistir. Bu calismada, mide kanseri hiicresi tarafindan indiiklenen insan peritoneal
mezotel hiicrelerinin apoptozunu Astragalus ile inhibe edecegi 6ne stiriilmiistiir. Elde edilen
sonuglar, Astragalus'un mide kanseri tedavisinde adjuvan kemoterapoétik ajan olarak
kullanilabilecegini gostermistir (Na ve ark., 2009). Diger bir calisma, Astragalus bitki
ekstraktinin peritoneal makrofajlarin tiimor 6ldiiriicti aktivitesini biiylik oranda arttirdigini ve
in vitro sitotoksik hiicrelerin olusumunu uyardigini gostermistir. Ayrica sonuglar, konakeinin
birincil ve metastatik tiimoérlere karsi savunmasinin giiclendirdigini ve eski bagisiklik

fonksiyonlarina geri getirmeye yardimci oldugunu ortaya koymustur (Cho ve Leung, 2007).



Geleneksel tipta, cogunlukla dogu tibbinda ve Cin’de Astragalus, 6demi tedavi etmek ve
bagisikligi gliclendirmek icin kullanilmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda Astragalus’un
kurutulan koklerinin ana bilesenleri olan polisakkaritlerin genis bir biyolojik aktiviteye ve
farmakolojik etkiye sahip oldugu bulunmustur (Adesso ve ark., 2018).

Ma ve arkadaslari, Astragalus’'un kokiinden izole edilen polisakkaritler ile sentezledikleri
giimis nanopartikiillerin 4 klinik izolat ve 4 referans bakteri susu olmak iizere toplamda 8
farkli mikroorganizma tizerinde disk diflizyon yontemi kullanarak antibakteriyel aktivitesi
analiz edilmistir. Astragalus’un kok polisakkaritleri ile sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
hem klinik olarak izole edilen bakterilere (Metisiline Direngli Staphylococcus aureus (MRSA),
Metisiline Direngli Staphylococcus epidermidis (MRSE), Escherichia coli (E. Coli) ve Pseudomonas
aeruginosa (P.Aeruginosa)) hem de standart suslara (Staphylococcus aureus (S.aureus),
Staphylococcus epidermidis (S. Epidermidis), Escherichia coli (E. Coli) ve Pseudomonas
aeruginosa (P. aeuruginosa) kars1 doza bagh bir sekilde antibakteriyel aktivite sergiledigi rapor
edilmistir (Ma ve ark., 2017).

Kora ve Arunachalam, yesil yontem ile Astragalus gummifer’den sentezledikleri giimus
nanopartikiillerin gram negatif ve gram pozitif bakterilerde biiylime ilizerine inhibe edici
etkisini incelemistir. Gram pozitif bakteriyel S. aureus’ta yaklasik 11,5 mm inhibisyon zonu ve
gram negatif bakteri susu olan E. coli ve P. aeruginosa’da ise sirasiyla 9,5 mm ve 10,5 mm
inhibisyon zonu odl¢lilmiistiir. Bu sonuglara dayanarak sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
her gram sinifinda 6nemli antibakteriyel aktivite segiledikleri icin, antibiyotik direncinin
o6nemli bir sorun oldugu durumlarda umut verici biyomedikal uygulamalara sahip olabilecegi

ortaya konulmustur (Kora ve Arunachalam, 2012).

Astragalus’da  bulunan  APS’ler, antioksidan, antiinflamatuar, antidiyabet ve
immiinomodiilasyon gibi pek c¢ok biyoaktivitelerden sorumlu ana bilesenler olarak
tanimlanmis, sigan ve farelerde yapilan ¢calismaya gore APS'nin viicut agirligi ve kan sekerini

azalttig1 ve insiilin duyarhihigini iyilestirdigi bulunmustur (Huang ve ark., 2017).

Astragalus membranaceus ile yapilan klinik ve deneysel calismalar bitkinin antioksidatif etkiler
gosterdigini ortaya koymustur. Astragalus kokiiniin 6zlinden elde edilen flavonidler gibi aktif
kimyasal bilesenler, zarlarda bulunan serbest radikallerin neden oldugu hasar1 en aza indirir
ve antioksidatif etki saglarlar (Aeyeung ve ark., 2016). Buna 6rnek olarak, bitki 6ziitiiniin bazi
noron hiicrelerince (PC12 cells) glutamatin neden oldugu hasari inhibe ettigi ve siiperoksit
dismutaz ve glutatyon peroksidaz gibi enzimlerin aktivitelerini arttirdig1 ayrica bitkide
bulunan flavonoidlerin hiicrede olusan oksidatif hasar1 6nledigi tayin edilmistir (Yu ve ark,,
2005 ve Yu ve ark., 2009). Ayrica, Astragalus flavonoidleri ve saponinler, hiicrede siiperoksit,
hidrojen peroksit ve ultraviyole 1sinlarinin neden oldugu membran lipid peroksidasyonunu
biiylik oranda inhibe ederken, bitkide bulunan polisakkaritlerin ise daha zayif bir koruyucu

etki gosterdigi bulunmustur (Aeyeung ve ark., 2016).



1.2 Nanoteknolojiye Genel Bakis

Nanoteknoloji, boyut bakimindan 1-100 nm biyiikligiindeki nanomalzemelerin
karakterizasyonu, uygulamalari, liretilmesi ve gelistirilmesidir. Bu alan bilim ve teknolojideki
gelismeler ile yeni lriinler tiretmek amaciyla ortaya ¢ikan ve hizla biiyiliyen yeni bir teknoloji
dalidir (Al Semerci, 2020). Nanoteknoloji, latince clice anlamina gelen ‘nano’ kelimesinden
tiiremektedir (Altuncu, 2021). Bilimsel olarak nano kelimesi ise bilimde kullanilan herhangi
bir birimin milyarda biri anlamina gelmektedir. Buna gore ancak 2-3 tane atom yan yana
gelerek bir nanometreyi olusturabilir. Boylece yaklasik 100-1000 tane atom bir araya gelerek
nano boyutta bir nesneyi olusturabilir (Giindogan, 2021; Bagyu, 2020). Nanoteknoloji kelime
olarak ise ilk kez Norio Taniguchi tarafindan 1974 yilinda kullanilmistir (Karakaya, 2021).
Profesor Taniguchi’ ye gore “ileri diizeyde duyarlilik ile mevcut olan teknolojinin
kuciiltilmesine dayanan teknoloji” olarak tanimlanmistir (Bagyu, 2020).

Nanoteknolojinin temel olarak amaclari ise sunlardir:

[.  Nanometre 6lgeginde yapilarin sentezlenmesi
II.  Nanometre 6lcekli yapilarin analizi
[II.  Nanometre boyutunda olan yapilarin fiziksel 6zelliklerinin ortaya ¢ikarilmasi
IV.  Ortaya c¢ikarilan yapilarin farkl ve listiin malzeme 6zelliklerinin ve iliretim siireclerinin
saptanmasi
V.  Daha hafif ve daha dayanikli yapilarin iiretilmesi
VI.  Daha az enerji ve malzeme kullanimi (Aktepe, 2021).

Bu teknoloji ile iiretilen pek ¢ok nanoiiriin bulunmakta olup ila¢ ve gen tasiyici 6zellikleri ile
istiin nitelikli nanopartikiiler sistemler giinlimtizde 6nemli bir yere sahiptir.

1.2.1 Nanopartikiiler Sistemler

Fizik, kimya ve biyolojinin miihendislikle ortaya c¢ikardigi en o6nemli yapilardan olan
nanopartikiiller, makro malzemeler ile kasilastirildiginda fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
farklilik gostermektedir. Diger bir ifade ile, herhangi materyal kiiciilmesine bagh olarak fiziksel
ve kimyasal 6zellikleri de degismektedir (Simsek, 2021). Nanopartikiiller (Np), y18in halde
bulunan dékme malzeme ile molekiiler materyaller arasinda, maddenin ara malzeme halini
temsil etmede kullanilmaktadir (Daglioglu ve Yilmaz, 2018).

Nanopartikiiller, makro boyuttaki malzemelere kiyasla tamamen yeni ve gelismis 6zellikler
tasimaktadir. Bu yeni o6zellikler, partikiillerin biiytikligi, dagilimi ve morfolojik yapi gibi
spesifik 6zelliklerinde meydana gelen degisimler ile elde edilir. Elde edilen bu molekiiller
sergiledikleri farkl ve iistiin 6zelliklerden dolay1 giinlimiizde tip, kozmetik, eczacilik,
biyomedikal ve biyoteknoloji gibi pek ¢ok alanda etkili bir bicimde kullanilmaktadir (Ciftci,

2021). Farkli ozelliklerde tasarlanan nanopargaciklar, elektriksel ve tanisal o6zellikleri



sebebiyle cok¢a arastirilmaktadir. Bu nanopartikiillerin genis ylizey alanlar1 nedeniyle ilag
tasiyicl rol oynamasina ve katalizor aktiviteleri nedeniyle molekiiler goriintiilemede yer

almalarina dair sonuglar raporlanmistir (Deepika ve ark., 2019).

Giliniimiizde nanopartikiillerin diger malzemelerden daha ¢ok tercih edilmesinin sebepleri

sunlardir:

e Yiiksek yiizey alani/hacim orani

e Yiizeyde bulunan atomlarin benzersiz 6zellikte karakterleri
e Elektronik yapisinin boyut bagimliligi

e Kuantum boyutta etkileri (Acar, 2021; Kogak, 2019)

i]a(; ve
GenTasmmasi
Proteinlerin Tespiti
Hiicre ve Gen Etiketleme
Doku Mithendisligi
Antipatojen

NP'lerin Biyoloji

ve Tipta Kullanim
Biyosensor bl Fagokinetik Calismalar
Antimikrobiyal Kanserin Taspiti ve Tedavisi

Fototermal Tedawvi

Sekil 2:Nanopartikiillerin Biyoloji ve Tipta Kullanim Alanlar1 (Yavuz ve Yilmaz, 2021; Kocak,
2019)

Sentezlenen nanopartikiiller nano boyutlu yapilarindan 6tiiri diger makro ve mikro yapilara
gore hiicre icerisine ¢ok daha kolay penetre olmaktadir (Aktepe, 2021). Nanopartikiillerin bu
kadar kiiciik olmalar1 nedeniyle hiicre membranini daha kolay gegmeleri saglanmakta ve hiicre
icinde bulunan materyaller ile etkilesmeleriyle istenen etkiler daha kolay elde edilmektedir
(Ciftei, 2021).

1.2.2 Nanopartikiillerin Siniflandirilmasi

Nanopartikiiller Sekil 3’te gosterildigi gibi, genel olarak morfolojilerine, boyutlarina,
kompozisyonlarina, sekillerine ya da fiziksel ve kimyasal ozelliklerine gore
siniflandirilmaktadir (Kiitiik, 2019).
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Tasarlanan nanomalzemeler siniflandirilirken esas olarak boyutlarina bakilmaktadir. Buna
gore tiim dis boyutlar1 nano dlgekte olan malzemeler sifir boyutlu olarak kategorize edilirler.
Nanopartikiiller ve nanodotlar sifir boyutlu malzemelere o6rnektir. Tek boyutlu
nanomalzemelere ise nanoteller, nanotiipler ve nanogubuklar érnek verilebilir. Iki boyutlu
nanomalzemeler ise plaka benzeri yapilar olup, grafen, nanotabakalar ve nanofimler 6rnek
gosterilebilir. Son olarak ii¢ boyutlu nanomalzemelere ise nanotiipler ve ¢oklu nanokatmanlar
ornek olarak verilebilirler (Abeska, 2019).

Nanopartikiiller, farkli kimyasal o6zelliklere sahip malzemeler ile sentezlenebilirler.
Bunlararasinda metaller, silikatlar, polimerler ve organik molekiiller yaygin olarak kullanilan
malzemelerdir (Al Semerci, 2020).

Kimyasal Yapa:

Metal, metaloksitler,
yaniletkenler,

polimer, karbon ve
biyomolekiller.

Dispersiyon Ortam: Sekil:

Gazlar  [Aereollar), Kiire, kiip, silindirik

stvilar, kati matriksler veya igne gekilli, ici

ve jel ortamlarda Tasarlanan bos kiireler ve tiipler

kullanilabilirler. Nan_n]i)a.rﬁk ve cekirdek/kabuk .
iiller

Yiizey Modifikasyonlary:
Dispersivon Durumu:

DMNA baglanmasi, enzim ve . .
diger biyemelekiiller, Bireysel clarak dagilim,

yiizey kaplamalar: vs. geri alinamaz gekilde
dagihm, geri déniiglimli
dagihm ve sirah yam

Sekil 3: Tasarlanan nanopartikiil (NP)’lerin 6zellikleri

Nanopartikiiller, karbon bazli, organik, inorganik ve kompozit esasli malzemeler kullanilarak
sentezlenmektedirler. Inorganik temelli malzemeler, metal veya metaloksit iceren
nanopartikiillerdir. Bunlara altin (Au) ya da gliimis (Ag) gibi metaller, cinko oksit (Zn) ve
titanyum dioksit (TiO2) gibi metaloksitler 6rnek olarak verilebilir. Karbon bazl yapilar karbon
nanotiipleri icermektedir. Organik nanomalzeme olarak ise dendrimerler, miseller, polimer

nanoparcaciklar ve lipozomlar érnek olarak verilebilir. Son olarak kompozit nanoiiriinler ise,
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organik bazli, karbon esash veya metal bazli nanomalzemelerin herhangi bir malzeme ile
kombinasyonu ile olusturulmaktadir (Sadak, 2019) (Sekil 4).
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Sekil 4: Nanopartikiil sentezinde kullanilan nanomalzemelerin semasi (‘Nanomalzemeler’
Nanoteknoloji; Resim 1)

1.2.3 Giimiis Nanopartikiiller

Gimiis, gegmisten glinlimiize tani ve tedavi alaninda pek ¢ok kez kullanilmistir. Yar1 soy metal
grubundan olan giimiis, ¢ok cesitli kullanim alanlarinin bulunmasi ve sagliga zarar vermemesi
gibi listiin yeteneklerinden dolay1 nanopartikiil sentezinde siklikla tercih edilen bir elementtir.
Soy metallerden elde edilen nanopartikiiller, malzemenin dékme halinden biiytik 6lciide farkl
olan, benzersiz elektronik, optik, manyetik, mekanik ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle son

yillarda pek cok calismaya konu olmustur (Altuncu, 2021).

Periyodik tablodaki simgesi Ag olan giimiis, beyaz renkli, 15181 cok iyi yansitan, esnek,
oksitlenmeye direc¢ gosterebilen degerli bir metaldir. Agir metaller arasinda olan giimiis diistiik
toksik 6zelligi ve yiiksek antimikrobiyal 6zelligi nedeniyle tipta cokga kullanilmaktadir. Ayrica
glimiis nitrattan elde edilen c¢o6zeltiler uzun yillardir yanik tedavisinde kullanilmistir
(Gindogan, 2021).

Kolloidal halde olan giimiis, iletkenligi ve yliksek termal /kimyasal kararliligi nedeniyle pek cok
calismada incelenmistir. Bu 6zellikler, y181n materyal ve nanometre 6lcegindeki malzeme ile

karsilastirildiginda 6nemli 6l¢tide faklilik gostermektedir (Deepika, 2019).

Glimus nanopartikiiller nanoteknolojide ticarilestirmesi en ylksek nanomalzemelerden
biridir. Bu nanopartikiiller kendilerine has kimyasal, fiziksel ve biyolojik yapilar1 nedeniyle

oldukga fazla ilgi gormektedirler (Simsek, 2021).
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Gimiis nanopartikiiller, yiiksek antikmikrobiyal ozelliklerinden dolay1 antibiyotiklere
alternatif olarak kullanilmaktadir. Ayrica elektriksel iletkenlik, manyetik ve optik olarak
polarize edilebilmeleri ve DNA sekanslama gibi bir¢ok kullanim alani1 bulunmaktadir (Resim
4). Bu iistilin ozelliklerinden dolay1 ¢alisamalarin da odak noktasi olmustur (Altuncu, 2021).

Resim 4: Glimiis nanopartikiillerin elektron mikroskop gorintiisii (Bagyu, 2020)

Cok iyi bir antimikrobiyal olan glimiisiin, bu 6zelliginin mekanizmasi tam olarak aydinlatilmis
olmasa da bakterilerde morfolojik ve yapisal degisiklikler olusturarak etki gosterdigi
bildirilmektedir. Sentezlenen giimiis nanopartikiiller bakteri hiicrelerinin membranina
yapisarak onlarin solunumunu ve gecirgenliklerini etkilemektedir (Giindogan, 2021). Bakteri
hiicreleriyle etkilesime girerek, elektron tasima zincirinin etkilenmesine, hiicre duvarlarinin
bozulmasina, ribozomlarla etkilesime girerek protein sentezinin etkilenmesine ve DNA'y1
etkileyerek DNA hasarlarina sebep olmaktadir (Karakaya, 2021) (Resim 5).

Resim 5:Giimiis nanopartikiillerinin antimikrobiyal etki basamaklar1 (Karakaya, 2021)

13



Gilimis nanopartikiiller, peptidoglikan tabakasi daha ince olan gram negatif bakterilere, gram
pozitif bakterilerden daha duyarhdir (Glindogan, 2021). Literatiirde giimiis nanopartikiillerin
antibiyotige diren¢ gosteren bakterilere karsi antibiyotik etkinligin basarili oldugu tayin
edilmistir (Aslan, 2022).

1.2.4 Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

Nanopartikiillerin liretimi i¢in fiziksel, kimyasal ve yesil sentez olarak da ifade edilen biyolojik
sentez olmak iizere 3 farkli sentez yontemi bulunmaktadir (Erdogan, 2019). Kimyasal sentez,
cesitli organik ¢oziiciiler veya su kullanilarak nanopartikiil sentezlenmesinde kulllanilan bir
yontemdir. Genellikle yiiksek hacimli calismalar i¢in diisiik maliyetli olmasi yontemin
avantajidir. Ancak nanopartikiil sentezi icin kullanilan kimyasallar tortu yaptig icin saflik
dereceleri  diigiiktiir.  Fiziksel  yontemlerle  sentezlenen  nanopartikiiller ise
buharlastirma/yogunlastirma ile tiip firinlarinda sentezlenmektedir. Fiziksel yontemlerin en

onemli avantajlar1 hizli olmalaridir (Karayel, 2020) (Sekil 5).

Genel olarak nanopartikiiller, fiziksel ve kimyasal yontemler ile sentezlenmektedir fakat bu
yontemler son yillarda artan ¢evre bilinci nedeniyle cevre dostu olarak kabul edilmemektedir.
Bu nedenle biyolojik yontemler, fizksel ve kimyasal yontemlerin aksine giivenilir, uygun
maliyetli ve ¢cevre dostu bir alternatif yontem olarak dne stiriilmektedir (Manikprabhu ve ark.,
2013).

/ YUKARIDAN ASAGI \ / ASAGIDAN YUKARI \

Kimyasal Yontem: Kimyasal
reaksivon, elektrokimyasal sentez.

Fiziksel Yantem: Utrasonikasyon,

bilyal 6gutme ve puskirtme. Diigiik maliyetli, gerpeklestirilmesi

basit ve dlgeklenebilir. Toksik veya
tehlikeli reaktiflerin kullanimi ve

Biliyiik miktarlarda tehlikeli atik firetimi
nanopartikiiller. Yiiksek miktarda
enerji ve pahali malzemeler Biyolojik Yontem: Bitki, mantar
gerektirir. veya bakteri aracili sentez, Dogal
ekstraktlar kullamlir.

