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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

ALCEA STRIATA SSP. STRIATA (HATMI) SULU OZUTUNDEN SELENYUM
NANOPARTIKULLERIN BiYOSENTEZi, KARAKTERIZASYONU,
ANTIMIKROBIYAL VE SITOTOKSIK AKTiVITELERININ BELIRLENMESI

Rozerin Tarhan
Mardin Artuklu Universitesi
Lisanstistii Egitim Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dali

Kiigiik boyutlar, giiglii biyolojik aktiviteleri, biyoyararlanimlari, diisiik toksisiteleri ve yaygin
uygulamalar1 nedeniyle nanopartikiiller biiyiik ilgi alan1 haline gelmistir. Sentez asamasinda
tehlikeli kimyasallarin kullanilmasi, maliyetin yiiksek olmasi ve olusturulan pargaciklarin
kararsizlig1 nedeniyle son yillarda fiziksel ve kimyasal yaklagimlara alternatif olarak "yesil
sentez" olarak bilinen bir teknik ortaya ¢ikmigtir. Yesil sentezde mantar, maya, bitki ekstraktlar
ve bakteri kiiltiirii filtrat1 gibi biyolojik kaynaklardan siklikla yararlanilmaktadir. Bu biyolojik
kaynaklar, altin, giimiis, ¢inko, selenyum ve daha fazlasi dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli metallerin
olusturulmasinda kullanilmis olup, bunlarin hepsi hizla iiretilmektedir. insan viicudu eser element
olarak selenyuma ihtiya¢ duyar. Biyolojik kaynaklardan tiiretilen selenyum nanopartikiillerinin
(SeNP'ler) fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin inorganik ve organik selenyumdan farkli
oldugu bulunmustur. Bu calismada biyolojik kaynak kullanarak yesil sentez yontemiyle Alcea
striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin sulu Oziitiinden selenyum nanopartikiilleri (SeNP)
sentezlendi. Sentezlenen SeNP’ler Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (FT-IR), UV-
Goriiniir Isik  Spektrofotometresi (UV-vis), X-Istm1 Kirinimi (XRD), Taramali Elektron
Mikroskobu, Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM), Enerji Dagilimli X-Isii1 (EDAX), Atomik
Gii¢ Mikroskobu (AFM), Zeta Potansiyel ve Zeta Dagilim Analizi gibi spektroskopik yontemler
kullanilarak SeNP‘lerinin olusumu dogrulandi. Sentezlenen selenyum nanopartikiillerin
mikroorganizmalar {izerindeki antimikrobiyal etkileri ve saglikli ve kanser hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkileri MTT metodu kullanilarak incelenmistir.

Anahtar Kelimeler: Alcea striata ssp. striata, antimikrobiyal aktivite, selenyum nanopartikiil,
sitotoksik aktivite, yesil sentez
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ABSTRACT

Master Thesis

BIOSYNTHESIS, CHARACTERIZATION, AND DETERMINATION OF
ANTIMICROBIAL AND CYTOTOXIC ACTIVITIES OF SELENIUM
NANOPARTICLES FROM ALCEA STRIATA SSP. STRIATA (MARSHMALLOW)
AQUEOUS EXTRACT

Rozerin Tarhan
Mardin Artuklu University
Institute of Graduate Education

Department of Biology

Due to their small size, strong biological activity, bioavailability, low toxicity, and extensive
application, nanoparticles have drawn a lot of attention. Due to the usage of hazardous chemicals
during the synthesis step, the high cost, and the instability of the created particles, a technique
known as "green synthesis" has surfaced as an alternative to physical and chemical approaches in
recent years. In green synthesis, biological sources like fungi, yeast, plant extracts, and bacterial
culture filtrate are frequently utilized. These biological resources have been used to create a wide
variety of metals, including gold, silver, zinc, selenium, and more, all of which are being produced
quickly. The human body needs selenium as a trace element. The physical, chemical, and
biological characteristics of selenium nanoparticles (SeNPs) derived from biological sources have
been found to be distinct from those of inorganic and organic selenium. In this study, selenium
nanoparticles (SeNPs) were synthesized using the biological method Alcea sitriata ssp. sitriata
(marshmallow) The synthesized selenium nanoparticles (SeNPs) were illuminated using
spectroscopic methods such as Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR),
Ultraviolet/visible light spectrophotometer (UV-vis), X-ray diffraction (XRD), Scanning Electron
Microscopy (SEM), Transmission Electron Microscopy (TEM), Energy-Dispersive X-ray
(EDAX), Atomic Force Microscopy (AFM), Zeta Potential (ZP) and Zeta distribution analysis.
The antimicrobial activities of synthesized selenium nanoparticles on microorganisms and the
cytotoxic effects on healthy and cancer cells using the MTT method were investigated.

Keywords: Alcea striata ssp. striata, antimicrobial activity, cytotoxic activity, green-synthesis,
selenium nanoparticles
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GIRIS

Nanoteknoloji, glinliilk yasamin her alaninda uygulamalar1 olan, hizla biiyiiyen bir
alandir. Basitce sdylemek gerekirse nanoteknoloji, nano dlgekte (1-100 nm) bir
teknolojidir (Singh vd., 2021). Nanoteknoloji de "nano" (1x10°m) kelimesi milyarda bir
anlamima gelmektedir. Nanoteknoloji, nanometre Olcegindeki malzemelerin ve bu
malzemelerden iiretilen sistemlerin imalatini, tasarimini, karakterizasyonunu, montajini
ve iiretimini inceleyen, arastiran ve gelistiren disiplinler arasi faaliyetler biitliniine verilen
addir. Nanoteknoloji, bilinen molekiilleri degistirerek yapay yapilar (nanoteller,
nanotiipler vb.) tasarlar ve sentezler. Nanoteknoloji, daha uygun fiyatli, daha dayanikli,
hizli, kiigiik boyutlu, daha az enerji tiiketen ve dikkat c¢ekici yeni performanslar sunan

ozelliklerin yaratilmasint miimkiin kildi1 (Aktepe vd., 2021).

Nanopartikiillerin (NP'ler) ayirt edici 6zellikleri kiiclik boyutlari, yiiksek ylizey
alanlari, yiizeydeki yiikleri, ylizey kimyasi, ¢oziiniirlikkleri ve ¢ok islevli olmalaridir
(Khurana, A. vd., 2019). Son derece yliksek gozenekliliklerinden dolayi, nano 6l¢ekli
malzemelerin diger bilesiklerle etkilesime girme olasiligi daha yiiksektir ve kirletici

maddeleri emme konusunda esdeger bir kapasiteye sahiptir.

Kiiresel bir forma sahip olan nanopartikiiller ayn1 zamanda ¢esitli diizensiz ve
geometrik sekiller de alabilmektedir (Acar vd., 2023). Elektron mikroskobu veya taramali
prob mikroskobu, nanometre alt1 ¢oziiniirliikte tek tek nanopartikiillerin boyutunu ve
morfolojisini degerlendirebilir ve incelenen pargaciklarin sekli hakkinda zengin miktarda
spesifik bilgi sunabilir (Modena vd., 2019). Boyutlar1 1 ila 100 nm arasinda olan
nanopartikiiller 6zel optik ve elektriksel 6zelliklere sahiptir. Kompakt boyutlar1 sayesinde
belirli bir hacimde daha yiiksek yiizey islevselligi elde edilebilmektedir.
Nanopartikiillerde, yigimm malzemeye gore ylizey alan1 6nemli olgiide daha biiyiiktiir.
Bu nedenle ylizey enerjisi ve ylizey atomlar1 malzemelerin 6zellikleri tizerinde 6nemli rol
oynar. Gelistirilmis  ylizey-hacim oranlar1 sayesinde g¢esitli amaglar icin
islevsellestirilebilen genis bir dis ylizey alanina sahiptir. Sahip olduklar1 farkli 6zellikler
nedeniyle biyomedikal, tibbi, ¢evresel, tarimsal ve endiistriyel sektorler gibi birgok

alanda 6nemli bir konuma sahiptirler.



Biyolojik uygulamalar, farmakoloji, ila¢ tasiyicilari, optik ozellikler, kirliligin
giderilmesi ve antibakteriyel aktivite gibi nitelikleri nedeniyle nano boyutlu malzemelerin
sentezi ve karakterizasyonu son yillarda bircok arastirmacinin bu konuya ilgisini

¢ekmistir (Umaz vd., 2019).

Sentez, kimyasal (redoks sistemi, mikroemiilsiyon yontemi, elektrokimyasal sentez
yontemi vb.) ve fiziksel (buharlastirma-yogunlastirma, lazer ablasyonu, mikrodalga
radyasyonu, ultraviyole radyasyonu, ultrasonik alan vb.) tekniklerle gerceklestirilir.
Nanopartikiillerin tiretiminde tehlikeli kimyasallarin kullanilmasi, partikiil stabilitesinin
diisiik olmas1 ve yiiksek maliyetler nedeniyle son zamanlarda "yesil sentez" olarak bilinen

biyolojik siire¢ popiilerlik kazanmistir (Menon vd., 2019).

Ekonomikligi, ¢evre dostu olmasi, genis Olcekte uygulanabilirligi ve yliksek
basing, enerji, sicaklik veya tehlikeli madde icermemesi nedeniyle biyolojik bazli sentez,

kimyasal ve fiziksel islemlere gore avantajlar sunar (Keskin vd., 2021).

Biyolojik sentezde bakteri, mantar, alg ve ¢esitli bitkilerin farkli kaynaklarindan
yararlanilmaktadir (Hasan, 2015). Dogada kolayca bulunabilmeleri, hizli bir sekilde
olusabilmeleri, etkili, uygun fiyatli ve ¢evresel olarak zararsiz olmalar1 nedeniyle NP'ler
artik yapraklar, saplar, kokler ve cigekler dahil olmak {iizere cesitli bitki pargalari
kullanilarak sentezlenmektedir. NP'lerin iiretimi i¢in indirgeyici, stabilize edici ve
kapatici ajanlar olarak islev goren fitokimyasallar bitkilerde bol miktarda bulunur ve
bunlar arasinda saponinler, terpenoidler, flavonoidler, alkaloidler, amino asitler,

fenolikler, vitaminler, proteinler ve polisakkaritler bulunur (Dhaka vd., 2023).

Dogada selenyum hem kristal hem de amorf olmak iizere ¢esitli polimorfik
formlar sergiler. insanlarda ¢ok sayida biyolojik siirecin diizgiin ¢alismast igin gereklidir
(Mellinas vd., 2019) Kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve bagisiklik sistemi
bozukluklar1 da dahil olmak {izere ¢ok sayida ciddi hastalik selenyum eksikligiyle
iligkilendirilmistir. Bununla birlikte, uzun siireli selenyum takviyesi veya daha yiiksek
konsantrasyonlar toksisiteye neden olabilir. Selenyum nanopartikiilleri i¢in bitki
Ozlerinden yararlanilan ¢evre dostu iiretim teknikleri, tehlikeli kimyasallara olan ihtiyaci
ortadan kaldirir. Yesil sentez yontemi nanopartikiillerin seklini, boyutunu ve stabilitesini
etkiler. Bu sekilde sentezlenen selenyum nanopartikiilleri kanser tedavisi, molekiiler tani,
hedefe yonelik kemoterapi ve ilag dagitim sistemi gibi biyomedikal uygulamalarda 6zel

bir potansiyele sahiptir (Pyrzynska vd., 2021). Selenyum nanopartikiilleri kimyasal,



biyolojik, tibbi ve farmakolojik 6zellikleri nedeniyle diger nanopartikiiller arasinda biiyiik
ilgi gérmiistiir. Selenyum nanopartikiilleri, insan ve diger canlilarin sagligi i¢in hayati
Onem tastyan glutatyon, tiroksin rediiktaz ve peroksidaz gibi hayati selenyum
enzimlerinin biyosentezinde dnemli bir rol oynar. Ayrica tiroit hormonu metabolizmasi,
viicudun savunma mekanizmasi ve bir¢cok kanser metastazi tarafindan da giiclii bir sekilde

diizenlenirler (Mellinas vd., 2019).

