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Bu tez ¢aligmasinda Ruscus aculeatus L. bitkisinin yaprak 6ziitii ile glimiis nanopartikiillerin
(AgNP) vyesil sentezi gerceklestirilerek karakterizasyonu yapilmigtir. AgNP’lerin
karakterizasyonu Uv-vis Spektroskopisi, X Isin1 Kirinimi (XRD), Taramali Elektron
Mikroskopisi (SEM) ve Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) ile
belirlenmistir. Karakterizasyon sonucunda 426 nm dalga boyunda spektrum gosteren,
yaklasik olarak 32,56 nm biiyiikliiglinde ve kiiresel boyutta nanopartikiillerin oldugu

belirlenmistir.

Ruscus aculeatus L. bitkisinin yaprak ekstrakti ve yesil sentez AgNP’nin antimikrobiyal
aktivite caligmalari, disk diflizyon yontemi kullanilarak 6 gram pozitif, 9 gram negatif
bakteri susu olmak tiizere toplam 15 farkli bakteri suslari ile incelenmistir. Ayrica,
antimikrobiyal aktiviteleri minimum inhibitdr konsantrasyonu (MIK) ve minimum
bakterisidal konsantrasyonu (MBK) yontemleri ile incelenmistir. Bitki ekstraktinin ve
AgNP’nin antibiyofilm aktivitelerinin degerlendirmesinde kristal viyole baglanma yontemi

kullanilmistir.  Biyofilm olusumu engelleme aktivitelerinin  degerlendirilmesinde



Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Salmonella infantis, Escherichia coli CFAI ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044 ve
Bacillus subtilis DSMZ 1971 bakteri suslar1 kullanilmistir. Bu yontemler ii¢ paralel sekilde
calistlmistir. Calisma sonunda elde edilen veriler IBM SPSS Statistics 23.0 (SPSS Inc;
Chicago, IL, ABD) programi kullanilarak yapilmistir.

Antikanser aktivite ¢alismalarinda meme kanseri hiicre hatti (MCF-7) ve insan umblikal ven
endotel hiicreleri (HUVEC) kullamilmistir. Hiicrelerin sayisi, canliligi tespitinde MTT
yontemi kullanilarak spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir. Calisma sonunda elde edilen

veriler GraphPad Prism (Ver. 6.01) programi kullanilarak degerlendirilmistir.

Sonug olarak, antimikrobiyal ¢alismada disk difiizyon ydnteminde en iyi sonucu bitki
ekstrakt: verirken MiK ve MBK calismasinda en iyi sonucu AgNP vermistir. Antibiyofilm
aktivite c¢alismasinda, Dbitki ekstraktinda en yiiksek aktivite sonucunu Enterobacter
aerogenes ATCC 13048 ve Basillus subtilis verirken Staphylococcus aureus ATCC 25923
en diisiik aktiviteyi gostermistir. AGNP’ de ise en yiiksek aktiviteyi Salmonella infantis
bakteri susu gosterirken Escherichia coli CFAlI ATCC 25922 en diisiik aktiviteyi gosterdigi

saptanmistir.

Sitotoksik aktivite ¢alismalarinda belirlenen konsantrasyonlarda bitki-AgNP kompleksinin
MCF-7 ve HUVEC hiicre hatt1 {izerinde en diisiik konsantrasyon degeri 10 ug/ml olarak
saptanmigtir ve ekstraktin MCF-7 hiicre hatt1 lizerinde sitotoksik etkisinin olmadigi ancak

HUVEC hiicre hatt1 iizerinde en diisiik konsantrasyon 10" pg/ml oldugu gozlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Ruscus aculeatus L., AgNP, antimikrobiyal aktivite, antibiyofilm

aktivite, antikanser aktivite

Bilim Alam1 Kodu: 20325
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In this thesis study, green synthesis and characterization of silver nanoparticles (AgNP)
using the leaf extract of Ruscus aculeatus L. plant and their characterisation was achieved.
The characterization of nanoparticles has been identified by Uv-vis spectrophotometer (UV-
vis), X-Ray Diffraction (XRD), Scanning Electron Microscopy (SEM), Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FT-IR). As a result of the characterization, it was determined that
there are nanoparticles with a spectrum at 426 nm wavelength, approximately 32.56 nm in

size and in spherical size.

The antimicrobial activity studies of the leaf extract of Ruscus aculeatus L. plant and green
synthesis AgNP were examined with a total of 15 different bacterial strains, 6 gram positive
and 9 gram negative bacteria strains, using disk diffusion method. Additionally, their
antimicrobial activities examined by the minimum inhibitor concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC) methods. The method of connecting to the
crystal cello was used in the evaluation antibiotic film activities of plant extract and AgNP's.
Enterobacter aerogenes ATCC 13048, Salmonella infantis, Escherichia coli CFAI ATCC
25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044 and

vii



Bacillus subtilis DSMZ 1971 bacteria strains were used in the evaluation of biofilm
formation inhibition activities. These methods have been studied in three parallel ways. The
data obtained at the end of the study were made using IBM SPSS Statistics 23.0 (SPSS Inc;
Chicago, IL, USA) program.

Breast cancer cell line (MCF-7) and human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were
used in anticancer activity studies. The number of cells was measured
spectrophotometrically using the MTT method to determine the viability. The data obtained
at the end of the study were evaluated using GraphPad Prism (Ver. 6.01) program.

As a result, AgNP gave the best result in the MIC and MBC study while the plant extract
were the best result in the disk diffusion method in antimicrobial study. In the antibiofilm
activity study, Enterobacter aerogenes ATCC 13048 was the highest activity result in plant
extract, while Staphylococcus aureus ATCC 25923 showed the lowest activity. AgNP
showed the highest activity in Salmonella infantis bacteria strain, while Escherichia coli
CFAI ATCC 25922 showed the lowest activity.

At the concentrations determined in cytotoxic activity studies, the lowest concentration value
of the plant-AgNP complex on MCF-7 and HUVEC cell lines was determined as 107 pg/ml.
It was observed that the extract had no cytotoxic effect on the MCF-7 cell line, but the lowest

concentration was 10 pg/ml on the HUVEC cell line.

Keywords: Ruscus aculeatus L., AgNP, antimicrobial activity, antibiofilm activity,

anticancer activity

Scientific Field Code: 20325
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BOLUM 1

GIRIS

1.1. Bitkilerin Tibbi A¢idan Onemi

Ulkemiz zengin florasindan dolay1 bircok tibbi ve aromatik bitki tiirleri icermektedir. Eski
caglardan beri insanlar bitkileri hem besin maddesi olarak hem de saglik sorunlarini
gidermek i¢in tedavi amacl kullanmiglardir. Giiniimiizde ise tiim diinyada ve iilkemizde
bitkiler tibbi amagl kullanilmaya baslanmistir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) arastirmalaria
gore tedavi amacgli kullanilan tibbi bitkilerin sayis1 20.000 civarindadir (Faydaoglu ve
Stiptiriiciioglu, 2011).

Bitkiler insan yasaminda gida, baharat, boya, kozmetik, parflimeri, eczacilik, hastaliklarin
tedavisi ve insan yagamini kolaylastiran birgok alanda uzun yillardan beri kullanilmistir. Tip
alaninda oldukga yogun kullanilan ilaglarin birgogu da bitkilerden elde edilmektedir (Ozbek,
2005). Genellikle tibbi bitkiler grubuna dahil bitkilerden, etken maddeler elde edilerek
bitkisel ilaglar hazirlanmaktadir. Bitkisel triinler genellikle meme kanseri(%?2), karaciger
hastaliklar1 (%21), HIV (%22), astim (%24) ve romatolojik bozukluklar1 (%26) da iceren
kronik tibbi durumlar1 olan hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Sarisen ve Caligkan,

2005).

Son yillarda sentetik ilaglarin kullanimi sonucu olusan ciddi yan etkiler ve bu ilaglarin
meydana getirdigi ekonomik ve medikal sorunlar bitkilerle tedaviyi tekrar popiiler hale
getirmistir (Ozbek, 2005). Giiniimiizde organik ve dogal iiretilen besinlere olan ilgi artis1 da

tibbi ve aromatik bitkilere yonelimi arttirmistir.



1.2. Ruscus aculeatus L. Bitkisi

1.2.1. Genel Ozellikleri

Sekil 1.1: Ruscus aculeatus L'nin genel goriiniimii (Fotograf: Funda KARAKAYA, 2020).

Ruscus aculeatus L. bitkisi en ¢ok takdir géren ve tibbi a¢idan 6neme sahip olan tiirler
arasindadir. Ruscaceae familyasina ait olan bu tiir maki ormanlarinda bulunur ve boyutlari
20-50 cm civarindadir. Kigin yapraklarimi dokmeyen, ¢ok yillik, eyliil-nisan aylarinda
yesilimsi ve agik pembemsi ¢icekleri agan, yaprak bigiminde dallara sahip, sert ve dikenli
cali goriiniisiinde, ormanlik ve daglik bolgelerde yetisen bitki tiirleridir. Kirmiz1 ve kiire
bigiminde meyvelere sahiptir. Yapraklari ise, oval seklindedir, sivri uglara sahiptir ve bu

uclar dikenlidir (Celikboyun, 2015).

Ayrica yapraga benzeyen bu dalciklarin iist ylizeyinde kiiciik ¢igekler agmaktadir ve daha
sonra bunlar kirmizi renge sahip, tek tohumlu yapiya sahip meyveler vermektedir (Tanker

vd, 2007).

Ruscus aculeatus L. bitkisi halk arasinda tavsan memecigi, Yalova mercani, disi kuskonmaz,
sican dikeni, enir veya zirmek gibi isimlerle bilinmektedir (Ruscus aculeatus L., Ruscus
colchicus , Ruscus hypoglossum L. Ruscus hypophyllum L. cinsin bilinen 6nemli

temsicilerindendir (Grieve, 1984)



1.2.2. Ruscus aculeatus L. ‘nin Yapisinda Bulunan Bilesikler ve Kullamim Alanlari

Ruscus aculeatus L. (tavsan memecigi) bitkisinin aktif bilesenleri steroit saponinlerdir. Bu
aktif bilesenlerin toplardamarlar iizerinde kan dolasimini arttirmak gibi faydali ve
antienflamatuar etkileri bulunmaktadir (Vieira, 2010). Ayrica bitkinin yaprak ve gévdesinde

temel fenolikler kuersetin ve p-kumarik asit olarak tanimlanmistir (Luis vd, 2011).

Ruscus aculeatus L. nin kokleri uzun yillar boyunca geleneksel ilag olarak kullanilmaktadir.
Kokleri steroidal saponin, ugucu yag ve rezin igerdiginden, kok ve rizomlar1 dogrudan
toplanarak idrar soktiiriicii, enfeksiyon giderici, varis hastaliklar1 ve hemoroid tedavisinde
ve ayrica damar tikanikligi, dolasim bozukluklar1 gibi hastaliklar1 o6nlemek igin
kullanilmaktadir (Y1lmaz, 2012). Bunun yani sira bitki tizerinde yapilan kimyasal analizler,
spirost-S-ene-1/ a, 3/3-diol bazinda bir dizi steroidal sapogenin ve saponin; rizomlarda sterol

ve triterpenler igerdigini ortaya koymustur (Mimaki vd, 1998).

R. aculeatus L. ekstraktlarmmin vendz yetmezlik, 6dem, ortostatik hipotansiyon ve
inflamasyon gibi dolagim problemlerine kars1 etkili oldugunu gosterilmistir. Ozellikle, R.
aculeatus'un alkol iceren ekstraktinda bulunan iki saponin bilesigi, insan promiyelositik

16semi hiicre dizisi HL-60"mn biiyiimesini inhibe ettigi ortaya ¢ikmistir (Bassil vd, 2012).

Yapilan bir arastirmaya gore, Ruscus aculeatus L. ve Ruscaceae familyasina ait olan Ruscus
hypoglosssum L. bitkisinin %70’ lik metanol ekstratlarinda bir¢ok flavonoid glikozidleri ve
fenolik asitler tammlanmistir. R.aculeatus L. eksttratinda schaftosid, orientin, vitexin,
vitexin-2 “ -O-dglucopyranoside, vitexin-2 “ -O-a-I-rhamnoside, rutin, isoquercitrin,
nicotiflorin, narcissin, caffeic ve p-coumaric acid, trans-feruloyl2 * -hexaracidlactone,
transferuloyl-3 * -hexaracidlactone, trans-feruloyl-methoxyhexaracid-lactone derivate, (S)-
Ntrans-caffeoyloctopamine, (S)-N-trans-cumaroyloctopamine, (S)-N-
transferuloyloctopamine, N-trans-caffeoyltyramine, N-trans-cumaroyltyramine ve Ntrans-
feruloyltyramine tespit edilirken R. hypoglossum L.’ nin % 70°’lik metanol ekstresinde rutin,
nicotiflorin, narcissine, caffeic ve p-coumaric acid bulunmustur. R.aculeatus L. rizomlarina
ait % 70 lik metanol ekstrakttinda p-coumaric acid hidroksisinnamik asit amidleri tespit

edilirken higbir flavonoid belirlenmemistir (Hadzifejzovic vd, 2013).



1.2.3. Tiiriin Tiirkiye ve Diinyadaki Yayihsi

R. aculeatus L. tiiriiniin diinya tizerindeki dogal yayilis alanlar1 genellikle kuzey, giiney ve
giiney dogu Avrupa, Anadolu ve Kuzey Afrika’dir. Tiirkiye’de ise en ¢ok Karadeniz,
Akdeniz ve Marmara bolgelerinde yetistirilmektedir (Celikboyun, 2015). Basta Marmara
bolgesi olmak iizere tiim sahil kiyilarinda deniz seviyesinden 500-600 metre yiiksekliklere

kadar yayilis gostermektedir (Y1lmaz, 2012).

Her mevsim yetisen bir bitki tiirtidiir. Kis soguklarina ve 6zellikle kig donlarina oldukga
dayaniklidir. Makilikler, agag¢ altlari, c¢alilik ve taslik alanlarda yetismektedir (Yilmaz,
2012).

"'":...4-“4-\7\

Sekil 1.2: Ruscus aculeatus L. nin illere gore yayilisi (Celikboyun, 2015).

1.3. Nanoteknoloji ve Nanopartikiiller

Nanoteknoloji terim olarak ilk kez 1974 yilinda Norio Taniguchi tarafindan, “ileri diizey
duyarlilikla mevcut teknolojilerin kiigiiltiilmesine dayali bir teknoloji” olarak tanimlanmigtir
(Ramsden, 2015). Nanoteknoloji, nano (10°°) boyutlarda ki maddelerin kontrol edilmesi ve
atomik seviyede degistirilip islevsel duruma getirilmesi olarakta tanimlanabilmektedir
(Yanik, 2019). Nanoteknoloji bilimi, biyoloji, kimya, biyoteknoloji, fizik, tip ve materyal
bilimi gibi alanlar1 biinyesinde barindiran multidisipliner bir alandir. Nanoteknolojiyi diger
bilim dallarindan ayiran O6nemli Ozelliklerden birisi nano boyutlarda malzemelerin

yiizey/hacim oranlarimin artmasidir ve dolayistyla malzemenin tiimiine gore yiizeydeki
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atomlarin oraninin artmasi saglanabilmektedir. Bu sayede malzemenin 6zelliklerinde biiyiik

degisiklikler saglanabilmektedir (Beykaya ve Caglar, 2016).

Giiniimiizde nanoteknoloji, tip alaninda iist diizey goriintiileme, algilama, hedeflenen ilag
dagitimi, yapay implantlar ve gen dagitim sistemleri gibi ¢ogu ¢esitli alan1 kesfetmek icin
ara¢ olarak kullanilmaktadir. Uretilen yenigag ilaglar1 kanser gibi hastaliklarin
miicadelesinde ve bakteri gibi insan patojenleriyle savasabilen polimer, metal veya seramik
nanoparcaciklardir. Nanoteknolojinin gelisimi ile birlikte biyolojik ve kimyasal savas,
mithimmat ve askeri silahlandirma uygulamalar1 da olas1 sonuglardandir. Bu alanda iiretilen
nanosensorler yoluyla gelisecek gdzetim yontemleri gizlilik haklarin1 savunan kisiler ve

kurumlar i¢in endise vericidir (Singh vd, 2010).