Elde edilen nanoparcaciklarin
yiiksek kararhlig: ve
biyouyumlulugu. Karmasik

K / \siiregierin eklenmesi (bac. baluml]/

Sekil 5:Nanopartikiil sentez yonteminde Top Down ve Bottom Up yontemleri (Bruna, 2021)
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Nanopartikiiller, 6zellikle teshis ve tedavi alanindaki gelismeler ile antimikrobiyal ilag¢
direncinin asilmasi ve yasam kalitesinin iyilestirilmesi gibi pek ¢cok sorunu ¢6zme konusunda
umut vaad etmektedir. Bunlarla birlikte biyouyumlu malzeme ile tasarlanan nanoliriinler,
kanser ve bulasici hastaliklarin tedavisinde etkili stratejiler saglayabilmektedir. Bu gelismis
ozelliklere sahip biyouyumlu nanopartikiiller tiretmek icin yukarida ifade edildigi gibi farkh
yontemler kullanilmaktadir. Kullanilan yontemlerden fiziksel yontemler genellikle yiiksek
sicaklik ve ytliksek basing gerektirir bu da nanoparcaciklarin biiytk 6lcekli iiretimleri igin
uygun maliyette olmayabilir. Diger bir yontem olan olan kimyasal yontemde ise istenen
ozelliklere sahip nanopartikiiller iretilebilmektedir ancak toksik etki gostermesi ve tehlikeli
¢oziiclilerin kullanilmasi bu yontemin dezavantajlarindandir (Khorrami ve ark., 2018).

Kimyasal sentez asamasinda kullanilan kimyasallar ile ¢evreye ve canlilara ciddi zararlar
verebilen toksik kimyasallar kullanilmaktadir. Bu sayilan dezavantajlardan dolay: fiziksel ve
kimyasal yontemlerin kullanimi sinirhidir. Bu yontemler yerini daha ¢evre dostu ve ucuz bir
yontem olan biyolojik yonteme birakmaktadir. Biyolojik yontemde yer alan yesil sentez icin
bitkiler, bakteriler, mantarlar ve algler nanopartikiillerin sentezinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Erdogan ve ark., 2019).

Son zamanlarda popller hale gelen yesil sentez yonteminde, bitki 6zleri gibi biyolojik
bilesikler, mikroorganizmalar ve hatta Okaryotik hiicreler hem indirgeyici ajan hem de
stabilize edici ajan olarak davranarak istenilen 6zelliklere sahip nanopartikiillerin tiretilmesini

saglanmaktadirlar (Khorrami ve ark., 2018).

1.2.5 Yesil Sentez (Biyolojik Sentez) Yontemi

Nanopartikiil sentezinin 6niinde bulunan en biiylik sorun bu boyuta sahip materyallerin ortaya
cikarabilecekleri risklerin ve sorunlarin heniiz tam olarak tam bilinmiyor olmasi ve haliyle
engellenememesidir (Altuncu, 2021). Nanopartikiillerin {iretiminde kullanilan kimyasal
yontemler genellikle, partikil reaktivitesini ve toksisitesini artiran ve yapisindaki
ongoriilemezlikten dolay: insan sagligina ve ¢evreye zarar verebilecek kimyasal molekiillerin
olusmasii dogurmaktadir. Bu nedenle bu duruma alternatif olarak toksik madde
barindirmayan ve cevre dostu yesil sentez yontemleri gelistirilmistir (Doganyigit ve ark.,
2019).

Biyosentez, terim olarak biyoloji icerisinde canli organizmalarda enerji kullanilarak
gerceklestirilen basit yapidaki maddelerden daha karmasik yapidaki maddelerin elde edilmesi
slirecine denilmektedir. Nanoteknolojide biyosentez ise bitki ekstrakti, mantar, maya, alg veya
mikroorganizma gibi canli organizmalar kullanilarak nanopartikiil sentezlenmesine verilen
isimdir (Kogak, 2019). Pahali cihaz, kimyasallar ve toksik madde barindirmayan ayrica yiiksek
enerji tiikketimi olmadan dogal malzemelerden indirgeme ve stabilize edici ajanlar kullanilarak
nano boyutta iiretime dayali olan biyosentez, yesil sentez icin en uygun yontemdir.

Nanopartikiillerin biyosentezi, biyomolekiillerin tepkime sirasinda hem indirgeyici hem de
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stabilize edici ajanlar olarak kullanildig1 bir yaklasim olarak kabul edilmektedir (Altuncu,
2021).

Nanopartikiillerin biyolojik olarak sentezinin baslica avantajlarindan birisi de nanopartikiil
olusumunun tek asamada gerceklesmesidir. Cogu yontemde bir metal oncii bilesene
gereksinim duyulur ve indirgeyici ajan olarak ise bitki ekstraktindan elde edilen
biyokimyasallar aracilik ederler, bu yontemde ise indirgenme veya kimyasal olarak degisim
sonrasinda nanopartikiillerin agregasyonu tek bir adimda gergeklesir (Kiitiik, 2019).

Giivenli
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Sekil 6:Bir tepkimenin ya da malzemenin yesil olabilmesi icin gereken adimlar (Kogak,2019)

Nanopartikiillerin biyosentezi ii¢ etkene baghdir;

1. Toksik olmayan malzemeler (Bitki ekstrakti, mikroorganizmalar vs.)
2. Indirgenen ajan (Ag, Zn, Au gibi metaller)

3. Cozicu

Biyosentez yontemlerinin en biiylik avantaji sentez i¢in proteinlerin, amino asitlerin, diger
metabolitlerin veya fenolik bilesiklerin kullanilmas1 ile partikiillerin agregasyonunun
engellenmesi i¢in gerekli olan fazladan adimin ortadan kaldirilmasidir. Ayrica bu yontemler ile
sentezlenen nanopartikiillerin sekli ve boyutu kontrol edilebilmektedir. Sentezde indirgeyici
ajan olarak bitki ekstraktlar1 ya da mikroorganizmalara ait proteinleri kullanarak olusturulan
nanopartikiillerin boyutu, sekli ve polidispersitesi de kontrol edebilmektedirler (Karayel,
2020). Biyolojik yontemlerin diger avantaji ise cok cesitli kaynaklardan olmasi, calisilacak
malzemenin kolay bulunabilirligi, zamandan tasarruf edilmesi, stabilitesi, yiiksek yogunlugu

ve sentezlenen nanopartikiillerin suda ¢6ziinebilir 6zellikte olmasidir (Murty ve ark., 2013).
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Yesil sentez ile hazirlanan nanopartikiillerin, antimikrobiyal, antiviral, antioksidan,
antiinflamatuvar, antikanser etkinlikleri tayin edilmekte ve bu nanopartikiiller
biyoremediasyon ajan olarak gidada, akilli tarimda, tekstil endiistrisinde ve atik su aritimi gibi
pek cok alanda kullanilmaktadir (Salem ve Fouda, 2021).

1.2.6 Bitki Ekstraktindan Nanopartikiil Hazirlanmasi

Bakteri, maya, mantar, alg ve virtisler, fiziksel ya da kimyasal yontemler kullanilmadan yesil
sentez ile nanopartikiil sentezinde bliyiik potansiyele sahiptirler. Mikroorganizmalar, ytliksek
biiyiime hizlar1 ve genetik modifikasyonlar: ile farkli boyut ve morfolojiye sahip nano
materyaller liretmek icin hiicre icinde ya da hiicre disinda bulunan mineralleri biyomineralize
edebilme oOzellikleri nedeniyle iyi bir potansiyeldir (Ahmed ve ark, 2019). Ancak
mikroorganizmalar kullanilarak yapilan nanopartikiil sentezi diisiik iiretimle ve uzun siirede
gerceklesmektedir. Ayrica biyosentezlenen iiriinlerin geri kazanimi ve saflastirilmasi pahal
kiltiir asamalarin1 gerektirmektedir. Bununla birlikte mikrobiyal bakim, izolasyon ve
kiltiirleme gibi takip edilecek fazladan karmasik adimlar sebebiyle de ¢cok zaman alicidir. Bu
gibi dezavantajlarindan dolay1 nanopartikiillerin biyosentezi icin bitki kaynakli materyallerin

kullanimi daha yaygin hale gelmektedir (Lin ve ark., 2010).

Bitkiden elde edilen ekstraklarin nanopartikiil sentezinde, biyoindirgeme potansiyelleri

mikroorganizma kullanilarak yapilan sentezlere gére daha yiiksektir (Unal, 2019).

Bitkilerin dogada kolay bulunmasi, eskiden beri hastaliklarin tedavisinde ve ila¢ {iretiminde
kullanilmas1 nedeniyle nanopartikiil sentezinde ¢okgca kullanildig: ifade edilmektedir (Ozeser,
2023). Ayrica sentez sonrasinda ortaya ¢ikan atiklar cevreye zarar vermemektedir (Unal,
2019). Yapilan calismalarda arastirmacilar, bitkinin yapraklarini, koklerini, kabuklarini ve
meyvelerini kullanarak basarili bir sekilde yaptiklar1 biyosentezleri rapor etmislerdir
(Erdogan, 2019).

1.2.7 Bitkilerden Giimiis Nanopartikiil Sentezi

Glimus nanopartikiil sentezinde bitkilerden elde edilen ekstraktlarin kullaniminin sayisi son
yillarda oldukc¢a artmistir (Yazici, 2021). Sentezde fitokimyasal ajanlar bulunan bitki
ekstraktlar: kullanarak yesil nanopartikiiller sentezlemek olduk¢a yaygindir (Dogan, 2022).

Nanopartikiil sentezinde bitki ekstraktlarinin biyoindirgeme yetenegi diger mikrobiyal
malzemelerden yapilan senteze gore daha yiiksek bulunmustur. Ayrica giimiis nanopartikiil
sentezi sonrasinda ortaya ¢ikan atik iirtinler genellikle dogaya zarar vermezler. Yani bitkiden
elde edilen sentez sifir kirlilige sahip ve cevreyle uyumludur (Unal, 2021).

Glimus nanopartikiil sentezinde bitkilerin kullanimi oldukc¢a yaygindir. Bitkilerin gecmisten
glinlimiize ila¢ yapiminda kullanilmasi, hastaliklar iyilestirmede ve dogada kolay bulunmasi
sebebiyle giimiis nanopartikiillerin sentezinde de kullanilmasin saglamistir (Ozeser, 2023).
Yapilan ¢alismalarda bitkilerin kabuk, meyve, kok, yaprak veya dallarinin kullanilmasiyla yesil
glimiis nanopartikiil sentezledikleri bulunmustur (Erdogan, 2019; Yazici, 2021). Bitki
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icerisinde bulunan fitokimyasal ajanlar ile glimiis nanopartikiil sentezi yapilmaktadir (Yazici,
2021). Bitki ekstraktlarinin icerisinde yer alan metabolitler biyoindirgeme gorevi goriirler
(Ozeser, 2023). Bitkiden elde edilen ekstrakt icerisinde, polifenoller, sekerler, alkoloidler,
flavonoidler, terpenoidler, fenolik asitler, karboksilik asitler ve proteinler gibi ¢6ziinmiis halde
bulunan maddeler nanopartikiil sentezinde giimiisiin indirgenmesi saglayan fitokimyasal
ajanlardir (Dogan, 2022; Yazici, 2021). Ekstakt icerinde bulunan bu cesitli metabolitler,
nanopartikiil sentezi sirasinda metalleri pozitif oksidasyon durumundan sifir oksidasyon
durumuna getirirler (Dogan, 2022). Bitki ekstraktlarinda bulunan biyomalzemelerin reaksiyon
sirasinda metal iyonlarini indirgemesi yaninda onlar stabilize de ettigi bulunmustur (Unal,
2019).

COOR
—§ »-COOR
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4
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Resim 6:Bitki Ekstraktinda bulunan polifenoller ile kaplanmis glimiis nanopartikiil (Yazici,

2021).

OmI:h

Gimiis nanopartikiillerin sentezinde, ekstraktta bulunan biyobilesiklerin varligi
nanopartikiillerin boyut ve dagilimlarin1 biiylik 6l¢iide etkilemektedir. Elde edilen
ekstraktlarda giiclii indirgeyici ajanlarin bulunmasi reaksiyon hizini ve yeni nanopartikiillerin

olusumunu desteklemektedir (Dogan, 2021).

1.2.8 Giimiis Nanopartikiil Sentez Mekanizmasi

Bitkilerden elde edilen nanopartikiillerin yesil sentezinde, ekstrakt icerisinde bulunan
biyomaddeler, indirgeme, kaplama ve stabilize edici madde kaynagi olarak kullanilmaktadir.
Bitkiler ile yapilan c¢alismalarda, bitkilerin metalleri nanopartikiil seklinde depoladiklar:

bulunmustur (Bagyu, 2020).

Bitkiden elde edilen ekstraktlarda bulunan biyo-indirgeyici ajanlar, metalik iyonlarla (Me+)
reaksiyona girerek onlar1 (Me0) metalik atomlara indirgemektedir. Bitki ekstraktinda stabilize
edici ajan olarak davranan biyomolekiiller, indirgenmis atomlara baglanarak stabiliteyi

saglamakta ve onlar1 korumaktadir. Bu islemler devam ederek nanopartikiiller olusmakta ve

18



bunlar takiben nanopartikiiller bir araya gelerek biiyiime davranisi sergilemektedir (Kitik,
2019) (Resim 7).

Nanopartikiillerin olusum mekanizmasi temel olarak 3 ana asama ile gerceklesmektedir:

e Iyonlarin indirgenmesi
e (Cekirdeklesme
e Nanopartikiillerin biiyiimesi (Unal, 2019)
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Resim 7:Bitki ekstraktindan metal nanopartikiil sentezinin genel sematik goriiniimii (Kiitiik,

2019).

Sentezlenen nanopartikiillerin boyut ve sekilleri, bitkinin tiirtine ya da bitkinin hangi
kisimlarindan sentezlendigine, farkli metallerin kullanimina ve bitki veya metalin miktarina

baghdir.

Daha yiiksek verimde nanopartikiil sentezi icin; bitki ekstrakti hazirlanirken ekstraktin
kaynatilma siiresi, ekstraktin pH’1 ve reaksiyon sliresi kriterlerine dikkat edilmelidir.
Sentezlenen nanoparcaciklarin absorbans yogunluklari, ekstraktin ve glmiis nitrat
konsantrasyonun artmasi ile artmaktadir. Daha fazla miktarda biyomolekiillerin varhgi, giimiis
iyonlarin1 daha yiliksek oranda indirgemesi sonucu disiik boyutlu nanopartikiiller

sentezlenebilmektedir (Deepika ve ark. 2019).
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Nanopartikiil sentezindeki basari, Glimiis nitrat (AgNO3) konsantrasyonuna, pH’a, indirgeyici
ajanin yapisina ve konsantrasyonuna baghdir (Jain ve Maheta, 2017). Yapilan arastirmalar
bitkide ¢ok yliksek oranda suda ¢oziinmiis sekilde polifenol ve antioksidan varligini ortaya
koymustur. Bitkilerde bulunan bu fenolik bilesikler, metallere baglanabilen ve selat etkisi
gosteren ketonik ve hidroksil gruplar tasimaktadir ancak fenolik bilesiklerin bu baglanma
ozelliklerinin, molekiil igerisindeki selatlanma gruplarindan degil aromatik halkalarin yliksek
neofilik 6zellikleriyle baglantili oldugu bulunmustur (Unal, 2019).

Bitki ekstraktindan metal nanopartikiillerin sentezi icin hidroksil, karbonik, karboksilik ve
amin fonksiyonel gruplari sorumludur. Hidroksil gruplar1 metal iyonlarinin indirgenmesini
saglayarak sentezde direkt gorev almaktadir. Karboksilik gruplar da metal iyonlarina
baglanarak onlar1 indirgemekte ve ylizeylerine yapisarak hareket ve stabilizasyonu
saglamaktadir. Serbest amino ve karbonil gruplari ise yine metal iyonlarinin indirgenmesine,
nanopartikiillerin stabilitesini saglamasina ve metallere baglanarak aglomerasyonun

onlenmesine yardimci olamaktadir (Ozeser, 2023).

Bazi arastirmalarda bitkilerin icerdikleri flavonoidlerde bulunan -OH (hidroksil) gruplarinin,
glimiis iyonlarinin giimiis nanopartikiillere indirgenmesinde gérev aldig1 bulunmugtur (Unal,
2019). Ayrica flavonoidler sentez sirasinda, giimiis iyonlarini giimis nanopartikiillere
indirgeyen reaktif H atomu ortaya ¢ikarmaktadir (Jain ve Mahata, 2017) (Resim 8).
Flavonoidlerin sahip oldugu antioksidan etki de elektronlar1 veya hidrojen atomlarini verme
esasina dayanmaktadir. Bitki ekstraktlarinda yer alan fenolik bilesikler ve diger kimyasal
maddeler hem glimis tuzlarini indirgemekte hem de partikiillerin etrafim1 cevreleyerek

agregasyona kars1 da dayaniklilik saglamaktadir (Unal, 2019)

@ Metal lyonlan

Ind"g.m. Cektfdeklenme
po
\ / Stablllzasyon

Bitki (lndlrgeylu Ajan)

Metal
Nanopartikiil

|nd|rgenen Metal Atomlan

Resim 8:Giimiis nanopatikiillerin yesil sentez ile elde edilmesi (Glindogan, 2021).

1.2.9 Nanopartikiillerin Toksik Etkileri

Dogada pek cok alanda kullanilan nanopartikiillerin her ne kadar yiiksek oranda olumlu

ozellikleri bulunsa da hayvan ve insan saghgi lizerinde bazi olumsuz etkileri bulunmaktadir.
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Ancak olusturduklar1 toksik etkiler heniiz tam olarak ortaya konulmamistir (Kim ve ark.,,
2008).

Yapilan ¢calismalara gore kiiciik partikiil boyutuna sahip katyonik nanopartikiillerin, hticrelere
ve dokulara kolay penetre oldugu ancak hizla biyodegrade oldugu bulunmustur. Bazi
nanopartikiillerin inflamatuvar cevaba neden oldugu, bazilarinin oksidatif strese sebep oldugu
ve artan ylizey alani nedeniyle de hiicresel makromolekiillerle etkilesime girdigi bildirilmistir
(Karayel, 2020). Ayrica bazi nanopartikiillerin ise solunum, enfeksiyon, deri ya da mide ile
etkilesime girerek ¢ogu kimyasallar gibi miktar ve maruziyet yerine bagh olarak farkli doku ve
organlarda toksik etki gosterdigi raporlanmistir (Wided ve ark., 2018).

Sentezlenen nanopartikiillerin toksisitesini incelemek i¢in yeni yontemlerin gelistirilmesi ve
farkli biyolojik sistemler tizerindeki etkilerinin Kkarsilastirmali olarak gosterilmesi
gerekmektedir. Genellikle nanopartikiillerin toksisitesi incelendiginde kullanilan biyolojik
sistemler karmasiklastik¢a toksisite azalmaktadir. Diger bir ifade ile hiicre ya da organizma ne
kadar karmasik olursa giimiis nanopartikiillerin olusturacagi toksik etkilere karsi o kadar az
duyarl olmaktadir. Ancak yapilan ¢alismalarda giimiis nanopartikiillerin farkl sekillerde,
boyutlarda ve farkli kaplama ajami kullanilarak sentezlenmesi; farkhi kiiltiir ortamlar1 ve
metodolojisi kullanilarak iki veya {i¢ farkli biyolojik grup lizerinde ¢alisilmasi gibi nedenlerden

dolayi toksisite karsilastirmalar1 yapmak zorlasmaktadir (Unal, 2019).