Bu calismada selenyum nanopartikiillerin Alcea striata ssp. striata bitki sulu
Oziitlinden yararlanilarak selenyum nano-parcaciklar (SeNP’ler) sentezlendi. Sentezlenen
SeNP’lerin FT-IR, TEM, AFM, SEM-EDX, UV-VIS ve XRD analitik cihazlari
kullanilarak karakterizasyonu yapildi. Biyolojik yolla sentezlenen SeNP’lerin gram
pozitif ve gram negatif bakterilerin iiremesi iizerindeki minimum inhibisyon
konsantrasyonlar1 (MIK) mikrodiliisyon metoduyla belirlenerek antimikrobiyal
aktiviteleri ve kanser hiicreleri lizerinde sitotoksik etkileri MTT metodu kullanilarak

antikanser 6zelligi incelendi.



BIRINCi BOLUM

1. KAYNAK ARASTIRMASI

1.1. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, uzunlugu 1 ila 100 nanometre arasinda degisen yap1 ve cihazlarin
kontrollii ¢aligmasina olanak taniyan atomik, molekiiler ve makromolekiiler dlgekte
aragtirma ve teknoloji gelistirme olarak tanimlanmaktadir. Nanopartikiillerin kii¢lik
boyutu, ¢ok islevciligi, gelismis ¢cozliniirliigli ve ylizeye uyarlanabilirligi sayesinde ¢ok
sayida yeni calisma yonii miimkiin kiinmistir (Hasan, 2015). Nanoteknoloji, sekil ve
boyutu nano dlgekte degistirerek yapi, cihaz ve sistemleri tasarlama, karakterize etme,
uygulama ve liretme siirecidir. Nanoteknoloji, nano 6lgekte uygulamalari olan teknolojiyi
ifade eder. Nanomalzemelerin benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri topluma fayda
saglayan uygulamalar i¢in kullanilabilir (Keskin vd., 2023). Nanoteknolojinin, saglik ve
insanlarin yasamlar1 iizerindeki etkisi mikroelektronik, tibbi goriintiileme, bilgisayar
destekli miihendislik ve insan yapimi polimerlerin birlesik etkilerine esdegerdir.
Nanoteknoloji kimya, fizik, miihendislik, malzeme bilimi ve biyoloji alanlarinda son

derece kiiciik yapilarin incelenmesi ve uygulanmasidir (sekil 1).
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Sekil 1: Nanoteknoloji ve nanoteknolojinin uygulama alanlari



Avrupa Komisyonu'na gore, “nanoteknoloji, oOzelliklerin daha biyiik
Olcektekilerden Onemli Olgiide farkli oldugu atomik, molekiiler ve makromolekiiler
Olceklerde olgularin ve malzemelerin incelenmesidir” (Anandharamakrishnan vd., 2019).
Nano materyallerin boyutlari, formu, yilizey topografyasi, biiyiikliigii ve mekansal
diizenlemelerinin timii fizikokimyasal 6zelliklerini etkiler. Yeni malzemelerin tasarimi
ve lretimi ile benzersiz 6zelliklerin ve uygulamalarin kesfedilmesi i¢in gereken temel ve
uygulamali bilginin gelistirilmesine, bu parametreler ile ilgili fiziksel ve kimyasal

ozellikler arasindaki iligki biiyiik 6l¢iide yardimei olur (Adams vd., 2013).

Nanoteknoloji nispeten yeni bir terim olup son on yilda ortaya ¢ikmasina ragmen,
1950'lerden bu yana diinya ¢apinda kapsamli aragtirmalar yiiriitilmektedir. Boyutlar
nanometrelerle ifade edilen mevcut teknolojinin, teknolojik ilerleme anlaminda bugiine
kadar goriilmemis seviyelere ulagsacagi ongoriiliiyor. Teknolojiler nanodlgeklere dogru
ilerledikge, ilgili siniflarin belirlenmis fiziksel 6zelliklerine ek olarak malzeme boyutu ve

kuantum etkisi olarak adlandirilan yeni 6zellikler ortaya ¢ikiyor.

1.2. Nanoteknolojinin Tarihsel Gelisimi

Taninmis bir fizik¢i olan P. Feynman (1918-1988), maddenin minyatiirlestirilmesi
kavramini 6ne slirdii. Kuantum elektrodinamigi iizerine yaptigi calisma ona 1965 Nobel
Fizik Odiilii'nii kazandirdi. Nanobilim ve nanoteknoloji ddéneminin baslangici,
Feynman'mm 29 Kasim 1959'da Amerikan Fizik¢iler Dernegi'nin yillik toplantisinda
verdigi "Altta Cok Yer Var" (There 's Plenty of Room at the Bottom) adli konusmasi kabul
ediliyor. Feynman konugmasinda atomlar1 ve molekiilleri manipiile edebilmemize
ragmen bunu yapmak icin yeni araglara ihtiyacimiz oldugunu sdyledi. Ayrica van-der
Waals gibi zayif kuvvetlerin atom diizeyinde daha onemli hale gelecegini, ¢ekim

kuvvetinin ise daha az 6nemli olacagini 6ngdrdii.

"Nanoteknoloji" kelimesi ilk olarak Japon bilim adami Norio Taniguchi tarafindan

" Nanoteknolojinin Temel Konsepti Uzerine " adli makalesinde kullanilmustr.

Heinrich Rohrer ve Gerd Karl Binning, 1981 yilinda Taramali1 Tiinel Mikroskobunu
kesfettiler. Bu cihaz, atomik 6lgekteki nesneleri 2000 kat ¢ozebilir ve insan goziiniin
goremedigi atomik pargaciklar1 elektron mikroskobu ile biiyiitebilir. Taramali Tiinel
Mikroskobunu kesfeden Heinrich Rohrer ve Gerd Karl Binning, Nobel Fizik Odiilii'ne
layik goriildii.



Kaliforniya'daki Ongérii Enstitiisii'niin bagkani Dr. Eric Drexler, 1986 yilinda heniiz
Massachusetts Teknoloji Enstitlisti'nde (MIT) lisans 6grencisiyken "Motorlarin Yaratilisi:
Nanoteknolojinin Gelecek Cagi " kitabini yazdi. Bu kitap Drexler'in nanoteknoloji
konusunda daha derin bir anlayis kazanmasina yardimei oldu. Drexler, canli hiicrelerden
onemli Olcilide daha kiiclik olmasinin yani sira, atomlarin, mevcut makinelerden ¢ok daha
giiclii ve hafif, kendi kendini kopyalayan nano 6lcekli cihazlar yaratabilecegini dngordii.
Molekiiler makineler yaratmak i¢in biyolojik sistemleri ilham kaynagi olarak kullanmay1

Onerdi.

Buckyball olarak bilinen yeni karbon formu, 1985 yilinda RE Smalley , H. W. Kroto
ve R. F. Curl tarafindan kesfedildi . Futbol topuna benzer ve 60 karbon atomuna sahiptir.
Taninmis jeodezik kubbe insaat¢ist Buckminster Fuller'm anisina, bu yeni karbon

allotropuna Buckminsterfullerene adi verilmistir.

Atomik Kuvvet Mikroskobu 1986 yilinda G. Binnig, CF Quate ve Ch. Gerber
tarafindan kesfedildi.

Karbon nanotiipler ilk olarak 1985 yilinda kesfedilmis ve ilk kez 1991 yilinda Japon

aragtirmact Sumino lijima tarafindan iretilmistir (https://nano.aku.edu.tr/ 2016).

Tarihsel gelisim siireci incelendiginde Nanopartikiillerin sentez siirecine katkida
bulanan pek ¢ok ¢aligma giiniimiiz teknolojisinin gelismesine dnemli katkilar sunmustur

(sekil 2).
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Sekil 2:1905’ten bu yana nanoteknolojinin tarihgesi ve yapilan calismalar (Mkouboi,

1.3. Nanopartikiiller

Nanopartikiiller iistiin 6zellikleri nedeniyle bir¢cok alanda kullanilmaktadir (Keskin

vd., 2021). Bir nanopartikiil, boyut aralig1 bir ila yiiz nanometre arasindadir.

goziyle goriinmez. Atomik kuvvetle ilgili ¢esitli fiziksel, biyolojik ve kimyasal

Ozelliklere sahiptir (https://shop.nanografi.com.tr/blografi/nanopartikuller-ozellikleri-ve-

7


https://shop.nanografi.com.tr/blografi/nanopartikuller-ozellikleri-ve-uygulama-alanlari/

uygulama-alanlari/ 2022; (Keskin vd.,2023). Nanopartikiil {iretim sistemlerinde
cogunlukla yukaridan asagiya ve asagidan yukariya iiretim yontemleri kullanilmaktadir
(Yavuz vd., 2021). Nanopartikiiller olusturmak i¢in ii¢ farkl sentez teknigi kullanilir:
kimyasal, fiziksel ve biyolojik sentez ("yesil sentez") (Baran vd., 2021) (sekil 3).
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Sekil 3: Nanopartikiil sentezinde kullanilan asagidan yukar1 ve yukaridan asagi

yaklagimlarinin metotlar1, bu metotlarda kullanilan baslica yontemler (Eraslan, 2020).

Fiziksel teknik i¢in yiiksek sicakliklar, yiiksek basing ve pahali ekipmanlara ihtiyag
vardir. Kimyasal proseste c¢evreye ve canlilara zarar veren kimyasallar
kullanilabilmektedir. Daha ucuz, daha giivenli ve ekolojik agidan zararsiz olan yesil
sentez yaklasimi, mevcut tekniklerin dezavantajlari nedeniyle daha sik kullanilmaya
baslanmistir (Baran vd., 2019). Nanopartikiillerin iiretilmesi i¢in yesil sentez siirecinde

bakteri, alg, mantar ve bitkiler gibi dogal kaynaklar kullamlir (Ozlii, 2021) (sekil 4).


https://shop.nanografi.com.tr/blografi/nanopartikuller-ozellikleri-ve-uygulama-alanlari/

[ Farkl Metal Nanopartikiil Sentez Yéntemleri ] [ Cesitli Etki Bicimleri ]

/

Bitki Bitki Ocata \ bozulman
S Lj A
¥ —>s —
Bakteri Bakteri Kieird Kararh, yiiksek Hicresel makromolekllerle

verimli NP etkilesim
/ \ (DNA, RNA & Ribozom)
& ~hb— 4
Fungus Biiyiime ortammdaki ‘

fungus hifleni ROS dretimi
# Nanopartikiiller P Bakteri

Sekil 4: Nanopartikiil tiretimi icin farkli kaynaklar kullanilarak yesil sentez yontemleri

(Ozlii, 2021).