Nanoteknoloji uygulamalar1 ile kimyasal ya da biyolojik yoOntemlerle iiretilen
nanopartikiilerin, antibakteriyel, antikanserojen veya antibiyofilm gibi etkilerinin arastirilma

firsat1 dogmustur. Hastaliklarin tedavisinde bu etkilerin arastirilip kullanilarak hangi

Nanopartikiillerin iiretiminde simdiye kadar kullanilan fiziksel ve kimyasal metotlarda
istenilen boyutlarda nanoparcacik {iretilememesi, silirecin uzun siirede gerceklesmesi,
partikiil karaliliklarinin iyi olmamasi ve bu iglemlerin pahali olmas1 problemlerinden dolay1
daha yeni yontemlere yonelim olusmustur. Yeni yontemler arastirilirken bilim insanlari
dogadaki canlilardan ilham alarak canli yapilart kullanmis ve inorganik maddelerin
iiretilmesi aragtirilmaya baslanmistir (Beykaya ve Caglar, 2016). Arastirma sonucunda ¢evre
dostu, toksik etkisi daha az ve dogadaki canlilar kullanilarak nanopartikiil esasina dayanan
“’Yesil Nanoteknoloji’’ terimi ortaya ¢ikmistir. Yesil nanoteknoloji metodu, insan sagligina
zararli olmayan, kolay uygulanabilir ve atik {riinler problemini azaltan bir yontemdir
(Duncan, 2011). Bu yontem sayesinde bakteriler, algler ve bitkiler kullanilarak metal

nanopargaciklar diger yontemlere gore daha ucuz ve kolaylikla iiretilebilmektedir.

Nanoteknolojik ¢alisma yontemleri arttikca bitkisel oOziitler kullanilarak {iretilen
nanoparcaciklarin aktivitelerinin belirlenmesi ilerleyecek ve bu sayede gida, saglik,

miihendislik ve tip gibi cogu alanda yeni bir ¢i18ir agacaktir (Beykaya ve Caglar, 2016).



1.3.1. Nanopartikiillerin Kullanim Alanlari

Nanoteknoloji ile iiretilen nanomalzemeler ve 6zellikle nanopartikiiller bu alanin en 6n
safhalarinda yer alir. Nanopartikiiller ve nanomalzemeler, inanilmaz derecede ¢ok sayida
endiistri ve pazar iizerinde etki yapma potansiyeline sahip gelisen bir teknolojiyi temsil eder

(Michael ve Pitkethly, 2003).

Giliniimiizde bazi metal nanopartikiiller (NP’ler), biyomedikal alanlarda, ila¢ salinimi
alaninda, katalizor olarak, tarim alaninda, antikanser ajan olarak, antioksidan ajan olarak,

antibakteriyel ve antibiyofilm ajan olarak kullanilabilmektedir (Erci, 2018).

Gilimiis nanopartikiiller (AgNP), antibiyotik tedavisine direncli patojen mikroorganizmalarin
neden oldugu mikroorganizmalarin onlenmesi ve tedavisi igin gerekli antimikrobiyal
ajanlardir. Giimiis nanopartikiillerinin bakteri, viriis ve diger 6karyotik mikroorganizmalara

kars1 en etkili antimikrobiyal ajan oldugu kanitlanmistir (Rai vd, 2012).

Metal nanopartikiiller biyomedikal alanda siklikla kullanilmaktadir. Bunlar; ila¢ dagitim1 ve
kanser tedavilerinde, tibbi teshis ve sensorler de, tibbi goriintiilleme uygulamalarinda, atik su
arittminda, kozmetik, malzeme bilimi, nanotip, elektronik ve gida sektoriinde
kullanilmaktadir (Erci, 2018; Beykaya ve Caglar, 2016).
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Sekil 1.3: Metal nanopartikiil tipleri ve biyoteknolojide ki uygulama alanlar1 (Beykaya ve
Caglar, 2016).

1.3.2. Nanopartikiillerin Sentezi

Geleneksel olarak nanopartikiillerin sentezi i¢in kimyasal, fiziksel ve biyolojik metotlar
kullanilmaktadir (Vithiya ve Sen, 2011). Nanopartikiillerin iiretiminde kullanilan bu
yontemler yukaridan asagi “top down” ve asagidan yukari “bottom up” olarak iki ana baslik

altinda toplanir (Ravichandran, 2010).

Yukaridan asagiya sentez yontemine dahil olan metotlarda hacimsel malzemeye disaridan
mekaniksel ve/veya kimyasal islemler ile enerji verilmesi sonucunda malzemenin nano
boyuta kadar inebilecek kiiciik parcalara ayrilmasi esasina dayanmaktadir (Beykaya ve
Caglar, 2016). Yukaridan asagiya yaklasim temel olarak 6gilitme gibi gida maddelerinin
fiziksel olarak islenmesi yoluyla elde edilir (Ravichandran, 2010). Bu yaklasimda en genel
ornek olarak mekanik 6gilitme ve kimyasal asindirma gosterilebilmektedir (Beykaya ve

Caglar, 2016).

Asagidan yukariya yonteminin esasi ise atomlar veya molekiiller ile organik ya da inorganik
yap1 inga etmeye dayanmaktadir. Nano yapilari birlestirebilmek i¢in dogadaki canlilardan ve

DNA gibi biyolojik sistemlerin kendi kendine birlesme 6zelliginden yararlanilarak karbon



nanotiiplerin kontrolii saglanir (Beykaya ve Caglar, 2016). Bu yaklasimda en yaygin
ornekler kimyasal buhar kaplama, kimyasal buhar yogunlastirma, sol jel ve sprey piroliz

yontemleridir (Wolfgang, 2007; Zaki, 2007).

[ Nanopartikiil Sentezi ]
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Sekil 1.4: Nanopartikiil iiretiminde kullanilan yaklagimlar (Mittal vd, 2013).
1.3.2.1.Kimyasal Sentez

Nanoteknolojik olarak iiretilen malzemelerin arasinda bulunan nanopartikiiller birgok
yontemle tiretildigi gibi kimyasal metotlarlada iiretilebilirler. Metalik nanopartikiilllerin
tiretilmesinde kullanilan baglica yOntemler; kimyasal buhar yogunlagtirma, hidrojen
rediiksiyonu, asal gaz yogunlastirma, mikro heterojen sistemlerden iiretim, alev sentezi,
mekanik asindirma ve ultrasonik sprey piroliz metotlar1 gibi farkli sistemler kullanilmaktadir
(Girmen ve Ebin, 2008). Kimyasal sentez yontemlerinde istenilen biyiikliikte
nanopartikiillerin sentezlenmesi, istenilen morfolojide olmasi ve iiretim asamalar1 kisa siire
aldig1 i¢in avatajhidir. Fakat nanopargacik sentezi ve stabilizasyonu igin kullanilan
kimyasallar toksik yapiya sahiptir bu da ¢evre acgisindan uygun olmayan problemlere yol
acmaktadir (Beykaya ve Caglar, 2016; Vithiya ve Sen, 2011). Ayrica yontemlerin yiiksek
maliyetli olmasi, enerji gereklilikleri, zehirli reaktiflerin kullanimi, anaerobik kosullar ve

tehlikeli atiklarin {iretiminden dolay1 elverissiz olarak goriilmektedir ve bu ylizden cevre



hakkinda endiselere neden olmaktadir (Hammamchi, 2019). Dolayisiyla ¢evre dostu ve

toksik yapiya sahip olmayan gevreci sentez yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

1.3.2.2.Biyolojik Sentez

Nanopartikiil iiretiminde kullanilan kimyasal ve fizyolojik yontemlerin kompleks bir yapiya
sahip olmasi, yiiksek maliyetli olmas1 ve ¢cevre dostu olmamasi bilim insanlarini biyolojik
yontemlere yonlendirmektedir. Biyolojik yontemler basit, daha ucuz, toksik madde
kullanimin1 gerektirmez. Ayrica biyomedikal ve farmakolojik uygulamalara daha uygun
oldugu i¢in ticari tiretime elverislidir (Coskungay, 2017). Bu ylizden biyolojik yontemlere

yonelim artmaktadir.

Biyosentez, biyolojide canli organizmalardaki kimyasal stirecleri belirten terimdir ve enerji
kullanilarak gergeklestirilen bu siirecler basit yapidaki maddelerden daha karmasik {iriinler
elde edilmesini saglar. Nanoteknoloji de ise bu terim bitki ekstrakti, mikroorganizmalar,
mantar, maya, alg ve viriis gibi canli organizmalar1 ya da kimyasal maddeleri kullanarak

nanopargacik sentezlemektir (Yildiz, 2011).

Nanopartikiillerin biyoiiretiminde, bitkiler, mayalar, mantarlar, aktinomisetler ve bakteriler
de dahil olmak iizere metal nanopartikiil sentezi i¢in dogal yontemler vardir. Tek hiicreli ve
cok hiicreli organizmalar hiicre igi ve hiicre dis1 inorganik nanopartikiiller iiretebilirler
(Vithiya ve Sen, 2011). Biyolojik olarak sentezlenen nanoparcaciklarin bazilar1 Tablo 1.1’

de gosterilmistir.



Tablo 1.1: Biyolojik kaynakli nanopartikiiller (Vithiya ve Sen, 2011).

Kaynak Bilimsel Ismi Lokalitesi Urettigi | Biiyiikliik
nanopartikiil (nm)
Azadirachta indica Hiicre dist Ag, Au 50-100
o Geranium yaprak ekstrakt: - Ag 16-40
Bitki Avena sativa Hiicre dis1 Au 5-85
Aloe vera Hiicre dis1 Au 50-350
Fusarium oxysporum Hiicre igi Au 20-40
Verticillium sp. Hiicre i¢i Ag 25-12
Fungi Aspergillus fumigatus Hiicre igi Ag 5-25
Schizosaccharomycepombe Hiicre i¢i Cds 200
Fusarium oxysporum ve Hiicre i¢i Manyetit 20-50
Verticillium sp
Yeast strain MKY3 Hiicre dist Ag 2-5
Maya Candida glabrata Hiicre i¢i Cds 200
Schizosaccharomyce pombe Hiicre i¢i Cds 200
Pseudomonas stutzeri Hiicre i¢i Ag 200
Lactobacillus strains Hiicre igi Ag, Au -
Bakteri o J
Escherichia coli Hiicre ici CdS 2-5
Klebsiella pneumoniae Hiicre dist Au 5-32

Son yillarda biyolojik sentez yontemlerinde bitki ekstraktlart siklikla kullanilmaktadir.
Bundan dolayr “’Yesil Sentez Yontemi’” adi verilen metot ortaya c¢cikmistir. Bitkiler
kullanilarak iiretilen metal nanopartikiiller bu sayede hem daha basit hem de daha ucuz
maliyet icererek kisa siirede nanopartikiil iretimi saglanmaktadir. Nematollahi (2015)
tarafindan yapilan bir ¢aligmada nanopartikiil iiretimi i¢in bitki ve bitkisel iirlinlerin ucuz ve
yenilenebilir kaynaklar oldugu, son yillarda bitki oOziitlerinin kullanimmin fiziksel ve
kimyasal metotlara kars1 alternatif oldugu ve yaygin olarak saglik alaninda kullanildig:
bildirilmistir (Nematollahi, 2015). Bu nedenlerden dolayi bitki ekstraktlarinin kullanilmasi

ile NP sentezinin gerceklestirilmesine olan ilgi son yillarda artmistir (Bar vd, 2009).
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Bir tepkimenin ya da bir materyalin yesil olabilmesi i¢in;

1. Giivenli olmasi

2. Tek bir tepkime basamagindan olugmast

3. Atik tiretimi gerceklestirmemesi

4. Yenilenebilir hammaddelerin kullanima ile elde edilmesi
5. Cevresel olarak kabul edilebilir olmasi

6. Uriiniin basit sekilde ayristirilabilmesi

7. % 100 verim vermesi kosullarini saglamasi gerekmektedir.
Bir¢ok tepkimede ise bu kosullarin tamamini yerine getirmek oldukga zordur (Y1ldiz, 2011).

Biyolojik yollar ile sentezlenen nanoparcaciklar da bircok parametrenin (tuz
konsantrasyonu, biyolojik ekstrakt ve metal tuzunun karigtirma orani, pH degeri, sicaklik,
inkiibasyon siiresi ve havalandirma) benzer boyutta ve sekilde homojen NP iiretmek i¢in
optimizasyonu gerekmektedir (Hammamchi, 2019). Biyolojik olarak iiretilen

nanopartikiillerin kararli ve yiiksek verimli liretim parametreleri Sekil 1.5’de gosterilmistir.

Biyolojik Sentez

Silver Nitrat lSupcrnnlnn

RS, @ Diisiik Verimli
Heterojen NPs Uretimi

Reaksiyon Ortam Optimizasyonu:
1. inkibasyon Siresi
2. kansim oram
3, Sicakhk
4 pH

5. Statik- Calkalama

g .Q N Yiiksek Verimli

. Heterojen NPs Uretimi

o Metal tuzu
&  Metal Nanopartikiilleri

Farkh Sekillerde NPs

Sekil 1.5: Tekil Dagiliml, kararli ve yiiksek verimli biyolojik nanopartikiillerin liretme
parametreleri (Pereira vd, 2015).
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1.3.3. Giimiis Nanopartikiil (AgNP)

Gilimiis nanopartikiiller, kimyasal kararliliklari, iyi iletkenlik Ozellikleri, katalitik ve en
Onemlisi antibakteriyel, antiviral, antifungal gibi benzersiz 06zelliklerinden dolay1
nanoteknoloji alaninda 6nemli bir triindiir (Klaus-Joerger, 2001; Ahmad vd, 2003). Bu
yiizden bakterilere, viriislere ve diger dkaryotik mikroorganizmalara kars1 en iyi etkinligi
giimiis gostermektedir (Duncan, 2011; Beykaya ve Caglar, 2016). Antimikrobiyal 6zelligi
ile dikkat ¢eken giimiis nanopartikiill (AgNP) bir¢ok avantaja sahiptir. Bu avantajlar;
giimiisiin ¢ok genis spektrumlu bir antibiyotik olmasi, giimiiste bakteri direncinin neredeyse
hi¢ bulunmamasi ve daha once belirtildigi iizere diisiik derisimde toksik olmamasidir (Rai

vd, 2009).

AgNP'ler hiicreyle etkilesime girerek hiicre duvari bozulmalarina, elektron transport
zincirinin etkilenmesine, radikallerin olusmasina, ribozomlarla etkileserek protein sentezini
etkilemesine, enzimlerle etkileserek enzimlerin calismasini etkilemesine ve DNA ile

etkilesereck DNA hasarlarina neden olabilirler (Patil ve Kim, 2017).

Guimiis nanopartikiillerin elektriksel, optik, termal ve antibakteriyel 6zelliklerinden dolay:
genis kullanim alanma sahiptir. Ornegin su ve atik su aritimi, biyomedikal alaninda
antibakteriyel malzeme iiretimi, elektronik malzemelerde iletkenligin artirilmasi gibi bir¢ok

alanda kullanilmaktadir (Esmeray ve Ozata, 2019).

1.4. Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Bir bakteri hiicresinin canliligini devam ettirmesi hakkindaki literatiirde ki ¢alismalar,
bakteri hiicresi zar1 ile nanopartikiil etkilesimlerini arastirmayi da hedeflemistir. Gram-
pozitif bakteriler, hiicre zar1 disindaki teikoik asitlere baglanan, lipit peptidoglikanin 20-50
nm tekli kalin tabakasina sahip hiicre duvarlarindan olusur ve Gram-negatif bakteriler,
teikoik asitler ya da lipoteikoik asitlere bagli olmayan 2-3 nm ince ¢ok katmanli lipid
peptidoglikan ile 8 nm kalinliginda hiicre duvarlarindan meydana gelmektedir. Hiicre
duvarlarinin bu yapisal biitiinliigii, NP gibi yabanci cisimlere bakterilerin toleransina veya
hassasiyetine neden olur. (Erci, 2018). Gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerin membran
yapisinda farkliliklarin en belirgin olani peptidoglikan tabakasinin kalinligidir (Kim vd.,
2007).
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AgNP' ler hem Gram pozitif hem de Gram negatif organizmalar ve ¢esitli ilaca direncli suslar
tizerinde genis spektrumlu antibakteriyal etki gosterirler (Hammamchi, 2019). Kim ve
arkadaslar1 (2007), AgNP’ lerin antibakteriyel etkisinin peptidoglikan tabakasi ile iliskili
oldugunu belirlemek i¢in Au (altin) nanopartikiil ve Ag nanopartikiil ile yaptiklar1 deneysel
sonugta AuNP’ lerin 6nemli bir antimikrobiyal etki gdstermedigini fakat AgNP’ lerin 6nemli
bir antimikrobiyal etki gosterdigini ispatlayarak bu durumun Ag’ye 6zgii bir durum
oldugunu diisiindiirmektedir ve bu sayede daha kolay ve daha spesifik bir antibakteriyel ajan
olarak AgNP’ler kullanilabilecektir.

Direngli suslarin gelismesi nedeniyle bakterilerin bakterisitlere ve antibiyotiklere direnci son
yillarda artmistir. Baz1 antimikrobiyal ajanlar son derece tahris edici ve toksik yapiya
sahiptir bu nedenle giivenli ve uygun maliyetli biyosidal materyaller formiile etmenin

yollarin1 bulmak i¢in ¢ok fazla ilgi olusmaktadir (Sondi ve Salopek-Sondi, 2004).