1.2.10 Nanopartikiillerin Karakterizasyon Yontemleri

Nanopartikiillerin sentezinden sonra en onemli basamaklardan birisi nanopartikiillerin
karakteristik yapilarinin belirlenmesidir (Unal, 2019). Sentezlenen nanopartikiillerin
fiziksel/kimyasal yapilari, yiizey 6zellikleri, sekilleri, boyutlari, morfolojileri ve sahip oldugu
fonksiyonel ozelliklerinin belirlenmesi, karakterizasyonda Onemli parametreler arasinda
bulunmaktadir  (Kiitiik, 2019; Ozeser, 2023). Sentezlenen bu nanopartikiillerin
karakterizasyonlarinin belirlenmesi ve anlasilmasi, nanopartikiillerin canli sistemler ile
etkilesimlerini tespit etme ve uygulama alanlarinin belirlenmesinde énemli bir yere sahiptir
(Kiitiik, 2019). Uretilen nanopartikiillerin karakterizasyonunda kullanilan yéntemler;
Spektroskopik, Mikroskopik, Kromatografik ve Santrifiijleme-Filtrasyon teknikleri olmak
lizere 4 ana grupta toplanmaktadir (Erbay, 2021). Nanopartikiillerin karakterizasyonu igin:
UV-Vis Spektroskopisi ve Fourier Doéntisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) gibi
spektroskopik yontemler, Taramali Elektron Mikroskopu (SEM) ve Gegirimli Elektron
Mikroskopu (TEM) gibi mikroskobik yontemler, Boyut Dislama Kromatografisi gibi
kromatografik yontemler, Ultrasantrifiij gibi santrifiijjleme yontemleri en sik kullanilan
teknikler arasinda bulunmaktadir (Kiitiik, 2019). Ayrica bu yontemlere ek olarak Dinamik Isik
Sacihimi (DLS) ve zeta potansiyel analizi de siklikla kullanilmaktadir (Unal, 2019).

Biyolojik yontem ile sentezlenen nanopartikiillerin, sentezin basladigin1 gosteren ilk

parametre gozle goriilen renk degisikliginin saptanmasidir. Bu verilen bilgiye gore
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karakterizasyonun belirlenmesinde ilk yontem spektrofotometrik yontemlerdir. Sentezlenen
nanopartikiillerde kullanilan metal tiiriine goére renk degisimleri farkliik géstermektedir.
Ornegin giimiis nanopartikiiller i¢cin koyu kahverengiye dogru renk degisirken altin kullanilan
nanopartikiillerde ise kirmizi-mor rengine dogru renk degisimi gozlemlenmektedir (Ozeser,
2023).

Nanopartikiillerin sahip oldugu bu optik 6zellikler sentez hakkinda dolayli olarak bilgi
vermektedir. UV-Vis spektroskopisi, nanopartikiilleri iceren ¢ozeltiye gonderilen 1s5181n
absorbansini ve gecirgenligini 6lgen giivenilir ve hizli bir analitik yontemdir (Dogan, 2022;
Unal, 2019). UV-spektroskopisi ile nanopartikiillerin karakterizayonu icin 200-800 nm
dalgaboyu araligi belirlenir ve bu araliktaki tim dalga boyu taranarak, nanopartikiil
¢ozeltisinin bu dalga boylar1 arasinda maksimum absorbans pik verdigi dalga boyu kayit
edilmektedir. UV-Vis spektroskopisinin pek ¢ok avantaji vardir. Bu avantajlara, yontemin basit,
hizli, nanopartikiillere duyarli, kisa o6l¢iim stiresi ve kalibrasyona gerek olmamasi
sayllmaktadir (Dogan, 2022; Unal, 2019).

Fourier Doniisimli Kizilotesi Spektroskopi (FTIR) ydntemi, nanopartikillerin yapisim
olusturan fonsiyonel gruplarin (Aminoasit, flavonoid, keton vs.) tespit edilmesinde kullanilir
(Erbay, 2021). Bu yontem ile organik ve inorganik bilesiklerin karakterizasyonu
yapilmaktadir. Kizilotesi (IR) spektrumu, maddeyi meydana getiren atomlarin arasindaki
baglarin titresimi ile olusan frekanslara karsilik absorpsiyon pikleri ile parmak izi gibi
benzersiz spektrumlarinin oldugu gosterilmektedir. IR 1s1n1 giimiis nanopartikiil 6rnekleri ile
etkilesime girdiginde, kimyasal baglarda gerilme, biikiilme ve biiziilme gibi farkh titresim
hareketleriyle absorbe olur ve bu kizilotesinde gerceklesen kimyasal baglarin
titresimlerindeki degisim ve absorbsiyonlar farkli 6zelliklerde spektral piklerin olusumunu
saglamaktadir. FT-IR, sentezlenen nanopartikiillerin indirgenmesi ve stabilizasyonundan
sorumlu biyomolekiillerin tanimlanmasinda kullanilan basit ve uygun maliyetli bir yontemdir
(Unal,2019).

Mikroskobik yontemler, sentezlenen nanopartikiillerin boyut, morfolojik yapi, sekil, dagilim ve
agregasyon oOzelliklerinin gorintiilenmesini saglayan optik ya da elektron mikroskopu

yontemlerini icermektedir (Unal, 2019 ve Erbay, 2021).

Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM), sentezlenen nanomalzemelerin nano ve mikroboyutta
nanopargaciklarin sekli, yiizey morfolojisi, partikiil boyutu ve boyut dagilimlarini tanimlamada
kullanilan bir tekniktir (Dogan, 2022; Unal, 20 19). SEM’de odaklanmis elektron demeti 6rnek
ylzeyini tarayarak numune hakkinda bilgi veren sinyaller ilireterek goriintii verir (Dogan,
2022). Bu yontemde, kullanilan elektron 1sin1 ve elektronlar nanopartikiillerin yiizeyi ile
etkilesime girer ve sonrasinda geri sacilan elektron veya X 1s1in1 fotonlar: élgiiliir (Unal, 2019).
SEM analizinin sonucunda 3 boyutlu goriintiiler elde edilmektedir. SEM analizi i¢in toz halinde
kullanilan 6rnekler analiz yapilirken statik elektrik yiikiiniin birikmesini 6nlemek amaciyla

nanopartikill ornekleri altin, krom, tungsten veya platin gibi iletken maddeler ile
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kaplanmaktadir (Ozeser, 2023). Bu kaplama nedeniyle baz1 elde edilecek olan bilgilerin
kaybolma riski bulunmaktadir ancak en azindan tek bir tarafinin iletken olmasi gerekmektedir.
SEM’de numuneler ince kesitler halinde kesilmedigi icin hazirlanmasi ¢ok kolaydir ve ¢ok
sayida érnekler ile calismay1 miimkiin kilmaktadir (Unal, 2019).

Gecirimli Elektron Mikroskopu (TEM), sentezlenen nanopartikiillerin morfolojilerini, boyut
dagilimlarini, partikiil biyikliklerini ve ayni anda nanomalzemenin kristalografik ve
morfolojik bilgilerini verebilen énemli bir mikroskobik yéntemdir (Unal, 2019). TEM ile elde
edilen gorintiiler 2 boyutlu ve yliksek oranda ¢oziintirliige sahiptir. TEM cihaz ile yapilan
analizlerde nanopartikiiller, nétron kirinimi ve X-isin1 ile goriintiilenerek bilgiler elde
edilmektedir (Ozeser, 2023). TEM’de ¢ok ince bir katman seklinde kesilen nanomalzemeye
yliksek enerjili elektron 1s1n1 génderilerek numunenin igerisinden gecirilir ve absorbe olmayan
elektronlar ile nanopartikiillerin direkt goriintiilenmesini saglayan bir goriintiileme dedektort
ile istenilen bilgi elde edilmektedir. Elde edilen numunenin kalinligina gére TEM’de elde edilen

goriintiiniin ¢oziiniirliigii degismektedir (Unal, 2019).

Dinamik Isik Sacilimi (DLS) yontemi sentezlenen nanopartikiillerin boyutlarinin ve ¢ozelti
icerisindeki agregasyonun belirlenmesinde en sik kullanilan yontemdir (Daglioglu ve Yilmaz,
2018). DLS yontemi, hazirlanan siispansiyonda brownian hareketi yapan kii¢iik partikiillerin
151k sac¢iliminin 6l¢iilmesini ve bunun partikiil boyutu ile iliskilendirilmesine dayanmaktadir.
Bu prensibe gore partikiil boyutu kiiciildiikce 151k sagilma agis1 da kiigtiltir ve siddeti azalir. DLS
ayni zamanda hizli ve gercek zamanli boyutlandirmayi saglamaktadir. Ancak bu yontemin bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. DLS yonteminde biiyiik partikiiller daha fazla 1sik sactiklar igin
slispansiyonda olusan agregasyonlar, nanopartikiillerin ¢aplarini etkileyerek daha biiyiik
boyut dagilimlar1 verebilmektedir (Unal, 2019). Ayrica heterojen boyut dagihimina sahip
slispansiyonlarin ve igerigi bilinmeyen, saf olmayan numunelerin dlgiimlerinin yorumlanmasi

oldukca zor olmaktadir (Daglioglu ve Yilmaz, 2018).

Zeta potansiyel analizi, kolloid haldeki nanopartikiillerin ylizey yiikiinii belirleyen bir
yontemdir. Zeta potansiyel analizinin temeli Doppler prensibi kullanilarak elektrik alani
uygulanan nanopartikiillerin hizinin 6lciilmesine dayanmaktadir. Zeta potansiyel analizi
sonucunda elde edilen deger, partikiil stabilitesi hakkinda bilgi vermektedir. Zeta potansiyel
degeri arttik¢a partikiiller arasinda daha fazla elektrostatik itme sebebiyle partikiillerin bir
araya gelerek olusturduklar1 agregatlar engellenerek kolloidal siispansiyonda kararlilik
artmaktadir. Ayrica zeta potansiyel nanopartikiillerin igerisinde bulundugu c¢oézeltinin pH
degeri ile farklihk gostermektedir (Unal, 2019).

Santrifiijleme ve filtrasyon teknikleri ise numunelerin hazirlanmasi ve boyutlarinin

fraksiyonlamasinda kullanilan, diisiik maliyetli, yliksek hizli ve yiiksek hacimli yontemlerdir.

Kromatografik yontemlerde ise siispansiyondan nanopartikiillerin ayrilmasi igin

kromatografiye dayali yontemler kullanilmaktadir. Bu yontem hizli, hassas ve zararsizdir.
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Bu bilgilerden yola ¢ikarak tez ¢alismamizda kullanimi ¢ok eskiye dayanan giimiis ve tedavi
amach kullanilan Astragalus membranaceus’ u gevreye zarar vermeyen yesil sentez yontemi ile
bir araya getirmek planlanmistir. Bu sekilde glimiis nanopartikiillerin karakterizasyonu,
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinliginin tayin edilmesi, saglikli fibroblast
hiicreleri lizerinde biyouyumlulugunun ve meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7 hiicrelerinde
antikanser etkinliginin incelenmesi amaglanmistir. Bu tez calismasi ile literatiirde konuya
iliskin var olan a¢1g1n kapatilmasi ve benzer ¢alismalar i¢in yol gosterici bir kilavuz olusturmasi

hedeflenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal
2.1.1 Laboratuvarda Kullanilan Malzemeler
¢ 4 °C buzdolab1 (Argelik)
¢ -20 °C derin dondurucu (Argelik)
e 5Sml'lik enjektor
¢ -80 °C derin dondurucu (Visecryo)
* 96 kuyucuklu plate (Biologix)
 Balon joje
* Beherglas
* Bek atesi
e Cam baget
e Cam balon
e Cam sise
* Cetvel
¢ COz inkiibator (ESCO)
e Deney tiipu
¢ Dereceli silindir (Meziir)
e Distile su cihazi
« Elisa mikro plate okuyucu (Rayto RT-3100)
 Ependorf tiip
e Erlenmayer
e Etliv
e Filtre kagidi
e Halka uclu 6ze

e Hassas terazi (Rodwag)
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e Hiicre kiiltiirii flasklari

e Hiicre sayim cihazi (Bio-Rad)
e Hiicre sayim lami (Bio-rad)

e Huni

e Inverted mikroskop (Zeizz)

¢ [sik mikroskobu (Olympos)

e Lam

e Lamel

» Manyetik karistirici

¢ Membran filtre

 Mikro pipet (Dragonlab)

» Mikro pipet ucu

e Numune tepsisi

« Otoklav (Alp)

* Parafilm

e Pastor Firim

e Penset

e Petri kabi

e PH metre

e Pipet

e Piset

e Sogutmali santrifiij (Sigma 3-30KS)
« Soxhlet cihazi
 Spektrofotometre (Biochrom)
o Uggen uglu oze

e Vorteks (Dragonlab mx-f)
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2.1.2. Kullanilan-hazirlanan ¢ozeltiler

¢ %70 yogunlukta etil alkol (C2HsOH)

* %98 yogunlukta etil alkol (C;HsOH)

e Bazik Fuksin

* Distile su

¢ DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)

e DMSO, (Dimetil Siilfat)

o Iyot-lugol ¢ozeltisi

« Kiitlece %95'lik Kristal viyole

e MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-y1)-2,5-difeniltetrazolyum bromid)
e Mueller-Hinton agar: Hacimce 34g/L ve PH7,2 (Merc)
* PBS: 200 ml igerisine 1 tablet ve PH 7,2 (Sigma 4417)
e Tripan mavisi: Hacimce %4'liik ve PH7,4 (Bio-Rad)

e Tripsin edta %0,25’lik
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2.2 Yontem

2.2.1 Astragalus Bitkisinin Temin Edilmesi

Calisma icin bitki 2022 y1linin yaz mevsiminde (Haziran ayinda) Corum’un Kuyumcu Kéyii'nde
Harita 1’ gosterilen 40°46'03.0"N 34°48'44.3" lokasyonundan toplanmistir.

Harita 1:Astragalus’un yetistigi lokasyon (Google Maps’den alind1)

Bitki, 1. Boliim’de Resim 3’te bulunan Astragalus’un ¢izim gorinimi ile gosterilen
karakteristik 06zelliklerine bakilarak tespit edilmistir. Bitkinin dallar1 karsilikli yaprak
diziliminde ve sar1 katmanl cigeklere sahip olmasi ile kok 6zelliklerinden yola ¢ikilarak tespiti
yapilmistir. Bitki karakteristik olarak sar1 ve ¢cok uzun bir koke sahiptir. Tiim bunlar g6z 6niine

alinarak toplanan orneklerin ¢alisilmak istenen Astragalus tiirii olduguna karar verilmistir
(Resim 9-10).

Resim 9: Astragalus membranaceus, Corum,2022
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Resim 10:Astragalus membranaceus'un diger bitkiler ile gériinimii.

2.2.2 Astragalus’tan Soxhlet Cihazinda Sulu Ekstrenin Hazirlanmasi

Yukarida bahsedilen 6zellikler dikkate alinarak c¢alisilmak istenen tiir olduguna karar verilen
Astragalus bitkisi toplanarak laboratuvara getirilmistir. Bitki 6ncelikle el ile temizlenerek kok
ve yaprak kisimlar1 ayristirilmistir. Bitkiden toplanilan kok ve yaprak kisimlar1 6nce icme
suyuyla ardindan distile su ile iyice yikanip temizlendikten sonra Resim 11’de oldugu gibi oda

sicakliginda kurumaya birakilmistir.

%

Resim 11:Astragalus membranaceus’un yapraklarinin ve kokiiniin yikanarak kurutulmus hali

B
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Astragalus bitkisi 6ncelikle yikanarak kurutulduktan sonra ekstraksiyon i¢in hazirlanmistir.
Bitkinin yapraklar1 ve kokleri ayri olarak cam havanda ezilerek ekstraksiyon icin
hazirlanmistir. Kullanilan bitkinin yapraklari Resim 12’de gosterildigi gibi havanda iyice
ezilerek toz haline getirilmistir. Bitkinin kék kismi havanda ezilerek toz haline gelmedigi i¢cin

Resim 13’de goriildiigii sekilde makas ve el ile ¢ok kiiciik parcalara ufalanarak ekstraksiyon
icin 6gutilmustiir.

Resim 12:Ekstraksiyon icin havanda ezilen yapraklar

Resim 13:Ekstraksiyon i¢in kiiciik parcalara ayrilarak hazirlanan kokler
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Astragalus kok ve yaprak ornekleri ekstraksiyon i¢in kurutulup hazirlanmistir. Astragalus’un
ekstrakt icin hazirlanan kok ve yaprak kisimlar1 hassas terazide 25 g olarak tartilmistir.
Tartilan ornekler filtre kagidina yerlestirilerek ip ile ekstraksiyon sirasinda agilmamasi igin
baglanmistir. Daha sonra 25 g o6rnek 250 ml distile su igerisinde Soxhlet cihazina
yerlestirilmistir. Resim 14’te gosterildigi sekilde 8 saat boyunca ekstrakte edilmistir.
Ekstraksiyon sirasinda renk degisimi takip edilerek ¢ozeltinin rengi sar1 renge doniismesi ile
oziit olusumu ile ekstraksiyon dogrulanmistir. Ekstraksiyondan sonra drnekler oda sicakligina
kadar sogumaya birakilmistir. Devaminda ekstraktlar filtre kagidindan stiztilerek steril koyu
renkli cam siselerde muhafaza edilmistir. Siiziilen 6érnekler sonraki ¢calismaya kadar +4°C’ de
saklanmustir.

Resim 14:Hazirlanan 6rnekler, filtre kagidina sarilarak sokslet cihazinda ekstrakte edilmesi.

Astragalus’'un kok ve yapraklarindan Soxhlet cihazinda basarili bir sekilde ekstraksiyon
yapildiktan sonra giimiis nanopartikiillerin (AgNP) sentezi i¢in iki farkli yontem kullanilarak

optimum karakterizasyona sahip nanopartikiillerin {iretimi icin uygun yontem belirlenmistir.
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2.2.3. Yontem 1: Bitki Ekstrelerinden Coziiciiniin Uzaklastirilmasi

Astragalus kok ve yapragindan soxhlet cihazi ile daha 6nce anlatildig1 sekilde basarili bir
sekilde ekstraksiyon yapilmistir. Ekstraksiyon sonrasinda Astragalus ekstrelerinden fazla

¢oziiclinlin uzaklagtirilmasi i¢in santrifiij yontemi kullanilmistir.

Soxhlet ile hazirlanan Astragalus ekstreleri ayr1 ayr1 olacak sekilde 50 mI'lik falkonlara her bir
falkona 50 ml olacak sekilde paylastirilmistir. Daha sonra bu falkonlar 12.000 rpm’ de 20 dk

santrifiij edilmistir.

Santriflijden ¢ikan Orneklerden 6nce siipernatant atilmis ve pellet ile ¢alisiimaya devam
edilmistir.

Geriye kalan pellet iizerine 5 ml distile su eklenmis sonrasinda pellet pipetaj ve vorteks ile
homojen hale getirilmistir. Daha sonra iki ayni1 drnek tiipii bir araya getirilerek tek bir falkonda

toplam 10 ml 6rnek hacmine getirilerek birlestirilmistir.

Ayarlanan bu 10 ml 6rnek falkonlari yikama icin tekrar 12.000 rpm de 20 dk santrifijj
edilmistir. Boylece orneklerin birinci yikama islemi yapilmistir. Santrifiijden sonra tekrar
sipernatant atilmistir. Kalan pelletin iizerine bu defa her 6rnege 10 ml distile su eklenerek
pipetaj ve vorteks yardimiyla 6rnekler homojen hale getirilmistir. Bu defa ayn1 6rnek tiipleri
tekrar birlestirilerek 20 ml son hacme sahip 6rnekler olusturulmustur. Bu érnekler bir sonraki

calismaya kadar +4°C ‘de saklanmistir.

2.2.4 Giimiis Nanopartikiil Sentezinde Yontem 2

Gliimis nanopartikiil sentezinde kullanilan ikinci yontemde, soxhlet cihazi ile hazirlanan
ekstraktlar filtre kagidindan siiziilerek hazirlandiktan sonra dogrudan giimiis nitrat ile

muamele edilerek giimiis nanopartikiil sentezi yapilmistir.