1.4. Metalik Nanopartikiiller

Metal nanopartikiller her gecen giin daha fazla talep goriiyor (Keskin vd., 2023).
Bunun baglica nedeni, bu yapilarin elektrik, manyetik kayit cihazlar1 ve katalizorler dahil
olmak tizere c¢esitli calisma alanlarina uygulanabilmesidir. Farkli yapilara sahip olan
metal nanopartikiiller, elektronik ve malzeme sektorlerinde daha kullanishdir ve
antimikrobiyal bilesiklerin sentezi, farmasotiklerin taginmasi ve hastaliklarin teshis ve
tedavisi dahil olmak iizere tibbi alan uygulamalarina yonelik yeni yontemler gelistirmek

icin kullanilabilir (Yavuz vd., 2021) (sekil 5).
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Sekil 5: Metalik nanopartikiiller (Baygu, 2020)

1.5. Selenyum Nanopartikiilii (SeNP)

Pek ¢ok terapétik uygulamasindan dolayr SeNP'ler diinya ¢apinda biiytik ilgi
gormektedir. Selenyum terapotik agidan iimit vaat etse de klinik uygulamalardaki
kullanimi1 diisiik biyoyararlanimi, zayif stabilitesi ve biyoaktivitesi nedeniyle sinirhdir.
Selenyum iki farkli formda bulunabilir: organik (selenometiyonin ve selenosistein) ve

inorganik (selenit ve selenat) (sekil 6).
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| | Se

S(‘ se "‘I,” ° \ .,
AN /7 \NO HO SeH HO CH,

D (0 0 \()'
NH, NH,

Selenit Selenat Selenosistein Selenometiyonin

Sekil 6: Selenyum bilesiklerinin kimyasal yapilarinin inorganik ve organik formlari

SeNP'ler, inorganik selenyumla karsilastirildiginda daha az toksik, serbest radikal
tirlerine kars1 daha aktif ve kayda deger bir biyoyararlanima sahiptir. Ayrica selenat,
selenit ve selenometiyonin gibi diger organik ve inorganik kimyasallarla
karsilastirildiginda SeNP'lerin toksisitesi deneysel sonuglara gore daha diisiik olarak
siniflandirilmistir (Zhou vd., 2022). Selenyum nanopartikiillerinin (SeNP'ler) avantaji,

SeNP'lerin bagisiklik sistemi stabilizasyonunda ve savunma tepkisi aktivasyonunda umut
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verici bir role sahip oldugunu gosteren kimyasal yapilar ile gosterilmistir (Ikram vd.,
2021) SeNP'ler biyolojik hiicrelere ve dokulara girme konusunda giiglii bir yetenege
sahiptir. Bagisiklik sisteminin kontrolii ve antioksidan savunma sistemi de dahil olmak
tizere bir¢ok fizyolojik ve metabolik siirecte rol alirlar. Bu da onlarin inflamasyonu ve
oksidatif hasar1 azaltabileceklerini gostermektedir (Park vd., 2022; Yoon vd., 2022). Bu
benzersiz faydalarindan dolayr norolojik hastaliklarin  tedavisinde SeNP'lerin

kullanilmasina biiyiik ilgi duyulmaktadir (Choi vd., 2023).

1.6. SeNP'lerin Fiziksel Ozellikleri

Stabilizasyon/islevsellestirme icin kullanilan kimyasallar ve hazirlama teknigi,
SeNP'lerin ozelliklerini etkiler. SeNP'lerin olusturulmasi ve depolanmasi sirasinda
konsantrasyon, sicaklik, biyomolekiillerin dogas1 ve reaksiyon karistminin pH'1 gibi ¢cok
sayida unsur bunlarin bicimini, boyutunu ve yapisini etkiler (Baran vd., 2023). Ornegin
kiiresel SeNP'lerin ¢ok ¢esitli biyolojik uygulamalara sahip oldugu gosterilirken, Se
nanotellerinin olduk¢a fotoiletken oldugu gosterilmistir. SeNP'ler genellikle Se
oksidasyonlarinin elementel Se'ye indirgenmesiyle olusturulur; bu, SeNP'lerin yiizey
plazmon rezonansinin aktivasyonuna bagl olarak pembe, turuncu ve kirmizi arasinda
degisen renklere sahip c¢ozeltilerle sonuglanir. Reaksiyon karisimi 200-400 nm'de en

yiiksek absorbansa sahiptir.

SeNP'ler genel olarak negatif yilike sahiptir ancak kitosan gibi pozitif yiikli
kimyasallar kullanilarak yapilan ylizey modifikasyonu yiikii tersine cevirebilir. Cesitli
niteliklere sahip SeNP'ler, farkli enantiyomerlerle kaplanarak da iretilebilir. NP'lerin
daha yiiksek iyonik giice sahip ¢ozeltilere maruz kaldiklarinda kararsizlasmaya ve ¢okelti
olusturma egiliminde olduklar1 gosterilmistir. Bunun nedeni ¢ogunlukla elektriksel ¢ift
katmanin yogunlugu ve ¢o6zeltinin iyon tarama etkisidir. Stabilizator molekiillerinin
birbirleriyle olan etkilesimleri de SeNP'lerin seklini etkileyebilir. Hazirlama ve saklama

kosullar1 da SeNP'lerin formunu etkiler (Ferro vd., 2021).

1.7. Selenyum Nanopartikiillerin Sentezlenme Y ontemleri

NP'lerin sentezindeki ana bilesenler indirgeyici ve stabilize edici maddelerdir ve
birincil amag, en kiigiik parcacik boyutuna ve en yiiksek stabiliteye sahip nanopartikiiller

uretmektir (sekil 7). Selenyum nanopartikiillerinin sentezi ii¢ farkli teknikle
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gerceklestirilir; fiziksel, kimyasal ve biyolojik. Selenyum tuzlarinin indirgenmesi nano
selenyum olusturmanin birincil teknigidir. SeNP'lerin iiretiminde selenyum dioksit,
sodyum selenit, selenat, selenosiilfat veya selenyum asidi kullanilir (Sentkowska vd.,
2022). Nanopartikiillerin sentez reaksiyonunu baslatmak i¢in kontrollii bir ortamda
kimyasallarin kullanilmasia kimyasal sentez denir. Kimyasal yontemde organik veya
inorganik kimyasallar kullanarak selenyum tuzlarin1 SeNP'lere indirger (Ndwandwe vd.,
2021). Bununla birlikte, sentez yolunda tehlikeli kimyasallarin kullanilmas1 kimyasal
yaklagimlar1 istenmeyen hale getirmektedir. SeNP'lerin sentezi askorbik asit veya sekerler
gibi toksik olmayan reaktifler kullanilarak gergeklestirildi; fakat bu indirgeyici maddeler
tarafindan {iretilen nanopartikiillerin kararsiz yapisit bunlarin uygulamasini sinirladi.
Ancak c¢alismalar glikoz, kitosan veya polivinil alkol (PVA) gibi stabilizatorlerin
eklenmesinin durumu iyilestirebilecegini gdstermistir. SeNP'ler tipik olarak sulu ortamda
bliyiik kiimeler halinde toplanir ve bu da biyoaktivitenin, biyouyumlulugun ve
biyoyararlanimin azalmasina neden olur. Bu nedenle selenyum nanopartikiillerini
sentezlerken dogru stabilizatorleri kullanmak c¢ok Onemlidir. Ancak bazi stabilizator
kalintilari, elde edilen SeNP'lerin farmasétik ve tibbi alanlarda uygulanabilirligini
sinirlayabilir. Son yillarda fiziksel ve kimyasal yaklasimlara alternatif olan SeNP'nin yesil
sentezine ilgi oldukea fazla olmustur (Ullah vd., 2024). Yesil sentez yontemi ¢ok cesitli
biyolojik kaynaklar1 kullanan, ¢evre dostu ve giivenli bir sentez islemidir (Vijayaram vd.,
2024). Bu tiir yaklagimlarin temel varsayimi, ekstrakttaki dogal olarak mevcut bilesiklerin

hem stabilizator hem de indirgeyici olarak islev gormesidir (Bartosiak vd., 2019).
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Sekil 7: Nanopartikiil biyosentezinin asamalarinin sematik gorsellendirmesi

1.8. Bitkilerin Kullanilmasiyla SeNP’in Yesil Sentezi

Bitki 6ziitlerinin biyolojik materyal olarak kullanilmasi hizli, ucuz ve ¢evre dostu

nanopartikiillerin tiretilmesi i¢in denenmis ve dogrulanmis bir yontemdir (Al-darwesh

vd., 2024). Bitkinin ikincil metabolitleri ve biyomolekiilleri metal tuzlarini1 elementel
nanopartikiillere indirger (Keskin vd., 2023) (sekil 8) ve reaksiyon ortamindaki renk

degisimi sentezi gorsel olarak gormenizi saglar (sekil 9) (Ndwandwe vd., 2021).

L

HO  OH

0'\ /O'
Na* Se Na*
[

— >
< —

N T
bilegenler

Sekil 8: Soydum selenit’in indirgenmesi ve selenyum olusumu
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Sekil 9: Bitki 6ziitiinden nanopartikiil olusumu

1.9. Bakteri Kullanilmasiyla SeNP’lerin Yesil Sentezi

Bakterilerin, SeNP'lerin biyosentezi i¢in ¢evresel agidan zararsiz yeni bir yol
oldugu, kullanim kolayligi, diisiik sentez siireleri ve basit genetik manipiilasyon gibi
avantajlara sahip oldugu bulundu (Jafarzadeh wvd., 2024). Mikroorganizmalar ve
irettikleri metabolitler metal iyonlarini elementel metallere doniistiirerek nanopartikiiller
olustururlar. Bu teknikle inorganik selenit (SeOs>) veya selenattan (SeO4>) cesitli
morfolojilere sahip (kiiresel, altigen, cokgen ve iicgen) elementel selenyum (Se)
nanopartikiilleri {iretilir (Zambonino vd., 2021). Mikroorganizmalar nanopartikiilleri,
olustuklar1 yere bagl olarak hiicre i¢i ve hiicre dis1 olmak iizere iki sekilde sentezler
(Caligkan vd., 2020). Hiicre i¢i sentez, metal iyonlarinin enzimler araciligiyla hiicreye
taginmasini igerirken, hiicre dis1 sentez, kiiltiir siipernatantindaki metabolitlerin (enzimler
ve proteinler gibi) metal ile dogrudan etkilesimini icerir (sekil 10). Hiicre dis1 sentezde
reaksiyon basit ve hizlidir. Ayrica ortaya ¢ikan NP'lerin geri kazanimi ve saflastiriimasi
ek asamalara gerek kalmadan (hiicre i¢i sentezde oldugu gibi) yapilabildiginden daha sik
kullanilirlar (Yavuz vd., 2021) (sekil 11).
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Sekil 10: Nanopartikiillerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 sentezlerinin akis diyagrami

a)hiicre ici sentez b)hiicre dis1 sentez

- metal iyonlar
metal iyonlar
NP'ler
hiicre dis1 ortam :

Imayan
proteinler

Sekil 11: Nanopartikiillerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 sentezi

1.10. Mantar Kullanilarak SeNP’in Yesil Sentezi

Uzmanlar, mantarlar1 kullanarak SeNP'nin yesil sentezini kapsamli bir sekilde
aragtirdilar ¢linkii mantarlar yetistirilmesi kolay, agir metal katyonlar1 iceren yiiksek
yogunluklu kosullarda biiyiiyebilir ve selenyum agisindan zengin ortamlarda yasayabilir

ve ¢ogalabilir (Kiarashi vd., 2024). Mantar biyokiitlesi, NP mikosentezi olarak bilinen
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diisiik maliyetli sentez yaklasimiyla hizla artirilabilir. Mantarlar, hiicre dis1 ortama
pargalayici proteinler ve enzimler salar; bunlar selenyumun toksik inorganik ve organik
formlarin1 SeNP'ler olarak ¢okeltir ve onlar1 zararsiz veya daha az tehlikeli hale getirir

(Aigbe vd., 2024) (sekil 12),

metal oksit metal oksit

NP'lerin NP'lerinin
’ biyosentezi sentexzi
mantar
ekstratindan elde metal oksit NP metal oksit
edilen biyolojik cozeltisi NP'leri

madde

Sekil 12: Mantar kullanilarak NP sentezi

1.11. Maya Kullanilarak SeNP’lerin Yesil Sentezi

Selenit ve selenatin metabolik detoksifikasyon siiregleri ve selenometiyonine
doniisiimleri, ideal biyolojik model sistemleri olarak mayalar kullanilarak incelenebilir.
Mayalar, ¢cok sayida ¢alismayla gosterildigi lizere, tehlikeli metallere karsi ¢ok yiiksek bir
dirence sahip olan ve metalik NP'lerin {iretiminde kullanilabilen Okaryotik

mikroorganizmalardir (Acar vd., 2023).
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1.12. Selenyum Nanopartikiillerinin Uygulama Alanlari

Sitotoksik Antkanser
dzellikler ajam

Stres direnci Antimikrobiyal
\ / dzellikler

llag dagitim ajam

Biyvoremediasyon / \

L . Karacifer yaglanmas:
biyolojik :
ve ll;z Lo Antiparaziter Antioksidan tedavisi

E— ozellikler ozellikler

Sekil 13: SeNP'lerin uygulama alanlar1 (Acar vd., 2023).