Daha onceki calismalar nanopartikiiller formunda antimikrobiyal yontemlerin, etkili
bakterisit materyaller olarak kullanilabilecegini gdstermistir (Sondi ve Salopek-Sondi,
2004). Klabunde ve arkadaslar1 (2002) yiiksek reaktif metal oksit nanopargaciklarinin Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakterilere karsi milkemmel biyosidal etki sergilediklerini
gosterdiler. Boylece, nano hale getirilmis inorganik pargaciklarin hazirlanmasi,
karakterizasyonu, ylizey modifikasyonu ve fonksiyonellestirilmesi, yeni nesil bakterisit

malzemelerin arastiritlmasini arttirir (Sondi ve Salopek-Sondi, 2004).

1.4.1. Giimiis Nanopartikiillerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Glimiis iyonlarmin mikroorganizmalar {izerindeki inhibitdr etki mekanizmasit kismen
bilinmektedir. DNA' nin replikasyon yetenegini kaybettigine ve hiicresel proteinlerin Ag*
tedavisinde inaktive olduguna inanilmaktadir. Buna ek olarak, Ag" 'nin fonksiyonel protein
gruplarina baglanarak protein denatiirasyonuna yol agacagini gostermistir. Gram-negatif
bakteriler tizerindeki AgNP’lerin antimikrobiyal aktivitesinin AgNP konsantrasyonuna bagl
oldugunu ve bakterilerin hiicre duvarinda '¢ukurlarin' olusumuyla yakindan iliskili oldugu

bildirilmistir (Sondi ve Salopek-Sondi, 2004).

Ag iyonlar1 ve tuzlari, tuzlarin miidahale edici etkileri ve (metal formundan Ag iyonunun

yeterli konsantrasyonunun siirekli salinim1) dahil olmak tizere gesitli nedenlerden dolay1 bir
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antimikrobiyal ajan olarak sinirli kullanigliliga sahiptir. Buna karsilik, bu tiir sinirlamalar
AgNP’lerin kullanim1 ile asilabilir. Ancak Ag'yi mikroorganizmalara karsi ¢esitli alanlarda
kullanmak i¢in uygun maliyetli yontemlerle hazirlamak ve antimikrobiyal -etkinin
mekanizmasini bilmek esastir ve antimikrobiyal etkisini artirmak i¢in 6énemlidir (Kim vd,

2007).

AgNP’ ler icin gesitli antibakteriyel etki mekanizmalar1 6nerilmesine ragmen tam bir etki

mekanizmasi halen anlasilmamistir (Sekil 1.6) (Hammamchi, 2019).
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Bakteri Hilcresi

Hiiere Oliimii

Sekil 1.6: Giimiis nanopartikiillerinin antimikrobiyal etki basamaklari.

(A) Bakteriyal hiicre igerisine AgNP difiizyonu ve alimi: Plazma zarinda AgNP birikmesi
ve ¢oziinmesi hiicre sizintisina neden olmaktadir. (B) Ribozomlarin destabilizasyonu:
Protein sentezini ve plazma zari degradasyonunu inhibe ederek ribozomlarin dogasini
degistirir. (C) Enzim etkilesimi: AgNP' ler solunum enzimlerindeki tiyol grubu ile (-SH)
baglanir ve onlart etkisizlestirir. (D) Elektron transfer zincirinin kesintiye ugramast:
AgNP'ler sinyal yolunu etkileyerek elektron taginmasini engeller. (E) Reaktif Oksijen
Tiirleri (ROS): Mitokondriyal hasar, proteinleri okside eden ROS'u indiikler. (F) DNA
Hasar1. AgNP'ler, apoptoza neden olan replikasyon ve multiplikasyonunu dnleyerek DNA
ile baglanir. (G) Hiicre Oliimii: Hiicre zarinda ¢ukur ve delik olusumu, hiicre organellerinin

salimina ve hiicre 6lumiine neden olur.

Glmis, hiicredeki kiikiirt veya fosfor iceren biyomolekiillerle reaksiyona girme
egilimindedir. Bu nedenle, zardaki veya hiicrelerin i¢indeki kiikiirt igeren proteinlerin ve
DNA gibi fosfor iceren elementlerin AgNP baglanmasi i¢in tercih edilen yerler olmasi

muhtemeldir (Krishnaraj vd, 2010).
Yamanaka ve ark. (2005) yaptigi calismada giimiis iyonunun bakterisidal etkilerinin

oncelikle  hiicrenin  igindeki  sitoplazma ile etkilesmesinden kaynaklandigini

belirtmistir. Giimilis iyonunun hiicre zarma zarar vermeden iyon kanallarina niifuz ettigi
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goriilmektedir ve ayrica ribozomu denatiire eder, ATP iiretimi igin gerekli olan enzimlerin

ve proteinlerin ekspresyonunu bastirir, bu da hiicreyi denatiire eder.

Kaviya ve ark. (2011) yaptig1 ¢alismada ise, E. coli ve P. aeruginosa (Gram-negatif)
bakterilerinin S. aureus (Gram-pozitif) bakterisine kars1 daha yiiksek antibakteriyel aktivite
gosterdigini bulmuslardir. 60 °C'de sentezlenen AgNP’ lerin boyutu daha kii¢lik oldugu i¢in
25 °C'ye kiyasla antibakteriyel aktivitenin etkisi yiiksek olmustur. Bu sonug, hiicre duvari
yapisinin gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler arasindaki fark nedeniyle mimkiindiir.
Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarinda peptidoglikan tabaka Gram-negatif bakterilere
gore daha kalindir ve bu yiizden AgNP’ lerin penetrasyonu daha zor gerceklesir. Yiiksek
bakterisidal aktivite, kesinlikle Ag* bakterisidal ajan i¢in rezervuar gorevi géren AgNP’
lerden salinan giimiis katyonlarindan kaynaklanmaktadir. Glimiis katyonlar ile etkilesim
sonucunda bakterilerin membran yapisindaki biiyiik degisiklikler bakterilerin membran

gecirgenliginin artmasina yol agmaktadir.

1.5. Nanopartikiillerin Antibiyofilm Aktiviteleri

Biyofilmler, bir yiizeye yapisarak kendi iirettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka icinde
yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak tanimlanabilir (Giin ve Ekinci,
2009). Biyofilmler, antibiyotiklerin ve insan bagisiklik sistemine direnen karmasik bakteri
topluluklaridir ve biyofilmlerin i¢inde bulunan bu bakterileri yok etmek neredeyse
imkansizdir bu ylizden kalict enfeksiyonlar gibi sayisiz problemlere sebep olurlar
(Markowska vd., 2013). Hiicre dis1 polimerik matriks, biyofilmlerin dnemli yapisal 6gesidir.
Polisakkarit, protein, DNA ve sudan olusan hiicre dis1 matriks, biyofilm hiicrelerinin
tutunmasini saglar. Matriksin en 6nemli fonksiyonlarindan birisi UV radyasyon, farkli pH
kosullari, ozmotik basing, su kayb1, antibiyotik gibi bir¢ok faktore karsi bakteriyi korumaktir
(Giin ve Ekinci, 2009).

Hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakteriler kateterler, mekanik kalp kapakgiklari ve
protez eklemler gibi tibbi cihazlarda biyofilm olusturabilirler. En yaygin biyofilm olusturan
bakteriler Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus viridans, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis ve

Pseudomonas aeruginosa 'dir (Donlan, 2001). Asagidaki tabloda (Tablo 1.2) biyofilm
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olusturan mikroorganizmalar ve ylizey proteinlerinin fonksiyonlar1 verilmistir (Giin ve

Ekinci, 2009).

Tablo 1.2: Biyofilm olusturan mikroorganizmalar ve yiizey proteinlerinin fonksiyonu

Mikroorganizma Yiizey BAP’la hemoloji Fonksiyon
Proteini
Staphylococcus aureus BAP - Baslangi¢ tutunmasi ve
abiyotik yiizeylerde biyofilm
olusumu
Pseudomonas putida Mus20 8e-136 Baslangi¢ ¢ekirdek
%29 tanimlanmig kolonizasyonu
Salmonella enteritidis BAPA 3e-114 Biyofilm olusumu
%28 tanimlanmig Konukgu kolonizasyonu
Burkholderia cepacia BAP 8e-135 Son agamada biyofilm
%33 tanmimlanmis olusumu
Enterecoccus faecium Espfm le-125 Okaryotik hiicrelerde
%27 tanimlanmis yapigma
Enterecoccus faecalis Esp 2e-118 Baslangi¢ tutunmasi ve
%26 tammlanmis | abiyotik yiizeylerde biyofilm
olusumu
Pseudomonas fluorescens LapA 8e-59 Biyofilm olusumunda
%25 tanimlanmig doniisiimsiiz tutunma
asamasinda destekleme
Escherichia coli Yeel 5e-18 Yapisma
%21 tanimlanmig
Vibrio parahaemolyticus VP1443 3e-05 Biyofilm olgunlagmasi
%20 tanimlanmig

Biyofilm olusumuyla miicadelede nanoteknolojik yaklasimlar, biyomalzemelerin yiizeyini
kaplama 1ile islevsellestirmek i¢in nanopartikiillerin kullanilmasina dayanmaktadir
(Markowska vd., 2013). Antimikrobiyal aktivitesi kanitlanmig metal nanopartikiiller
arasinda glimiisten yapilmis olanlar 6zellikle etkili bakterisidal ajanlardir (Seil ve Webster,
2012). Glimiis elementinin antibakteriyel 6zellikleri uzun yillardir bilinmektedir ve AgNP’
lerin giimiis iyonlarindan daha az toksik oldugu bildirilmektedir. AgNP' ler, tibbi ve
farmasotik nanomiihendislikte terapotik ajanlarin verilmesi, kronik hastalik teshisinde ve

sensorlerin bir pargasi olarak basariyla kullanilmistir (Markowska vd., 2013).

1.5.1. Biyofilm Yapisi ve Olusum Basamaklari

Biyofilm kiitlesinin %97’sini su olugturmaktadir. Matriks de bulunan diger bilesenler ise;

%1-2 EPS, %1-2 globuler glikoproteinler ve diger proteinler, %1-2 niikleik asit, lipit,
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fosfolipitlerdir. Fakat bu oranlar mevcut organizmalarin ¢esidine, fizyolojik 6zelliklerine,
gelisme ortaminin  dogasina, akigkanin tipine, genel fiziksel Ozelliklere gore
degisebilmektedir (Allison, 2003). EPS ¢ogunlukla polisakaritlerden olusur, ancak EPS'de
protein, lipid ve niikleik asitler gibi diger biyomolekiiller de bulunmaktadir. Glikopeptidler,
lipidler ve lipopolisakkaritler gibi polimerler bir iskelet olusturur ve biyofilmi birlikte tutar
(Erci,2018).

Polisakkarit, protein, DNA ve sudan olusan ekstraseliiler matriks biyofilm hiicrelerinin
tutunmasini saglar. Yiizeye sikica tutunan bakteri burada ¢ogalarak 6nce mikrokolonileri
olusturur, mikrokoloniler biiyliyerek ve genisleyerek biyofilm tabakasini olusturur. EPS
iiretimi, organizmanin yiizeye doniisiimsiiz olarak tutunmasi i¢in gereklidir ve bu biyofilm
olusumunun bir gostergesidir (Giin ve Ekinci, 2009). Olgun bir biyofilmin kiitlesinin %75-
90’1nin1 EPS olusturmaktadir (Padera, 2006).

Biyofilm olusum basamaklar1 asagidaki gibi siralanmaktadir;

Tutunma: Bakteri hiicresi yiizey ile tam olarak temas etmemektedir, ancak bakteri hiicresi
ile flagella, fimbria veya kapsiilleriyle yiizeylere zayif kuvvetlerle geri doniistimlii olarak
baglanirlar. Bunlar elektrostatik gii¢ler, hidrofobik etkilesimler ve Van der Walls kuvvetidir.
Elektrostatik etkilesimler daha ¢ok itici gliglerdir, ¢linkii bakteriler ve kat1 yiizeyler negatif
yiikliidiir (Hood ve Zottola, 1995; Giin ve Ekinci, 2009).

Yapigma: Bakteri hiicreleri flagella veya pili gibi organelleri ile EPS olusturarak, yiizeylere
giiclii kuvvetlerle (kimyasal baglanma, hidrofobik etkilesimler) tek bir tabaka halinde
doniislimsiiz olarak tutunurlar. Ancak yilizeye yapismasini saglayan matriks jel (EPS)
olusturmayan bazi bakteri tlirlerinin de ylizeylere baglanabildigi belirtilmektedir (Hood ve

Zottola, 1995; Giin ve Ekinci, 2009).

Koloni Olusturma: Yiizeye tutunmus bakteri hiicreleri boliiniip ¢ogalarak mikrokoloniler
olusturur. Ortamdaki planktonik bakterilerin de mikrokolonilere yapismasiyla kolonizasyon
desteklenir. Bakterinin etrafindaki populasyon yogunlugunu algilamasina yarayan Quorum
Sensing (QS) sinyal sistemi devreye girer. Hiicreler arasi iletisimi saglayan sinyal
molekiillerinden olugsan bu sistem, bakteri hiicresinde spesifik genlerin ekspresyonunu

etkileyerek olgun biyofilm yapisinin olusumunu destekler (Temel ve Arag, 2018).
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Biiyiime: Bu olgunlasma evresinde biyofilm, yapisini, fizyolojisini ve metabolizmasin
manipiile ederek dis kosula adapte olur ve ayn1 zamanda bu biiyiime gozenekler ve su

kanallar1 olusumu ile gerceklesir (Balaban, 2018; Erci, 2018).

Ayrilma: Olgun biyofilmin diger yiizeylere tutunmak iizere ayrilmasi ve biyofilm olusturucu

serbest mikroorganizmalarin diger ylizeylere dagilimi asamasidir (Balaban, 2018).

~ &
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Tutunma Kolonizasyon ve Bivofilm yapismmn Kopma

mikrokoloni olugumu olguniagmas:

Sekil 1.7: Biyofilm olusum asamalar1 (Temel ve Arag, 2018).

1.5.2. Giimiis Nanopartikiillerin Antibiyofilm Aktiviteleri

AgNP’lerin yaygin kullanimi (6rnegin dezenfektanlarin bir bileseni olarak) giimiise direngli
bakteri suslarinin daha fazla kullanilmasini tesvik eder. Biyositler olarak AgNP’ler, bakteri
hiicreleri lizerinde veya icinde birden fazla yerde hedef egilimindedir ve dolayisiyla genis
spektrumlu aktiviteye sahiptirler. Ayrica, AgNP'lerin bu 6zelligi, mikrobiyal hiicreden
biyofilm olusumu dahil olmak {izere mevcut mikrobiyal ilag direnci mekanizmalarinin

tistesinden gelinebilecegi anlamina gelmektedir (Pelgrift ve Friedman, 2013).

AgNP’ler ayn1 zamanda konvansiyonel antibiyotiklerin antibakteriyel ve antibiyofilm

aktivitesini artirabilir. Ornegin; ampisilin, kanamisin, streptomisin veya vankomisin
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arasinda E. coli ve P. aeruginosa ‘ya karsi sinerjik aktivitesini agiklayan raporlar vardir
(Markowska vd., 2013).

AgNP’lerin antibiyofilm aktivitesi bir dizi caligmada gosterilmistir. Fabrega ve ark. (2009)
tarafindan yapilan ¢alismada iyi Ol¢iilen ve karakterize edilen bakteriyel biyofilmler ile
AgNP’ler arasindaki etkilesimleri tartisan ilk raporda; 24 saatlik Pseudomonas putida
biyofilmlerinin biyokiitlesinde kii¢iik ama onemli diisiisler gozlenmistir. Bu galismada
kullanilan AgNP' lerin ortalama ¢ap1 65+30 nanometredir (nm) ve nanopartikiillerin 1-100

nm araliginda oldugu diisiiniildiigiinde oldukca yiiksektir.

Kalishwaralal ve ark. (2010) ¢calismada ise, 100 nM konsantrasyonda AgNP' lerin (ortalama
cap 50 nm) Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus epidermidis tarafindan ilk adimi
engelleyerek biyofilm olusumunu neredeyse tamamen engelledigi bulunmustur. S6z konusu
calismalarda kullanilan nanogiimiisiin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerindeki farkliliklarin,
antimikrobiyal ve antibiyofilm etkinliginde gozlenen degisimin bir kismina neden

olabilecegini belirtmek dnemlidir (Markowska vd., 2013).