Astragalus’un ekstraksiyonundan sonra kok ve yaprak olarak iki farkli ekstrakttan giimiis
nitrat ile nanopartikiil sentezi yapilmistir. Bu islem her iki yontemde de ortak olarak yapilarak

glimiis nanopartikiil sentezi yapilmistir.

iki farkli yontem ile hazirlanan giimiis nanopartikiillerin sentezinde Yontem 2, Yéntem1’ e gére
daha verimli ve uygun bulunmustur. Nanopartikill sentezinden sonra yapilan diger

calismalara, Yontem 2'ye gore sentezlenen nanopartiktller ile devam edilmistir.

2.2.5 Gumiis Nitrat (AgNO3) Coézeltisinin Hazirlanmasi

Astragalus kok ve yapraklarindan ekstraksiyon hazirlandiktan sonra giimiis nanopartikiil

sentezi icin glimis nitrat ¢ozeltisi hazirlanmistir.

Nanopartikiil sentezinde kullanilmak icin 6ncelikle giimiis nitrat (AgNOs3) ile stok cozelti

hazirlanmistir.
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1 M stok ¢ozelti hazirlamak icin saf haldeki AgNOz tuzu, 200 ml icin hassas terazide 33,974 g
tartilan glimiis nitrat (AgNO3) tuzu erlene konulmus ve lizerine 100 ml distile su eklenmistir.
Daha sonra manyetik karistiricida karistirilarak ¢éziindirilmistiir. Sonrasinda elde edilen

¢ozeltinin lizerine distile su eklenerek son hacim 200 ml’ye tamamlanmustir.

Farkli Konsantrasyonlarda AgNO; ¢ozeltilerinin Hazirlanmasi: Calismada optimizasyon

calismalari icin 4 farkl konsantrasyona sahip giimiis nitrat ¢ozeltileri hazirlanmistir.

Bu derisimler stok ¢ozeltiden seyretme yontemi ile ImM, 3mM ve 5mM konsantrasyona sahip

olacak sekilde hazirlanmistir.

e 1 mM AgNOszic¢in:
Stok c¢ozelti olan 1 M AgNOs; ‘den 100 pl alinmis ve distile su ile 100 ml'ye

tamamlanmistir.

e 3 mM AgNOzic¢in:
Yine stok ¢cozeltiden 300 pl alinarak distile su ile 100 ml'ye tamamlanmistir.

e 5 mM AgNO:icin:
1 M ¢ozeltiden 500 pl alinarak distile su ile 100 ml'ye tamamlanmistir.

Boylelikle glimiis nitrattan stok konsantrasyon olan 1 M, seyreltilerek 1 mM, 3 mM ve 5 mM
konsantrasyona sahip toplamda 4 farkli konsantrasyonda AgNOs3 ¢ozeltisi hazirlanmstir.

Calismada optimizasyon i¢in farkli parametreler kullanarak en uygun ¢ozelti konsantrasyonu

belirlenmistir.

Resim 15:0ptimizasyon i¢in hazirlanan Glimiis nitrat (AgNO3) konsantrasyonlari
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2.2.6 Giimiis Nanopartikiillerin (AgNP) Sentezlenmesi

Glimis nanopartikiillerin sentezi i¢in 6nceden hazirlanan Astragalus ekstraktlar1 ve farkh

konsantrasyonlarda (1, 3, 5mM ve 1M) hazirlanan AgNO3 ¢ozeltisi kullanilmistir.

Sentez i¢in farkli AgNOs ¢ozeltilerinden 9 ml ve kok ve yapraktan hazirlanan ekstraktlardan ise
1 ml alinarak 20 ml’lik cam siselere yavas yavas eklenerek 10 ml'ye tamamlanmistir.
Hazirlanan karisim kuvvetlice karistirilmistir. Daha sonra karanlikta, oda sicakliginda
manyetik karistirici iizerinde belirlenen siireler boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibe edilen
cozeltilerin renk degisimini gozlemlemek icin 4, 8 ve 24 saat inkiibasyon streleri ¢alisilarak

optimum siire belirlenmistir.

Inkiibasyon siiresince, Astragalus’da bulunan biyomaddeler ile giimiis iyonlarinin
indirgenmesi sonucu acik sar1 ve agik kahverengi olan ¢ozeltinin koyu kahverengiye ya da
kirmizims1 kahverengiye dogru renk degisimi goOstermesinin goézlemlenmesi ile giimiis

nanopartikiillerin olusumu dogrulanmistir.
Giimiis nanopartikiillerin Karisimdan Ayrilmasi

Gimiis nanopartikiillerin sentezinde inkiibasyon sonunda renk degisimi ile olusumu
dogrulanan giimiis nanopartikiillerin ¢ozeltiden ayrilmasi ve saflastirilmasi i¢in santrifitijleme
yapilmistir. Sentezlenen AgNp’ler sogutmal santrifiijde 10°C'de 20 dakika boyunca 12000
rpm de santrifiij edilmistir. Boylelikle giimiis nanopartikiilleri ¢oktiiriilmiistiir. Coktiirme
sonrasinda nanopartikiillerin yikanmasi i¢in siipernatant atilmis ve kalan pellet tizerine 10 ml

distile su eklenerek tekrar 12,000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir.

Glimis nanopartikiillere ¢oktlirme sonrasi 2 kez yikama yapilarak ¢ozeltide bulunan fazla

glimiis tuzlar ve organik maddeler uzaklastirilmistir.

Bu islemler sonrasinda Resim 16’da gosterildigi gibi kalan pellet iizerine 10 ml distile su

eklenerek su icerisinde nanopartikiiller disperse edilmistir.

Hazirlanan giimiis nanopartikiiller karakterizasyon ¢alismalarina kadar +4°C’de saklanmistir.

34



Resim 16:Nanopartikiillerin sentezlendikten sonra santrifiij ile ¢oziiciiden ayrilmasi ve

nanopartikiillerin kuru hali

2.2.7 Giimiis Nanopartikiil (AgNP)’lerin Karakterizasyonu

Astragalus kok ve yapragindan elde edilen ekstrakt ile hazirlanan giimiis nanopartikiillerin
yapisal oOzelliklerinin belirlenmesi icin karakterizasyon analizleri yapilmistir. Tez
calismamizda sentezlenen AgNP’lerin karakterizasyonu i¢in UV-Vis spektrofotometre,
Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS), Fourier Dontlisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) ve Taramali
Elektron Mikroskopisi (SEM) yontemleri kullanilmistir.

2.2.7.1 Giimiis nanopartikiil (AgNP)’lerin Dinamik Is1k Sac¢ilimi (DLS) ile Partikiil Boyut
Analizi ve Zeta Potansiyelinin Belirlenmesi

AgNP’lerin gercek boyut dagilimlarini tayin etmek amaciyla DLS yontemi kullanilmistir.
Sentezlenen AgNP’ler santrifiij sonrasi distile suda disperse edildikten sonra 0,22 um’lik

enjektor tipi filtre ile siiziilerek steril edilmistir.

Hazirlanan érneklerin partikiil boyut ve yiizey yiikii analizi Hitit Universitesi Bilimsel Teknik
Uygulama ve Arastirma Merkezi (HUBTUAM)'da gerceklestirilmistir. Ol¢ciim icin érnekler her

defasinda taze hazirlanmistir.
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2.2.7.2 Giimis nanopartikiil (AgNP)’lerin Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
Boyut ve Morfolojisinin Analizi

Hazirlanan nanopartikiillerin boyut ve morfolojilerinin analizi SEM goriintilleme ile
yapilmistir. Ornekler, 0,22 um’lik membran filtreden gecirildikten sonra analiz igin
HUBTUAM’a génderilmistir.

2.2.7.3 Gumiis nanopartikiil (AgNP)’lerin UV-Vis Spektrofotometre Analizi

Glimis nanopartikiillerin olusumunu dogrulamak adina partikiillerin belirli dalga boyunda
verdikleri absorbansin tayin edilmesii¢cin UV-Vis Spektrofotometrede dlgtimleri yapildi. Bunun
icin kok ve yapraktan ayri ayri ekstrakte edilerek hazirlanan giimiis nanopartikiil soliisyonlari
2 mL’Lik kuvartz kiivetlere konularak, giimiis nanopartikiillerin maksimum absorbans

degerlerini belirlemek icin 6rnekler 200-800 nm dalga boyu araliginda taranmigtir.

2.2.74 Gumiis nanopartikiill (AgNP)’lerin Fourier Déniisiimii Kizilétesi
Spektrofotometre (FT-IR) Analizi

Gimiis nanopartikiillerin ve ekstraktta bulunan biyomolekiillerin o6zelliklerini ve
nanopartikiillerin yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplari incelemek amaciyla Fourier

Dontistimii Kizilotesi Spektrofotometre (FT-IR) yontemi kullanilmistir.

Astragalus kok ve yapragindan elde edilen ekstraktlardan sentezlenen giimiis nanopartikiiller
12.000 rpm de 40 dk santrifiij edilmistir. Ayrica kontrol olarak kullanilmak tizere ayni kok ve
yaprak ekstraktlar1 da santrifiij edildikten sonra siipernatantlar uzaklastirilarak pelletler 1

gece boyunca kurumaya birakilmistir.

Kurutulan nanopartikiil ve ekstraktlarin 1mg'1 ile 100 mg KBr tozu karistirilmis ve kagit
kalinligina gelene kadar preslenmistir. Preslendikten sonra seffaf hale gelen 6rnekler FT-IR
cihazinda kati érnekler i¢in kullanilan KBr yontemi ile 400-4000 cm-! dalga boyu araliginda

taranmistir.

2.2.8 Giimiis Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Glmus nanopartikiillerin karakterizasyon analizinden sonra biyolojik aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in antimikrobiyal aktivite tayini yapilmistir. Antimikrobiyal aktivite tayini icin
6 farkh test mikroorganizmasi (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Metisiline Direngli
Staphylococcus aureus (MRSA), Klebsiella pnémoni, Pseudomonas aeruginosa ve Acineto bacter)
kullanilmistir. Calismada hazirlanan AgNP’lerin  secilen mikroorganizmalara karsi

antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon yontemi ile tayin edilmistir.

Disk difiizyon yontemi: Bu yontemde mikroorganizmalar Mueller Hinton Broth igerisinde iki
kez aktiflestirilerek 37°C’de inkiibe edilmistir. Kiiltlrler aktiflestirildikten sonra optik
yogunlugu (OD) spektrofotometrik olarak 600 nanometre dalga boyunda 0,600 OD’ye
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ayarlanmistir (ODeoo = 0,6). Aktiflestirilen mikroorganizmalar Mueller Hinton Agara inokiile
edilerek tiim agar ylizeyine yayilmasi saglanmistir. Whatman filtre kagidindan hazirlanan
steril disklere, Astragalus’'un kok ve yaprak ekstraktlarinin indirgenmesi ile hazirlanan
AgNP’lerden kok i¢in 24 saat 5 mM AgNOs3 olan konsantrasyon ile indirgenen ve yaprak icin 4
saat 5 mM AgNOs; olan konsantrasyon ile hazirlanan formiilasyonlarin 3 farkh
konsantrasyonlari (1 mg, 0,5 mg ve 0,25 mg/mL) disklere emdirilerek 24 saat siire ile 37°C’de
inklibasyona birakilmistir. Steril distile su emdirilmis diskler negatif kontrol olarak
kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiim petri kaplarinda antimikrobiyal aktivite
degerlendirilmistir. Disk diflizyon testleri 2 tekrarl olarak yapilmis ve tiim antimikrobiyal
aktivite zonlar1 cetvel yardimi ile 6l¢tilerek sonuglar kaydedilmistir.

e Mueller Hinton Broth Besiyerinin Hazirlanmasi: Mueller Hinton Broth (BBL)
besiyeri i¢in 11 g kuru besiyeri hassas terazide tartilmistir. Tartilan kuru besiyerinin
tizerine bir miktar distile su eklenerek manyetik karistiricida iyice ¢éziindiirilmiistr.
Daha sonra son hacim 500 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanmistir. Son olarak
tiiplere 5 ml olarak paylastirilmis ve tiiplerin agizlar1 siki bir sekilde pamuk ile
kapatilarak otoklavda steril edilmistir. Sterilite kontrolii i¢in besiyerleri 37°C’de
inkiibe edilmis ve kontaminasyon goézlenmeyen besiyerleri ile calismalara devam
edilmistir.

e Mueller Hinton Agar Besiyerinin Hazirlanmasi: Mueller Hinton Agar (Condalab)
besiyeri i¢cin 38g/L olacak sekilde hazirlanmistir. Calisma i¢in gereken miktar
hesaplandiktan sonra 1,2 L besiyeri i¢in 45,6 g kuru besiyerinden tartilmistir. Daha
sonra bir miktar distile su ile manyetik karistiricida ¢oziindiiriildiikten sonra son hacim
1,2 L olacak sekilde distile su ile tamamlanmistir. Daha sonra otoklavlanmis ve uygun
1siya geldikten sonra petrilere yaklasik 20 ml olacak sekilde bek atesinin oniinde
paylastirilmistir. Inkiibatérde 37°C’de 1 gece birakilmis ve sterilite kontroliinden
sonra antimikrobiyal analiz calismalar1 i¢in kullanilmistir.

e Mikroorganizmalarin Aktifliklerinin Yapilmasa: Kat1 besiyerindeki
mikroorganizmalarin (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Metisiline Direncli
Staphylococcus aureus (MRSA), Klebsiella pndmoni, Pseudomonas aeruginosa ve Aceoto
bacter) birinci aktiflikleri i¢in tek kolonilerden halka ug¢lu 6ze ile alinarak sivi
besiyerine ekimi yapilmistir. Sivi besiyerine ekilen 6rnekler vortekslendikten sonra
37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. ikinci aktiflik icin, inkiibasyona birakilan
mikroorganizmalardan 100ul alinarak taze sivi besyerine ekimi yapilmis ve CO2li
inkiibatérde 37°C’de 18 saat inkiibe edilmistir.

e Mikroorganizmalarin Antimikrobiyal Test I¢cin Hazirlanmas:: Aktiflikleri
tamamlanan mikroorganizmalarin, antimikrobiyal aktivitesinin tayini i¢in yaklasik
olarak esit sayida bakteri ile calisilmast gerekmektedir. Bu sebeple

mikroorganizmalarin iireme yogunluklar1 UV-spektrofotometrede absorbans degerleri
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Olciilerek sabitlenmistir. Bos besiyerinin kor olarak kullanildigi c¢alismada,

mikroorganizmalarin yogunluklar1 600 nm’de 0,6 OD’ye ayarlanmistir.

e AgNP’lerin Hazirlanmasi: Antimikrobiyal aktivite tayini icin kok ekstraktindan elde
edilen AgNP’lerden 24 saat 5 mM AgNOs iceren konsantrasyon ve yaprak ekstraktindan
elde edilen AgNP’lerden 4 saat 5 mM AgNO3 iceren konsantrasyon secilerek 3 farkl
diliisyon oraninda g¢alisilmistir. Tiim 6rnekler 0,22 um’lik membrane filtre kullanarak
steril edilmistir.

e Antimikrobiyal Testin Uygulanmasi: OD’leri 0,6’ya ayarlanan mikroorganizmalar, 2
kontrollii olacak sekilde petrilere 100 pl olarak konulmus ve drigalski oze ile
besiyerinin her tarafina homojen bir sekilde yayilmis ve 10 dk bekletilmistir. Daha
sonra petrilere ekilen mikroorganizmalarin tzerine daha o6nceden Whatman
kagidindan kesilerek steril edilen diskler yerlestirilmistir. Bu disklerin tizerine 10 pl
olacak sekilde farkli konsantrasyonlardaki giimiis nanopartikiill soliisyonlari
emdirilmistir. Sonrasinda petriler inkiibatorde 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda petrilerde olusan zonlar 6l¢tilerek kayit edilmistir.

2.2.9 Giimiis Nanopartikiillerin Biyouyumluluk Tayini

Sentezi yapilan giimiis nanopartikiillerin in vitro hiicre kiiltiirii biyouyumluluk ve antikanser
etkinlik analizleri ger¢eklestirilmistir. Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin canli hiicrelerdeki
biyouyumlulugunun tayini i¢in saghkl fare fibroblast hiicreleri (L929) kullanilmistir. Bunun
icin %10 FBS ve %1 penisillin/streptomisin iceren Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
besiyeri icerisindeki L929 (Fare Fibroblast hiicre hatti) hiicreleri 96 kuyucuklu plakalara
ekilmistir. 18 saatin sonunda hiicre yiizeyindeki besiyeri uzaklastirilarak antimikrobiyal
calismalarda uygulanan 3 farkli konsantrasyondaki giimiis nanopartikiiller besi ortaminda (1
mg/mL, 0,5 mg/mL ve 0,25 mg/mL) disperse edilerek 100 pL olacak sekilde hiicrelere
uygulanmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonunda formiilasyonlar tizerine 25 pL 3-4,5-dimetil-
tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) uygulanmistir. 4 saat sonunda MTT uygulamasi
sonucu olusan formazan Kristallerinin ¢o6ziilmesi i¢cin 200 ulL Dimetilstlfoksit (DMSO)
kuyucuklar lizerine uygulanarak absorbans 570 nm’de mikroplaka okuyucuda 6l¢tilmiistiir.
Canlilik asagida verilen formdiil iizerinden hesaplanmis ve AgNP ile muamele edilmemis kiiltiir

ortami kontrol olarak kullanilarak %100 canlilik olarak kabul edilmistir.

Maruz birakilmis hiicre * 100
% canlilik =

Maruz birakilmamis hticre

2.2.10 Giimiis Nanopartikiillerin Antikanser Etkinliginin Belirlenmesi

MCF-7 meme kanseri hiicre hatti % 10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium) ortaminda %5 CO; iceren etiivde 37°C’de inkiibe edilerek
cogaltilmistir. Hiicreler % 80 konfluensiye ulastiginda 96 kuyucuklu plakalara ekilmis ve daha

sonra AgNP’lerin antikanser etkinligi MTT testi ile tayin edilmistir. Buna gore 18 saatin
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sonunda hiicre yiizeyindeki besiyeri uzaklastirilarak antimikrobiyal calismalarda uygulanan 3
farkli konsantrasyondaki (1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 0,25 mg/mL) AgNP’ler besiyerinde
disperse edilerek 100 uL olacak sekilde hiicrelere uygulanmistir. 48 saatlik inkiibasyon
sonunda formiilasyonlar iizerine 25 pL 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT) uygulanmistir. 4 saat sonunda MTT uygulamasi sonucu olusan formazan Kristallerinin
coziindirilmesi icin 200 pL Dimetilsiilfoksit (DMSO) kuyucuklar iizerine uygulanarak
absorbans 570 nm’de mikroplaka okuyucuda 6l¢tilmiistiir. AgNP ile muamele edilmemis kiiltiir
ortami kontrol olarak kullanilarak %100 canllik olarak kabul edilmistir.

2.2.11 istatiksel Analiz

Tez calismamizda elde edilen veriler ortalama * standart sapma olarak verilerek, tekrarl
analizler ile sonuglar ifade edilmistir. Hiicre kiiltiiri analiz sonuglar1 tek yonlii ANOVA ile
degerlendirilerek (*p<0,05) istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edilmistir.
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3. SONUCLAR

3.1 Giimiis nanopartikiiller (AgNP)’lerin Karakterizasyonu: UV-Vis Spektrofotometre
Sonugclari

Geven 1 (Astragalus Yaprak) Ornegi
Geven (1) 4 Saat:

Astragalus bitkisi yaprak ornegi 8 saat siire ile su igerisinde ekstraksiyona tabi tutulduktan
sonra elde edilen ekstrakttan giimis nanopartikiil sentezi yapilmistir. Bununicin 1 M, 3 mM ve
5mM konsantrasyonda hazirlanan giimis nitrat ¢ozeltisi ile 4 saat siire ile indirgenen yaprak
orneklerinden glimiis nanopartikiil olusumu o6ncelikle renk degisimine bagh olarak
karakterize edilmistir. Elde edilen sonuglar ile renk degisimine dayanarak ¢alisilan tiim
konsantrasyonlarda Resim 17 ve Resim 18'de gosterildigi gibi giimiis nanopartikiillerin
basarili bir sekilde olustugu dogrulanmistir.