1.13. Selenyum Nanopartikiillerin Biyolojik Aktiviteleri

1.13.1. Antimikrobiyal aktivite
Antibiyotigin asir1 ve kontrolsiiz kullanimi bakteriyel direncin hizla gelismesine
neden olmugtur. Bunun sonucunda antibiyotigin etkinligi azalmis ve ¢oklu ilaca direncli
bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar diinyanin en ciddi insan saglig1 sorunlarindan
biri olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle giivenli, etkili ve yeni antimikrobiyal ilaglarin
yaratilmasina acil bir ihtiya¢ vardir. Gerekli besinsel eser element selenyumdan
tiretildikleri ve Gram-pozitif bakterilere kars1 antibakteriyel aktiviteye sahip olduklar

icin selenyum nanopartikiilleri bu kriteri kargilamak i¢in uygun bir segenektir (Huang vd.,
2019) (sekil 13).

MNP'ler kimyasal stabiliteleri, miikemmel elektriksel ve termal iletkenlikleri,
ylzeyde gelistirilmis Raman sacilimi ve onemli antibakteriyel aktiviteleri nedeniyle
arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir (Yadi vd., 2018). AgNP'ler, CuNP'ler, SeNP'ler ve
AuNP'ler dahil olmak iizere belirli MNP tiirleri antibakteriyel 6zellikler sergiler (Rosaiah
vd., 2022). Antimikrobiyal etki potansiyelleri ylizey yiki, boyut, konsantrasyon ve
temas siiresi gibi Ozelliklere gore belirlenir (Mariadoss vd., 2022). MNP'ler pozitif yiik

ile iyonize olduktan sonra sivi ortamda negatif yiiklii mikroorganizmalarla elektrostatik
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¢cekim yoluyla etkilesime girerler (Babu vd., 2020). Mikroorganizmalar MNP'lerle
etkilesime girdiginde membran potansiyelleri degisir. Enerji metabolizmasi1 ve kritik
transkripsiyonel asamalar dahil olmak {izere bir dizi O6nemli biyolojik sistemde
fonksiyonel degisiklikler meydana gelir. Bu nedenle bu siirecler engellenir veya
degistirilir. Sitozolde bulunan MNP’ler, redoks siireglerini destekleyen genlerin
ekspresyonunu artirarak Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olur. Bu
maddelere afinitesi yiliksek olan RNA, DNA ve enzimler gibi 6nemli molekiiller, yapilar1

ve fonksiyonlar1 agisindan olumsuz etkilenir (sekil 14).
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Sekil 14: SeNP’lerin etkilesim sonrasinda mikroorganzimalarda meydana getirdikleri

antimikrobiyal aktiviteleri ve sonuglar1

Mikrobiyal 6liim, tiim bu islemlerden sonra mikroorganizmalarin miicadele
edememesi sonucu ortaya ¢ikar (Huq vd., 2022) MNP'lerin bu etkilerini arastirmak i¢in

cok sayida calisma yapilmistir (tablo 1).
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Tablo 1: Yesil sentez yontemleri araciligiyla elde edilen MNP’lerin gram negatif
(Escherichia coli, (E. coli)) ve pozitif bakteriler (Staphylococcus aureus, (S. aureus))

tizerinde antimikrobiyal etkilerinin karsilagtiriimasi.

Sentezin Antimikrobiyal Etki
Biyolojik Tiirt Sekil Boyut (nm) (E. colilS. aureus) Kaynak
Kaynagi
Metot Konsantrasyon
(ngml™)
A. cepa Ag Kiiresel 19,47 Mikro 1.00/0.125 (Keskin
Dilisyon vd., 2023)
C. arietinum Ag Kiibik 12,17 Mikro 1.00/0.125 (Baran
Dilisyon vd., 2022)
A. comosus Ag Kiiresel 11.61 Mikro 1.00/0.50 (Keskin
Diliisyon vd., 2021)
C. scolymus Ag Kiiresel 28.78 Mikro 0.12/0.13 (Baran
Dilusyon vd., 2021)
S. tuberosum Ag Kiiresel 3.91-27.07 Mikro 0.225/1.75 Xu vd.,
Dilisyon 2023)

Selenyum  nanopartikiillerinin ~ antimikrobiyal ozelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Selenyum nanopartikiillerinin antimikrobiyal etkisi, bircok farkli
mekanizma iizerinde gerceklesebilir. Ornegin, bu nanopartikiiller bakteri hiicre zarmi
hedef alarak zarin biitiinliigiinii bozabilir ve bakterilerin biiyiimesini engelleyebilir veya
oldiirebilir. Ayrica selenyum nanopartikiillerinin bakterilerin oksidatif stres seviyelerini
arttirarak hiicrelerin yasamsal fonksiyonlarini etkileyebilecegi bilinmektedir. Bunun yani
sira DNA hasarina neden olabilecegi ve genetik materyalin bozulmasini saglayabilecegi

gozlemlenmistir.

MIK (Minimum Inhibitsr Konsantrasyonu) metodu antimikrobiyal etkinin
belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Bu yontemde, farkli konsantrasyonlarda
selenyum nanopartikiillerinin mikroorganizmalar iizerindeki etkisi test edilir.

Mikroorganizmalar, farkli konsantrasyonlardaki selenyum nanopartikiillerine maruz
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birakilir ve en diisiik konsantrasyon belirlenerek mikroorganizmalarin biiylimesinin
engellendigi konsantrasyon tespit edilir. Bu sayede, selenyum nanopartikiillerinin

antimikrobiyal etkisi degerlendirilebilir.

1.13.2. Antikanser Aktivite

Selenyum nanopartikiiller artik in vivo ve in vitro teknikler kullanilarak gogiis,
akciger, bobrek ve osteosarkom malignitelerine karsi anti-kanser 6zellikleri agisindan
inceleniyor. Elemental selenyum ve dogal olarak tiiretilen selenyum (selenosistein ve
selenometiyonin), toksisiteleri ve biyoyararlanimlar1 nedeniyle kanser tedavisi i¢in uygun
degildir. Nano-selenyum, boyutu, gézenekliligi ve biyolojik dagilimi nedeniyle diger
dogal selenyum kaynaklarma gore avantajlidir (Bisht vd., 2022). Selenyum
nanopartikiilleri hiicre apoptozunu tesvik eder ve antikanser ilaclari ile birlestirildiginde
tedavinin etkinligini artirarak antikanser etkisine gosterir (Kumar vd., 2021) (Tablo 2).
Yari iletkenler, polimerler, metaller ve biyomolekiiler bilesikler gibi cok sayida antikanser
ajanlar kanseri tedavi etmek icin kullanilmistir. Selenyum nanopartikiiller bu fonksiyonel
antikanser ilaglar arasinda en Onemli antikanser biyomateryallerinden biri haline
gelmistir. Bio-SeNP'lerin yiiksek aktivitesi, antikanser de dahil olmak iizere ¢ok cesitli
terapotik uygulamalarda kullanilmaktadir (Salem vd., 2021). SeNP'ler hiicre zar1 iizerinde
sitotoksik etkiler sergiler ve kanser tedavisinde kullanildiginda kanser hiicrelerinin
cogalmasii etkili bir sekilde inhibe edebilir. Birgok calisma SeNP'lerin kanserle
miicadele etmesini saglayan birincil mekanizmanin, reaktif oksijen tiirlerini (ROS), tiimoér
proteinlerini (p53) ve kaspaz ailesi proteinlerini yoneten apoptotik sinyal yollarinin
aktivasyonu oldugunu bulmustur (sekil 15,16). Transferrin (Tf) gibi hedefleme ligandlari,
TfR'lerin (transferrin reseptorleri) asir1 eksprese edildigi kanserli bolgelere cesitli
terapotik ilaglar1 iletmek igin ilag tasiyicilari olarak kullanilir (Rolim vd., 2019; Webster,
2020; Barabadi vd., 2020; Donga vd., 2020; Hosny vd., 2022). Tf, SeNP'lerin yiizey
kimyasini degistirerek nanopartikiillere konjuge edilebilir. Bu ilag dagitim teknolojisinin
amact, birincil ve metastatik maligniteler de dahil olmak {izere ¢esitli kanser asamalarini

hedeflemektir (Acar vd., 2023).
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Sekil 15: Nanopartikiillerin kanser hiicrelerine etki mekanizmasi

Uzerindeki Farkh Etkisi

Selenyum Nanopartikiillerinin (SeNP'ler) Normal ve Kanserli Hiicreler

v * L

Kanserli Hiicreler Normal Hiicreler
Kanserli hiicrelerde ROS seviyeleri Redoks dengesi normaldir;
yiiksek oldugundan SeNP'ler pro- dolayisiyla SeNP'ler normal
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Sekil 16: SeNP'lerin normal ve kanserli hiicrelere etkisi
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Tablo 2: Yesil sentez yontemleri araciligiyla elde edilen MNP’lerin kanser hiicreleri

uzerinde sitotoksik etkileri

Sentezlendigi | Metal Sekil Boyut Metot (MTT) Kaynak
Biyolojik Taru (nm)
Kaynak Kanser Konsantrasy | % Canlilik
Hicre onu orant/
Hatt1 (ug mL) ICso
C. arietinum Ag Kubik 12.17 U118, 25 79.70 (Baran vd.,
CaCo-2 2022)
ve Skov-
3
A. comosus Ag Kiresel 11.61 U118, 25 18.20 (Keskin vd.,
CaCo-2 2021)
ve Skov-
3
C. scolymus Ag Kiresel 28.78 U118, 25 50 (Baran vd.,
CaCo-2 2021)
ve Skov-
3
S. tuberosum Ag Kiresel 3.91- U118, 0-100 50 (Xu vd.,
27.07 | CaCo-2 2023)
ve Skov-
3
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1.14. Alcea striata ssp. striata (Hatmi)

Sekil 17: Alcea striata ssp. striata (hatmi) alttiiriiniin genel goriintimii (Uzunhisarcikli,

2008).

Tablo 3: Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin taksonomik hiyerarsisi

Kingdom Plantae
~ Subkingdom tracheobionta
~ Division magnoliophyta
~ Class magnoliopsida
- Subclass dilleniidae
~ Order malvales
~ Family malvaceae

- Genus alcea
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- Species alcea striata (DC.) ALEF.