Mohanty ve ark. (2012) nisasta kullanarak stabilize ettikleri nanopartikiilleri, 1-2 pM
konsantrasyonlarda (P. aeruginosa ve S. aureus) biyofilm olusumunu sirasiyla % 65 ve %
88 oraninda azalttigin1 géstermislerdir. Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus,
ilaca direng gosteren ve enfeksiyonun patogenezine katkida bulunan biyofilm olusturma
yetenegine sahiptir. SO0z konusu organizmalar bakterileri konak savunma
mekanizmalarindan korur ve ayni zamanda biyofilm olusturmak i¢in yiizeylere yapismaya
aracilik eden eksopolisakkaritleri sentezler. Bu caligmada, AgNP konsantrasyonundaki
artisin  biyofilm olusumunu olumsuz yonde etkiledigini gostermislerdir. Antibiyofilm
aktivitesi, eksopolisakkarit sentezinin inhibisyonundan kaynaklandigini ¢iinkii AgNP'lerin
P. aeruginosa' da eksopolisakkarit sentezini bozdugunu bildirmislerdir, bu sonug bize

biyofilm olusumunun engellendigini gdstermektedir.
Sonug olarak, AgNP'ler biyofilm olusumunu etkili bir sekilde onler ve yerlesik biyofilmlerde

bakterileri oldiiriir, bu da AgNP'lerin biyofilm ile iligkili enfeksiyonlarin onlenmesi ve

tedavisi i¢in kullanilabilecegini gosterir (Martinez-Gutierrez vd., 2013).
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1.6. Nanopartikiillerin Antikanser Aktiviteleri

Kanser, tiimor hiicrelerinin evrensel 6zelligi olan biyokimyasal ve enzimatik parametrelerin
histerik degisiklikleri ile kontrolsiiz bir hiicre ¢ogalmasidir. Hiicresel biiyiimenin asiri
ekspresyonu, biyo-tabanli nanopartikiillerin yeni kontrol ajanlari olarak kullanilarak kanserli
hiicredeki sistematik hiicre dongiisii mekanizmalari ile diizenlenecektir (Akhtar vd., 2013).
Ayrica bitkiler ile tiretilen nanopartikiiller Hep 2, HCT 116 ve Hela hiicre hatlar1 gibi ¢esitli
kanser hiicre hatlarina kars1 biiylik etkisi vardir. Son zamanlarda, yapilan bir¢ok calisma
bitki kaynakli nanopartikiillerin timdr hiicre biiylimesini kontrol etme potansiyeline sahip
oldugunu ve gelistirilmis sitotoksik etkinin sekonder metabolitler ve diger metal olmayan

bilesimlerden kaynaklandigini bildirmektedir (Raghunandan vd., 2011; Das vd., 2013).

Bitkiler aracilig ile tretilen AgNP’ ler kan dolasimindaki hiicre dongiisiinii ve enzimleri
diizenler (Alt vd, 2004). Ayrica, sentezlenen AgNP’ler hiicreden serbest radikal olusumunu
nispeten kontrol ederler. Serbest radikaller genellikle hiicre proliferasyonunu indiikler ve

normal hiicre fonksiyonuna zarar verir (Kuppusamy vd., 2016).

Nanomalzemeler ve hiicreler arasindaki etkilesimler, hiicresel alim ve daha sonra hiicrenin
toksik tepkisi AgNP'lerin neden oldugu toksisite ile ilgili en 6nemli konular arasindadir.
Cogu hiicre igin AgNP'lerin esas olarak endositoz yoluyla alinmasi zamana, doza ve enerjiye
baglidir ve ana hedef organeller endozomlar ve lizozomlardir. Nanopartikiiller, lizozomlarin
asidik ortamina maruz kaldiklarinda dogrudan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimini
indiikleyebilmektedir. Reaksiyon, hiicre kiiltiir ortam1 veya sitoplazmada proteinler ile temas
ettiginde meydana gelmektedir. Ayrica ROS oldukga reaktiftir, proteinlere ve DNA' ya
oksidatif hasar verir ve mitokondriyal disfonksiyona neden olur. AgNP'ler ve Ag* ayrica

lizozomlardan kagarak hiicre i¢i ROS artisini indiikleyebilmektedir.(Wei vd., 2015).
Suman ve ark. (2013) yaptiklari galisma da AgNP’ lerin yesil sentezinin HeLa hiicre hattinda
diger kimyasal bazli sentetik ilaglara kiyasla Oonemli bir sitotoksik etki sergiledigini

bildirmislerdir.

Franco molina ve ark. (2010) ise ¢alismalarinda kolloidal giimiisiin MCF-7 meme kanseri

hiicre hattinda apoptozun indiiklenmesi yoluyla antitiimdr aktivitesine sahip oldugunu
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gosterdi ve bu da kolloidal giimiisiin insan meme kanseri tedavisi i¢in potansiyel bir

alternatif ajan olabilecegini diisiindiirmektedir.

1.6.1. AgNP’lerin Antikanser Aktiviteleri

AgNP’ler 6nemli antianjiyojenik 6zelliklere sahip maddelerdir. Antianjiyojenik 6zelliklere
sahip bilesikler, anormal olarak eksprese edilen sinyal proteinlerinin aktivitesini bloke etme
potansiyeli gostermektedir. Oksidatif stres genellikle dogal veya sentetik toksik ajanlarin
neden oldugu sitotoksisitenin indiiksiyonu i¢in bir merkez iis olarak kabul edilmektedir.
NP'lerin toksisitesi, elektronun molekiiler oksijenden aktarilmasi veya bilinmeyen bir
mekanizma yoluyla elektron tagima zincirinin bloke edilmesi seklinde uygulanir (Suman
vd., 2013).

AgNP'lerin DNA hasarin1 ve kromozomal anormallikleri tetikleyen ROS olusumuna yol
acabilecegi bildirilmistir. AgNP'lere maruz kalma, ROS seviyelerini yiikselterek ve lipit
peroksidasyonunu artirarak sitotoksisiteye neden olur; ayrica DNA ve kromozomal hasari
indiikleyerek genotoksisiteye yol agmaktadir (Sekil 1.8) (Wei vd., 2015). Kisaca, AgNP'
lerin antikanser mekanizmalari hiicre zarlarinin bozulmasini ve proteine ya da DNA' ya zarar

vermek i¢in reaktif oksijen tiirleri ve Ag* liretimini igerir (Hammamchi, 2019).

- L
P -

75N Endositor {ipid peroksidasyon 4
&\‘f Lizozim \\ > /
(&)

-
-
-

")

3 "

®

DNA Hasar

Sekil 1.8: Giimiis nanopartikiillerden (AgNPs) kaynakl1 sitotoksisite i¢in olast
mekanizmalarin sematik gosterimi (Wei vd., 2015).
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Bu calismadaki oncelikli amag, Ruscus aculeatus L. bitkisinin yaprak kismi kullanilarak
cevre dostu biyolojik sentez yontemlerinden olan yesil sentez yontemi tercih edilerek glimiis
nanopartikiil sentezlenmesi ve karakterizasyonunun belirlenmesidir. Elde edilen AgNP’lerin
ve bitki ekstraktinin 15 farkli bakteri tiirtine kars1 antibakteriyel aktiviteleri belirlenecektir.
Daha sonra antibiyofilm etkileri belirlenecek olup antikanser etkisi MCF-7 meme kanseri
hiicre hatti ve saglikli hiicre HUVEC fiizerinde belirlenecektir. Ayrica R. aculeatus
kullanilarak yesil sentez metodu ile AgNP’lerin sentezlenmemesi ve antimikrobiyal,
antibiyofilm gibi antikanser aktivitelerinin incelenmemis olmasi ¢oziimii bulunmaya
calisilan kanser hastaligi igin bitkisel alternatif imkani saglayacaktir. Ayni1 zamanda
biyomedikal alanda etkili bir antibiyofilm ve antimikrobiyal ajan tasarimlari i¢in umut

vadetmektedir.
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BOLUM 2

LITERATUR OZETIi

Hadzifejzovi¢ vd. (2009) yaptiklari ¢alismada, Ruscus aculeatus L. bitkisinin bazi polar
Oziitlerinin (MeOH, EtOAc ve BuOH bitki oziitleri ve MeOH rizom 0ziitii), R.
hypoglossum ve R. alexandrinus bitkilerinin MeOH 6ziitlerinin antimikrobiyal aktivitelerini
belirlemek i¢in mikrodiliisyon yontemi kullanmiglardir. Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella typhimurium, Enterobacter cloacae, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Micrococcus flavus, Staphylococcus aureus ve bes
mantar: Aspergillus versicolor, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Penicillium
funiculosum ve Trichoderma viride kullanmiglardir. Test edilen tiim Oziitler, genis bir
konsantrasyon araliginda 0.1-4 mg/ml antimikrobiyal aktivite gostermistir. Bakteriyel
suslara kars1t MIK ve MBK degerleri sirastyla 0.1-2 mg/ml ve 0.2-4 mg/ml’ dir. Antifungal
aktivite MIK ve MFK degerleri sirasiyla 0.25-2 mg/ml ve 0.5-3 mg/ml’ dir. R.
aculeatus'un EtOAc 6ziitii en iyi antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu belirlemislerdir ve
izole edilen dort bilesigin test edilen mikroorganizmalara karsi ¢ok daha iyi aktivite

gosterdigini belirlemislerdir.

Singh vd. (2010) yaptiklar1 ¢alismada Argemone mexicana yaprak ekstrati ile 5 mM AgNO3
soliisyonu kullanilarak yesil sentez yontemiyle giimiis nanopartikiil iiretmislerdir. Uretilen
AgNP Kkarakterizasyonu Uv-vis absorpsiyon spektroskopisi, FTIR, XRD ve SEM
kullanilarak tespit edilmistir. XRD ve e SEM analizi sonucunda ortalama nanopartikiil
boyutunun 30 nm olarak hesaplamislardir. Antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek igin disk
difiizyon yontemi, antifungal aktiviteyi belirlemek icin gida zehirlenmesi metodunu
kullanmislardir. Antimikrobiyal aktivite i¢cin Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa
bakteri suslarini, antifungal aktivite i¢in Aspergillus flavus mantar susunu kullanmislardir.
Sonug olarak, nanoparcacik sentezlemek i¢in yaprak oziitlerinin kullanimi oldukga iyi
tanimlanmis boyutlarda glimiis nanopartikiillerin olusumuna yol a¢tifini ve ydntemin

oldukca basit olmasi diger sentez yontemlere gore avantajli oldugunu gostermislerdir.

Baydoun ve arkadaslarinin (2012) yaptiklar1 ¢alismada, Ruscus aculeatus ve Pleurotus

ostreatus bitki ekstratlarinin insan akut T hicresi lenfositik 16semi modeli olan Jurkat hiicre
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hattinin hayatta kalmas1 ve proliferasyonu tizerindeki etkisini MTT ve Annexin V-FITC test
kiti ile tespit etmislerdir. R. aculeatus ve P. ostreatus oziitlerinin hem Jurkat hiicreleri hem
de insan birincil lenfositleri i¢in toksik oldugunu ve LDH salimi ve MTT deneylerinde Jurkat
hiicreleri i¢in birincil lenfositlere gore 6nemli dlgiide daha toksik oldugu belirlemislerdir.

Hadzifejzovi¢ vd. (2013) yaptiklar1 ¢alismada, Ruscus aculeatus L. ve Ruscus
hypoglossum L. dziitlerinin mikrodiliisyon yontemi kullanarak antimikrobiyal aktivitelerini
incelenmistir. Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus flavus, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Salmonella typhimurium
ve Escherichia coli mikroorganizmalarina kars1 etkilerine bakilmis ve test edilen bilesiklerin
tiimiiniin MIK degerleri 0.05 - 0.2 mg/ml arasinda degisen ve MBK degerleri ise 0.05 -
0.4 mg/ml arasinda degistigi belirlenmistir. Toplam fenolik icerik (TPC), Folin - Ciocalteu
(FC) reaktifi kullanilarak belirlenmistir. Antioksidan aktiviteyi DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) yontemi ile belirlemislerdir. Caligma sonuglarinda, Ruscus ekstraktlarinin ve
izole edilmis bilesiklerin antibakteriyel ve 6zellikle antifungal aktivitesinin karsilastirilabilir

oldugunu ve bazi durumlarda standart ilaglardan daha iyi oldugunu belirlemislerdir.

Awwad vd. (2013) yaptiklart ¢calismada, Ceratonia siliqua yaprak ekstrakti kullanilarak,
sulu glimiis nitrat ¢ozeltisi ile glimiis nanopartikiillerin (AgNPs) yesil sentezini yapmuslardir.
AgNP’ lerin karakterizasyonu UV-vis spektroskopisi, SEM, FT-IR, XRD ve atomik
absorpsiyon spektroskopisi ile yapilmistir. UV-vis spektrumlari, 420 nm' de sentezlenmis
giimiis nanopartikiiller i¢in ylizey plazmon rezonansi vermistir ve ortalama nanopartikiil
boyutu farkli konsantrasyonlarda 5-40 nm arasinda degistigini gostermislerdir.
Antibakteriyel aktivite disk difiizyon ve MIK ydntemi ile belirlenmistir ve Escherichia
coli bakteri susu kullanilmigtir. Sonuglara gore, E. coli' nin mikrobiyal biiyiimesinin AgNP
konsantrasyonundan bagimsiz oldugunu ve Ceratonia siliqua yaprak ekstraktini kullanilarak
sentezlenen AgNP’lerin standart antibiyotikten daha gii¢lii aktiviteye sahip oldugunu

belirlemislerdir.

Mandal vd. (2014) yaptiklar1 ¢calismada, Psidium guajava bitkisi kullanilarak yesil sentez
yontemi ile AgNP sentezini gergeklestirmislerdir ve AgNP” lerin karakterizasyonu UV-vis
spektroskopisi, TEM, XRD ve EDX ile yapmislardir. UV-vis spektrumlari yaklasik olarak
487 nm' de ylizey plazmon rezonansi vermistir ve ortalama nanopartikiil boyutu TEM ile
yaklagik 60 nm ile kararli ve kiiresel partikiiller oldugunu belirlemislerdir. AgNP" ler bu

calismada kullanilan mikrobiyal suslara kars1 2 saat i¢inde yaklasik % 100 6liime neden olan
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etkili bir genis spektrumlu antimikrobiyal davranig gosterdigini tespit etmislerdir. Sonug
olarak, sentezlenmis AgNP' ler, 6zellikle cerrahi cihazlar ve sentetik implantlarda anti-
mikrobiyal kaplama malzemeleri olarak umut verici uygulamalara sahip olabilecegini

belirtmislerdir.

Kim vd. (2014) yaptiklar ¢calismada, Allophylus cobbe yaprak ekstraktini kullanarak AgNP'
lerin sentezi igin basit, giivenilir, uygun maliyetli ve ¢evreci bir yontem kullanmislardir.
AgNP’lerin karakterizasyonu belirlemek i¢in UV-vis spektroskopisi, TEM, XRD, XPS (X-
1511 fotoelektron spektroskopisi) ve DLS (Dinamik 1s1k sacilimi) ile belirlemiglerdir. UV-
vis spektrumlar1 yaklasik olarak 420 nm'de yiizey plazmon rezonanst (SPR) vermistir ve
yaklasik olarak ortalama nanopartikiil boyutu 5 nm olarak belirlemislerdir. Calismada,
AgNP' lerin antibakteriyel ve antibiyofilm aktivitesi veya AgNP'lerin bir antibiyotik ile
kombinasyonlart in vitro 6ldiirme deneyi, disk difiizyon yontemi, MIK ve doku kiiltiirii
plakasi yontemi (TCP) kullanilarak biyofilm aktivitesinin belirlenmesi ile test etmiglerdir.
Gram negatif bakteriler (Pseudomonas aeruginosa ve Shigella flexneri) ampisilin ile; Gram
pozitif bakteriler (Staphylococcus aureus ve Streptococcus pneumoniae) vankomisin ile
daha belirgin antibakteriyel artis gdsterdigini test etmislerdir. Oldiiriicii olmayan antibiyotik
konsantrasyonlarinin AgNP' ler ile kombinasyonu, tek basina antibiyotikler veya AgNP'lere
gore hiicre Oliimiinii 6nemli Ol¢lide arttirmis ve ROS iiretimini artirmistir. Bu sonuglar,
antibiyotiklerin ve AgNP'lerin sinerjik veya artmis etkileri i¢in olasi bir mekanizma

saglayabilecegini gostermislerdir.

Munusamy vd. (2015) yaptiklari ¢alismada, Solanum trilobatum bitkisinin olgunlasmamis
meyvelerini kullanarak AgNP basit ve ¢evre dostu bir yontemle sentezlemislerdir.
Sentezlenen AgNP’ lerin karakterizasyonu Uv-vis spektroskopisi, SEM, EDX, XRD, FT-IR
ve TEM ile belirlenmistir. UV-vis absorpsiyon spektrumlari 432 nm' de SPR
gostermislerdir. Antibakteriyel aktivite insan patojenik bakterilere kars1 agar kuyu difiizyon
yontemi ile test etmislerdir. Antikanser aktiviteyi belirlemek icin MCF-7 hiicre hatt1 ile MTT
yontemini  kullanarak test etmislerdir ve propidium iyodiir boyama yaparak
yogunlastirilmig/pargalanmis ¢ekirdekli apoptotik hiicreleri belirlemislerdir. Bunlarin yani
sira Western Blot Analizi ve Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)
ile de testler yapmuslardir. Sonug olarak, sentezlenmis AgNP' lerin miikemmel antibakteriyel
ve antikanser 6zelligi oldugunu gostermislerdir. Ayrica insan patojenik bakterilerine ve

insan  gogiis  kanseri  hiicre hatt  MCF-7'  ye karst etkisi  oldugunu
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gozlemlemislerdir. AgNP’lerin ilag dagitimi, gida ve ilag endiistrilerinde kullanilabilecegini

gostermislerdir.