Resim 17:Geven 1 ile AgNP sentezi (4 saat baslangic)

Resim 18: Geven 1 ile AgNP sentezi (4 saat sonu)
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UV-Vis Spektrofotometre Sonuclari

Yaprak ekstraktindan sentezlendigi diisiiniilen glimiis nanopartikiillerin varligin1 saptamak
icin UV-Vis spektrofotometre ile 200-800 nm dalga boyu araliginda maksimum absorbans piki
taranmistir. Gimis nitrat (AgNOs3)'in farkli konsantrasyonlari ile 4 saatlik indirgenme
reaksiyonuna bagli olarak sentezlenen gilimiis nanopartikiiller literatiir verileri ile
karsilastirildiginda yaklasik olarak 400-450 nm araliginda maksiumum absorbans piki
vermektedir. Buna bagl olarak tez ¢alismamizda Astragalus yapraklarindan elde edildigi
diistiniilen giimiis nanopartikiiller UV spektrofotometre ile olgiilerek sentezin basarili bir
sekilde gerceklesip gerceklesmedigi analiz edilmistir. Buna gore, drnekler Resim 19, 20 ve
21’de gosterildigi gibi yaklasik 450 nm dalga boyunda maksimum absorbans piki vermistir.
Boylece Astragalus bitkisinin yapragindan AgNOs; ile indirgenme reaksiyonu gercekleserek
basarili bir sekilde giimiis nanopartikiillerin sentezlendigi dogrulanmistir.

| . Wavescan 8 8
Sample: Default 8 A 4500nm Abs 3965

« » 0 0 ¢ X

Resim 19: Geven 1+ 1 M AgNO3 (4 saat)
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Resim 21:Geven 1 + 5 mM AgNO3 (4 Saat)

Geven (1) 8 Saat:

Astragalus bitkisi yaprak 6rnegi 8 saat siire ile su icerisinde ekstraksiyona tabi tutulduktan
sonra elde edilen ekstrakttan glimiis nanopartikiil sentezi yapilmistir. Bunun i¢cin 1 M, 3 mM ve
5mM konsantrasyonda hazirlanan giimiis nitrat ¢ozeltisi ile 8 saat stire ile indirgenen yaprak
orneklerinden giimis nanopartikiill olusumu 6ncelikle renk degisimine bagh olarak
karakterize edilmistir. Elde edilen sonuglar, literatiire benzerlik gostermekte olup, giimiis
nanopartikiillerin renk degisimine dayanarak calisilan tiim konsantrasyonlarda basarili bir
sekilde olustugu dogrulanmistir (Resim 22 ve Resim 23).
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Resim 22:Geven 1 ile AgNP sentezi (8 saat baslangic)

Resim 23:Geven 1 ile AgNP sentezi (8 saat sonu)

UV-Vis Spektrofotometre Sonuglari

Yaprak ekstraktindan sentezlendigi diisiiniilen giimiis nanopartikiillerin varligini saptamak
icin UV-Vis spektrofotometre ile 200-800 nm dalga boyu araliginda maksimum absorbans piki
taranmistir. Giimiis nitrat (AgNO3)'in farkli konsantrasyonlar1 ile 8 saatlik indirgenme
reaksiyonuna bagl olarak sentezlenen giimiis nanopartikiiller literatiir verileri ile
karsilastirildiginda yaklasik olarak 400-450 nm araliginda maksiumum absorbans piki
vermektedir. Buna bagh olarak tez calismamizda Astragalus yapraklarindan elde edildigi
diistintilen glimiis nanopartikiiller UV spektrofotometre ile 6lciilerek sentezin basarili bir
sekilde gerceklesip gerceklesmedigi analiz edilmistir. Buna gore 8 saatlik inkiibasyon sonucu
olusan ornekler Resim 24, 25 ve 26’ da gosterildigi gibi yaklasik 450 nm dalga boyunda
maksimum absorbans piki vermistir. Bu sonug¢ referans alinan c¢alismalar ile benzerlik
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goOstermistir. Boylece Astragalus bitkisinin yapragindan AgNOs ile indirgenme reaksiyonu
gercekleserek basarili bir sekilde glimiis nanopartikiillerin sentezlendigi dogrulanmistir.

m . Wavescan @ Z

Sample: Default 8 A 453.0nm Abs 3.813

A 4450nm Abs 3.935

Resim 25:Geven 1 + 3mM AgNOs3 (8 saat)

Wavescan 8 8
A 4530nm Abs 3968

Resim 26:Geven 1 + 5 mM AgNO3 (8 saat)

44



Geven (1) 24 Saat:

Astragalus bitkisi yaprak ornegi 24 saat stire ile su icerisinde ekstraksiyona tabi tutulduktan
sonra elde edilen ekstrakttan giimis nanopartikiil sentezi yapilmistir. Bununicin 1 M, 3 mM ve
5mM konsantrasyonda hazirlanan giimiis nitrat ¢ozeltisi ile 24 saat siire ile indirgenen yaprak
orneklerinden glimiis nanopartikill olusumu o6ncelikle renk degisimine bagh olarak
karakterize edilmistir. Elde edilen sonuglar, literatiire benzerlik gostermekte olup, giimiis
nanopartikiillerin renk degisimine dayanarak ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda basarili bir
sekilde olustugu dogrulanmistir (Resim 27 ve Resim 28).

Resim 27:Geven 1 ile AgNP sentezi (24 saat baslangic)

Resim 28:Geven 1 ile AgNP sentezi (24 saat sonu)

UV-Vis Spektrofotometre Sonuglari

Yaprak ekstraktindan sentezlendigi diisiiniilen giimiis nanopartikiillerin varhigini saptamak
icin UV-Vis spektrofotometre ile 200-800 nm dalga boyu araliginda maksimum absorbans piki
taranmistir. Glimiis nitrat (AgNOs3)'in farkll konsantrasyonlari ile 24 saatlik indirgenme
reaksiyonuna baglh olarak sentezlenen giimiis nanopartikiiller literatiir verileri ile
karsilastirildiginda yaklasik olarak 400-450 nm araliginda maksiumum absorbans piki
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vermektedir. Buna bagh olarak tez calismamizda Astragalus yapraklarindan elde edildigi
diisiintlen giimiis nanopartikiiller UV spektrofotometre ile odlgiilerek sentezin basarili bir
sekilde gerceklesip gerceklesmedigi analiz edilmistir. Buna gore 6rnekler Resim 29, 30 ve
31’de gosterildigi gibi yaklasik 390 nm dalga boyunda maksimum absorbans piki vermistir. Bu
sonug¢ referans alinan calismalar ile yakinlik gdstermistir. Boylece Astragalus bitkisinin
yapragindan AgNOs ile indirgenme reaksiyonu gercekleserek basarili bir sekilde giimiis
nanopartikiillerin sentezlendigi dogrulanmistir.

ae

Sample: Defaul 8

200 @250 300 35S0 400 NS0 SO0 S50 GO0 650 W@ S0 o0

A
Abs

« » 0 0 9 X s

Resim 30:Geven 1 + 3 mM AgNO3 (24 saat)
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Resim 31:Geven 1 + 5mM AgNO;3 (24 saat)

GEVEN 2 (KOK) ORNEGi

Geven (2) 4 Saat:

Astragalus bitkisi kok 6rnegi 8 saat siire ile su igerisinde ekstraksiyona tabi tutulduktan sonra
elde edilen ekstrakttan giimiis nanopartikiil sentezi yapilmistir. Bunun icin 1 M, 3 mM ve 5mM
konsantrasyonda hazirlanan giimiis nitrat ¢ozeltisi ile kok ekstrakti 4 saat siire ile manyetik
karistiricida indirgenerek giimiis nanopartikiil olusumu 6ncelikle renk degisimine bagl olarak
karakterize edilmistir. Elde edilen sonuglar, literatiire benzerlik gostermekte olup, glimiis
nanopartikiillerinin olusumu sirasinda yaprak ekstraktlarindan elde edilen giimiis
nanopartikiillere kiyasla daha az bir renk degisimi meydana getirdigi tespit edilmistir. Bu
sonuglarin yani sira giimiis nanopartikiil olusumu UV-spektrofotometrik karakterizasyon

sonuclarinin teyidine ihtiya¢ duydugundan spektrofotometrik yontem ile nanopartikiil
olusumu karakterize edilmistir (Resim 32 ve Resim 33).
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Resim 32: Geven 2 ile AgNP sentezi (4 saat baslangic)

Resim 33: Geven 2 ile AgNP sentezi (4 saat sonu)

UV-Vis Spektrofotometre Sonuglari

Kok ekstraktindan sentezlendigi diisiiniilen giimiis nanopartikiillerin varligini saptamak icin
UV-Vis spektrofotometre ile 200-800 nm dalga boyu araliginda maksimum absorbans piki
taranmistir. Buna gore Gilimis nitrat (AgNOs)'in farkli konsantrasyonlar1 ile 4 saatlik
indirgenme reaksiyonuna baglh olarak sentezlenen giimiis nanopartikiiller literatiir verileri ile
karsilastirildiginda yaklasik olarak 400-450 nm araliginda maksiumum absorbans piki
vermektedir. Tez ¢alismamizda ise bitki kokiinden elde edilen giimiis nanopartikiillerin 290
nm de pik verdigi bulunmustur (Resim 34-36).
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Resim 36: Geven 2 + 5 mM AgNO3 (4 saat)

49



Geven (2) 8 Saat

Astragalus bitkisi kok 6rnegi 8 saat siire ile su icerisinde ekstraksiyona tabi tutulduktan sonra
elde edilen ekstrakttan giimiis nanopartikiil sentezi yapilmistir. Bunun i¢in 1 M, 3 mM ve 5mM
konsantrasyonda hazirlanan giimiis nitrat ¢ozeltisi ile kok ekstrakti 8 saat siire ile manyetik
karistiricida indirgenerek giimiis nanopartikiil olusumu éncelikle renk degisimine baglh olarak
karakterize edilmistir. Elde edilen sonuglar, literatiire benzerlik gdstermekte olup, giimiis
nanopartikiillerinin olusumu sirasinda yaprak ekstraktlarindan elde edilen giimiis
nanopartikiillere kiyasla daha az bir renk degisimi meydana getirdigi tespit edilmistir. Bu
sonuglarin yani sira giimiis nanopartikiil olusumu UV-spektrofotometrik karakterizasyon
sonuglarinin teyidine ihtiya¢ duydugundan spektrofotometrik yodntem ile nanopartikiil
olusumu karakterize edilmistir (Resim 37 ve Resim 38).

Resim 37:Geven 2 ile AgNP sentezi (8 saat baslangic)

Resim 38: Geven 2 ile AgNP sentezi (8 saat sonu)
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UV Spektrofotometre Sonuglari

Kok ekstraktindan sentezlendigi diistiniilen giimiis nanopartikiillerin varligin1 saptamak i¢in
UV-Vis spektrofotometre ile 200-800 nm dalga boyu araliginda maksimum absorbans piki
taranmistir. Buna gore Glmiis nitrat (AgNO3z)'in farkli konsantrasyonlar: ile indirgenme
reaksiyonuna baglhh olarak sentezlenen glimiis nanopartikiiller literatiir verileri ile
karsilastirildiginda yaklasik olarak 400-450 nm araliginda maksiumum absorbans piki
vermektedir. Tez ¢alismamizda ise bitki kokiinden elde edilen glimiis nanopartikiillerin 8

saatlik indirgenme reaksiyonu sonucu 295-300 nm araliginda maksimum absorbans piki
verdigi bulunmustur (Resim 39-41)

. 7] Wavescan @ o4

Sample: Defauk 8

A 3020nm Abs 3.837

Resim 39:Geven 2 + 1M AgNO3 (8 saat)
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Resim 40:Geven 2 + 3 mM AgNO3 (8 saat)
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u . Wavescan
Sample: Defauk 8 A 2880nm Abs

Resim 41:Geven 2 + 5 mM AgNO3 (8 saat)

Geven (2) 24 Saat:

Astragalus bitkisi kok 6rnegi 24 saat stire ile su igerisinde ekstraksiyona tabi tutulduktan sonra
elde edilen ekstrakttan giimiis nanopartikiil sentezi yapilmistir. Bunun i¢in 1 M, 3 mM ve 5mM
konsantrasyonda hazirlanan glimiis nitrat ¢ozeltisi ile kok ekstrakti 24 saat siire ile manyetik
karistiricida indirgenerek giimiis nanopartikiil olusumu 6ncelikle renk degisimine bagh olarak
karakterize edilmistir. Elde edilen sonuglar, literatiire benzerlik gostermekte olup, giimiis
nanopartikiillerinin olusumu sirasinda yaprak ekstraktlarindan elde edilen giimiis
nanopartikiillere kiyasla daha az bir renk degisimi meydana getirdigi tespit edilmistir. Bu
sonuglarin yani sira giimiis nanopartikiil olusumu UV-spektrofotometrik karakterizasyon
sonuclarinin teyidine ihtiya¢ duydugundan spektrofotometrik yontem ile nanopartikiil
olusumu karakterize edilmistir (Resim 42 ve Resim 43).

Resim 42:Geven 2 ile AgNP sentezi (24 saat baslangig)
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Resim 43:Geven 2 ile AgNP sentezi (24 saat sonu)

UV-Vis Spektrofotometre Sonuglari

Kok ekstraktindan sentezlendigi diisiiniilen giimiis nanopartikiillerin varligini saptamak icin
UV-Vis spektrofotometre ile 200-800 nm dalga boyu araliginda maksimum absorbans piki
taranmistir. Buna gore Gilimus nitrat (AgNOs3)'in farkli konsantrasyonlar: ile indirgenme
reaksiyonuna bagli olarak sentezlenen gilimiis nanopartikiiller literatiir verileri ile
karsilastirildiginda yaklasik olarak 400-450 nm araliginda maksiumum absorbans piki
vermektedir. Tez calismamizda ise bitki kokiinden elde edilen glimiis nanopartikiillerin 24
saatlik indirgenme reaksiyonu sonucu 295 nm de maksimum absorbans piki verdigi
bulunmustur (Resim 44-46).

D . Wavescan
Sample: Defaul 8 A 300.0nm Abs

Resim 44:Geven 2 + 1M AgNO3 (24 saat)
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Resim 46:Geven 2 + 3 mM AgNO3 (24 saat)

3.2 Giimiis nanopartikiil (AgNP)’lerin Dinamik Isik Sacilimi (DLS) ile Partikiil Boyut
Analizleri Ve Zeta Potansiyelleri

Astragalus yaprak ekstraktindan ve Astragalus kok ekstraktindan sentezlenen gilimis
nanopartikiiller, Zetasizer cihazinda DLS yontemi ile partikill boyutu, zeta potasiyeli ve
polidispersite (PDI) degerleri agisindan analiz edilmistir (Grafik 1-2).

Astragalus yaprak ekstraktindan (Geven 1) elde edilen giimiis nanopartikiillerin partikiil
boyut, zeta potansiyel ve PDI degerleri glimiis nitrat konsantrasyonu ve siireye bagh olarak
degisiklik gdstermis olup sonuclar Tablo 3’ de verilmistir.

Tez calismamiz sirasinda kullanilan Astragalus yaprak oOrneginden giimiis nanopartikiil
olusumunda renk degisimi ve UV spektrofotometrik analizler acisindan uygun oldugu
belirlenen 6rnek ile sonraki karakterizasyon calismalarina devam edilmistir. Bunun i¢in 5mM

glimiis nitrat varhiginda 4 saat siire ile inkiibe edilen ekstraksiyonlardan elde edilen giimiis
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nanopartikiillerin yaklasik olarak boyutu 97 nm, zeta potansiyeli -22 mV ve PDI degeri ise 0,2
olarak belirlenmistir.

Grafik 1: Gevenl’den elde edilen giimiis nanopartikiillerinin (AgNP) boyut dagilimi

Grafik 2: Gevenl’den elde edilen giimiis nanopartikiillerinin (AgNP) zeta potansiyel degeri



Tablo 3:Gevenl'den elde edilen nanopartikiillerin, partikil boyutu, zeta potansiyeli ve PDI
verileri (Sonuglar ortalama#standart sapma olarak ifade edilmistir).

Geven Partikiil Zeta
1 Boyutu Potansiyeli

97+1,6
nm

21,8+2,2 0,224+0,0

24 101,3+1,6 21,1+2,2 0,184+0,0
saat nm

5 mM -

24 103,2+1,6 23,3%+2,2 0,217+0,0
saat nm

Tez c¢alismamiz sirasinda kullanilan Astragalus kok oOrneginden glimiis nanopartikiil
olusumunda renk degisimi ve UV spektrofotometrik analizler acisindan uygun oldugu
belirlenen 6rnek ile sonraki karakterizasyon ¢alismalarina devam edilmistir. Bunun i¢in 5mM
glimiis nitrat varliginda 24 saat siire ile inkiibe edilen ekstraksiyonlardan elde edilen giimiis
nanopartikiiller Tablo 4’te gosterildigi gibi yaklasik olarak boyutu 85 nm, zeta potansiyeli -24
mV ve PDI degeri ise 0,2 olarak belirlenmistir. Geven 2’den elde edilen giimiis
nanopartikiillerin zeta potansiyel boyut dagilim grafigi ise Grafik 3'te gosterilmistir.

Tablo 4:Geven2'den elde edilen naopartikillerin, partikiil boyutu, zeta potansiyeli ve PDI
verileri (Sonuglar ortalamazstandart sapma olarak ifade edilmistir)

Geven Partikill Zeta

2 Boyutu Potansiyeli PdI

85,4+1,6 24,2+2,2 0,2+0,0
nm
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Grafik 3: Geven 2'den elde edilen nanopartikiillerinin (AgNP) boyut dagilimi

Grafik 4:Geven 2'den elde edilen giimiis nanopartikiillerin (AgNP) zeta potansiyel degeri

3.3 Giimiis Nanopartikiillerin Taramali Elektron Mikroskop (SEM) Sonuclar1

Gevenl (5 mM 4 saat) ve Geven2 (5 mM 24 saat) den sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
DLS yontemi ile optimum boyuta sahip oldugu belirlenen formiilasyonlarina ait partikiil boyut
ve morfolojileri, taramali elektron mikroskop (SEM) yontemi ile tayin edilmistir.

SEM yontemi ile saptanan sonuclara gore Gevenl'den elde edilen giimiis nanopartikiillerin
partikiil boyutu yaklasik 55 nm ve morfolojilerinin ise agirlikh olarak kiiresel agregatlar ve
kare kristaller seklinde oldugu gézlemlenmistir (Resim 47 ve Resim 48).

Belirlenen optimum oOzellikli Geven2’den sentezlenen glimiis nanopartikiillerin SEM
sonuglarina gore partikiillerin boyutlar1 yaklasik 14 nm ve morfolojileri ise kiiresel agregatlar
seklindedir (Resim 49).



det ti — 1pm —

R
.5mm | ETD T HUBTUAM

mag [J B it — 1) ]
10.00 kv | 50 000 x 3 10.4 mm | ETD ¢ HUBTUAM

Resim 48: Geven 1 giimiis nanopartikiillerinin SEM goriintisu
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3/16/2023 HV mag [J pressure WD det tilt —400 nm ——
12:29:01 PM | 10.00kV | 240000 x | 1.77e-3Pa 10.5mm ETD = HUBTUAM

Resim 49:Geven 2 glimiis nanopartikillerinin SEM goriintiisii ve boyut analiz verileri

3.4 Giimiis Nanopartikiillerin FT-IR Analiz Sonuclari

Yaprak ve kok ekstraktlarindan hazirlanan giimiis nanopartikillere ait belirlenen optimum
ozellikteki formiilasyonlar kurutularak FT-IR cihazinda 400-4000 nm dalga boylar1 arasinda
taranarak, titresim piki verdikleri absorbans bantlari tespit edilmistir.