—

Sekil 18: Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin Tirkiye’de dagilim gosterdigi
alanlar (http://194.27.225.161/yasin/tubives/index.php?sayfa=1andtax id=2126)
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IKINCi BOLUM

2. MATERYAL VE METOT

2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi

Calismada kullanilan bitki 6rnekleri Temmuz-Agustos 2023 aylarinda bitkinin
ciceklenme doneminde 31-32°C’de, 1008.9 hPa da Diyarbakir Dicle Universitesi
Kampiis alaninda (37°55°11.0”N 40°14°34.7”E) toplandi. Bitkiye ait 06rnekler
Diyarbakir Dicle Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda saklandi. Bitki
materyallerinin taksonomik teshisi Mardin Artuklu Universitesinden Prof. Dr. Cumali

KESKIN tarafindan dogrulandi. Calismada bitkinin toprak iistii organ1 (¢icek) kullanildi
(sekil 19).
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Sekil 19: Alcea striata ssp. striata (Hatmi) Bitkisinin; (A) yetistigi alana ait konum
(37°55°11.0”N 40°14°34.7”E), (B) bitkinin morfolojik goriiniimii

2.2. Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Selenyum nanopartikiil olusumu i¢in Na>SeO; tuzu kullanildi. Antimikrobiyal
aktivite i¢in vankomisin, kolistin ve flukonazol antibiyotikleri ticari olarak temin edildi.
Uygulamada gram pozitif bakteriler, gram negatif bakteriler ve maya (fungus) Candida
albicans (Ca) mikroorganizmalari kullanildi. Gram pozitifler i¢in Staphylococus aureus
ATCC 29213 (Sa) bakterileri ile gram negatifler i¢in de Pseudomonas aeruginosa
ATCC27833 (Pa) bakterileri kullanildi. Staphylococus aureus (Sa), Candida albicans
(Ca) mikroorganizmalar1 Inénii Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Mikrobiyoloji
Laboratuvari’ndan temin edildi. Pseudomonas aeruginosa (Pa) mikroorganizmalari1 da

Mardin Artuklu Universitesi Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarindan temin edildi.

2.3. Bitki Oziitiiniin Hazirlanmasi

Bitki materyali 6nce toz ve diger kirleticilerden arindirmak i¢in musluk suyuyla,
ardindan tekrar deiyonize su ile yikandi. Bitki materyali, hava akimi olan bir alanda oda
sicakliginda (25 £ 2 °C) ii¢ bes giin siireyle kurutuldu. 100 gr. kurutulmus bitki materyali
tartilip oOgiitlictiden gecirilerek toz haline getirilirdi. Bitki materyali bir ogiitlicli
kullanilarak toz haline getirildikten sonra lizerine 500 mL saf su ilave edilerek 60 dakika
kaynatildi. Daha sonra, kaynatilan karisim cam kroze kullanilarak kati kisimlardan

ayirmak amaciyla siiziildii. Elde edilen 6ziit +4 °C ye alinip sentez i¢in hazir hale getirildi.
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2.4. Coziicii icinde Oziit Hazirlama

Coziicii iginde hazirlanan 6ziit, LC-MS/MS aracilifiyla fitokimyasal bilesen analizi
icin kullanildi. Kurutulan bitki metaryali ogiitiilerek toz haline getirildi. 20 gram toz
haline getirilen bitki materyalinden tartilip sokslet kartusuna eklendi. Balon joje i¢ine 200
mL metanol ilave edildi. 25 °C’de oda kosullarinda doért giin bekletildi. islem sonunda
elde edilen 6ziit cam kroze aracilifiyla siiziildii. Bitki 6ziitli i¢ginde bulunan organik
¢Ozlicliniin uzaklastirllmas1 i¢in diisiik sicaklikta ve vakum altinda doner
buharlastiricidan (Heidolph 94200 rotary evaporator) yararlanildi. islem sonunda ziit

deneysel ¢alismalarda kullanilmak {izere -20 °C’ye alind1.

2.5. Cozelti Hazirlanmasi

NaxSeOs metal tuzundan SeNP’leri elde etmek lizere 5 mM konsantrasyona sahip
cozeltiler hazirlandi. Alcea striata ssp. striata (hatmi) ekstraktlart (500 ml) ve 100 ml
NaxSeOs, oda sicakliginda bir cam kapta (1:5 oraninda) reaksiyona sokuldu. Biyolojik
olarak sentezlenen SeNP'lerin maksimum absorbansi, renk degisimine bagli olarak ¢esitli
zaman dilimlerinde (15, 30, 45, 60, 120 ve 180 dakika) dalga boyu tarama (UV-vis
spektroskopisi) ile belirlendi. Sentez sonunda, zamana bagl olarak koyu bir renk alan
cozelti, santrifiij islemine tabi tutuldu (8000 rpm, 20 dakika). Bu islemin amaci,
sentezlenen nanopartikiilleri bitki kalintilarindan ayirmaktir. Santrifiijleme sonunda elde
edilen kat1 fraksiyon, damitilmis su ile birkag¢ kez yikandi ve elde edilen kalint1 (SeNP'ler)
60 °C'lik bir firinda 72 saat kurutuldu.

2.6. SeNP’lerin Sentezi

Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin kurutulmus ¢icek kismi kullanilarak
hazirlanan 6ziit ile hazirlanan Na,O3Se c¢ozeltisi 1:1 (100 mL:100 mL) oranlarinda
kanstirildi. 22-25 °C’de sabit bir zemin iizerinde bekletilen karisim i¢in zamana karsi
gozlem yapildi. Se*? iyonlarmin Se’ indirgenmesi UV spektrofotometresi ile agik renkli
karisimin koyu kirmizi-visne c¢liriigii rengine dogru degisimi gozlenerek maksimum
absorbans 388.48 nm’de UV spektrofotometresinde Olglilmiistiir. Elde edilen koyu
kirmizi-visne ¢iiriigii renkli soliisyon santrifiij edildi. Ustte kalan s1v1 kisim uzaklastirildi
ve dipteki ¢okelti alinarak bu yikama islemi distile su ile birka¢ defa tekrarlandi. Elde

edilen SeNP’ler etiivde bekletilip kuruma islemi gergeklestikten sonra cam baget ile
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ogiitiildii. Ogiitiilmiis SeNP nanopartikiilii karakterizasyon, antibakteriyel etki ve

sitotoksik etki deneysel ¢alismalarinda kullanilmak tizere saklandi.

2.7. Karakterizasyon Teknikleri

Sentezlenmis selenyum nanopargaciklarin (SeNP) UV spektrumlart (UV-1601
220V SHIMADZU) spektrofotometresinde 200-800 nm dalga boyu araliginda olgiildii.
FTIR analizi Perkin Elmer One marka FTIR ile 4000-1400 ve 4000-1000 cm™! araliginda
Olciilen bitki 6ziitiiniin hangi fonksiyonel gruplar1 indirgemede rol aldig: tespit edilmistir.
Yesil yolla Alcea striata ssp. striata bitkisinin 0ziitii tarafindan sentezlenen SeNP’lerin
morfolojik yapilarinin incelenmesi i¢in bir Park System XE-100 AFM, Quanta FEG 250
FESEM, EVO 40 LEQ SEM ve Jeol Jem. 1010 TEM goriintiilerinden elde edilen
mikrografiler kullanildi. Bu mikro grafilerle elde edilen goriintiilerde SeNP’lerin fiziksel
gorlinlimlerini yansitan dagilimlar1 belirlendi. Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin
Oziitii araciligiyla sentezlen partikiillerin elemen kompozisyonlar1 RadB-DMAX 11
bilgisayar kontrollii EDX ile belirlendi. EDX araciligiyla elde edilen verilerde Se ve diger
elementler bakimindan profillerinin degerlendirilmesi yapildi. Bu verilerden elde edilen
bulgular ayn1 zamanda ylizey kimyasinin belirlenmesinde de etkili oldu. Sentezlenen
partikiillerin kristal desen ve yapilarinin degerlendirilmesi icin XRD aracilifiyla 26°da
alinan 6lgiim verleri kullanildi. Olgiimler Rigaku Miniflex 600 model XRD araciligryla
yapildi. Elde edilen verilerde Bragg agilarinda meydana gelen genislemelere ait en yiiksek
pikin FWHM degeri kullanilarak kristal nano boyut belirlendi. Kristal nano boyutu
belirlemek i¢in Debye-Scherrer formiilii (Tablo 4) kullanilarak SeNP’lerin kristal nano

boyutlart hesaplandi.

Tablo 4: Debye-Scherrer formiilii

Bu esitlikte; D= Partikiil boyutunu, K=Sabit degerini, A=X-ray dalga boyu degeri,
D=K)/(Bcos) = Maksimum pikin FWHM degerinin yarisi, 6= yiiksek pikin Bragg a¢isini ifade
eden terimlerdir.

Tablo 5: Nanopartikiillerin karakterizasyon teknikleri

-Olusum ve varhigin izlenmesi. | -Sekil, buyUklik ve boyutlu -Sekil, byuklik.

topografik gorintd.

-Fonksiyonel gruplar. -Kristal yap1 ve ¢ap.
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-Tanecik yUka.

UV-Vis spektroskopisi AFM SEM ve TEM

FT-IR Zeta Potansiyeli XRD
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2.8. SeNP’lerin Biyolojik Aktivitelerinin Test Edilmesi

Sentezlenen SeNP’lerin biyolojik aktivitelerinin test edilmesi i¢in MIK ve MTT
testleri kullanild:.

Patojen suslarin iiremelerinin baskilamasiin degerlendirilmesi i¢in antimikrobiyal
etki galismasinda mikro diltisyon yontemi uygulandi.

MTT testi 24 ve 48 saat zaman araliginda kanserli hiicre hatlarina selenyum
nanopartikil muamelesi yapilarak test edildi.

Deneysel asamalarda asagida listelenen malzemeler kullanildi (Tablo 6).

Tablo 6: Deneysel asamalarda kullanilan malzemelerin listesi

Inkiibator vankomisin (Antibiyotik)
96 kuyucuklu mikro plakalar Colistin (Antibiyotik)
Inverted 151k mikroskobu Flukonazol (Antibiyotik)
Biyoguvenlik kabini Celik 6ze
1-2-5-10-25 ml hacimli steril pipetler Tek kullanimlik 6ze
37 °C inkiibator Steril distile su
Su banyosu Vorteks
Pipet uglar1 -20 °C Buzdolab1
50 mI’lik falkon tiipleri Muller Hinton Broth besiyeri (Merck)
Nutrient Agar Besiyeri (Merck) Saboro Dextros Broth ve Agar (merck)
Pastor finininda  steril edilmis pastor 0.5 Mcfarland solusyonlari
pipetleri
Eppendorf tlipler Cam petri kutusu
100-200 pl’lik otomatik pipetler Steril ekiivyon ¢ubuklar
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2.9. SeNP’lerin Antimikrobiyal Etkinliginin MIK Yéntemiyle Incelenmesi

SeNP’lerin antimikrobiyal etkileri patojen mikroorganizmalar {izerinde mikro
dilisyon yontemi kullanilarak {iremelerini baskilayan minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MiK) belirlenerek degerlendirildi. Minimum inhibisyon konsantrasyonu
yontemi, bir mikroorganizmanin biiylimesini engelleyen veya oldiiren bir antimikrobiyal

maddenin en diisiik konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilan bir test yontemidir.

Bu yontem genellikle mikrodiliisyon adi verilen bir teknikle gergeklestirilir.
Uygulamada gram pozitif bakteriler, gram negatif bakteriler ve maya (fungus) C. albicans
(Ca) mikroorganizmalar1 kullanildi. Gram pozitifler i¢in S. aureus ATCC 29213 (Sa)
bakterileri ile gram negatifler i¢in de P aeruginosa ATCC27833 (Pa) bakterileri
kullamldi. Sa, Ca mikroorganizmalar1 Inonii Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan temin edildi. Pa mikroorganizmalar1 da

Mardin Artuklu Universitesi Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvarindan temin edildi.