Zande vd. (2016) yaptiklar1 ¢alismanin amaci farkli dokulardan tiiretilen epitel hiicrelerinin
benzer yanitlar gosterip gostermedigini degerlendirmek ve AgNP'lere maruz kaldiktan sonra
Caco-2 ve MCF-7 hiicrelerindeki hiicresel molekiiler yanitlar1 daha derinlemesine
incelemektir. Sentezlenen AgNP’lerin karakterizasyonu SEM (MIRA) ile analiz edilmistir.
Hiicre canlilig1 deneyleri ( n =3), bir WST-1 canlilik deneyi kullanilarak analiz edilmistir.
ICP-MS olgiimii, Ag * ve AgNP'ler arasinda veya hiicresel iliskili glimiis ile i¢sellestirilmis
giimiis arasinda ayrim yapilmasina izin vermedigi i¢in hiicrelerle AgNP etkilesimlerini
gorsellestirmek icin CM ve TEM analizi kullanilmistir. CM  her iki hiicre tipinde
lizozomlarla kismi ortak lokalizasyon ile 6 saat maruz kaldiktan sonra hiicrelerin i¢indeki
cesitli diizlemlerde Ag-60 ve Ag-110 NP'lerin varligini agik¢a gostermistir. MCF-7 hiicreleri
ile karsilagtirildiginda, Caco-2 hiicreleri AgNP'lere kars1 daha yiiksek bir hassasiyet, daha
yavas gen ekspresyon kinetigi ve NP boyutuna baglh yanitlarin yoklugunu
gostermistir. Bununla birlikte, molekiiler diizeyde, iki hiicre tipi arasinda 6nemli bir fark
gozlenmemistir. Transkriptomik analiz, Ag (NP) maruziyetinin (oksidatif) stres tepkilerine
neden oldugunu ve muhtemelen her iki hiicre hattinda hiicre oliimiine yol actigini
gostermistir. AgNP'lere yanitlarin, AgNP'lerden salinan giimils iyonlar1 tarafindan
indiiklendigi goriilmistiir. Sonug olarak, Caco-2 ve MCF-7 hiicreleri arasindaki AgNP'lere
karst mRNA yanitlarindaki farkliliklar temelde zaman ve biiyiikliik ile ilgili oldugunu ve

farkli temel mekanizma ile ilgili oldugunu gostermislerdir.

Khatami vd. (2018) yaptiklari ¢aligmada, ¢im atiklarini kullanarak yesil sentez yontemi ile
AgNP sentezlemiglerdir. Sentezlenen AgNP’lerin karakterizasyonu UV-vis spektroskopisi,
XRD ve TEM ile belirlemislerdir. Ortalama nanopartikiil boyutunu yaklasik 15 nm olarak
belirlemislerdir. Antimikrobiyal aktiviteyi belirlerken MIK ve MBK degerlerini belirlemek
icin broth makro-seyreltme yontemi kullanmislardir. Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin
antifungal etkileri Fusarium solani ve Rhizoctonia solani kiiltiirleri {izerinde agar seyreltme
yontemi kullanilarak degerlendirmislerdir. Antikanser aktiviteyi belirlemek i¢in MTT testi
ile MCF-7 hiicre hatt1 kullanarak belirlemislerdir. Sonug olarak, AgNP' lerin Pseudomonas
aeruginosa ve Acinetobacter baumannii' ye kars1 MIK degeri yaklasik 3 ug/ml olarak
hesaplamiglardir ve Fusarium solani' ye karsi en yiiksek inhibitor etkisi 20 pg/ml AgNP

konsantrasyonunda % 90" a yakin oldugunu belirlemislerdir. Kanser hiicresi biiylimesi
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tizerinde inhibe edici bir etkiye, AgNP konsantrasyonunun 5 pg/ml'ye yiikseltilmesiyle
ulastiklarin1 ve bu sayede kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi yaklasik % 30 azaldigim
gostermislerdir. MCF-7 hiicre hattinin Cyclin D1 proteininin ekspresyonunun etkili AgNP

konsantrasyonu ile tedaviden sonra azaldigini gostermiglerdir.

Kumar vd. (2018) yaptiklar1 galismada, Hydnocarpus pentandra yaprak ekstrakti kullanarak
yesil sentez yontemiyle AgNP sentezlemislerdir. AgNP’ lerin karakterizasyonu UV-vis
spektrofotometri ve SEM ile belirlemislerdir. UV-vis spektral analiz, 438 nm'de SPR
verdigini gostermislerdir ve SEM analizi ile yaklasik ortalama AgNP boyutunun 141-202
nm araliginda bir boyuta sahip kiiresel sekilli oldugunu gostermislerdir. AgNP’ lerin
antioksidan aktivitesi DPPH yontemi kullanilarak test etmislerdir ve doza bagli olarak
antioksidan aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Antikanser aktiviteyi belirlemek i¢in MTT
testi MCF-7 hiicre hatti ile test etmislerdir. Sonug olarak, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin
canliligini doza bagl olarak verimli bir sekilde azalttigin1 ve mitkemmel anti-kanser aktivite
gosterdigini belirtmiglerdir. Mevcut ¢alisma verileri, yesil sentezlenmis AgNP' lerin kanser

tedavisi i¢in alternatif tip olarak kabul edilebilecegini gostermislerdir.

Adebayo-Tayo vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada, Oscillatoria sp. metanol ekstresi kullanarak
AgNP’lerin yesil sentezini yapmuslardir. AgNP’lerin karakterizasyonunu UV-vis
spektrofotometri, FTIR, SEM, Termogravimetri, EDX ve DLS ile belirlemislerdir. UV-vis
spektrumlari yaklasik olarak 500 nm’ de SPR verdigini ve ortalama AgNP boyutunu 10 nm
olarak belirlemislerdir. AgNP’lerin antibakteriyel aktiviteleri agar kuyucuk difiizyon
yontemi kullanilarak ve Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Citrobacter sp., Salmonella typhi ve test patojeni olarak Bacillus cereus bakteri suslarini
kullanarak belirlemislerdir. AgNP’ lerin toksisitesini belirlemek i¢in ise larva nauplii i¢in
tuzlu su karidesi letalite testi kullanmislardir. Sonug olarak, test patojenlerine karsi giiglii bir
antibakteriyel ve antibiyofilm aktivite sergilerken kenar karidesine kars1 diisiik sitotoksisite
sergiledigini tespit etmislerdir. Bu sonug, 1siya dayanikli nano iirlinlerin iretimini ve
digerleri arasinda nanokateterler gibi tibbi cihazlarin liretiminde bir antibakteriyel ajan

olarak kullanilmasini timit verici bir nanomateryal yapacagini belirtmiglerdir.

Behravan vd. (2019) yaptiklar1 ¢alismada, Berberis vulgaris yapragi ve kok kisimlarini
kullanarak AgNP’lerin yesil sentezini yapmiglardir. AgNP’lerin karakterizasyonunu UV-vis
spektrofotometri, XRD, TEM ve DLS ile belirlemislerdir. XRDve TEM sonuglarina gore,
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nanopartikiillerin kiiresel sekillere ve 30-70 nm boyutlarina sahip oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica bu nanopartikiillerin antibakteriyel etkisi, Escherichia coli ve Staphylococcus aureus
bakteri suslar1 iizerinde Disk difiizyon testi ve Minimum inhibisyon konsantrasyon testi
(MIK) ile calisilmistir. Antibakteriyel testler, bu nanopartikiillerin diger bitki
ekstraktlarindan daha fazla antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Sonug
olarak, Berberis vulgaris bitki ekstrakti kullanilarak giimiis nanopartikiillerin biyosentezinin
temiz, ucuz ve giivenli bir yontem oldugunu ve herhangi bir toksik madde kullanilmadigini
gostermislerdir. Bu yiizden de yan etkilerinin olmadigini ve bu nanopartikiillerin yiiksek bir

antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir.

David vd. (2019) yaptiklar1 calismada, Malus domestica yaprak ekstrakti kullanilarak yesil
sentez yontemiyle AgNP sentezi yapmislardir. AgNP’lerin karakterizasyonunu UV-vis
spektroskopisi, XRD, TEM ve FT-IR kullanarak analiz etmislerdir. AgNP' lerin olusumunu
gosteren ve glimiisiin ylizey plazmonuna karsilik gelen 425 nm' de absorpsiyon piki
gozlemlemislerdir ve AgNP' lerin yaklagik 50-107 nm araliginda ¢ok kiiresel sekilli ve ¢ok
daginik nanopartikiiller oldugunu belirtmislerdir ayn1 zamanda FTIR analizi ile flavonoidler,
terpenoidler, alkaloidler, saponinler, tanenler ve fenolik bilesiklerin varligim
dogruladiklarin1 gostermislerdir. AgNP'lerin sitotoksik etkisi MTT testi ile ¢alisilmis ve
antioksidan etkinligi DPPH, nitrik oksit radikali ve fosfomolibdat testleri ile
degerlendirilmistir. Ayrica, yesil sentezlenmis nanopartikiiller, coklu ilaca direngli klinik
izolatlara kars1t antibakteriyel aktiviteleri acisindan degerlendirilmistir. Sonug olarak,
AgNP'ler ¢oklu ilaca direngli bakteri susuna karsi doza bagl antioksidan aktivite ve
antimikrobiyal aktivite ortaya koydugunu ve in vitro ¢alismalar ile bitki-AgNP ile muamele
edilmis MCF-7 hiicre hattinin doza bagli sitotoksik etkilerini ortaya ¢iktigini test etmislerdir.
Bu veriler, bitki-AgNP' lerin potansiyel bir antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksisite

aktivitesine sahip oldugunu kuvvetle géstermis oldugunu belirtmislerdir.

Tripathy vd. (2019) yaptiklari ¢alismada, Dicoma anomala bitkisinin kok ekstraktini
kullanilarak farkli yontemlerle giimiis nanopartikiilleri sentezlemislerdir. AgNP’lerin
karakterizasyonunu UV-vis spektroskopisi, XRD, EDX ve FT-IR kullanarak analiz
etmiglerdir.  AgNP'lerin  antikanser aktivitesini, MCF-7 hiicre hattina  Kkarsi
degerlendirmislerdir. Ayrica AgNP-konjuge seskiterpenin antiparazitik —aktivitesini
belirlemislerdir. Sonug olarak, kok ekstrakti kullanilarak sentezlenen AgNP'ler, meme

kanseri hiicrelerinde oksidatif hasara neden olmustur ve AgNP-konjuge seskiterpenin
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Plasmodium falciparum NF54 susuna kars1 daha iyi antiparazitik aktivite gosterdigini ortaya
cikarmigtir. Bu bulgular, AgNP'lerin ve seskiterpenin antimadde adaylar1 olarak potansiyel
ipuclar1 haline getirilmesi ve bu seskiterpenlerden biyolojik olarak yararlanabilmek i¢in daha

derinlemesine arastirmaya ihtiya¢ oldugunu gostermektedir.

Ahn ve Park (2020)’1n yaptiklar: ¢alismada 58 bitki drnegi ile AgNP’lerin yesil sentezini
gerceklestirmislerdir. Areca catechu, Hypotrachyna laevigata, Ardisia incarnata, Maesa
calophylla, Maesa laxiflora ve Adinandra poilanei ekstraktlar1 ile sentezlenen 6 AgNP
ornegini se¢mislerdir. Dikkate deger bir sekilde, bu 6 6ziit diger 6ziitlerden daha yiiksek 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil radikal stipiirme aktivitesi ve indirgeme giicii sergilemistir. Ayrica,
secilen 6 ekstraktta toplam fenolik bilesiklerin ve indirgeyici sekerlerin icerikleri de diger
ekstraktlardakinden daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir. Segilen 6 AgNP 6rnegi, 416-
438 nm araliginda gii¢lii ylizey plazmon rezonansi gostermistir. Alan Emisyonlu Taramali
Elektron Mikroskobu (FE-SEM) goriintiileri ile 6l¢iildiigi tizere, timi 12.5 = 1.0 nm'den
21.3 + 4.9 nm'ye kadar ortalama bir boyuta sahip ve kiiresel sekillere sahip oldugunu
gostermislerdir. A549 ve HeLa hiicrelerinde sitotoksisite degerlendirmesi ve reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusumu, Ardisia incarnata, Maesa calophylla ve Maesa laxiflora
tarafindan hazirlanan AgNP 6rneklerinin, segilen 6 AgNP 6rnegi arasinda nispeten yliksek
sitotoksisite ve fazla ROS iretimi oldugunu gostermislerdir. AgNP 6rneklerinin A549 ve
HeLa hiicrelerine maruz kalmasi, ¢ogunlukla nekrozdan ve ge¢ apoptozdan kaynaklanan
hiicre dliimiiyle sonuglandigini gostermislerdir. Sonug olarak, yesil sentezlenen AgNP'ler
hiicre 6liimiine neden olmustur ve bu da antikanser nanotipin gelisimi hakkinda yeni bir fikir

sunabilecek antikanser umutlarini diisiindiirmektedir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyaller

3.1.1 Bitki Materyali

Bu ¢alismada Ruscus aculeatus L. bitkisinin yapraklart kullanilmistir. Calismada kullanilan
bitki 6rnegi Prof. Dr. Ali Savas Biilbiil tarafindan Karadeniz'in kuzeybati kiyisinda 41° 53'
kuzey enlemi ile 32° 45' dogu boylami arasinda yer alan Bartin ili ve merkezinde bulunan
Balamba mevkiinden toplanarak teshisi yapilmistir.

Derece arac yolu

Derege arag yolu

Sekil 3.1: Bartin ili ve Balamba mevkii (Atesoglu, 2008).
3.1.2 Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar
Calismada yiiriitiilen deneysel siiregler Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji
ve Genetik Boliimii laboratuvarlarinda ve Kahramanmaras Siitcii imam Universitesi Fen

Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii laboratuvarlarinda, 2020/1-7 YLS nolu proje destegi

alinmig olup calismalar gergeklestirilmistir.

31



Tablo 3.1: Kullanilan Sarf Malzemeler

Materyal Adi Markasi Kullamm Amaci
LB Broth (Miller) Merck | Mikroorganizma suslarmin canlandirilmasinda ve MIK
asamasinda besiyeri olarak kulanildi.
Mueller Hinton Agar Merck | Bakteri suslarinin uygun ortam kosullarinda
(MHA) tiremelerini saglamak i¢in kullanilan kat1 besiyeridir
Etanol Merck | Calisilacak yerlerin sterilizasyonunda, antibiyofilm
calismasinda kullanildi.
Metanol Merck | Antibiyofilm agamasinda fiksasyon amaciyla
kullanildi.
Kristal Viyole Norateks | Antibiyofilm asamasinda kullanildi.
Glasiyel Asetik Asit Sigma | Gr (+) bakterilerin oldugu kuyucuklarin biyofilm
olusumunu ne kadar engelledigini 6l¢cmede kullanild.
Giimiis Nitrat Merck | AgNP sentezinde kullanildi.
DMEM HyClone | Hiicre kiiltiiriinde besiyeri hazirlamada kullanildi.
Tripsin EDTA HyClone | Hiicre kiiltiiriinde kullanildi.
FBS HyClone | Hiicre kiiltiiriinde besiyeri hazirlamada kullanildi.
PBS HyClone | Hiicre kiiltiiriinde kullanildi.
Penicilin/Streptomisin HyClone | Hiicre kiiltiiriinde besiyeri hazirlamada kullanildi.
Dimetil Siilfoksit HyClone | Hiicre kiiltiiriinde kullanildi.
Cell Freezing Medium- HyClone | Hiicre kiiltiiriinde kullanildi.
DMSO
MTT HyClone | Hiicre canliliginin degerlendirilmesi i¢in kullanildu.
Insiilin Sigma | Hiicre kiiltiiriinde kullanild.
Tablo 3.2: Kullanilan Cihazlar
Materyal Adi Markasi Kullanim Amaci
Uv-vis Spektroskopisi Thermo Scientific | Bakterilerin optik yogunluk degerlerinin
(Spektrofotometre) Multiskan GO (OD) 6l¢iilmesinde, mikroorganizmalarin
absorbans 6l¢iimiinde, antibiyofilm ile ilgili
o6lciimlerde ve sentezlenen AgNP’lerin
absorbans 6l¢limiinde kullanildi.
XRD (X Isin1 Kirinimi) SMARTLAB Sentezlenen agNP’lerin karakterizasyonunu
RIGAKU belirlemek, madde fazini ve kristal
yapisinin analizi i¢in kullanildi.
SEM (Taramali Elektron MALA3 XMU Sentezlenen agNP’lerin morfolojik
Mikroskopisi) TESCAN Ozelliklerini belirlemek i¢in kullanildi.
FT-IR (Fourier Doniigiimlii Perkin Elmer Sentezlenen agNP’lerin spektrumdaki tepe

Kizilétesi Spektroskopisi)

Spectrum markali
Infrared (IR)

noktalarindan farkli fonksiyonel gruplar
hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanildu.