1030, 1080, 1150, 1370, 1616, 2930 ve 3333 cm-'de gozlemlenen absorpsiyon bantlari,
numune yiizeyinde cesitli fonksiyonel gruplarin varligini acik¢a géstermektedir. 1030 ve 1150
cm-'deki zirveler, C-O-C titresimlerine baglanir. 1080 cm-1'deki zirve, C-O-H titresimleriyle
iligkilidir. 1370 ve 2930 cm-'deki bantlar, CHz ve CH; gruplarinin titresimlerinden
kaynaklanmaktadir. 1616 ve 3333 cm-l'deki pikler, sirasiyla C = O ve O-H titresimleriyle

iligkilidir. Astragalus membranaceus ekstrakti ve AgNP orneklerinin FT-IR analiz verilerine
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gore Grafik 5-10’da gosterildigi gibi spektrumlarinin pik yogunluklarindakiigiik farkliliklar

gozlenirken, pik konumlarinda 6nemli bir degisiklik bulunmadig1 gzlemlend.i.
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Grafik 5: Geven1 nanopartikiillerinin FT-IR analiz verileri
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Grafik 6: Geven1 ekstraktinin FT-IR analiz verileri
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Grafik 7: Geven 2 nanopartikiillerinin FT-IR analiz verileri
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Grafik 8: Geven 2 ekstraktinin FT-IR analiz verileri

Geven yaprak ve kok ekstresi ve yesil sentezlenen AgNP'lerin FTIR spektrumlar
karsilastirildiginda, yesil sentezlenen AgNP'lerin FTIR spektrumunda Geven yaprak ve kok
ekstresi icin elde edilen bazi piklerin de go6zlendigi ancak bdélgelerinin farkli oldugu

gozlemlenmistir.

AgNP'lerin FTIR spektrumu, Grafik 9'da gosterildigi gibi Geven yaprak ekstresi spektrumu ile
karsilastirildifinda bazi absorpsiyon tepe noktalar1 daha yiiksek frekans konumlarina

kaydirilirken, bazilar1 daha diisiik frekans pozisyonlarina kaydirildigi goézlenmistir. Bu
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degisiklikler, bu bantlarlailiskili fonksiyonel gruplarin, Ag(I) iyonlarinin biyorediiksiyonundan
ve ortaya cikan AgNP'lerin stabilizasyonundan sorumlu oldugunu géstermistir.
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Grafik 9: Geven1 ekstrakt ve Geven 1 nanopartikiil verilerinin karsilastirmali analiz sonuglari

AgNP'lerin FTIR spektrumu Grafik 10’da gosterildigi gibiGeven kok ekstresi spektrumu ile
karsilastirildiginda bazi absorpsiyon tepe noktalar1 daha yiiksek frekans konumlarina
kaydirilirken, bazilar1 daha disiik frekans pozisyonlarina kaydirildigi goézlenmistir. Bu
degisiklikler, bu bantlarla iliskili fonksiyonel gruplarin, Ag(I) iyonlarinin biyorediiksiyonundan
ve ortaya cikan AgNP'lerin stabilizasyonundan sorumlu oldugunu gostermistir.
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Grafik 10:Geven2 ekstrakt ve Geven2 nanopartikiil verilerinin karsilastirilmali analiz
sonuglari

Astragalus yaprak ve koke ait ekstraktlar ile secilen optimum 6zelliklerdeki glimiis
nanopartikiillerin FTIR analiz sonuclarinin st iiste cakistirilmasi sonucu spesifik tepe
piklerinin, Ag* iyonlarina ait pik goriintiilerinin giimiis nanopartikiillere kaydig1 ve piklerin
daraldig1 tayin edilmis olup, glimiis nanopartikiillerin indirgenme reaksiyonuna bagh olarak

basarili bir sekilde sentezlendigini ortaya koymustur.

3.5 Giimiis Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Test Sonuglari

Antimikrobiyal test icin disk difiizyon yontemi kullanilmis olup, calisma Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Metisiline Direngli Staphylococcus aureus (MRSA), Klebsiella pnémoni,
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter olmak lizere 6 farkli mikroorganizma iizerinde
yapimistir. Kok ve yapraktan ayri ayri sentezlenen glimiis nanopartikiillerin 3 farkh
konsantrasyonu (1, 0,5 ve 0,25 mg/mL) antimikrobiyal calismalar i¢in kullanilmistir. Glimiis
nanopartikiillerin uygulanmasi sonrasi antimikrobiyal etkinlikleri disklerin olusturdugu zon
caplarinin cetvel ile dlciilerek ikili 6l¢iim sonrasi ortalamalar1 hesaplanarak tayin edilmistir. 6
farkli mikroorganizma {lizerinde Geven 1 ile sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
antimikrobiyal test sonuglar asagidaki gibidir.

Acineto bacter luzerinde yapilan antimikrobiyal calismanin sonuclarina goére 1 mg/ml
konsantrasyonda 7 mm, 0,5 mg/ml de 6,5 mm disk zonu o6lgiilirken ve 0,25 mg/ml
konsantrasyonda ise disk zonu o6l¢iilememistir. Buradan, sadece 1 ve 0,5 mg/ml olan
konsantrasyonlarin az da olsa doza bagh olarak iiremeyi inhibe ettigi sonucuna ulasilmistir.
(Resim 50).
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Resim 50: Geven 1 ile sentezlenen nanopartikiillerin Acineto bacter de etkisi

Escherichia coli Uzerinde yapilan antimikrobiyal c¢alismanin sonuglarina gore 1 mg/ml
konsantrasyonda 9 mm, 0,5 mg/ml konsantrasyonda 8 mm ve 0,25 mg/ml konsantrasyonda
ise 7 mm disk zonu Olcilmiistiir. Buna gore, nanopartikiillerin doza bagimli olarak
mikroorganizmanin iiremesini inhibe ettigi sonucuna ulasilmistir (Resim 51).

Resim 51:Geven 1 ile sentezlenen nanopartkiillerin Escherichia coli de etkisi

Metisiline Direngli Staphylococcus aureus (MRSA) Uizerinde yapilan antimikrobiyal ¢alismanin
sonuclarina gore sadece bir petride 1 mg/ml konsantrasyonda 8 mm, 0,5 mg/ml
konsantrasyonda 7 mm disk zonu olg¢iiliirken, 0,25 mg/ml konsantrasyonda ve paralel petride
ise disk zonu o6l¢lilememistir. Bu sonuca gore 6rnegin az da olsa mikroorganizma iiremesini

inhibe ettigi saptanmistir (Resim 52).
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Resim 52.Geven 1 ile sentezlenen nanopartikiillerin Metisiline Direncli Staphylococcus
aureus (MRSA) da etkisi

Klebsiella pnémoni Uzerinde yapilan antimikrobiyal ¢alismanin sonuglarina gére 1 mg/ml
konsantrasyonda 8 mm, 0,5 mg/ml konsantrasyonda 7,5 mm ve 0,25 mg/ml konsantrasyonda
ise 7 mm disk zonu Olgiilmiistiir. Buna gore nanopartikiillerin doza bagh olarak
mikroorganizmanin tiremesini inhibe ettigi sonucuna ulasilmistir (Resim 53).

Resim 53:Gevenl ie sentezlenen nanopartikiillerin Klebsiella pnémoni de etkisi

Pseudomonas aeruginosa iizerinde yapilan antimikrobiyal ¢alismanin sonuglarina gore 1
mg/ml konsantrasyonda 9 mm, 0,5 mg/ml konsantrasyonda 8,5 mm ve 0,25 mg/ml
konsantrasyonda ise 8 mm disk zonu dl¢lilmistiir. Buna gore nanopartikiillerin doza bagh

olarak mikroorganizmanin tiremesini inhibe ettigi sonucuna ulasilmistir (Resim 54).
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Resim 54:Geven 1 ile sentezlenen nanopartikiillerin Pseudomonas aeruginosa da etkisi

Staphylococcus aureus lzerinde yapilan antimikrobiyal ¢alismanin sonuglarina 1 mg/ml
konsantrasyonda 8,5 mm, 0,5 mg/ml konsantrasyonda 7 mm ve 0,25 mg/ml konsantrasyonda
ise 7 mm disk zonu Olciilmiistiir. Buna gore nanopartikiillerin doza bagimli olarak
mikroorganizmanin tiremesini inhibe ettigi sonucuna ulasilmistir (Resim 55).

Resim 55:Geven 1 ile sentezlenen nanopartikiillerin Staphylococcus aureus da etkisi

6 farklh mikroorganizma iizerinde Geven 2 ile sentezlenen glimiis nanopartikiillerin
antimikrobiyal test sonuclar1 incelendiginde calismada hi¢bir mikroorganizma iizerinde

liremelerini inhibe edici bir etki bulunamamistir (Resim 56 ).
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Resim 56: Geven 2 giimiis nanopartikiillerinin mikroorganizmlarda antimikrobiyal etkinligi
sonucu

3.6 Giimiis Nanopartikiillerin Biyouyumluluk Analiz Sonuglari

Sentezlenen glimiis nanopartikiillerin canl hiicrelerdeki biyouyumlulugunun tayini icin L929
saglikli fibroblast hiicreleri kullanilmistir (Resim 57). 929 hiicreleri tizerinde gergeklestirilen
48 saat strelik in vitro hiicre kiiltiirii biyouyumluluk sonuglarina gore, kok ve yapraktan elde
edilen AgNP’lerin tiim konsantrasyonlar: hiicreler tizerinde %90 lizerinde canlilik gostermis
olup, MTT canlilik sonuclari tiim formiilasyonlarin saglikl fibroblast hiicrelerinde biyouyumlu
oldugunu ortaya koymustur (Tablo 5, Grafik 11). Ayrica elde edilen bu sonuclara gore
formiilasyonlar kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamlh bir fark

gOstermemistir.

67



Resim 57: Glimis nanopartikiillerinin L929 hiicrelerindeki etkisinin inverted mikroskop
goruntusu

Tablo 5: Giimiis nanopartikillerin L929 hiicrelerinde 48 saatlik biyouyumluluk analiz sonug
verileri(% olarak ifade edilmistir).

Konsantrasyon

Kontrol 100 100 100

AgNP2 96,2+0,3 100+0,4 118+0,1
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Grafik 11: L929 hiicrelerinde 48 saatlik in vitro biyouyumluluk calismas.

3.7 Giimiis Nanopartikiillerin Antikanser Etkinliginin Belirlenmesi

Sentezlenen glimiis nanopartikiillerin antikanser aktivitesi meme kanseri hiicre hatti olan
MCF-7 hiicreleri lizerinde ¢alisilmistir (Resim 58). MCF-7 hiicreleri iizerinde gerceklestirilen
48 saat surelik in vitro hiicre kiiltiirii sonuclarina gore AgNP1 nanopartikiilleri, 1 mg/ml
konsantrasyonda %71,8, 0,5 mg/ml konsantrasyonda %78,2 ve 0,25 mg/ml konsantrasyonda
ise %82,3 olarak canhlik sergilemistir. Bu sonuglara gére nanopartikiillerin doza bagh olarak
artan konsantrasyonlarda hiicreler iizerinde sitotoksik etki gosterdigi sonucuna ulasilmistir
(Tablo 6, Grafik 12). Ayrica bu sonuclar ile AgNP1 formiilasyonlarinin 1 mg ve 0,5 mg'lik

konsantrasyonlari ile kontrol grubu kiyaslandiginda anlaml fark bulunmustur (*p<0,05).
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Resim 58: Glimiis nanopartikiillerin MCF-7 hiicreleri iizerinde etkisinin Inverted mikroskop
goruntusu

Tablo 6:MCF-7 hiicrelerinde 48 saatlik in vitro sitotoksisite sonuglari

Konsantrasyon
Formiilasyon 1 mg/mL 0,5mg/mL 0,25 mg/mL
Kontrol 100 100 100
AgNP 1 71,8+1,4 78,212,0 82,3+2,3
AgNP2 88,2+1,8 90,2+1,6 95,3+2,7

MCF-7 hiicreleri lizerinde gerceklestirilen in vitro hiicre kiiltiirii analiz sonuglarina gore, doza
bagh olarak canlilikta azalma meydana geldigi tespit edilmistir. Yaprak ekstraktlarindan elde
edilen giimiis nanopratikiillerin meme kanseri hiicre hattinda en yiiksek antikanser etkinlik

gosterdigini ortaya koymus olup, tezde amaclanan sonuglara ulasildigi ortaya konulmustur.
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Grafik 12: Glimiis nanopartikiillerinin MCF-7 hiicrelerinde 48 saatlik in vitro sitotoksisite

sonuglar.
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4. TARTISMA

Astragaluslar, baklagiller (Fabaceae) familyasina ait bir ya da ¢ok yillik olabilen ancak
cogunlukla odunsu olan bir cinstir. Ulkemizde ise endemik tiirleri de olmak iizere pek ¢ok tiirii
bulunmaktadir. Astragalus membranaceus (Geven) ise Diinyada o6zellikle Cin tibbinda
yluzylllardir tedavide kullanilan temel bitkilerden birisidir. Bu nedenle bir¢ok ¢alismada
terapotik etkileri arastirilmistir.

Son yillarda ¢evresel bilincin gelismesi ile birlike kimyasal atik madde olusturmayan, kolay ve
giivenilir bir yontem olan yesil yontem ile giimiis nanopartikiillerin sentezi oldukca ilgi
cekmektedir. Bu nanopartikiillerin sentezinde c¢evre dostu ve zararli kimyasallar
kullanilmadigi i¢in tibbi amagh kullanimi yaygindir.

Tek baslarina giimiis ve Astragalus bitkisinin diisiik olan biyolojik etkinlikleri sebebiyle bir
araya getirilerek biyolojik etkinlikleri ¢cok daha yiiksek olan nanomalzemeler tiretilmektedir.

Boylece bu nanopartikiiller kullanilarak pek ¢ok hastaligin tedavisi amag¢lanmaktadir.

Bu bilgiler dogrultusunda, tez ¢alismamizda kullanimi ¢ok eskiye dayanan giimiis ve tedavi
amach kullanilan Astragalus membranaceus ¢evreye zarar vermeyen yesil sentez yontemi ile
bir araya getirilmistir. Oral yoldan biyoyayarlanimi diisiik olan Astragalus bitkisi kullanilarak
hem cevreye zarar vermeyen hem de uygun maliyetli olan yesil sentez ile glimiis nanopartikdil
sentezi  yapilmistir. Bu  sekilde glmiis  nanopartikiillerin = karakterizasyonu,
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinligi tayin edilerek, saglikl fibroblast hiicreleri
lizerinde biyouyumlulugu ve meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7 hiicrelerinde antikanser
etkinligi incelenmistir. Bu tez calismasi ile literatiirde konuya iliskin var olan ac¢igin kapatilmasi
planlanmis olup, elde edilen sonuclar ile ilk defa yapilma niteliginde olan malzemelerin bir

araya getirilmesi ile yol gosterici bir kilavuz olusturulmasi hedeflenmistir.

Tez calismamizda, soxhlet cihazi ile Astragalus yapraklari ve kokleri kullanilarak basaril bir
sekilde ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Ekstrakte edilen 6rnekler filtre kagidi ile siiziildiikten
sonra farkli konsantrasyonlarda (1 M, 5mM ve 3mM) hazirlanan giimiis nitrat ile farkh
stirelerde (4, 8 ve 24 saat) karanlik ortamda manyetik karistiricida inkiibasyona birakilarak
indirgenme reaksiyonu sonucunda Astragalus kok ve yapragindan giimiis nanopartikiller

sentezlenmistir.

Astragalus kok ve yaprak ekstraktlarindan giimiis nanopartikiillerin sentezi sirasinda
hazirlanan ¢ozeltilerdeki renk degisiklikleri ile fiziksel olarak giimiis nanopartikiillerin varhig
saptanmistir. Gevenl’den sentezlenen giimiis nanopartikiiller baslangicta sar1 renkten koyu
kahverengi renge dontiserek nanopartikiillerin sentezinin basarili bir sekilde gerceklestigini
ve bitki fenolik bilesenlerinin giimiis nitrat1 basarili bir sekilde indirgedigini dogrulamistir.
Geven2’den sentezlenen glimiis nanopartikiil ¢ozeltisi ise baslangicta seffaf renkten agik

kahverengine doniiserek nanopartikiil sentezinin basaris1 hakkinda bilgi vermistir.
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Calismamiz ile elde edilen sonuclar literatiir ile uyumluluk géstermistir. Buna gére, Ma ve
arkadaslar1 (2017), Astragalus membranaceus ile sentezledikleri glimiis nanopartikiillerin
olusumunu renk degisimine bagh olarak saptamislardir (Ma ve ark., 2017). Yine ayni sekilde
Kora ve Arunachalam (2012), Astragalus ile sentezledikleri giimiis nanopartikiillere ait
¢ozeltinin sentez Oncesinde rengi sar1 iken sentez sonrasinda g¢ozeltinin renginin koyu
kahverengine doniisiimi ile gilimiis nanopartikill olusumunu saptamislardir (Kora ve
Arunachalam, 2012).

Nanopartikiiller hazirlandiktan sonra sentezlenen nanopartikiillerin olusumunun tayin
edilmesi ve boyut, sekil gibi yapisal 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in UV-spektrofotometre, DLS,
SEM ve FT-IR karakterizasyon yontemleri kullanilmistir. Calismamiza benzer olarak pek cok
literatiir verisinde Astragalus tiirlerinden sentezlenen giimiis nanopartikiillerin

karakterizasyonu i¢in UV- spektrofotometre ve DLS yontemi kullanildigi rapor edilmistir.

Tez calismamizda nanopartikiillerin karakterizasyonunda kullanilan UV spektrofotometre ile
bitkiye 6zel olan absorbans pikleri taranarak nanopartikiillerin basaril bir sekilde sentezinin
yapilip yapilmadigi tayin edilmistir. UV-spektrofotometre sonugclarina gére Gevenl’'den giimiis
nitratin tiim konsantrasyonlar ile sentezlenen AgNP’lerin, spektrofotometrede yaklasik 450
nm’de maksimum absorbans piki verdigi belirlenmistir. Askari ve arkadaslar1 (2020)" nin
Astragalus verus ile yaptigi arastirma sonugclarina gore yesil sentez ile liretilen giimiis
nanopartikiillerin UV spektrofotometrede maksimum absorbans degeri yaklasik 450 nm
olarak bulunmustur (Askari ve ark., 2020). Ma ve arkadaslar1 (2017), tarafindan yapilan
benzer bir calismaya gore Astragalus membranaceus kokiinden elde edilen giimiis
nanopartikiillerin UV spektrofotometredeki maksimum absorbans degeri 445 nm olarak tayin
edilmistir (Ma ve ark, 2017). Kora ve Arunachalam, Astragalus gummifer ile hazirladiklari
nanopartikiillerin UV spektrofotometrede en yiiksek absorbans degerini 450 nm’de

saptamistir (Kora ve Arunachalam, 2012).

Bu sonuglar referans alinan calismalar ile tez calismamiza ait sonuglarin benzerlik gosterdigini

ortaya koymustur.

Calismamizda Geven2’den sentezlenen AgNP’lerin ise spektrofotometrede yaklasik 290 nm’de
maksimum absorbans piki vermistir. Hatipoglu ve arkadaslar1 (2022), tarafindan yapilan
calismaya gore S. cerevisiae’ den sentez edilen giimus nanopartikiillerin karakterizasyonunda
kullanilan UV spektrofotometre sonuclari en yiiksek absorbans degerinin yaklasik 250 nm’ de
tayin edildigini belirtmis olup, calisma sonuclarimizla benzerlik gostermistir (Hatipoglu,
2022). Ancak bunun disinda, literatiirde benzer dalga boyunda pik tayin edilen giincel bir
calismaya rastlanmamasi bizi giimiis nanopartikiillerin sentezinin basarili olup olmadiginin

sonraki karakterizasyon testleri ile belirlenmesine yonlendirmistir.
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Ancak tez calismamizdaki UV spektrofotometrik sonuglar 1si8inda, Gevenl ekstraktindan
basarili bir sekilde giimiis nanopartikiillerin sentezlendigi 450 nm’de maksimum absorbans

piki ile tayin edilmistir.