Uygulamada kullanilacak mikroorganizmalar uygun besiyeri ortamlarinda 37 °C
etlivde bir gece cogaltildi (bakteriler nutrient agar ve Ca’da sabora dekstros agar
besiyerlerinde c¢ogaltild1). Ertesi glin lireme kontrolii yapildiktan sonra besiyeri
plaklarinda mikroorganizma kolonileri kullanilarak McFarland standardi 0.5 standart
(Emmanuel vd., 2015) bulaniklik kriterine gore her bir mikroorganizma i¢in ¢ozeltiler
hazirlandi. Ardindan 96’lik mikroplaka kuyucuklarina bakteri uygulamalar1 i¢in miiller
hinton besiyeri, Ca mayasi i¢in de Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 siv1
besiyerleri hazirlayip uygun miktarlarda pipetlendi. Strerilizasyon ve iireme kontrolii i¢in
mikro plaka kuyucuklarindan bazilar1 kontrol i¢in kullanildi. Farkli konsantrasyona sahip
SeNP’leri iceren ¢ozeltiler hazirlanip mikro plaka kuyucuklarina eklenip bir seri mikro
dilisyonla SeNP’lerin besiyerindeki dagilimlar1 yapildi. Aynmi islem basamaklari
antibiyotikler (gram negatiflerle Colistin, gram pozitiflere vankomisin ve C. albicans’a
da Flukanozol) uygulandi. McFarland standard1 0.5 bulaniklik kriterine gore hazirlanan
mikroorganizma ¢ozeltilerinden mikro plakalara uygun miktarda aktarim saglandi (tablo
7). Islem sonrasinda mikro plakalar 37 °C etiivde inkiibasyona alind1 (sekil 21). Mikro
plakalar 24 saatlik beklemenin sonunda iireme acisindan kontrol edildi. Uremenin

basladig1 kuyucugun oncesindeki kuyucuga ait konsantrasyon iiremenin baskilandigi

MIK olarak tespit edildi (sekil 22).
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Tablo 7: MIK metodunun uygulanisi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 | 12

A S+21 | S+22 | S+2% | S+2* | S+2° S+26 | S+27 | S+28 | S+2° | S+21° S
SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP

B P+21 | P+22 | P+2% | P+2% | P+2° | P+2° | P+27 | P+28 | P+2° | P+210 P
SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP

C C+21 | C+22 | C+2% | C+2* | C+2° | C+25 | C+27 | C+28 | C+2° | C+210 C
SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP | SeNP

D S+21 | S+22 | S+2% | S+2* | S+2° S+26 | S+27 | S+28 | S+29 | S+210 S
v Vv Vv Vv Vv Vv Vv Vv V Vv

E P+21 | P+22 | P+23 | P+2* | P+25C | P+2% | P+27 | P+28 | P+29 | P+2%0 P
C C C C C C C C C

F C+21 | C+22 | C+2% | C+2* | C+25 | C+2% | C+27 | C+28 | C+2° | C+210 C
F F F F F F F F F F

G

H
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Sekil 20: (a) McFarland standardi 0.5 bulaniklik kriterine gore hazirlanan

mikroorganizma ¢dzeltisi, (b) mikro plakalarin 37 °C etiivde inkiibasyon agsamasi

Sekil 21: inkiibasyon sonras1 kuyucuk konsantrasyonlari

2.10. SeNP’lerin In-vitro Sitotoksisite Testleri

Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitki 6ziitii araciligiyla sentezlenen SeNP’ler,
0zhtin kendisinin kanser hiicreleri Uzerinde sitotoksik etkileri MTT metodu kullanilarak
incelendi. Deneysel uygulamalar Dicle Universitesi Bilimsel Arastirma Merkezi, Hiicre

Kiiltiirti Laboratuvari’nda gergeklestirildi.

2.11. Uygulamada Kullanmilan Cihazlar ve Kimyasallar

Selenyum nanopartikiillerin sitotoksik aktivitelerinin test edildigi deneysel

asamada tablo 8 de verilen cihazlar ve sarf malzemeler kullanildi.
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Tablo 8: Uygulamada kullanilan materyaller

2.5-5-10-25 mL hacimli steril pipetler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplar

1-10, 20-200, 100-1 000 uL’lik otomatik pipetler Pastor firminda steril edilmis pastdr pipetleri

15 ve 50 mL’lik falkon tiipleri Su banyosu

37 °C inkubator Eppendorf tlpler

CO2’li 37 °C inkubator Vorteks ve Mini santrifuj

Sinif II biyoguvenlik kabini RPMI 1640 (Sigma Aldrich)

Pipet uglart Fetal Sigir Serumu-FBS (Sigma Aldrich)

Dulbecco'nun Modifiye Eagle'm Orta-Yiksek | Hank'in Dengeli Tuz Coztmleri-HBSS (Sigma
Glikoz-DMEM'i (Sigma Aldrich) Aldrich)

%0,5°lik Tripan-Mavi (Sigma Aldrich) Sogutmali santrifuj

-20 °C Buzdolab: Tripsin EDTA (%2,5) (Sigma | Ters gevrilmis 151k mikroskobu
Aldrich)

Penisilin/Streptomisin (Sigma Aldrich) -20 °C Buzdolab1

L-Glutamin (Sigma Aldrich) -20 °C Buzdolabi

2.12. Hiicre Kiiltiirii Uygulamasi

Uygulamada kullanilan hiicreler kiiltiir kaplarinda biiyiitiildii. Bunun i¢in gerekli
olan kimyasallar ve bunlara ait hacimler asagida verildi. Bu adimlar her hiicre hatti i¢in

besiyeri ortam1 ayr1 ayr1 hazirlanarak gergeklestirildi.

Tablo 9: Hiicre kiiltiirii i¢in mikro plaka kuyucuklarina konacak ortamlarin igerikleri

Icerige eklenen madde Icerigin hacmi/konsantrasyonu
Penisilin/Streptomisin (antibiyotik) 5 mL (%1)
FBS (Fetal Bovine Serum) 50 mL (%10)
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DMEM-F12/RPMI 1640 500 mL

L-Glutamine 5 mL (%1)

2.12.1. Hiicre kiiltiirlerinin ¢6ziilmesi

Tablo 10’da verilen hiicreler Amerikan tip kiltlr koleksiyonundan (ATCC) tedarik
edildi. Temin edilen hiicreler sivi azot tankma alindi. Uygulama sirasinda sivi azot
tankindan ¢ikarilan donmus haldeki hiicreler 37 °C’ye alindi. Etlivde ¢6ziinen hiicreler
laminer akig kabini i¢ine yerlestirildi. DMEM-F12/RPMI-1640 (Sigma Aldrich, ABD)
besiyerine hiicreler eklendi. Hiicrelerin biiyiimesi igin ayrica 75 cm?lik flaska 10 mL
DMEM-F12/RPMI-1640 besiyeri eklendi. 37 °C’ de, %5 CO2, %95 nemli ortama alinan
hlcreler etivde inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin ¢ogalmasi saglandiktan sonra, deney

gruplar1 olusturmak i¢in ilgili plakalara ekimleri yapildu.

Tablo 10: Calismada kullanilan kanser hiicre soylar1

y Kanser/normal Histopatolojik Ozelligi
Huicre soyu
U20S Kanser Osteosarcom
MCF-7 Kanser Insan meme

adenokarsinomu

2.12.2. Hiicrelerin kiiltiire alinarak ¢ogaltilmasi
Uygulamalar i¢in s1v1 azotta stoklanan normal hiicre hatlar1 kullanildi. Tablo 10’da
goriilen hiicre hatlar;; 100 pg mL™? streptomisin/100 mL™, %10 Fetal Bovine Serum
(FBS), penisilin eklenmis DMEM: F- 12 (Gibco) ve RPMI-1640 (Gibco), besiyeri icinde
nemli atmosfere sahip, %95 hava ve %5 CO: iceren inkiibatorde 37 °C de inkubasyona
birakild1. iki giinde bir besi ortamlar1 degistirilen hiicreler, plaka yiizeyini kaplamalarinmn
ardindan Tripsin ile yiizeyden kaldirildi. Bu hiicreler deney gruplar1 olusturmak {izere

kullanilda.
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2.12.3. Kiiltiire alinan hiicrelerin sayimi

izole edilen hiicreler antikanser ¢alismalarida kullanilmadan, hiicre sayim1 thoma
lami ile yapildi. Hiicre ¢ozeltileri steril santrifiij tiipiine alinarak santrifiij edildi. Ardindan
stipernatant atilarak dibe ¢oken hiicreler besiyeri ile seyreltme islemine tabi tutuldu.
Seyreltilen hiicreleri homojenize etmek i¢in vorteks kullanilarak karistirma yapildi. Daha
sonra hiicre siispansiyonundan 10 pL'ninalinarak 90 pL tripan mavisi ile birlestirildi. Elde
edilen karisimdan alian numune hemositometre lamina aktarildi. Lam 151k mikroskobu
ile 10X biiyiitme saglanip incelendi. Lam iizerinde canlilik gdsteren boyanmamis
hiicrelerin sayilmasi, hiicre soliisyonunun mililitresindeki canli hiicre sayisinin

belirlenmesini sagladi. Bunun i¢in asagida verilen formiil kullanilarak hesaplama yapildi.

Tablo 11: Canli hiicrelerin toplam sayisini1 ifade eden formiil

a=Hucre sollisyonunun hacmi (mL)
Canli Hiicrelerin Toplam Sayisi=ax b x ¢ x 104 b=Dillisyon faktor (Tripan mavisi ile)

c=Boyanmamis hiicrelerin ortalama sayisini,

ifade etmektedir.

2.12.4. Sitotoksisite testinde uygulanacak etken dozunun belirlenmesi

Mikro plagm kuyucuklarmin her birinde bulunan Alcea sitriata ssp. sitriata (hatmi)
Ozutd, sentezlenen SeNP’ler ile temas kurmus hiicrelerin morfolojik yapilart mikroskop
altinda incelendi. Mikro plaka kuyucuklarinda hiicrelerinde bulundugu igerigin iizerine
MTT eklendi. Ardindan hiicreler formazan kristallerinin olusumu bakimindan incelendi.
Meydana gelen kristaller DMSO tarafindan ¢dzdiiriildii. Islemin akabinde mikro plakalar
ELISA’da 6lgiime tabi tutuldu. ELISA okuyucudan dan elde edilen veriler kullanilarak
konsantrasyonlar i¢in kuyucuklardan okunan degerlerin ortalamasi1 hesaplandi. Hiicreli
ve hiicresiz yapilan bu dlglimlerde hiicrelinin ortalama degeri ile hiicresiz ortalama
degerlerinin farki alindi. % canliliklar asagida verilen formile uygulanarak hesaplama
yapildi. Bu 6l¢iilen degerlerle olusturulan grafigin egrisi kullanilarak kiiltiiriin %70’ini

etkileyen doz (I1Csp) hesaplandi (%canlilik=U/C*100).

2.12.5. SeNP’ler ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) oziitiiniin sitotoksik
etkisinin MTT yontemi ile Incelenmesi

MTT yontemi, kanserli ve saglikli hiicre kiiltlirleri {izerinde sitotoksisitenin

(canlilik baskilayici) bitki bazli SeNP oranimi belirlemek icin gergeklestirildi. Kiiltiir
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ortamini hazirlamak i¢in T-75 T-flask'lar kullanildi. MCF-7 ve U20S hiicre hatlar1
DMEM soliisyonunda kiiltiire edildi. Hazirlanan kiiltiirler %5 CO2, 37°C ve %95 hava
ve nem kosullarinda inkiibe edildi. Hiicreler hemositometre Ol¢iimiinde yaklasik %80
konfluansa ulastiginda, hiicre kiiltiirleri farkli konsantrasyonlarda siispanse edildi ve
inklbasyon igin (bir gece) mikro plakalara (96-kuyucuklu) aktarildi. Siirenin sonunda,
kiiltiirlenen hiicre hatlar1 farkli konsantrasyonlarda (50, 100 ve 200,400,800,1000 pg/ml)
nanopartikiillerle muamele edildi ve 2 giin boyunca inkiibe edildi. Sonraki adimda MTT
sollisyonu mikro plaka kuyularma aktarildi ve 3 saat inkiibe edildi, ardindan DMSO
eklendi ve 0,25 saat oda sicakliginda tutuldu. Mikro plakalarin absorbansi (540 nm)
MultiScan Go (Thermo) ile 6lguld.