Spektrofotometresi
Manyetik karigtirict Dragonlab Tiim besiyerlerin ¢6ziicii igerisinde iyice
MSH-Pro ¢Oziinmesini saglamada ve diger tiim
¢ozeltilerin uygun sicaklikta calkalama
iglemlerinde kullanildi.

Densitometer Den-1 Biosan Mikroorganizma bulanikliliginin
McFarland 0.5 standart 6l¢timiinde
kullanild.

Hassas terazi Shimadzu Calismada yapilan tiim tartim iglemlerinde

AUW?220D kullanild
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Otoklav

Niive
SteamArt

Calismada kullanilan baz1 malzemelerin ve
besiyerlerinin sterilizasyonunda ve ayrica
kullanilan bakteri plaklarinin steril edilip
imha edilmesinde kullanildi.

Vorteks

Stuart BioCote

Bakteri soliisyonlari, bitki ekstraktlari ve
bazi kimyasallarin kullanilmadan 6nce
calkalanmasinda kullanildi.

Laminar kabin Biobase Sterilizasyon gerektirecek tiim ¢aligsmalarda
(bakteri ekimi hari¢) kontaminasyon riskini
en aza indirmek i¢in kullanildi.

Etiiv Niive EN 400 Mikroorganizmalarin uygun sicaklikta

iiremelerini saglamak i¢in kullanildi.

Mikroplate Thermo Scientific | Bitki ekstraktinin ve sentezlenen agNP’iin
seyreltik derigimlerinin antimikrobiyal,
antibiyofilm ve antikanser aktivitelerini
incelemede kullanildi.

Mikropipet Nichoryo, Mikroorganizma ve ekstraktlarin esit

Nichipet EX 1l miktarda aktarilmasinda kullanildi.
Enjektor Ayset S1v1 broth besiyerini cam tiiplere esit

miktarda koymak ve bitki ekstraktinin
filtreden gecirilmesi isleminde kullanildi.

Membran filtre

Minisart Sartorius

Bitki ekstraktlarin herhangi bir

CE 0.45 pum kontaminasyona kars sterilligin
saglanmasinda kullanildi.
Steril svap True Line Ekim yaparken kullanildi.
(145%2,2 mm)
Santrifiij MIPRO AgNP sentezi yapilirken kullanildi.
Ph metre HANNA AgNP sentezi yapilirken ¢ozeltinin Ph
Instruments Olglimii i¢in kullanildi.
HI 2211
Ultrasonikatdr DAWE AgNP sentezinden sonra hazirlanan
¢oOzeltinin daha iyi ¢oziinebilmesi i¢in
kullanild.
Calkalamali Inkiibator STIK Mikroorganizmalarin uygun sicaklikta

Incubator Shaker
Series PSE- T150

iiremelerini saglamak i¢in kullanild.

Destile su cihazi

Thermo Scientific
Smart2Pure 6 UV

Cozelti hazirlamada ve tiim asamalarda
kullanild.

CO2’li Inkiibatér

Heal Force
HF90

Hiicre kiiltiirlerinin {iretilmesi, gelistirilmesi
ve muhafaza edilmesi amaciyla kullanildi
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3.1.3 Kullamlan Mikroorganizmalar

Bu calismada bitki ekstraktinin ve sentezlenen AgNP’lerin antimikrobiyal ve antibiyofilm

aktiviteleri 15 bakteri tiirii lizerinde test edilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Calismada kullanilan mikroorganizmalarin listesi

Mikroorganizma Suslarinin Adlari Suslarin Gram Tiirleri ve Sekilleri
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 Gram negatif, Cubuk
Salmonella infantis Gram negatif, Cubuk
Klebsiella pneumoniae Gram negatif, Cubuk
Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071 Gram negatif, Cubuk
Salmonella kentucky Gram negatif, Cubuk
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Gram pozitif, Kokus
Listeria innocua Gram pozitif, Cubuk
Salmonella enteritidis ATCC 13075 Gram negatif, Cubuk
Enterococcus durans Gram pozitif, Kokus
Salmonella typhimurium Gram negatif, Cubuk
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Gram pozitif, Kokus
Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044 Gram pozitif, Kokus
Bacillus subtilis DSMZ 1971 Gram pozitif, Cubuk
Escherichia coli CFAI ATCC 25922 Gram negatif, Cubuk
Saratia marrescens ATCC 13048 Gram negatif, Cubuk

ATCC: Amerikan Tiirti Kiiltiir Koleksiyonu.
DSMZ: Alman Hiicre Kiiltiirii ve Mikroorganizma Koleksiyonu.
CFALI: Kolonizasyon Faktor Ajan I.
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3.2 Yontem

3.2.1 Bitki Ornegi ve Ekstraktinin Hazirlanmasi

Caligmada kullanilan bitki 6rnegi toplanip tiir teshisi yapildiktan sonra kullanilacak olan
bitki kism1 musluk suyunda iyice yikanarak serin ve rutubetsiz ortamda kurutulup

ogiitiilmeye hazir hale getirildi.

Oda sicakliginda kurutulmus olan bitkinin ekstraktini hazirlamak amaciyla ¢oziicii olarak
distile su kullanildi. Bitkinin yaprak kismi sivi azot yardimiyla havanda ezilerek 6giittildi
(Sekil 3.2).

Sekil 3.2: Kurutulmus bitki 6rneginin s1vi azotla dgiitiilmesi.

Ogiitiilen bitki 6rneginden 10 gr tartildi ve ¢dziicii olarak 150 ml distile su kullanilda.
Manyetik 1sitict da 80 °C ayarlanarak 4 saat boyunca ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Siire
sonunda filtre kagitlar kullanilarak siizme islemi yapildi (Sekil 3.2). Bu islemden sonra elde

edilen ekstrakt kullanilmak tizere +4°C’ye konuldu.
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Sekil 3.3: A) Bitki ekstraksiyon ¢ozeltisi B) Bitki ekstraktinin filtre kagit ile siizme islemi

3.2.2 Yesil Sentez Yontemiyle AgNP’ lerin Biyolojik Sentezi

Kurutulmus bitki yapraklart havanda ezilerek toz haline getirildi ve 10 gr tartilarak iizerine
distile su eklendi. Manyetik 1sitic1 da 4-5 saat boyunca ekstraksiyon islemine tabi tutuldu ve
siire sonunda filtre kagitlar kullanilarak siizme islemi yapildi. Hazirlanan 6ziitten 60 ml
alinarak tizerine, 1 mM glimiis nitrat (AgNO3) ¢ozeltisi eklendi. Karigim manyetik 1sitict da
1 saat boyunca renk degisimi ger¢eklesene kadar karistirildi. Renk degisimi gozlendikten
sonra karisim 13.000 rpm’ de 15 dk santrifiij edildi ve bu sayede nanopartikiiller diger
organik molekiillerden arindirilmis oldu. Her seferinde slipernatantin1 dokerek iizerine tekrar
hazirlanan ¢ozeltiden eklendi. Son olarak dipte kalan kisim etiivde 35 °C’de kurutuldu

(Korkmaz ve ark., 2019). Biyolojik sentez Sekil 3.4’de gosterilmistir.
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Sekil 3.4: Bitki ekstrakti kullanilarak AgNP sentezi. A) AgNO3 B) Bitki ekstrakti C)
AgNOQO:s + bitki ekstrakti kompleksi D) AgNOs ¢ozeltisi ile muamele edilen bitki
ekstraktinin 1 saat bekledikten sonra ¢ekilmis goriintiisii

3.2.3 Sentezlenen AgNP’lerin Karakterizasyonu

Yesil sentez yontemi ile sentezlenen AgNP’lerin karakterizasyonlarinin belirlenebilmesi igin
Uv-vis Spektroskopisi, XRD (X Isin1 Kirinimi), SEM (Taramali Elektron Mikroskopisi) ve
FT-IR (Fourier Doniisiimlii Kiz1l6tesi Spektroskopisi) kullanilmistir.

Uv-vis analizinde spektoskopik Ol¢iimlerin alinmasi i¢in Thermo Scientific Multiskan GO
kullanilmistir ve 300 ila 800 nm araliginda 6l¢iim yapilmistir. Yesil sentez ile elde edilen
nanoparcaciklar 1, 24, 48 saatlik ¢alisma numuneleri alinmis ve analiz edilmistir. Analiz
islemi Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir.

X-151m1 difaksiyonu (XRD) analizi madde faz1 ve kristal yapisinin analizi i¢in gereklidir.
Analiz islemi Bartin Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

SEM analizinde mikro resimleri almak ve analiz etmek i¢in alan emisyon taramali elektron
mikroskopu kullanilmistir. Analiz islemi Bartin Universitesi Merkezi Arastirma

Laboratuvarinda gercgeklestirilmistir.

FT-IR analizinde AgNP’lerin biyolojik indirgenmesinden ve stabilizasyonundan sorumlu
molekiillerdeki ¢esitli fonksiyonel gruplarin varligi, yapmin aromatik ya da alifatik olup

olmadigl, yapidaki baglarin durumu ve baglanma yerleri belirlenmistir. Analiz islemi
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Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi, Universite-Sanayi-Kamu Isbirligi Gelistirme

Uygulama ve Arastirma Merkezi (USKIM)’de hizmet alim1 seklinde yaptirilmistir.

3.3 Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

3.3.1 Disk Difiizyon Yontemi

AgNP’nin ve yaprak ekstraktinin antimikrobiyal aktivite denemeleri disk difiizyon yontemi
ile analiz edilmistir (Hudzicki, 2009). Calismada 6 adet Gram pozitif ve 9 adet Gram negatif

bakteri olmak tizere toplam 15 mikroorganizma kullanilmistir.

Kurutulan AgNP’den 0.2 gr tartilarak, 10 ml distile su (dH20) iginde ultrasonikatorde
¢ozdiiriilmistiir ve hazirlanan bitki ekstraktindan 50 ml falcon tiipiine alinmstir (Sekil 3.4).
Hazirlanan ¢ozeltiler steril bos kagit disklere emdirilmistir. Pozitif kontrol amagli,
antibiyotik ilaglardan hazirlanan Tetrasiklin (TE: 10 mg/ml) etkin maddesini igeren
antibiyotik diskler kullanilmistir (Sekil 3.5).

Sekil 3.5: AgNP ve bitki ekstrakti ¢ozeltileri
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Sekil 3.6: Disklere emdirilmis; A) AgNP B) Bitki ekstrakt1 C) (Pozitif kontrol)
Tetracycline

Stok mikroorganizmalardan alinan suslar Luria Bertoni (LB) broth besiyeri igerisinde
stispanse edildi ve 16-18 saat boyunca galkalamali inkiibator igerisinde bekletildi. Bu siire
tamamlandiktan sonra mikroorganizma suslarina 0.5 hiicre/ml McFarland bulaniklik testi
yapildt ve 1,5 x 108 hiicre/ml mikroorganizma igeren diliisyon hazirlandi. Bakteri
diliisyonlar1 i¢in Mueller Hinton Agar (MHA) kati besiyeri hazirlandi. Daha sonra petrilerin
yiizeyine tek kullanimlik steril swap yardimiyla ekimleri yapildi. AgNP ve bitki 6ziitii igeren
diskler, petrilere uygun sekilde konuldu (Sekil 3.6). Bakteriler 37°C’de 16-18 saat
inkiibatore birakildi ve siire sonunda diskler etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplar1 cetvel
yardimiyla oOl¢iildii. Calisma, AgNP ve bitki ekstrakti i¢in {i¢ tekrarli olacak sekilde

gerceklestirildi ve sonuglarin aritmetik ortalamasi ile standart sapmalar1 hesaplandi.

Sekil 3.7: A) Bitki 6ziitii iceren disklerin besiyerine ekimi B) AgNP igeren disklerin
besiyerine ekimi
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3.3.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK)

Bitki ekstraktinin ve AgNP’nin minimum inhibisyon konsantrasyon degerleri, steril 96
kuyucuktan olusan mikroplaklar kullanilarak tespit edildi. Bunun i¢in, mikroorganizmalarin
giinlik sivi kiiltiirlerinden alinan soliisyonlar, McFarland 0.5 bulaniklik testi yapilarak
1,5x10° cell/ml olacak sekilde hazirlandi.

Mikroplaklarin ilk kuyucuklarina 100 ul LB Broth ve iizerine 100 pul AgNP ve bitki 6ziiti
(%100’ lik) pipetlenip karistirildiktan sonra 100 pl alinarak bir sonraki kuyucuga pipetleme
yapildi ve bu seyreltmelere son kuyucuga kadar devam edilerek her kuyucuktaki
konsantrasyon bir Oncekinin yaris1 olacak sekilde ayarlandi. Bitki 6ziitii i¢in bu
konsantrasyon 100 mg/ml, 50 mg/ml, 25 mg/ml, 12.5 mg/ml, 6.25 mg/ml, 3.12 mg/ml ‘dir
ve AgNP i¢in ise 1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.25 mg/ml, 0.125 mg/ml, 0.0625 mg/ml, 0.03125
mg/ml’ dir. Son olarak negatif kontroliin bulundugu kuyucuk hari¢ tiim kuyucuklara 10 pl
mikroorganizma ilave edildi. Bdylece 1-6. kuyucuklarda besiyeri, soliisyonlar ve
mikroorganizma bulunurken 7. kuyucuk pozitif kontrolii, 8.kuyucuk ise negatif kontrolii
icermektedir. Bu asamalar tamamlandiktan sonra mikroplaklar 37°C’de 18 saat inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda spektrofotometre cihazinda 600 nm’de 6l¢iim yapildi. Calisma,

AgNP ve bitki 6ziitii i¢in ii¢ tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi.

3.3.3 Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK)

Calismada kullanilan bitki 6ziitlinlin ve AgNP’nin mikroorganizmalara karst minimum
inhibisyon konsantrasyonlarim1  (MIK) belirledikten sonra minimum bakterisidal
konsantrasyonlart  (MBK) incelendi. MIK  degerleri  belirlendikten  sonra
mikroorganizmalarin liremedigi kuyucuklar tespit edilerek buralardan steril 6ze yardimiyla
ornekler alinipp MHA kat1 besiyerlerine ekimleri yapildi. Daha sonra 37°C’de 16-18 saat
boyunca inkiibasyona birakildi. Bu siire tamamlandiktan sonra, besiyerlerine inokiile edilen
orneklerin, bakterilerin %99,9’nu dldiiren, minimum antimikrobiyal madde konsantrasyonu
MBK degeri olarak kabul edildi. Deneysel ¢alismalar AgNP ve bitki 6ziitii i¢in ti¢ tekrarl
olacak sekilde gerceklestirildi.
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3.4 Antibiyofilm Aktivitelerinin Belirlenmesi

Biyofilmler, bir yiizeye yapisarak kendi lrettikleri polimerik yapida jelsi bir tabaka i¢inde
yasayan mikroorganizmalarin olusturdugu topluluk olarak tanimlanabilmektedir (Giin ve
Ekinci, 2009). 37°C’de 48 boyunca 96 kuyucuklu mikroplate igerisinde inkiibasyona
birakilan tiim bakteriler siire tamamlandiktan sonra tamamen bosaltild1 ve tiim kuyucuklarin
icerisine dH2O konulup 2-3 defa tekrar edilerek kuyucuklar yikandi. Daha sonra mikroplate
kurumasi i¢in oda sicakliginda bekletildi. Kuruyan kuyucuklara 130 ul %95°lik metanol
eklenerek, 15 dakika boyunca fiksasyon igin bekletildi ve siire sonunda kuyucuklarda
bulunan metanol bosaltilarak tekrar kurumaya birakildi. Daha sonra kuyucuklara %0, 1’lik
kristal viyole ¢ozeltisinden 125 pl konulup 10 dakika boyunca oda kosullarinda bekletildi
ve bu siire de tamamlandiginda mikroplate 2-3 defa dH-O ile yikanip, kurumaya birakildi.

Kuruyan kuyucuklara tutunan bakterilerin ¢oziinmesi amaciyla gram pozitif bakteri igeren
kuyucuklara %33’liik glasiyel asetik asit ¢ozeltisinden 200 pl, gram negatif bakteri iceren
kuyucuklara %95°lik etanol cozeltisinden 200 pl konulup oda kosullarinda 15 dakika
bekletildi. Bu islemlerin hepsi pozitif kontrol iginde uygulandi. Deneysel siireg
tamamlandiktan sonra spektrofotometre cihazinda 600 nm’de 6l¢iim yapildi. Uygulanan
bitki 6ziitliniin ve AgNP’nin, antibiyofilm {izerindeki etkisi pozitif kontrolden elde edilen
veriler ile karsilastirilarak biyofilm inhibisyonunun % azalma degeri hesaplandi. % Azalma:

(K-O)/K)x100 formiiliine gore hesaplanmistir. Bu formiile gore;

K: Pozitif kontrol kuyucugu
O: Test kuyucuklar.