Gevenl'den elde edilen giimiis nanopartikiillerinin boyut, zeta potansiyel ve PDI degerlerinin
kullanilan giimiis nitrat konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi ile degistigi gozlenmistir. Elde
edilen sonuglara gore Gevenl’den elde edilen giimiis nanopartikiillerin yaklasik olarak boyutu
100 nm, zeta potansiyeli -22 mV ve Pdl degeri ise 0,2 olarak 6l¢iiliirken, Geven2’den elde edilen
giimis nanopartikiillerin yaklasik olarak boyutu 85 nm, zeta potansiyeli -24 mV ve Pdl ise 0,2
olarak tayin edilmistir. Diger bir karakterizasyon yontemi olan SEM analizi, nanopartikiillerin
boyut ve morfolojisi hakkinda bilgi vermektedir. SEM analizi ile elde edilen sonuglara gore
Gevenl kullanilarak sentezlenen glimiis nanopartikiillerin boyutu yaklasik 55 nm,
morfolojileri ise kiiresel agregatlar ve kare seklindedir. Geven2 ile sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin SEM sonuglarina gore ise partikiillerin boyutlar1 yaklasik 14 nm ve
morfolojilerinin ise kiresel agregatlar seklinde oldugu tayin edilmistir. Literatiir bilgisi
1518inda, Ma ve arkadaslar1 (2017) tarafindan yapilan calisma ile Astragalus koékiinden
sentezlenen glimiis nanopartikiillerin SEM analizine goére, AgNP’lerin boyutu 65 nm, PdI’s1 0,2
ve zeta potansiyeli ise -32,6 mV olarak tayin edilmistir (Ma ve ark., 2017). Kora ve Arunachalam
(2012)'in  Astragalus gummifer ile sentezledikleri glimiis nanopartikiillerin boyut
karakterizasyonu icin kullanilan SEM analizi ile elde edilen sonuglara gore ise partikiil
boyutlar1 yaklasik 14 nm olarak saptanmistir (Kora ve Arunachalam, 2012). Bdylece literatiir

taramasi sonucu elde edilen verilerin, calismamizi destekler nitelikte oldugu tayin edilmistir.

Ayrica, Gevenl AgNP’lerin zetasizer ile yaklasik 100 nm boyuta sahip oldugu saptanirken,
SEM’de ayni drnegin boyutu 55 nm olarak ol¢lilmiis, ayni sekilde geven2 AgNP’sinin ise
zetasizer ile partikiil boyutu yaklasik 85 nm iken SEM’e gore boyut analizinde yaklasik 14 nm
olarak olclilmiistiir. Bunun nedeni DLS ile glimiis nanopartikillerin hidrodinamik c¢api
Olciilerek nanopartikiillerin boyut analizi yapilirken, taramali elektron mikroskopunda
nanopartikiillerin bulundugu solvent ucurularak giimiis nanopartikiillerin ¢ekirdek capi
Olciilerek boyut analizi yapilmaktadir. Diger bir ifade ile, DLS ile yapilan analizlerde
hidrodinamik ¢apa solvent molekiil tabakasi da dahil edildigi icin SEM’e gére daha biiyiik
olciilmektedir. Bu durum él¢iim yontem farkhligindan dolay1 normal kabul edilmektedir (Unal,
2019).

Calismada diger bir karakterizasyon ydntemi olarak giimiis nanopartikiillerinin olusumunu
dogrulamak adina FT-IR analiz yontemi kullamilmistir. FT-IR, sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin ve ekstrakta bulunan biyomolekiillerin fonksiyonel gruplarinin tayini i¢in
kullanilan bir yontemdir. Bu yontem ile bitki ekstrakti ve ekstrakttan sentezlenen giimiis
nanopartikiiller kullanilarak giimiisiin indirgenmesinden sorumlu fonksiyonel gruplar tayin
edilir. Pek cok arastirmada giimiis nanopartikiillerin varligin1 karakterize etmek i¢in FT-IR

yonteminin kullanildigi rapor edilmektedir.
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FT-IR ile analiz edilen maddelerin verdigi spektrumlarda her bir absorpsiyon tepe noktasi
baska bir fonksiyonel grubun karakteristik 6zelliklerini vermektedir. Buna gére 3435 cm!
bulunan pik O-H gruplarinin esneme titresiminden, 2926 ve 2856 cm-''deki pikler sirasiyla
metilen gruplarinin gerilme titresimlerinden, 1740 cm-ldeki keskin pik aldehit, keton ve
karbonik asitlerdeki karbonil gruplarinin gerilme titresimlerinden, 1258 cm-! ile 1040 cm'!
arasinda bulunan piklerin sirasiyla poliollerin, eterin ve alkol gruplarinin C-H titresimlerinden
kaynaklanabilecegi bildirilmistir (Kora ve Arunachalam, 2012). IR spektrumunda 3600-1200
cm-! arasini kapsayan bolge fonksiyonel grup bolgesi, 1200-600 cm-! arasini kapsayan bolge
ise kiiciik yapisal degisiklikleri veren parmak izi bolgesi olarak bilinmektedir. AgNP’lerin
sentezi icin kullanilanilan bitki ekstraktlarinin icerdigi biyomolekiiller, metal iyonlar1 sentez
sliresince indirgeyici, kapaklama ajani ve stabilizatér olarak 6nemli rol oynamaktadir.
Sentezlenen nanopartikiillerde bu biyomolekiillerin fonksiyonel gruplari i¢ kisimda veya
yluzeyde bagh kalmaktadir. Hem nanopartikiilin yapisal o6zelliklerini, hem de bu
biyomolekiillerin 0zeliklerini tanimlamak, fonksiyonel gruplar1 incelemek amaciyla FTIR
spektroskopisi kullanilmistir (Kiitiik,2019).

Tez calismamizda FTIR cihazi kullanilarak giimiis nanopartikiillerin 400 cm-! ve 4000 cm-!
dalga boyu araliginda KBr yontemi kullanilarak IR absorbsiyon spektrumlari olglilmustiir.
Bunun i¢in kok ve yapraktan elde edilen ekstrakt ve bu ekstraktlardan sentezlenen giimiis
nanopartikiiller santrifiij edildikten sonra kalan pellet kurutularak FT-IR c¢alismas1 icin
kullanilmistir. Calismamizda FT-IR spektrum sonuclarina gore Gevenl ekstrakti i¢in sirasiyla
1615, 1433, 1078, 1031, 815 ve 615 cmde absorbans pikleri gozlemlenirken; Gevenl
AgNP’leri ise sirasiyla 1609, 1436, 1053, 1010, 839 ve 616 cm-''de pikler gozlemlenmistir. Bu
sonuclara dayanarak 1078 cm-! deki titresim C-O-H titresimleri ile, 1030 ve 1053 cm-! deki
titresimler C-O-C timresimleri ile, 1615 ve 1609 cm-! deki titresimler C=0 titresimleriyle
iliskilidir. Geven1 ekstraktinda sirasiyla 1615, 1078 ve 1031 cm-! Gevenl NP’lerinde 1609,
1053 ve 1010 cm-! olarak spektrumlarinda azalma oldugu gézlemlenirken, diger ekstrakta
1433, 815 ve 615 cm-! olan ancak geven1 NP’lerinde 1436, 839 ve 616 cm-1 spektrumlarinda
¢cok az artmalar meydana geldigi bulunmustur. Ortaya ¢ikan bu farklhiliklarin Ag iyonunun

biyorediiksiyonu ile iliskili olabilecegi saptanmistir.

Yine FT-IR sonuglarina gore Geven2 ekstraktinda sirasiyla 1801, 1470, 1322,1032,837 ve 515
cm-1de absorbans pikleri g6zlemlenirken Geven2 NP’lerinde sirasiyla 1716, 1456, 1333, 1084,
815 ve 495 cm-! de absorbans pikleri gdzlemlenmistir. Bu sonuclara gore ekstrakta 6lciilen
1801, 1470 ve 515 cm! NP sentezlendikten sonra 1716, 1456 ve 495 cm-! spektrumlarinda
absorbans piki verirken 1322 ve 1032 cm-! spektrumlarin yerleri degiserek 1333 ve 1084 cm-
1 konumlarinda absorbans piki verdigi gdzlemlenmistir. Ekstrakt ve NP spektrumlari arasinda
olusan bu artan ve azalan lokasyon degisikliklerinin Ag iyonunun biyorediiksiyonu ile iligkili

olabilecegi saptanmistir.
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Askari ve arkadaslar1 (2020)'nin yaptiklari ¢alismaya gore, Astragalus verus’dan yesil sentez
ile hazirlanan glimiis nanopartikiillerin  karakterizasyonunda FT-IR spektropisi
kullanmiglardir. Yapilan FT-IR ¢alismasina gére AgNP'lerin FT-IR spektrumunda, 1030, 1080,
1150,1370,1616, 2930 ve 3333 cm-t'de gézlemlenen absorpsiyon bantlari, numune yiizeyinde
cesitli fonksiyonel gruplarin varligini acik¢a gostermektedir. 1030 ve 1150 cm-1'deki zirveler,
C-0-C titresimlerine baglanir. 1080 cm-1'deki zirve, C-O-H titresimleriyle iliskilidir. 1370 ve
2930 cm-t'deki bantlar, CHz ve CH; gruplarinin titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 1616 ve
3333 cm-t'deki pikler, sirasiyla C = O ve O-H titresimleriyle iliskilidir. A. verus Oliver ve AgNP
spektrumlarinin pik yogunluklarinda kii¢iik farkliliklar gézlenirken, pik konumlarinda énemli
bir degisiklik bulunmadig bildirilmistir (Askari ve ark., 2020).

Benzer bir calismada, Sharifi-Rad ve arkadaslar1 (2020)'nin Astragalus tribulodies kok
ekstraktinin FT-IR spekturumunda absorpsiyon tepe noktalarina gore 3476, 2924, 2334, 2209,
1605, 1524, 1410, 1085 ve 698 cm'! karakteristik absorbans spektrumu verdigi rapor
edilmistir. Bu verilere dayanarak, sentezlenen AgNP'lerin, A. tribuloides'in ikincil metabolitleri
(fenolik ve flavonoid bilesikler) ile kaplandigini dogrulamistir. A. tribuloides kok ekstresi ve
yesil sentezlenen AgNP'lerin FTIR spektrumlar1 karsilastirildiginda, yesil sentezlenen
AgNP'lerin FTIR spektrumunda A. tribuloides kok ekstresi icin elde edilen bazi piklerin de
gozlendigi ancak bolgelerinin farkli oldugu gézlemlenmistir. AgNP'lerin FTIR spektrumunda A.
tribuloides kok ekstresi spektrumunda 3476, 2334, 1605 ve 1085 cm-l'de kaydedilen
absorpsiyon tepe noktalar1 daha yiiksek frekans konumlarina kaydirilirken, 2924, 1524, 1410,
ve 698 cm-! daha diisiik frekans pozisyonlarina kaydirilmistir. Bu degisiklikler, bu bantlarla
iligkili fonksiyonel gruplarin Ag(I) iyonlarinin biyorediiksiyonundan ve ortaya ¢ikan

AgNP'lerin stabilizasyonundan sorumlu oldugunu géstermistir (Sharifi- Rad ve ark., 2020).

Yine benzer olarak Kora ve Arunachalam’in Astragalus gummifer ile yaptiklar1 calismada hem
ekstraktin hem de sentezlenen glimiis nanopartikiiliin karakterizasyonu icin FT-IR
spektrofotometrik yontemi kullanilmistir. Kullanilan Astragalus ekstraktin spektrumunda
bulunan ana absorbans bantlar1 sirasiyla 3435, 2926, 2856, 2150, 1740, 1626, 1429, 1379,
1258, 1153, 1076 ve 1040 cm-! olarak belirlendi. 3435 cm-'de gézlemlenen genis bant, O-H
gruplarinin esneme titresimlerine denk gelirken, 2926 ve 2856 cm-l'deki bantlar sirasiyla
metilen gruplarinin asimetrik ve simetrik gerilme titresimlerine karsilik gelir. 2150 cm-t'deki
genis bant, ekstrakta bulunan cesitli karbonil tiirlerinden kaynaklanir. 1740 cm-1'deki keskin
pik, aldehitler, ketonlar ve karboksilik asitlerdeki karbonil gerilme titresimlerine denk
gelmektedir. 1626 cm'de bulunan daha giiclii bant, karboksilat grubunun karakteristik
asimetrik gerilmesine denk gelmektedir. Karboksilat grubunun simetrik gerilmesi, 1429 ve
1379 cm-t'de bulunan bantlara baglanabilir. 1258 ve 1153'teki zirveler; 1076 ve 1040 cm,
sirasiyla poliollerin, eterin ve alkol gruplarinin C-0O gerilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir. Liyofilizasyon ile ile kurutulan nanopartikiillerin spektrumu ise sirasiyla
3435, 2922, 2856, 2071, 1726, 1630, 1452, 1375, 1261, 1163 ve 1028 cm-t'de karakteristik

absorbans bantlar1 gostermistir. Nanoparcaciklarin IR spektrumunda, absorbans piklerinde
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kiiglik (1626 ila 1630 cm-! ve 1379 ila 1375 cm-1) ve biiyiik (1429 ila 1452 cm-1) kaymalar
gozlenmis ve bu da glmiisiin baglanmasini diislindiirmiistiir. Nanoparcaciklarin, FTIR
spektrumlarinda gesitli karbonil gruplarina (2150 ila 2071 ve 1740 ila 1726 cm-1) karsilik
gelen genis bir bant kaymasi gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica poliollerde (1258'den 1261 cm-
I'e ve 1153'ten 1163 cm-l'e) ve alkollii gruplarda (1040'tan 1028 cm-'e) de bir kayma
gozlemlenmistir. Bu sonuglar, giimiis iyonlarinin indirgenmesinin hidroksil ve karbonil
gruplarinin oksidasyonuna bagl oldugunu dogrulamaktadir. Bu bant kaymalarina dayanarak,
ekstraktin hem hidroksil hem de karbonil gruplarinin giimiis nanopartikiillerin sentezinde yer
aldig1 sonucuna varilabilir (Kora ve arunachalam, 2012).

Tim c¢alismalar g6z oniine alindiginda calismamizda kullandigimiz Astragalus kok ve
yapragindan elde edilen ekstrakt ve bu ekstraktlardan sentezlenen giimiis nanopartikillerin
FT-IR analiz sonuglarinin literatiir ile benzer oldugu ortaya konulmustur. Spesifik noktalardaki
bant kaymalarinin ve pik siddetlerindeki degismelerin bitki yapisinda var olan ve indirgeyici
ajan olarak glimiis nanopartikillerin olusumunda reaksiyona giren gruplar sebebiyle oldugu
dogrulanmistir. Ancak benzer calismalardaki sonuglara ilaveten ¢alismamizdaki sonuglarda
ekstra absorbans spektrumlari g6zlemlenmistir. Bunun muhtemel nedeni nanopartikiil sentezi
esnasinda olusan veya ekstraktta bulunan ek maddelerden kaynakl olabilmektedir. Giimiis
nanopartikiilerin sentezi sonrasi madde kaybi yasamamak adina filtreden siiziilmeyerek
kurutma isleminin yapilmasindan kaynakli olabilecegi dngoriilmistiir. Bu nedenle de 6rnek
¢ozeltisi icerisinde kalan ve indirgeme reaksiyonuna katilmayan ek fenolik bilesiklerin ekstra

piklere neden oldugu diisiiniilmektedir.

Tez calismamizda antimikrobiyal aktivite tayini, disk diflizyon yontemi ile Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Metisiline Direngli Staphylococcus aureus (MRSA), Klebsiella pnémoni,
Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter olmak tlizere 6 farkli mikroorganizma kullanilarak
yapimistir. Elde edilen nanopartikiillerden 1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 0,25 mg/mL olmak lizere
3 farkl konsantrasyonda 6rnekler hazirlanmis ve antimikrobiyal ¢alismalar icin kullanilmistir.
Geven 1'den sentezlenen giimiis nanopartikiiller ile yapilan antimikrobiyal etkinlik analiz
sonuglarina gore konsantrasyonlarin tiim mikroorganizmalarda tremeyi doza bagh olarak
inhibe ettigi saptanmistir. Ancak Geven2’den sentezlenen AgNP’ler ile yapilan antimikrobiyal
etkinlik analizine gore ise mikroorganizmalarin hic¢bir etki olusturmadig tayin edilmistir. Kora
ve Arunachalam(2012)'in gercgeklestirdikleri antimikrobiyal test sonuclarina gore, tez
calismamiz ile benzer mikroorganizmalar iizerinde yapilan analiz sonuclari, disk difiizyon
yonteminde disklerin zon ¢aplarinin mikroorganizmalarin tiiriine bagh olarak 5,5 ile 11,5 mm
arasinda odl¢iilerek calismamiz ile benzerlik gésterdigi tayin edilmistir (Kora ve Arunachalam,
2012).

Ma ve arkadaslar1 (2017)'nin yaptiklar1 calismada Astragalus membranaceus kokiinden elde
edilen ekstrakt ile ekstrakttan sentezlenen giimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal

aktivitesine bakilmistir. Tez c¢alismamiz ile benzer mikroorganizmalarin kullanildigi bu
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calismada doza baglh olarak mikroorganizmalarin tiremesinin inhibe edildigi rapor edilmistir.
Calismada sentezlenen giimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivite sonucuna gore, gram
negatif suslarin gram pozitif suslara gére daha duyarl olduklari rapor edilmistir. Sentezlenen
AgNP’lerin antibakteriyel etkisinin temel olarak bakterilerde bulunan hiicre zarinin yapi
elemanlariyla etkilesimine baglh olarak gram negatif ve gram pozitif bakterilere karsi farkl
antibakteriyel etkinligi ile iliskilendirilmistir. Gram pozitif bakteriler kalin bir peptidoglikan
tabakaya sahipken gram negatif bakterilerin peptidoglikan tabakalar1 ¢ok daha ince olup, Ag
iyonlarinin penetrasyonu icin daha kolay olan fosfolipidler ve lipopolisakkaritleri igeren bir dig
zardan olusmaktadir. Ote yandan AgNP’lerden salinan giimiis katyonlar, gram negatif
bakterilerin negatif yiikli hiicre duvarina baglanma egilimindedir, bu da zar defermasyonuna,
zar hasarina, sitoplazmik zardan kontrolsliz tasinmaya ve bakterilerin tamamen o6liimiine
neden olabilmektedir (Ma ve ark., 2017). Bu bilgiler 1s181nda, ¢calisma sonuglarimiz literatiiri
destekler niteliktedir. Buna gore, Geven 1’den elde edilen glimiis nanopartikiillerin
antimikrobiyal aktivitesi her ne kadar tiim mikroorganizmalarda doza bagl olarak bakterisidal
etki gosterse de, Gram negatif bakteriler grubunda olan Pseudomonas aeruginosa ve E.coli

tizerinde daha yliksek zon cap1 olusturmasina bagl olarak daha etkin bulunmustur.

Benzer sekilde, Askari ve arkadaslari (2022), Astragalus verus’dan yesil sentez ile hazirladiklar
gliimiis nanopartikiillerin bakteriler {lizerinde zamana bagh bakterisidal etkisini
incelemislerdir. Elde edilen sonuclara gore E. coli, Sh. flexneri, B. cereus, and S. aureus
bakterilerinde sirasiyla 2,1,6 ve 4. saatlerde bakteriler tizerinde bakterisidal etki gosterdigi
rapor edilmistir. Ayrica gram negatif bakteriler iizerinde daha yiiksek antimikrobiyal etki
gosterdigi boylece iyi bir antibakteriyel ajan olarak kullanilabilecegi saptanmistir (Askari ve
ark.,, 2022).