Asagidaki formiil kullanilarak hiicre hatlariin canlilik ytizdesi hesaplandi.
% uygulanabilirlik = U/C*100 ( Vickers, 2017 ).
U: AgNP'lerle muamele edilen hiicrelerin emilimi.

C: Kontrol hiicrelerinin absorbans degerleri.
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Sekil 22: MTT metodunun asamalar1
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UGUNCU BOLUM

3. TARTISMA ve BULGULAR

3.1. SeNP’lerin Karakterizasyonu, In-vitro Antimikrobiyal ve Antikanser

Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢i¢ekleri kullanilarak hazirlanan 6ziitii
kullanilarak SeNP’lerin 6zellikleri, karakterizasyon i¢in kullanilan cihazlardan alinan
olcimlerin  verileri araciligiyla belirlendi. Ozellikleri belirlenen ~SeNP’lerin
mikrodiliisyonla antimikrobiyal ve MTT metodu ile antikanser uygulamalarina yonelik

caligmalar yapildi.

3.2. UV-vis Analizi

UV-vis verilerinde 5 mM’da sentezlenen SeNP’lerin 388.48 nm de elde edilen
maksimum absorbans bantlari, SeNP’lerin olusumunu ve varligini gosteren karakteristik

verilerdir (sekil 22).
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Sekil 23: Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢icekleri kullanilarak SeNP’lerin
olusumunu ve varligini gosteren UV-vis spektrum verileri (N2SeO3 ¢ozeltisi araciligiyla

sentezlenen SeNP’lere ait).

3.3. XRD Analizi

A. striata ssp. striata'nin ¢igek sulu 0ziitli ile SeNPs biyosentezinin kristal yapis1 ve
boyutu XRD analizi kullanilarak arastirildi (Keskin vd., 2023). 20 tepe pozisyonlari
JCPDS NO: 06-0362 ile ince bir sekilde belirtildi (sekil 24-26). Veriler ile ilgili ayrintilar
tablo 12°de verildi.
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Sekil 24: Sentez sonunda elde edilen SeNP’lerin kristal desenlerine ait X-1gin1 kirmimi

(XRD) analizi verileri (NaxSeOs ¢ozeltisi araciligiyla sentezlenen SeNP’lere ait)

Tablo 12: Sekil 23’e gore SeNP’lerin XRD sonucundaki tepe noktalari ve diger veriler

2-Theta | d(A) BG Height 1% Area 1% FWHM | XS(A)
23.420 3.7953 87 564 35.0 19661 45.1 0.593 139
29.660 3.0095 116 1610 100.0 43610 100.0 0.460 183
41.380 2.1802 96 101 6.3 4747 10.9 0.799 107
43.680 2.0706 136 286 17.8 9725 22.3 0.578 150
45.340 1.9986 128 134 8.3 5165 11.8 0.655 133
51.760 1.7647 101 119 7.4 5035 115 0.719 124
55.681 1.6494 96 104 6.5 4821 11.1 0.788 115
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Sekil 25: Sentez sonunda elde edilen SeNP’lerin kristal desenlerine ait X-ray diffraction

(XRD) verileri (Na2SeOs ¢ozeltisi araciligiyla sentezlenen SeNP’lere ait)
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Sekil 26: Sentez sonunda elde edilen SeNP’lerin kristal desenlerine ait X 1511 kirmim

(XRD) analizi verileri (Na;SeOs3 ¢ozeltisi araciliiyla sentezlenen SeNP’lere ait)
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Selenyum nanopartikiillerinin XRD diyagraminda en yliksek tepe noktasi
29.660’tir. Bu verilere gére Debye-Scherrer denkleminden (D=K\/(Bcos0)) hesaplanirsa
kristal boyutu 31.196 bulunur.

3.4. FT-IR Analizi

Hatmi-Se

3272
533

Transmittance %)
2113

1636

3268

- 521

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Sekil 27: Na,SeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢i¢eklerinden

elde edilen 6ziitle yapilan sentez uygulamasina ait FT-IR diyagramlari

Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitki 6ziitli ve selenyum tuzu (Na2SeO3) belli
oranda karistirilarak reaksiyon ncesi ve sonrasi elde edilen FT-IR diyagramlar1 Sekil 26
da belirtilmistir. Hatmi bitki 6ziitlinde 3268 cm™1’deki belirgin pikin fenolik OH, 2113
cm™’deki pikin C=C bag1 oldugu, 1636 cm™’deki pikin birincil amid band1 oldugu
diisiiniilmektedir. Reaksiyon sonrasi elde edilen FT-IR diyagraminda sirastyla 3272 cm’!,
2019 cm™ ve 533 cm™’deki piklerde degisim oldugu goriilmektedir. Bu degisiminde

gostergesi olarak reaksiyonun bu pikler iizerinde gerceklestigi sdylenebilir.

3.5. SeNP'lerin SEM Goriintiileri

NaxSeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢i¢eklerinden elde

edilen oOziitle sentezlenen SeNP’lerin morfolojik gortiniimleri SEM  mikrografi
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goriintiileri ile degerlendirildi. Sekil 27, sekil 28 SEM goriintiilerinde SeNP’lerin kiiresel

morfoloji sergiledikleri belirlendi.

1um

] Mag = 60.00 KX EHT =20.00kV SignalA=SE1 WD= 11 mm

— Mag =100.00 KX EHT=20.00kV SignalA=SE1 WD= 11 mm

Sekil 28: Na,SeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢i¢eklerinden
elde edilen 6ziitle sentezlenen SeNP’lerin morfolojik gdriiniimlerine ait SEM mikrografi

gorilintileri
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200nm

Mag = 100.00 K X EHT = 20.00 kV  Signal A = SE1 WD= 11 mm

Sekil 29: Na,SeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢igeklerinden
elde edilen 6ziitle sentezlenen SeNP’lerin morfolojik goriiniimlerine ait SEM mikrografi

goriintiileri (200 nm)
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3.6. SeNP'lerin TEM Goriintiileri

Sekil 30: Na,SeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢i¢eklerinden
elde edilen 6ziitle sentezlenen SeNP’lerin morfolojik goriiniimlerine ait TEM mikrografi

goriintiileri (200 nm)

45



3.7. SeNP'lerin AFM Goriintiileri

NaxSeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢i¢eklerinden elde
edilen 6ziitle sentezlenen SeNP’lerin morfolojik goriintimleri topografik dagilimlar1 ve
sekillerine ait yapilar AFM araciligi degerlendirildi. Sekil 30°da goriildiigii iizere
SeNP’lerin kiiresel sekilde oldugu, tek dagilimli 6zellik gosterdikleri ve ortalama 100 nm

altinda boyutlara sahip olduklar1 goriillmektedir.

Sekil 31: NaxSeOs c¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin
ciceklerindenelde edilen oOziitle sentezlenen SeNP’lerin morfolojik goriiniimlerine ait

AFM mikrografi bulgular
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Hm

File Name | AU

Head Mode NC-AFM
Source | Topography
Data Width 256 (p)
DataHeight | 256 ()

¥ Scan Size 5 (um)

Y Scan Size | 5 (pm)

0.75 4 Scan Rate 1 {Hz)
ZSeno Gain | 3
Set Point 211 (pm)
Amplitude | 341 (um)

o Sel. Frequency | 371.04E3 (Hz)

Sekil 32: Na,SeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢i¢eklerinden
elde edilen 6ziitle sentezlenen SeNP’lerin morfolojik gériintimlerine ait AFM mikrografi

bulgular1

3.8. EDX Profili

NaxSeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢igeklerindenelde
edilen Oziitle sentezlenen partikiillerin element kompozisyonlar1 EDX kullanilarak
degerlendirildi. Bu degerlendirme i¢in EDX analizi iki farkli alanda yapild: (sekil 32).
Sekil 33’te bu alanlardan alinan Ol¢limlerin sonucunda sentezlenen partikiillerin,
neredeyse tamamini selenyum alanina ait gii¢lii Se piklerinin varligiyla SeNP’lere ait
oldugunu gosterdi. Karbon (C) ve oksijen (O) gibi elementlere ait diigiik pikler
SeNP’lerin ylizeyinde bulunan kararli§1 saglayan sabitleyici olarak rol oynayan bitki

oziitiindeki fitokimyasallardan kaynaklanmaktadir.
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= Mag=10000KX EHT=2000kV SignalA=SE1 WD= 11mm

Sekil 33: Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢icek Oziitii ile sentezlenen
nanopartikiillerin, element kompozisyonlarmin belirlenmesi i¢cin EDX profilinin

incelemek tizere SEM araciliiyla alinan 6l¢iim alanlari
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Sekil 34: Na,SeOs; ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢i¢eklerinden

elde edilen 6ziitle sentezlenen SeNP’lerin element kompozisyonlari.

Tablo 13: NaxSeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata spp. striata (hatmi) bitkisinin ¢iceklerinden

elde edilen oziitle sentezlenen SeNP’lerin EDX verileri

Incelenen materyale ait EDX verileri

El AN Series unn. C norm. C Atom C Error
[wt.-%] [wt.-%] [at.-%] [%]
Se 34 K-series 112.80 97.96 88.02 35
C 6 K-series 2.29 1.99 11.76 0.7
O 8 K-series 0.06 0.05 0.22 0.1
Total 115.15 100.0 100.0

3.9. Zeta Potansiyel ve Zeta Dagilim

NaxSeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢i¢eklerinden elde

edilen Oziitle sentezlenen SeNP’lerin yiizey yiikleri ile hidrodinamik boyut dagilimlarinin

belirlenmesi i¢in DLS kullanildi. Yapilan dlgtimlerle alinan veriler Sekil 34 ve 35°te
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verildi. Sekil 34’te zeta potansiyeli yiik dagilimi verilerine gore sentezlenen SeNP’lerin
(-) 30.57 mV yiizey yiikiine sahip olduklar1 bulgusuna ulasildi. SeNP’lerin sadece negatif
yiik dagilimi sergilemeleri kararl olduklarini gosteren bir veridir. Yesil yolla sentezlenmis
SeNP’ler geleneksel olanlar karsisinda daha iyi negatif yiikk dagilimi gosterirler. Bu
polimer matriksinde, serbest elektronlarin oksitlenen hidroksil gruplarinin varliginda
sistemin koloidal formda daha kararli olmasini saglayan faktordiir. SeNP’lere bu negatif
yuk dagilimini saglayan, yiizey yapilarinda bulunan fitokimyasallara ait bilesenlerdir.
Ayrica FT-IR spektrumlart ve EDX profili grafilerinin sonuglarinda da bu bulguyu
destekleyici nitelikte veriler bulunmaktadir. SeNP’lerin ylizey yiiklerinin farkl: yliklerde
olmasi, nanopartikiiller arasinda elektrostatik ¢ekime bagli olarak toplanma ve
kiimelenme gibi kararlilig1 olumsuz agidan etkileyebilecek sonuglara sebep olur. Ortaya
cikan bu durum, kararli bir yap1 sergilemelerini olumsuz yonde etkiler. Bu sebeple yesil
sentezle elde ettigimiz SeNP’ler (-) 30.57 mV yiizey yiik dagilimi ile kararli bir yap1

sergilemektedir.