3.4.2. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmeler IBM SPSS Statistics 23.0 (SPSS Inc; Chicago, IL, ABD)
programi kullanilarak yapilmistir. Tanimlayic istatistikler olarak ortalama, standart sapma
ve yiizde dagilimlart verilmistir. Calismadan elde edilen bitki ve AgNP antibiyofilm
olusumu etkinligi verileri Pearson korelasyon analizi yapilarak yorumlanmistir. p degerinin

<0.05 ve <0.01 olmasi istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3.5 Antikanser Aktivitelerinin Belirlenmesi

Calismamizda insan meme kanseri hiicre serisi (MCF-7) ve insan umblikal ven endotel
hiicreleri (HUVEC) kullanilmustir.

3.5.1 Hiicre Kiiltiirii

-80°C’de dondurularak muhafaza edilen hiicre hatlarinin ¢6ziinmesi saglandi1 ve akabinde
MCF-7 hiicre hatt1 icin DMEM, %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ve %1 insiilin igeren
ve HUVEC hiicre hatti icin DMEM, %10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin iceren falkon
tiiplerine hizl bir sekilde alindi. Falkon icerisindeki hiicreler 5 dakika boyunca 1000 rpm’de
santrifiij edildi. Siipernatant atilarak kalan pellet {izerine her bir hiicre hatt1 i¢in uygun
tamamlanmis besiyerleri eklenerek dikkatli bir sekilde pipetaj yapildi. Hiicrelerin
yogunluguna bagli olarak uygun santimetrekiipliik flasklara hiicreler ekildi. Flask igerisine
ekilen hiicrelerin inkiibasyonu 37 °C’de % 5 CO> igeren inkiibatorde gergeklestirildi. Her iki
hiicrenin medyumlart haftada iki defa degistirildi. Hiicrelerin canliligi %1 tripan blue
kullanilarak inverted mikroskopta incelenerek belirlendi. Mikroskopta incelenen hiicreler

flask yiizeyini %80 oraninda kapladig: esnada pasajlama islemi yapildu.

Pasajlama islemi yapilirken ilk asama da flaski Olii hiicrelerden ve tamamlanmis
besiyerinden uzaklastirmak icin PBS ile yikama yapilmis olup flask ylizeyine yapisan
hiicreleri tripsin-EDTA ile muamele ederek 5 dakika boyunca inkiibatorde bekletildi.
Mikroskop altinda hiicrelerin flask yilizeyinden ayrildiklar tespit edildikten sonra yaklagik 3
ml kadar tamamlanmis besiyeri igeren steril falkon igerisine aktarilmis ve 5 dakika boyunca
1000 rpm’de santrifiij edilmistir. Santifiij sonrasinda silipernatant uzaklastirilmis olup
pelletlerin iizerine tamamlanmis besiyerine eklenip yavas bir sekilde pipetaj yapildiktan
sonra yeni flasklara yeni besiyeri eklenerek {izerine eklenmistir. Flaska ekilen hiicrelerin

inkiibasyonu ayni kosullar altinda gerceklestirilmistir.

Deneylerde pasajlanan hiicreler kullanildiktan sonra kalan hiicreler hazirlanilan dondurma

soliisyonu ile baska deneylerde kullanilmak {izere donduruldu.
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3.5.2 Bitki Ekstrakti ve AgNP ile Muamele

Test edilecek bitki ekstrakt ve yesil sentezlenen AgNP’nin 1073, 10,10, 10" ve 10° pg/ml
‘lik konsantrasyonlar1 hiicrelerin i¢inde bulundugu kuyucuklara eklendi ve 24 saat 37 °C’de
%5 CO; iceren inkiibatérde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicrelerdeki
canlilik diizeyi MTT yontemi kullanilarak belirlendi.

3.5.3 MTT Yontemi

Bitki ekstrakti ve yesil sentezlenen AgNP’nin meme kanseri (MCF-7) ve insan umblikal ven
endotel hiicreleri (HUVEC) hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksik etkisi MTT (3-(4,5-
dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) yontemi ile belirlenmistir. Bu ydntem
Mosmann tarafindan tanimlanmis, Alley ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir (Mosmann,
1983; Alley vd., 1988). Mitokondriyal dehidrogenaz enzimi sari renkli, suda ¢ézilinebilen bir
tuz olan MTT tuzunu, suda ¢dziinmeyen formazana indirgeyerek mor renkli kristaller ortaya
cikmaktadir. Dimetil siilfoksit (DMSO) ile muamelesi sonucu ¢oziilen formazan kristalleri
canliligin ol¢iitii olarak kantitatif olarak ELISA okuyucuda kalorimetrik yontemle

hesaplanabilmektedir (Razavi, 2017).

Bu tez caligmasinda pasajlanarak elde edilen yeterli sayirda MCF-7 ve HUVEC hiicrelerinin
her biri ayr1 ayri islem gormiistiir ve her iki hiicre hatt1 i¢cin de ayni adimlar izlenmistir.
Oncelikli olarak hiicreler PBS ile yikanmis ve tripsin-EDTA ile flask yiizeyinden kaldirilmis
ve daha sonra falkon igerisine alinarak santrifiij edilip pellet seklinde elde edilmistir. Pellet
az miktarda besiyeri ile ¢oziilerek 1:1 oraninda hiicre siispansiyonu ve tripan mavisi alinarak
thoma lamina aktarilmigtir ve mikroskop altinda hiicre sayimi yapilmistir. Hiicre sayimi
yapildiktan sonra hesaplanan miktarda hiicre besiyerine eklenmistir ve pipetaj yapilarak
homojen dagilmasi saglanmistir. Daha sonra 96 kuyucuklu mikroplaklarin herbir
kuyucuguna 10° hiicre/ml olacak sekilde eklenmistir ve 24 saat boyunca 37 °C’ de %5 CO,
igeren inkiibatdrde inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi toksik etkileri incelenecek
olan bitki ekstrakti ve yesil sentezlenen AgNP’n in 1073, 10°, 107 ve 10° pg/ml ‘lik
konsantrasyonlar1 siispanse edilerek kuyucuklara eklenmistir. 24 saat boyunca tekrar
inkiibasyona birakilmigtir ve sonrasinda meydana gelen degisiklikler mikroskopta
incelenerek kontrol gruplariyla karsilastirilmistir. Bu asamadan sonra her kuyucuga MTT

soliisyonundan 10 pl eklenmistir ve 3 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siire sonunda
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mikroplaklar ELISA ile 490 nm’de okutularak sonuglar hesaplanmistir. Deney 3 tekrarl

olarak gerceklestirilmistir.

3.5.4 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz GraphPad Prism yazilimi siiriim 8 (GraphPad Yazilimi, La Jolla, CA)
programi kullanilarak gergeklestirildi. 1Cso degerleri GraphPad Prism kullanilarak
hesaplanmistir. Coklu karsilastirmalarda Tukey testi kullanildi. Nicel veriler ortalama +
standart sapma (+SS) olarak ifade edildi ve 0.05'ten kiigiik p degerleri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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BOLUM 4

ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Ekstrakt ile Giimiis Nanopartikiillerin Sentez ve Karakterizasyonu

UV-vis spektrofotometre kullanim1 metalde var olan lokalize yiizey plazmon rezonansini
uyararak, bir elektrik alan olusturup belirli bir dalga boyunda rezonans meydana getirir ki o
dalga boyunda giiclii 151n sagilmasina neden olmaktadir. Bu sayede spektrofotometrik
Olclimlerin degerlendirilmesi; farkli dalga boylarinda renksel ya da kolorimetrik olarak

kullanilan skala degerlendirmesi yapilir.

Reaksiyon baslangicindan itibaren 1 saat, 24 saat ve 48 saat zaman araliklarindan sonra
kaydedilen UV-vis spektrumlar1 Sekil 4.1°de gosterilmistir. Bitki yaprak ekstrakti ile giimiis
nitrat ¢dzeltisi karistirilir karistirilmaz, saf Ag” iyonlarinin Ag®a indirgenmesi, belirli zaman
araliklartyla UV-vis spektrumu ile Olciilerek izlendi. Reaksiyon ortaminda olusan
AgNP’lerin absorbsiyon spektrumlari, AgNP’lerin yiizey plazmon rezonansi (SPR)

nedeniyle 426 ile 462 nm araliginda emme maksimumuna sahiptir (Bonerjee vd., 2014).
AgNP’nin Uv-vis 6l¢iimii ile 1 saat sonra 6l¢iilen giimiis plazmon rezonansinin 426 nm’de,

24 saat sonra 444 nm’de ve 48 saat sonra ise 444 nm’de gerceklestigini ve tepkime siireleri

arttikca tepe dalga boyunda siirekli olarak arttig1 gozlemlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: AgNP UV-vis spektrumlari

XRD (X Ismt Kirmimi), yesil sentez yontemiyle sentezlenen AgNP’nin biiyiikligi, faz
tanimlanmasi ve kristal yapisini analiz etmek i¢in kullanildi. Hazirlanan AgNP’ lerin XRD
spektrumu, yiizey merkezli kiipiin karakteristik Bragg kirinim planlar1 (111), (200), (220) ve
(311) olan 26=38.35, 46.46, 64.75 ve 77.62’de dort kirinim band1 gosterdi (Bagherzade vd.,
2017). Bu sonuca gore yiizey merkezli kiibik yapida metalik giimiisiin oldugu belirlendi.
AgNP’ lerin ortalama nanopartikiil boyutu, Debye-Scherrer formiiliine gére 32,56 nm olarak

hesaplanda.

d(A)=kA ! Bcosd

d= NP’lerin ortalama boyutu,

k= katsay1 (0,9),

A= X-151m1 dalga boyu (1,54056A),

B= 1lgili kirilma pikinin tam genisliginin yar1 maksimum noktasi (rad),

0= pikin maksimum yiikseklikteki agisini (rad) ifade etmektedir.
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Sekil 4.2: AgNP XRD goriintiisii

SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) ile yesil sentez yontemiyle elde edilen AgNP’ lerin
yiizey morfolojileri ve boyutlar1 analiz edildi. Yapilan goriintiileme sonucunda biyolojik
AgNP’ nin kiiresel boyutta ve yaklasik olarak 32,56 nm biiyiikliigiinde oldugu belirlenmistir.
AgNP’nin SEM goriintiisii Sekil 4.3’de gosterilmistir.

AgNP’ nin SEM igerisinde 200 nm goriintii kalitesinde alinan Sekil 4.3°de bitki ekstrakti ile

hazirlanmis nanopartikiil olusumu gdsterilmistir.
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SEM HV: 5.0 kV WD: 6.27 mm MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 200 kx Det: In-Beam SE i 200 nm
View field: 1.38 ym | Date(m/d/y): 11/30/18 ' BARTIN UNIVERSITY

Sekil 4.3: AgNP SEM gériintiisii

Calismada elde edilen bitki ekstraktinin ve yesil sentezlenmis AgNP’nin FTIR
spektrumlarina gore 6nemli ve beklenen farkliliklarin oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.4).
Bitkinin FTIR spektrum sonuglaria gore, yaklasik 3302 cm™ dalga sayisindaki pik hidroksil
gruplarindan gelen O-H titresimine karsilik gelmektedir (Silva vd., 2014) ve polifenolik
bilesenlerde yiiksek seviyelerde bulunan fenilden kaynaklanan C-C gerilmesi titresimine
karsilik gelen 1616 cm™ dalga sayisinda benzer pikler oldugu gozlemlenmistir (Lu vd.,
2011). Yaklasik olarak 1443 cm™ dalga sayisina karsilik gelen pik karbonhidratlar, glikojen
ve oligosaakkaritlerden gelen olusan —C-O bagi titresimine karsilik gelmektedir (Diblan vd.,
2018).
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Sekil 4.4: a) Yesil sentez AgNP b) Ruscus aculeatus yaprak ekstraktina ait FT-IR

spektrumlari

Her iki spektrumun karsilastirilmasiyla, 2917 cm™ dalga sayisina karsilik gelen piklerin
doymus alkan (-C-H) gerilmesinden kaynaklandigi belirlenmistir (Jahan, 2019). Yaklasik
1022 cm™ ve 1029 cm™ dalga sayisinda gozlemlenen piklerin glukozun maksimum bant

absorbsiyonu oldugu gézlemlenmistir. (Mellado-Mojica vd., 2016; Se vd., 2018).
Her iki spekturumdaki kiigiik kayma ile benzer piklerin varligi, sentezlenen AgNP' lerin bitki

ekstratindan kaynaklanan dogal bilesikler igerdigini ortaya koymaktadir (Heydari ve
Rashidipour, 2015).
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4.2 Antimikrobiyal Aktivite Sonug¢lari

4.2.1 Disk Difiizyon Sonuc¢lari

Bu ¢alismada, Ruscus aculeatus L. bitkisi kullanilarak elde edilen 6ziit ve AgNP’nin
antimikrobiyal aktiviteleri; disk difiizyon, minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK),
minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) yontemleriyle alt1 tane gram pozitif bakteri
(Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus durans, Listeria innocua,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044, Bacillus
subtilis DSMZ 1971) ve dokuz tane gram negatif bakteri (Salmonella enteritidis ATCC
13075, Salmonella typhimurium, Salmonella infantis, Salmonella kentucky, Enterobacter
aerogenes ATCC 13048, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071,
Escherichia coli CFAI ATCC 25922, Saratia marrescens ATCC 13048) olmak {izere toplam
15 mikroorganizma suslarina kars1 degerlendirildi. Ayrica pozitif kontrol olarak Tetrasiklin
(TE: 10 mg/ml) antibiyotik diskleri kullanildi. Tetrasiklin antibiyotiginin test
mikroorganizmalarina kars1 8-22 mm araliginda inhibisyon zonu gdsterdigi tespit edildi. R.
aculeatus L. ekstrakti ve yesil sentez yontemiyle sentezlenen AgNP’ lerin ve pozitif kontrol
olarak kullanilan tetrasiklin antibiyotiginin test mikroorganizmalarinin tiimiine kars1 etki

gosterdigi gdzlemlenmistir (Tablo 4.1). Sonuglar hesaplanirken disk ¢aplar1 dahil edilmistir.
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Tablo 4.1: Bitki ekstrakt1 ve yesil sentez AgNP’ nin test mikroorganizmalarina karsi
inhibisyon zonlarmin dlgiimleri (mm)

Mikroorganizmalar Ekstrakt AgNP TE 10
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 7+0,00 - 14
Salmonella infantis 8,3+1,52 - 15
Klebsiella pneumoniae 7+0,00 - 19,5
Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071 8+0,00 - 17,5
Salmonella kentucky 7,6+0,57 7,6+1,15 17,5
Enterococcus faecalis ATCC 29212 7+0,00 - 16,5
Listeria innocua 7,3+0,57 - 15,5
Salmonella enteritidis ATCC 13075 9,6+0,57 7+0,00 17,5
Enterococcus durans 8,6+0,57 7+0,00 19
Salmonella typhimurium 7,3+0,57 7+0,00 18,5
Staphylococcus aureus ATCC 25923 - - 14,5
Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044 740,00 - 11
Bacillus subtilis DSMZ 1971 7,3+0,57 - 14
Escherichia coli CFAI ATCC 25922 - - 16
Saratia marrescens ATCC 13048 6,6+0,57 - 9

(-): Inhibisyon zonu yoktur. (TE 10): Tetrasiklin (10 mg/ml).

Tablo 4.1°de, bitki ekstraktinin ve biyolojik olarak sentezlenen AgNP’nin disk difiizyon
yontemi ile antimikrobiyal aktiviteleri gosterilmistir. Buna gore, R. aculeatus L. ekstrakti E.
aerogenes ATCC 13048, S. infantis, K. pneumoniae, P. aeruginosa DSMZ 50071, S.
kentucky, E. faecalis ATCC 29212, L. innocua, S. enteriditis ATCC 13075, E. durans, S.
typhimurium, S. marrescens ATCC 13048, S. epidermidis DSMZ 20044, B. subtilis DSMZ
1971 mikroorganizmalarina kars1 inhibisyon zonu gosterirken, S. aureus ATCC 25923 ve E.
coli CFAI ATCC 25922 mikroorganizmalarina karsi herhangi bir inhibisyon zonu
gostermemistir (Sekil 4.5-Sekil 4.6).