Antibakteriyel calismalarda, sentezlenen giimiis nanopartikiillerin konsantrasyonu, boyutu,
sekli ve bakteri tlri bakterilerin inaktivasyonunda etkilidir. Literatiire gore, licgen, ¢ubuk
seklinde ve Kkiiresel sekle sahip nanopartikiillerin en fazla toksisiteye sahip olduklari
belirtilmistir. Toksisitede ylizey yiikii ve seklinin yani sira partikiil boyutu da 6nemli rol oynar.
Buna gore daha kiiciik giimiis nanopartikiiller biiyiik partikiillere kiyasla daha fazla glimiis
iyonu salinimi yapar. Azalan nanopartikill boyutu ile bakterilerin hiicre duvarindaki
nanopartikiil penetrasyonunu arttirabilir ve bdylece daha yiiksek antibakteriyel aktivite

gosterebilirler (Ozeser, 2023).

Tiim bu bilgilerden yola ¢ikarak Astragalus yapraklarindan (Gevenl) sentezlenen giimiis
nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitesinin gram pozitif ve gram negatif bakteri tiplerinde
doza bagimli olarak bakterilerin biiyiimesini inhibe ettigi bulunmakla birlikte, sonuclar
Pseudomonas ve E.coli gibi gram negatif bakteriler iizerindeki aktivitesinin gram pozitiflere
kiyasla daha yiiksek oldugunu ortaya koymustur. Bunun nedeni gram negatif bakterilerin
hiicre duvari ¢ok daha ince olup, Ag iyonlarinin penetrasyonu icin daha kolay olan fosfolipidler

ve lipopolisakkaritleri iceren bir dis zardan olusmas: ile iliskilendirilebilir. Ancak
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Astragalus’un kokiinden (Geven2) sentezlenen glimiis nanopartikiiller ise literatiire gore
antimikrobiyal aktivite icin iyi bir inhibe edici ajan olarak kullanilabilirken, tez calismamizda
hicbir bakteri tiiriine karsi inhibe edici etki gostermedigi bulunmustur. Bunun nedeni
Geven2’'den giimiis nanopartikiil sentezlenirken kok ekstresinin konsantrasyonun yaprak
konsantrasyonuna oranla az olmasina baglh olabilecegini diisiindiirmiistiir. Bu nedenle giimiis
iyonlarini indirgeyecek bitki kokiinden gelecek biyomolekiillerin miktari az oldugu i¢in istenen
ozelliklerde glimus nanopartikiil sentezi gerceklesmemis olabilecegini diistindtirmiistiir.

Antimikrobiyal etkinlik sonuglarimiz 6zellikle gram negatif bakterilerde artan antibiyotik
direncine karsi Gevenl ile sentezlenen glimiis nanopartikiillerin umut vaad edici ajanlar

olabilecegini ortaya koymaktadir.

Yukarida da ifade edildigi tizere Astragalus bitkisinin ektraksiyonu ve bu ekstraksiyondan yesil
sentez yontemi ile elde edilen giimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal etkinligine dair pek ¢cok
¢alisma bulunmasina ragmen, literatiirde ayni bitkiden elde edilen giimiis nanopartikiillerin
antikanser etkinligine dair herhangi bir calismaya rastlanmamuistir. Literattiirdeki in vitro hiicre
kultiirii calismalar: sadece Astragalus bitkisinin gesitli explantlarina (kok, govde, yaprak) ait
ekstraktlarin antikanser etkinligine yoneliktir. Bu sebeple de tez ¢calismamiz 6zgiin bir degere
sahiptir. Ornegin, Liu ve arkadaslar1 (2019). Astragalus membranceus (APS) ekstraktimin tiglii
negatif meme kanseri (TNBC) iizerine antikanser ve antiproliferatif etkilerini incelemislerdir.
Hiicreler, 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca sirasiyla 0, 0.25, 0.5, 1 ve 2 mg/mL konsantrasyonlarda
APS ile inkiibe edilmistir. Sonuglar proliferatif inhibisyon etkisinin konsantrasyona bagh
oldugunu ortaya koymustur (Liu ve ark, 2019). Baska bir arastirmada, Astragalus spp.
tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin akciger kanseri ve beyin glioma hiicre hatlarinda, hiicre
biiyiimesini doza bagl bir sekilde engelledigini ortaya koymustur. Ayrica, artan maruz kalma
stiresi, kanser hiicrelerinde hiicre biiyiimesinde énemli bir inhibisyon ile sonu¢lanmustir. ilgili
Astragalus spp. tiirleri, kanser hiicrelerinin biiylime ve ¢cogalmasini in vitro kosullar altinda
onemli Ol¢lide azaltma potansiyeline sahip, antikanser bir ajan niteligi tasimaktadir. MTT
analizlerine gore, bitki Oziitleri doz ve zamana bagh olarak kanserli hiicrelerde hiicre
biiylimesini ve canliligini azaltmistir. A. elongatus subsp. nucleiferus WILLD bitkisine ait toprak
alt1 su o6ziiti, hiicre canhiligini en yiiksek oranda H1299 hiicre hattina karsi azaltirken, bunu
sirasl ile %28 ve %35 hiicre canliligiyla A549 ve C6 hiicre hatlar takip etmektedir. Bitkinin
toprak istii aksamindan etanol ile elde edilen 6ziit ise; hiicre canlilig lizerinde en az etkin olan

ozlit olarak belirlenmistir (Tanriéver, 2019).

Bu verilerden yola ¢ikarak tez calismamizda L929 hiicreleri tizerinde gercgeklestirilen in vitro
hiicre kiiltiirii biyouyumluluk sonuclarina goére, kék ve yapraktan elde edilen giimiis
nanopartikiilleri tiim konsantrasyonlarda % 90 tizerinde canlilik géstermistir. Elde edilen MTT
canlilik sonuclar tiim formiilasyonlarin saghikli fibroblast hiicrelerinde biyouyumlu oldugunu

ortaya koymustur.

79



Tez calismamizda MCF-7 hiicreleri tzerinde gercgeklestirilen in vitro hiicre kultiirii analiz
sonuglarina gore, doza bagh olarak canlilikta azalma meydana geldigi tespit edilmistir. Yaprak
ekstraktlarindan elde edilen giimiis nanopartikiillerinin meme kanseri hiicre hattinda %71
canlilik oraniyla en yiiksek antikanser etkinlik gosterdigi ortaya konulmustur.

Zhou ve arkadaslar Astragalus memranaceus (AM) ekstrakti ile tedavi edilen meme kanseri
hiicrelerinde, hiicre bliyiimesini inhibe eden ve apoptozu tesvik eden mekanizmalari
arastirmak icin PI3K/Akt/mTOR sinyal yollarini izlemislerdir. PI3K/Akt/mTOR, hiicre
proliferasyonu, biiyltimesi, gocli, metabolizmasi ve apoptozunda anahtar rol oynayan énemli
bir hiicre i¢i sinyal yolu yoludur. PI3K/Akt/mTOR yolunun anormal aktivasyonu, meme
kanseri de dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiirlinde bulunur. Bu ¢alismanin sonucuna goére
PI3K/Akt/mTOR yolunu hedeflemenin meme kanseri tedavisi icin umut verici bir yaklasim
oldugu sonucuna varilmistir. Apoptozu yoneten mTOR sinyal yolu, ¢calismamiz AM ekstresi
tarafindan PI3K/Akt/mTOR yolunun inhibisyonunun meme kanseri hiicrelerinin apoptozunu
arttirdigini gostermistir. Bu sonuglar, meme kanseri hiicrelerinin apoptozu ile indiiklenen AM
ekstraktinin, PI3K sinyal yolunun inhibisyonu ile iliskili oldugunu gostermistir. Bununla
birlikte, AM ekstraktinin meme kanseri hiicrelerini apoptozu yalnizca PI3K/Akt/mTOR sinyal
yolu yoluyla m1 yoksa baska yollarla mi indiikledigi belirsizdir. (Zhou ve ark., 2018).

Yukarida belirtilen ¢alismalara dayanarak Astragalus kokiinden sentezlenen ekstraktin meme
kanseride dahil olmak iizere cesitli kanser hiicreleri tlizerinde toksik etki gosterdigi
saptanmistir. Bu bilgilerden yola ¢cikarak Astragalus i¢erisinde bulunan biyomaddelerin kanser
ile miicadelede 6nemli rol oynayan PI3K/Akt/mTOR sinyal yolunu inhibe ederek etki ettigini
gostermislerdir. Ancak yapilan in-vivo ¢calismalar az olmakla birlikte meme kanseri hiicrelerini
yalnizca PI3K/Akt/mTOR sinyal yolu ile mi yoksa farkli sinyal yolaklarini indiikleyerek mi etki

ettigini hala tam olarak ortaya konulamamistir.

Tim bu sonuglar ele alindiginda Astragalus yapraklarindan ve kokiinden elde edilen
ekstraktlar ile yesil yontem ile sentezlenen giimiis nanopartikiiller, UV spektrofotometre, DLS,
SEM ve FT-IR gibi yontemler ile karakterize edilmistir. Karakterizasyonlar1 tamamlanan
glimiis nanopartikiillerinin mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinliginin tayin
edilmesi, saghkl fibroblast hiicreleri (L929) iizerinde biyouyumlulugunun ve meme kanseri
hiicre hatt1i olan MCF-7 hiicrelerinde antikanser etkinligin incelenmesi calismalari

tamamlanmistir.

Tez calismamizdan elde edilen sonuglara gore Astragalus yapraklarindan glmiis
nanopartikiillerin basarili bir sekilde sentezlendigi, belirli mikroorganizmalar iizerinde
antimikrobiyal etkinlik sergiledigi, biyouyumlu oldugu ve meme kanseri hiicreleri lizerinde
doza bagh olarak belirli oranda antikanser etkinlik sergiledigi tayin edilmistir. Bu nedenle
antibiyotiklere karsi direnc gelistiren mikroorganizmalara karsi potansiyel bir ajan olmakla
birlikte, kanser hiicreleri iizerinde toksik etki gostermesiyle de umut vaadeden sonuglar ortaya

koymustur. Ayrica literatlirde Astragalus bitkisi ile ilgili galismalar kisith olmakla beraber, var
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olan c¢alismalar ise Astragalus bitkisinin bitkisel o6zellikleri ya da sadece ekstrakti ile
antimikrobiyal ve antikanser etkinlerinin belirlenmesine yoneliktir. Bununla birlikte
literatiirde, Astragalus’un kokii ile yapilan ¢alismalar agirlikli bulunmakta olup yapraklar ile
yapilan ¢alismalar sinirlidir. Bundan dolay1 bu tez calismasi ile ilk kez Astragalus bitkisinin
hem kok hem yapraklarindan yesil sentez yontemi ile sentezlenen glimiis nanopartikiillerle
yapilan antimikrobiyal ve antikanser ¢alismalarinin literatiire 6zgiin ve kapsaml bir ¢alisma

olarak katki sunmasi beklenmektedir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak tez ¢calismamizda kullanimi ¢ok eskiye dayanan giimis ve tedavi
amach kullanilan Astragalus membranaceus’ u ¢evreye zarar vermeyen yesil sentez yontemi ile
bir araya getirmek planlanmistir. Bu sekilde giimiis nanopartikiillerin karakterizasyonu,
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinliginin tayin edilmesi, saglikl fibroblast
hiicreleri iizerinde biyouyumlulugunun ve meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7 hiicrelerinde
antikanser etkinligin incelenmesi amaglanmistir. Bu tez ¢alismasi ile literatiirde konuya iliskin
var olan a¢igin kapatilmasi planlanmis olup, elde edilen sonuglar ile ilk defa yapilma niteliginde

olan yol gosterici bir kilavuz olusturmasi hedeflenmistir.

Antimikrobiyal etkinlik sonuglarimiz 6zellikle gram negatif bakterilerde artan antibiyotik
direncine karsi Gevenl ile sentezlenen glimiis nanopartikiillerin umut vaad edici ajanlar

olabilecegini ortaya koymaktadir.
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SONUC VE ONERI

Dogu tibbinda kullanimi ¢ok yaygin olan Astragalus membranaceus’un yaprak ve koki
kullanilarak, dogaya zarar vermeyen bir yontem olan yesil sentez yontemi ile hazirlanan
glimiis nanopartikiilleri ile antibiyotik kullanimina dayal olarak gelisen antibiyotik direncinin
bitkisel kaynakli antimikrobiyallerin kullanimi ile asilabilecegine dair umut vaad edici sonuglar
vermektedir. Benzer sekilde kadin popiilasyonunda goriilme ve 6liim insidansi yiiksek olan
meme kanseri, ekonomik, saglikli hiicrelere zarar vermeyen, kanser hiicrelerine sitotoksik etki

gosterebilen ve elde edilmesi kolay olan bitkisel kaynakli tiriinlerin varlig1 olduk¢a 6nemlidir.

Bu fikirden yola ¢ikarak tez ¢alismamizda kullanimi ¢ok eskiye dayanan giimiis ve tedavi
amach kullanilan Astragalus membranaceus’ u ¢evre dostu yesil sentez yontemi ile bir araya
getirmek planlanmistir. Bu dogrultuda glimis nanopartikiillerin karakterizasyonu,
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkinliginin tayin edilmesi, saglikli fibroblast
hiicreleri tlizerinde biyouyumlulugunun ve meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7
hiicrelerindeki antikanser etkinliginin incelenmesi amag¢lanmistir. Literatiirde Astragalus
bitkisi ile ilgili calismalar kisith olmakla beraber, var olan ¢alismalar ise bitkinin bitkisel
ozellikleri ya da sadece ekstrakti ile antimikrobiyal ve antikanser etkinlerinin belirlenmesine
yoneliktir. Ayrica literatiirde, Astragalus’un kokii ile yapilan calismalar agirlikli bulunmakta
olup yapraklari ile yapilan calismalar sinirlidir. Literattirdeki in vitro hiicre kiiltiirii calismalar:
sadece Astragalus bitkisinin c¢esitli explantlarina (kok, govde, yaprak) ait ekstraktlarin

antikanser etkinligine yoneliktir. Bu sebeple de tez ¢alismamiz 6zgiin bir degere sahiptir.
Elde edilen sonuclara gore,

1. Astragalus'un kok ve yapraklarindan sentezlendigi disiliniilen glimus
nanopartikiillerin varligi 6ncelikle renk degisimi ile dogrulanmistir. Yaprak ve kokten
elde edilen ekstraklar ile glimiis nitratin indirgenme reaksiyonu sonrasinda ¢ozeltide
meydana gelen saridan kahverengiye dontik renk degisimi giimiis iyonlarinin yiiksiiz
glimus iceren nanopartikiillere indirgendigini basarili bir sekilde ortaya koymustur.

2. Calismanin devaminda spesifik glimiis nanopartikiil piklerinin varligi UV
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Geven 1’den elde edilen nanopartikiiller 450
nm civarinda maksimum absorbans piki sergilerken, Geven 2 i¢cin bu deger 290 nm’de
tayin edilmistir. ileri karakterizasyon teknikleri ile giimiis nanopartikiillerin varligi
teyit edilmistir.

3. Zetasizer ile sentezi yapilan giimis nanopartikiillerin partikil boyut, zeta potansiyel ve
polidispersite indeks verileri analiz edilmis, taramal elektron mikroskop (SEM) analizi
ile boyut ve morfoloji verileri desteklenmistir. SEM analizine gére Gevenl den elde
edilen glimiis nanopartikiiller 55 nm ve kiiresel morfolojide, Geven2 elde edilen glimiis
nanopartikiiller ise kiiresel morfoloji ile 14 nm olarak saptanarak zetasizer cihazi ile

elde edilen sonuclar ile kiyaslandiginda diisiik bulunmustur. Bunun sebebi sulu
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cozeltilerdeki olclime bagl olarak nanopartikiil hidrodinamik capinin 6l¢iimii ile
iliskilendirilmistir.

Sentezde rol oynayan fonksiyonel gruplarin tayini i¢in giimiis nanopartikiiller ile
ekstraktlarin FT-IR analizi yapilarak giimiis nanopartikiil olusumu dogrulanmistir. Ek
absorbans piklerinin gozlenmemasi adina yapilabilecek ileriki ¢alismalarda 6rnek
kayb1 olmadan sterilizasyon islemlerinin yapilmasi 6nerilmektedir.

Astragalus yapragindan sentezlenen giimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal etkinlik
sonucuna gore, giimiis nanopartikiilleri doza bagh olarak o6zellikle Pseudomonas
aeruginosa ve E.coli gibi gram negatif mikroorganizmalarin {iremesini inhibe etmistir.
Bu sonug ile gram negatif bakterilerde artan antibiyotik direncine karsi Gevenl ile
sentezlenen giimiis nanopartikillerin umut vaad edici ajanlar olabilecegi sonucu
literatiire 6zgiin bir deger kazandirmistir. Ancak ileri diizey ¢alismalarda doz araligi
arttirilarak inhibisyon etkisinin artabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismalar sonucunda Astragalus kokiinden elde edilen giimiis nanopartikiiller ile
antimikrobiyal etkinlik tayin edilmemistir. Bunun nedeni elde edilen ekstrakta ya da
bitkinin formuna bagh olarak bakterisidal etkinin degistigi disiiniilmektedir. ileri
calismalarda ekstrakt hazirlanirken 6rnek miktarinin arttirilmasi énerilmektedir.

In vitro hiicre kiiltiirii calismalarinds, Astragalus kok ve yapragindan elde edilen giimiis
nanopartikiillerin saglikli hiicreler olan L-929 hiicreleri iizerinde hicbir sitotoksik etki
gostermedigi bulunmustur. Bu sonuglara dayanarak saglikli hiicreler icin biyouyumlu,
kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etki olusturmak amaciyla kullanilabilecegi
diistintilmektedir.

Astragalus kok ve yapragindan sentezlenen glimiis nanopartikiillerin MCF-7 meme
kanseri hiicre hatt1 izerinde doza bagh olarak diisiik oranda antikanser etkisine sahip
oldugu tayin edilmistir.

Elde edilen verilere gore, etken maddeye maruziyet siiresi ve dozu birbiri ile iligkili
parametrelerdir. Dolayisi ile ileriki ¢alismalarda Astragalus bitkisinden hazirlanan
glimls nanopartikiillerinin konsantrasyon araliklari ve maruz kalma siireleri
degistirilebilir. Calismamiz verilerine gére, meme kanseri ile miicadelede Astragalus
membranaceus’ un kok ve yapraklarindan sentezlenen giimiis nanopartikiillerin daha
kapsamli in vitro ¢calismalar ve in vivo ¢alismalar ile desteklenmesi 6énerilmektedir.
Yesil sentez yontemiyle elde edilen gliimiis nanopartikiillerin ¢evre dostu olmasi
sebebiyle ilag tasiyici sistem olarak kullanilabilmesi 6nerilebilir.

Calisma sonucunda elde edilen toksik etkinin nanopartikiiller ile mi yoksa Astragalus
ekstraktindan m1 elde edildiginin anlasilmasi i¢in antikanser ¢alismalarinda kontrol
olarak Astragalus ekstrakti ile kanser hiicrelerine muamele edilebilir. Boylelikle toksik
etki gilimiis nanopartikiillerden mi ve Astragalus ekstraktindan mi oldugu

karsilastirilabilinir.
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Yukarida ifade edildigi sekliyle cesitli avantajli 6zelliklerinden otiirii, tez calismamiz
literatlirde konuya iliskin var olan ac¢igin kapatilmasina hizmet edecek olup, elde edilen

sonuglar ile ilk defa yapilma niteliginde olan etkili bir referans olacag: diisiiniilmektedir.
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