Zeta Potential Distribution

2500001
200000

150000

Total Counts

1000001

50000

0 i t i 1 f t i
-100 0 100 200
Apparent Zeta Potential (mV')

|—— Record 106:3 1]

Sekil 35: Na,SeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢igeklerinden
elde edilen oOziitle sentezlenen SeNP’lerin DLS aracilifiyla elde edilen grafikte zeta

potansiyeli yiik dagilim1 profili (Zeta potansiyeli: -30.57 mV)

NaxSeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata bitkisinin ¢iceklerinden elde edilen
oziitle sentezlenen SeNP’lerin hidrodinamik boyut dagilimlarinin belirlenmesi i¢in DLS
kullanilarak yapilan dl¢timlerle alinan veriler Sekil 35°te verildi. Sentezlenen SeNP’lerin
DLS araciligiyla elde edilen verilerinde, hidrodinamik boyut dagilimlarinin ortalama 120

nm boyut dagilimi gosterdigi belirlendi.
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Sekil 36: Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢i¢eklerinden elde edilen Oziitle
sentezlenen SeNP’lerin, Na>SeOs3 c¢ozeltisini DLS araciligiyla hidrodinamik boyut

dagilimi grafisi

3.10. SeNP’lerin Antimikrobiyal Etkileri

NaxSeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢igeklerinden elde
edilen dziitle sentezlenen SeNP’lerin patojen suslar lizerindeki etkileri incelendi. Mikro
diliisyon yontemi ile antimikrobiyal etkiler MIK’ler belirlenerek yapildi. Bu etkinin
karsilastirilmasi i¢in ayni uygulama adimlar: antibiyotikler i¢cinde gergeklestirildi. Tablo
14’te goriildiigii iizere mikroorganizmalar iizerinde 0.1-0.50 pg mL™! konsantrasyonlarin
iireme iizerinde baskilayici etki gosteren MIC oldugu belirlendi. SeNP’lerin gram pozitif

Sa iizerinde 5.65 pg !

ile gram negatif bakteriler iizerinde 22.50 pg mL™! etkili
konsantrasyonlarin oldugu belirlendi. SeNP’lerin, Ca iizerinde ise 2.85 pg mL" ile

antibiyotikten ¢ok daha diisiik konsantrasyonda etki olduklar1 goriildii.

Tablo 14: Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢igeklerinden sentezlenen
SeNP’lerin, Na2SeO3 ¢ozeltisinin ve antibiyotiklerin mikroorganizmalarin ¢ogalmalari

lizerinde etkili MIK degerleri (ilk konsatrasyon: 45 ppm)

Mikroorganizma SeNP’ler ug mL*! Na,SeOj3 ¢ozeltisi pg mL? | Antibiyotik* ug mL*
S. aureus (Sa) 5.65 32.00 8.00
P. aeruginosa (Pa) 22.50 16.00 8.000
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C.albicans (Ca) 2.85 8.00 4.00

3.11. SeNP’lerin Sitotoksik Etkileri

Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢igeklerinden sentezlenen SeNP’lerin,
NaxSeOs3 ¢ozeltisinin sitotoksik etkileri MTT metodu ile incelendi. % canlilig1 baskilayici
etkileri Tablo 15-16 ve Sekil 37-38’de verildi. Verilerde goriildiigii tizere SeNP’lerin
MCF-7 ve U20S kanser hiicre hatlarmda 1000 pg mL™!' konsantrasyonda ilk 24 saatte
sirasiile %65.01 ve %80.86, ilk 48 saatte ise siras1ile %79.66 ve %74.51 canlilik oraninin
baskilandig1 tespit edildi.

Tablo 15: Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢igeklerinden sentezlenen
SeNP’lerin, Na2SeO3 ¢ozeltisinin kanser hiicre hatlar ile etkilesimleri sonucu % canlilik

oranlar1 (24 saat).

Hiicre Hatti | 50 100 200 400 800 1000
Hg mL* pg mL* pg mL* Hg mL* pgmL* | ugmLt

MCEF-7 79.88 72.00 71.79 71.75 65.41 65.01

U20s 97.01 92.39 91.86 91.06 87.50 80.86
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Sekil 37: Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢iceklerinden sentezlenen
SeNP’lerin, Na>SeOs3 ¢ozeltisinin kanser hiicre hatlari ile etkilesimleri sonucu % canlilik

oranlar1 (24 saat).

Tablo 16: Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢igeklerinden sentezlenen
SeNP’lerin, NaxSeOs ¢ozeltisinin kanser hiicre hatlari ile etkilesimleri sonucu % canlilik

oranlari (48 saat).

Hiicre Hatt1 50 100 200 400 800 1000
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ug mL* Hg mL* ug mL! Hg mLt ug mL! Hg mL*
MCF-7 92.22 90.54 86.70 83.69 81.05 79.66
U20S 99.78 95.83 95.02 79.96 79.93 74.51
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Sekil 38: Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢iceklerinden sentezlenen

SeNP’lerin, Na>SeOs3 ¢ozeltisinin kanser hiicre hatlari ile etkilesimleri sonucu % canlilik

oranlar1 (24 saat).
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SONUC

Bitkisel kaynaklar aracilifiyla MNP’lerin sentezi ve medikal potansiyellerine
yonelik yapilan bu calismada, Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢icekleri
kullanilarak elde edilen 6ziitiin kimyasal kompozisyonu, SeNP’lerin sentezi yapildi. Elde
edilen Oziitin, MNP’lerin in-vitro antimikrobiyal ve antikanser aktiviteleri

degerlendirildi. Bu ¢alismalara dair elde edilen bulgular ve 6neriler asagida verilmistir.

Bu tez calismasinda, SeNP’ler kolay, ucuz ve ¢evre dostu yaklasimla hizli bir
sekilde sentezlendi. Sentez sonucunda elde edilen SeNP’lerin karakterizasyonu UV-vis,
XRD, FTIR, TEM, AFM, EDX ve DLS cihazlar1 araciligiyla yapildi. 5 mM’da yapilan
ilk uygulamada, Alcea striata ssp. striata bitki oziitii kullanilarak SeNP’lerin sentezinde,
oziit ve NaO3Se ¢ozeltisi karistirildiktan 20 dk sonra koyu pembe-kirmizi renk degisimi
gozlendi. Renk olusumunun yogunluguna bagli olarak reaksiyon ortamindan numuneler
alinip UV-vis cihaz1 araciligr ile dalga boyu taramalar1 yapildi. Yapilan olglimlerde
maksimum dalga boyu absorbanslar1 okundu. Sentezlenen SeNP’lerin 388.48 nm de elde
edilen absorbans bandi, SeNP’lerin olusumunu ve varligin1 gosteren karakteristik

verilerdi.

Selenyum nanopartikiillerinin XRD diyagraminda en yiiksek tepe noktast
29.660’tir. Bu verilere gére Debye-Scherrer denkleminden (D=KA/(Bcos0)) hesaplanirsa
kristal boyutu 31.196 bulunur.

Alcea striata ssp. striata (Hatmi) bitki 6ziitii ve selenyum tuzu (Na>SeO3) belli
oranda karistirilarak reaksiyon Oncesi ve sonrasi elde edilen FT-IR diyagramlar1 belirtilip
Hatmi bitki 6ziitiinde 3268 cm’1°deki belirgin pikin fenolik OH, 2113 cm™’deki pikin
C=C bag1 oldugu, 1636 cm™’deki pikin birincil amid band:1 oldugu diisiiniilmektedir.
Reaksiyon sonrasi elde edilen FT-IR diyagraminda sirastyla 3272 cm™!, 2019 cm™! ve 533
cm’deki piklerde degisim oldugu goriilmektedir. Bu degisiminde gostergesi olarak

reaksiyonun bu pikler lizerinde gerceklestigi sdylenebilir.

Alcea striata ssp. striata (Hatmi) bitki 0ziitli aracilifiyla 5 mM NaySeOs ¢ozeltisi
ile yapilan uygulamada sentezlenen SeNP’lerin morfolojik goriinimlerinin kiiresel
oldugu belirlendi. Bunu i¢in ada sentezlenen SeNP’lerin AFM, TEM ve FESEM
goriintiilerinden elde edilen verirlerle degerlendirmeler yapildi. Sentezlenen SeNP’lerin

Sekil 28 ve 29’da sirasiyla, FESEM ve TEM goriintiilerinde morfolojik gdriiniimiin
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kiiresel oldugu goriilmektedir. Topografik dagilim ve buna bagli morfolojik goriiniim igin
bir diger teknik olan AFM kullanild1 Alcea striata ssp. striata (Hatmi) bitki oziitii ve 5
mM NaxSeOs; ¢ozeltisi aracilifiyla sentezlenen SeNP’lerin morfolojilerini de yansitan
topografik dagilimlarin1 gosteren AFM goriintiileri Sekil 31°de verilmistir. NaxSeOs
¢oOzeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢igeklerinden elde edilen 6ziitle
sentezlenen SeNP’lerin morfolojik goriintimleri topografik dagilimlar1 ve sekillerine ait
yapilar AFM aracilig1 degerlendirildi SeNP’lerin kiiresel sekilde oldugu, tek dagiliml
0zellik gosterdikleri ve ortalama 100 nm altinda boyutlara sahip olduklar1 goriilmektedir.
100 nm’nin altinda olmalar1 birgok biyolojik uygulama i¢in énemli bir 6zelliktir. Bu
ozellik bu partikiillerin hiicre i¢ine rahatlikla gegmelerine imkan tanimaktadir. Yapilacak

bir¢cok uygulamada kullanimlar1 bu 6zellik nedeniyle kolaylik saglayacaktur.

NaxSeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢i¢eklerindenelde
edilen Oziitle sentezlenen partikiillerin element kompozisyonlari EDX kullanilarak
degerlendirildi. Bu degerlendirme i¢in EDX analizi iki farkli alanda yapild1, bu alanlardan
alinan Ol¢limlerin sonucunda sentezlenen partikiillerin, neredeyse tamamini selenyum
alanina ait gii¢lii Se piklerinin varligiyla SeNP’lere ait oldugunu gosterdi. Karbon (C) ve
oksijen (O) gibi elementlere ait diisiik pikler SeNP’lerin yiizeyinde bulunan kararligi
saglayan sabitleyici olarak rol oynayan bitki Oziitiindeki fitokimyasallardan

kaynaklanmaktadir.

NaxSeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢i¢eklerinden elde
edilen 6ziitle sentezlenen SeNP’lerin ylizey ytikleri ile hidrodinamik boyut dagilimlarinin
belirlenmesi i¢cin DLS kullanildi. Yapilan olgiimlerle alinan veriler Sekil 34 ve 35°te
verildi. Sekil 34°te zeta potansiyeli yiikk dagilimi verilerine gore sentezlenen SeNP’lerin -

30.57 mV yiizey yiikiine sahip olduklar1 bulgusuna ulasildi.

Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢igeklerinden sentezlenen SeNP’lerin,
NaxSeOs ¢ozeltisinin sitotoksik etkileri MTT metodu ile incelendi. Verilerde goriildiigii
lizere SeNP’lerin MCF-7 ve U20S kanser hiicre hatlarinda 1000 pg mL"!
konsantrasyonda ilk 24 saatte siras1 ile %65.01 ve %80.86, ilk 48 saatte ise sirasi ile
%79.66 ve %74.51 canlilik oraninin baskilandig1 tespit edildi.

NaxSeOs ¢ozeltisi ve Alcea striata ssp. striata (hatmi) bitkisinin ¢igeklerinden elde
edilen oziitle sentezlenen SeNP’lerin patojen suslar tizerindeki etkileri incelendi. Mikro

diliisyon yontemi ile antimikrobiyal etkiler MiK’ler belirlenerek yapildi. Bu etkinin
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karsilastirilmast i¢in ayn1 uygulama adimlar1 antibiyotikler i¢inde gergeklestirildi.
Mikroorganizmalar {izerinde 0.1-0.50 pg mL"' konsantrasyonlarin iireme iizerinde
baskilayici etki gdsteren MiC oldugu belirlendi. SeNP’lerin gram pozitif Sa iizerinde 5.65
ng ! ile gram negatif bakteriler {izerinde 22.50 ug mL"! etkili konsantrasyonlarin oldugu
belirlendi. SeNP’lerin, Ca iizerinde ise 2.85 pg mL ! ile antibiyotikten ¢ok daha diisiik

konsantrasyonda etki olduklar1 goriildii.
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