Biyolojik olarak sentezlenen AgNP’nin, S. kebtucky, S. enteriditis ATCC 13075, E. durans,
S. typhimurium mikroorganizmalarina karsi inhibisyon zonu gosterirken, E. aerogenes
ATCC 13048, S. infantis, K. pneumoniae, P. aeruginosa DSMZ 50071, E. faecalis ATCC
29212, L. innocua, S. aureus ATCC 25923, S. epidermidis DSMZ 20044, B. subtilis DSMZ
1971, E. coli CFAI ATCC 25922, S. marrescens ATCC 13048 mikroorganizmalarina karsi
inhibisyon zonu gostermemistir (Sekil 4.7-Sekil 4.8).
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Sekil 4.5: Test edilen gram negatif mikroorganizmalara kars1 bitki ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesi (+ Kontrol: Tetrasiklin (TE 10), a) Enterobacter aerogenes
ATCC 13048 b) Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071 c) Salmonella typhimurium d)
Escherichia coli CFAI
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Sekil 4.6: Test edilen gram pozitif mikroorganizmalara kars1 bitki ekstraktinin
antimikrobiyal aktivitesi (+ Kontrol: Tetrasiklin (TE 10), a) Enterococcus faecalis ATCC
29212 b) Enterococcus durans c) Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044 d) Bacillus
subtilis DSMZ 1971).
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Sekil 4.7: Test edilen gram negatif mikroorganizmalara Kars1 biyolojik sentezlenen
AgNP’nin antimikrobiyal aktivitesi (+ Kontrol: Tetrasiklin (TE 10), a) Enterobacter
aerogenes ATCC 13048 b) Klebsiella pneumoniae c) Salmonella enteritidis ATCC 13075
d) Saratia marrescens ATCC 13048).
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Sekil 4.8: Sekil 4.8: Test edilen gram pozitif mikroorganizmalara kars1 biyolojik
sentezlenen AgNP’nin antimikrobiyal aktivitesi (+ Kontrol: Tetrasiklin (TE 10), a) Listeria
innocua b) Enterococcus durans c¢) Staphylococcus aureus ATCC 25923 d) Bacillus
subtilis DSMZ 1971).
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4.2.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) Sonug¢lar

Disk difiizyon yontemiyle antimikrobiyal etki gosteren bitki ekstrakti ve AgNP’ nin
minimum inhibe eden konsantrasyon degeri 96 kuyucukcuklu mikroplakalar kullanilarak
belirlenmistir Sekil 4.9). Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra spektrofotometre de (600

nm) 6l¢iim yapilmistir. Tablo 4.2°de test edilen bilesiklerin bakterilere karst minimum inhibe

edici degerleri (mg/ml) verilmistir.
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Sekil 4.9: MIK sonuglarmin degerlendirilmesi i¢in 96 kuyucuklu diliisyon plag: ( a: Bitki
ekstrakt1 b: AgNP).
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Tablo 4.2: Test mikroorganizmalarina kars1 yesil sentez AgNP’ nin MIK sonuglar.

Mikroorganizma Adi AgNP Birimi
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 0,03 mg/mi
Salmonella infantis 0,12 mg/ml
Klebsiella pneumoniae 0,03 mg/ml
Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071 0,06 mg/ml
Salmonella kentucky 0,03 mg/ml
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0,03 mg/ml
Listeria innocua 0,06 mg/ml
Salmonella enteritidis ATCC 13075 0,03 mg/ml
Enterococcus durans 0,03 mg/ml
Salmonella typhimurium 0,03 mg/ml
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,03 mg/ml
Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044 0,03 mg/ml
Bacillus subtilis DSMZ 1971 0,03 mg/ml
Escherichia coli CFAI ATCC 25922 0,03 mg/ml
Saratia marrescens ATCC 13048 0,03 mg/mi

Tablo 4.2°de bitki ekstraktinin ve biyolojik olarak sentezlenen AgNP’ nin MIK degerleri
gosterilmistir. Buna gore, hazirlanan %100’lik bitki ekstraktinin tiim mikroorganizmalara

kars1 inhibe edici etkisinin bulunmadigi gosterilmistir.

Biyolojik olarak sentezlenen AgNP’ nin ise, test edilen mikroorganizmalardan Salmonella
infantis’e kars1 0,12 mg/ml konsantrasyonunda minimum inhibe edici etki gostermistir.

AgNP’ nin, test edilen mikroorganizmalardan Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071 ve
Listeria innocua suslarma kars1 0,06 mg/ml konsantrasyonunda minimum inhibe edici etki
gosterirken, diger 12 bakteri suslarina karsi 0,03 mg/ml konsantrasyonunda minimum inhibe

edici etki gostermistir.
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4.2.3 Minimum Bakterisidal Konsantrasyon (MBK) Sonuglari

Minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MiK) degeri mikroorganizmalarin iiremesini
onleyen minimum madde miktar1 olarak tanimlanabilmektedir. Calisma da belirlenen
mikroorganizmalarda gozle goriiliir bir sekilde tiremenin olup olmadigi ve mikroplaka
kuyucuklarindan alinan mikroorganizma suslarinin antibiyotik igermeyen besiyerine ekim
yapilarak bakterilerin iiremesini %99,9 oraninda sonlandiran minimum bakterisidal

konsantrasyonlar1 belirlenmistir ve elde edilen sonuglar Tablo 4.3’de gdsterilmistir.

Tablo 4.3: Calisilan yesil sentez AgNP’nin minimum bakterisidal konsantrasyonlari.

Mikroorganizma Adi AgNP Birimi
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 0,03 mg/mi
Salmonella infantis 0,25 mg/ml
Klebsiella pneumoniae 0,03 mg/ml
Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071 0,12 mg/ml
Salmonella kentucky 0,03 mg/mi
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0,03 mg/mi
Listeria innocua 0,12 mg/ml
Salmonella enteritidis ATCC 13075 0,06 mg/ml
Enterococcus durans 0,03 mg/mi
Salmonella typhimurium 0,03 mg/ml
Staphylococcus aureus ATCC 25923 0,03 mg/ml
Staphylococcus epidermidis DSMZ 20044 0,03 mg/ml
Bacillus subtilis DSMZ 1971 0,03 mg/mi
Escherichia coli CFAI ATCC 25922 0,03 mg/ml
Saratia marrescens ATCC 13048 0,03 mg/ml

Tablo 4.3’de bitki ekstraktinin ve biyolojik olarak sentezlenen AgNP’ nin, %99,9’a kadar
tiremesini inhibe eden en diisiik bakterisidal konsantrasyonlar (MBK)) gosterilmistir. Buna
gore, hazirlanan %100’1iik bitki ekstraktinin tiim mikroorganizmalara kars1 %99,9 oraninda

inhibe edici etkisinin olmadig: tespit edilmistir (Sekil 4.10).
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Biyolojik olarak sentezlenen AgNP’nin, Salmonella infantis’ e kars1 %99,9 oraninda inhibe

eden en disiik bakterisidal konsantrasyonu 0,25 mg/ml olarak tespit edildi.

Biyolojik olarak sentezlenen AgNP’nin, Salmonella enteritidis ATCC 13075 bakterisine
kars1 %99,9 oraninda inhibe eden en diisiik bakterisidal konsantrasyonu 0,06 mg/ml olarak
tespit edilirken, Pseudomonas aeruginosa DSMZ 50071 ve Listeria innocua bakteri
suslarina kars1 0,12 mg/ml olarak tespit edildi. Ayrica diger 11 bakteri susuna kars1 %99,9
oraninda inhibe eden en diisiik bakterisidal konsantrasyonu 0,03 mg/ml olarak tespit edildi
(Sekil 4.10-Sekil 4.11).

Sekil 4.10: Bitki ekstraktinin MBK sonuglar1 (A1=A2=A3: %100 konsantrasyon,
B1=B2=B3: %50 konsantrasyon, a: P. aeruginosa (A1,B1), S. kentucky (A2,B2), E.
faecalis (A3,B3), b: L. innocua (A1,B1), S. enteritidis (A2,B2), E. durans (A3,B3), c: S.
typhimurium (A1,B1), S. aureus (A2,B2), S.epidermidis (A3,B3), d: B. subtilis (A1,B1), E.
coli (A2,B2), S. marrescens (A3,B3).
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Sekil 4.11: AgNP’nin MBK Sonuglart ( Al: 1 mg/ml, B1: 0,5 mg/ml, C1: 0,25 mg/ml, D1:
0,12 mg/ml, E1: 0,06 mg/ml, F1: 0,03 mg/ml, a: K. pneumoniae, b: P. aeruginosa DSMZ
50071, c: E. faecalis ATCC 29212, d: L. innocua, e: S. enteritidis ATCC 13075, f:
E.durans).

60



4.3 Antibiyofilm Aktivite Sonuclar:

Bitki ekstraktinin ve AgNP’nin, Tablo 4.4 ve Tablo 4.5’de farkli konsantrasyonlarda test
mikroorganizmalarina kars1 antibiyofilm etki sonuglarina bakildiginda, ekstraktin en diisiik
konsantrasyonunda (%3,13) S. infantis susunun biyofilm olusumunu inhibe etmedigi ve
AgNP’nin en disiik konsantrasyonunda (0,03 mg/ml) ise E. coli CFAlI ATCC 25922
susunun biyofilm olusumunu inhibe etmedigi tespit edildi. Bunun yam sira diger farkli
konsantrasyonlarda test mikroorganizmalarinin tiimiiniin biyofilm olusumunu inhibe ettigi

tespit edildi.

Tablo 4.4: Bitki ekstraktinin farkli konsantrasyonlardaki biyofilm inhibisyon degerleri
(%).

Mikroorganizma Adi 100 50 25 12,5 6,25 3,13

Enterobacter aerogenes ATCC 13048 438 39,4 489 48,3 43,2 9
Salmonella infantis 458 414 375 30,5 12,4 -

Escherichia coli CFAI ATCC 25922 30,9 445 32 44,2 44,8 40,7

Staphylococcus aureus ATCC 25923 6 12,2 10,1 2,7 1,3 6,8

Staphylococcus epidermidis 25 19,6 24,7 21,9 94 15

DSMZ 20044

Bacillus subtilis DSMZ 1971 46,5 442 411 38 24 13,3

Tablo 4.4” de bitki ekstraktinin, test mikroorganizmalarina kars1 biyofilm olusumu {izerine
etkileri gosterilmistir. Bu sonuglara gore, bitki ekstraktinin en diisiik konsantrasyonunda S.
infantis susu haricindeki diger tiim mikroorganizmalarin biyofilm olusumunu inhibe ettigi

tespit edildi.

%100°’lik bitki ekstrakt konsantrasyonunda, test mikroorganizmalarinin biyofilm

olusumunu en az 6,00- en yiiksek 46,5 deger araliklarinda inhibe etmistir.

%50’lik bitki ekstrakt konsantrasyonunda, test mikroorganizmalarinin biyofilm olusumunu

12,2-44.5 deger araliklarinda inhibe etmistir.
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%25°1ik ekstrakt konsantrasyonunda, test mikroorganizmalarinin biyofilm olusumunu 10,1-

48,9 deger araliklarinda inhibe etmistir.

%12,5’luk ekstrakt konsantrasyonunda, test mikroorganizmalarinin biyofilm olusumunu

2,7-48,3 deger araliklarinda inhibe etmistir.

%6,25’lik ekstrakt konsantrasyonunda, test mikroorganizmalarinin biyofilm olusumunu 1,3-

44 .8 deger araliklarinda inhibe etmistir.

%3,13’liik ekstrakt konsantrasyonunda, test mikroorganizmalarinin biyofilm olusumunu

6,8-40,7 deger araliklarinda inhibe etmistir.

Tablo 4.5: AgNP’nin farkli konsantrasyonlardaki biyofilm inhibisyon degerleri (mg/ml).

Mikroorganizma Adi 1 0,5 0,25 0,12 0,06 0,03
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 15 29,7 31,1 31,9 26,8 10,7
Salmonella infantis 60 655 62,6 63,4 55,8 53,2

Escherichia coli CFAI ATCC 25922 11,1 10,7 111 11,7 7,9 -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 252 36,3 34,3 33,8 17,2 8,6

Staphylococcus epidermidis 172 18 246 228 8,4 1,1
DSMZ 20044
Bacillus subtilis DSMZ 1971 38 369 384 347 25 28,4

Tablo 4.5°de AgNP’ nin test mikroorganizmalarina karsi biyofilm olusumu {izerine etkileri
gosterilmistir. Bu sonuglara gére, AgNP’ nin en diisiik konsantrasyonunda E. coli CFAI
ATCC 25922 susu haricindeki diger tim mikroorganizmalarin biyofilm olusumunu inhibe

ettigi tespit edildi.

1 mg/ml AgNP konsantrasyonunda, test mikroorganizmalarinin biyofilm olusumunu 11,1-

60 deger araliklarinda inhibe etmistir.

0,5 mg/ml AgNP konsantrasyonunda, test mikroorganizmalarinin biyofilm olusumunu 10,7-

65,5 deger araliklarinda inhibe etmistir.
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0,25 mg/ml AgNP konsantrasyonunda, test mikroorganizmalarinin biyofilm olusumunu

11,1-62,6 deger araliklarinda inhibe etmistir.

0,12 mg/ml AgNP konsantrasyonunda, test mikroorganizmalarinin biyofilm olusumunu

22,8-63,4 deger araliklarinda inhibe etmistir.

0,06 mg/ml AgNP konsantrasyonunda, test mikroorganizmalarinin biyofilm olusumunu 7,9-

55,8 deger araliklarinda inhibe etmistir.

0,03 mg/ml AgNP konsantrasyonunda, test mikroorganizmalarinin biyofilm olusumunu 1,1-

53,2 deger araliklarinda inhibe etmistir.

4.4 Antikanser AKktivite Sonuclari

Bitki ekstrakti ve yesil sentezlenmis AgNP’ nin 103, 10° 107 ve 10° pg/ml’lik
konsantrasyonlart MCF-7 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkisi ve 103,10, 10° pg/ml’hk
konsantrasyonlart HUVEC hiicre hatti1 tizerindeki sitotoksik etkisi MTT ile belirlenmistir
(Sekil 4.12; Sekil 4.13).
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Sekil 4.12: Ruscus aculeatus L. bitki ekstraktinin ve yesil sentezlenmis AgNP’nin MCF-7
hiicre hatti tizerindeki sitotoksik etkileri
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Sekil 4.12° de MCF-7 hiicre hattina uygulanan AgNP ve bitki ekstraktina ait farkli
konsantrasyonlarda ki (103, 10, 107 ve 10®° pug/ml) hiicre canlilik oranlar1 gdsterilmistir.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, uygulanan AgNP konsantrasyonlarinda belirlenen en
diisiik deger 102 pg/ml’dir. Uygulanan diger konsantrasyonlarin ise daha az sitotoksik etkiye
sahip oldugu goriildi. Bitki ekstraktinda ise, uygulanan konsantrasyonlarin sitotoksik
etkinin olmadig goriildii. Bu sonug, biyosentezlenmis AgNP'lerin MCF-7'ye karsi sitotoksik

etkisinin daha gii¢lii oldugunu gostermektedir.

Yesil sentezlenen AgNP’ nin, ICso degeri MCF-7 hiicre hatt1 i¢in 0,06 pg/ml iken bitki
ekstraktinin ICso degeri 6,91 pg/ml’dir.
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Sekil 4.13: Ruscus aculeatus L. bitki ekstraktinin ve yesil sentezlenmis AgNP’nin HUVEC
hiicre hatt1 izerindeki sitotoksik etkileri

Sekil 4.13’de HUVEC hiicre hattina uygulanan AgNP ve bitki ekstraktina ait farkli
konsantrasyonlarda ki (103,10 ve 10" pg/ml) hiicre canlilik oranlar1 gosterilmistir. Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda, uygulanan AgNP konsantrasyonlarinda belirlenen en diisiik deger
107 pg/ml’dir. Uygulanan diger konsantrasyonlarinda sitotoksik etkisinin daha az oldugu

goriildii. Bitki ekstraktinda ise, kontrol grubu ile kiyaslandiginda belirlenen en diisiik deger
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107 pg/ml’dir ve bu degere kiyasla 10 ve 10° pg/ml’lik konsantrasyon degerlerinin daha
az sitotoksik etkiye sahip oldugu goriildii.

Yesil sentezlenen AgNP’nin, 1Cso degeri HUVEC hiicre hatt1 igin 0,04 pg/ml iken bitki
ekstraktinin ICso degeri 18,4 ng/ml’dir.

4.5 Istatistiksel Analiz Sonuclar:

Antibiyofilm olusumunda farkli bitki ekstrakt yiizdelerinin uygulamalarinda elde edilen
verilerin tanimlayici istatistik bulgulari verilmistir. Tanimlayici istatistikte varyans analizi
yapilmustir. Bu bulgulara gore en yiiksek varyans % 6,25 oraninda 329,745 bulunurken, en
diisiik varyans ise %25 oraninda 185,617 olarak belirlenmistir. Skewness testinde ise %6,25
ve %3,13 oranlarinda pozitif bir sonug elde edilmistir. Kurtosiste ise %100, %25, % 12,5 ve

%3,13 oranlarinda pozitif sonuglar bulunmustur.

Antibiyofilm olusumunda farkli bitki ekstrakt yilizdelerinin Pearson korelasyon testi
bulgularina gore uygulama yiizdelerinin igerisinde incelendiginde g¢alismada kullanilan
mikroorganizmalar ile istatistiksel olarak anlamli olmadigr belirlenmistir (p<0.01).
Uygulama yiizdeleri igerisinde ise %100 ile %50 (p=0.876), ve %12,5 (p=0.815) arasinda
olumlu yonde anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.05). Ayn1 sekilde %100 uygulama ile %25
uygulama arasinda p=0.947 oraninda anlamli oldugu belirlenmistir (p<0.01). Calismada
%50 ile %25 (p=0.846) ve %12,5 (p=0.893) arasinda, ayrica %12,5 ile %6,25 (p=0.910)

arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Antibiyofilm olusumunda bitkinin farkli yiizdelerdeki etkisini gosteren grafik Sekil 4.14 *de
verilmistir. Caligmada en yiiksek oranlarin E.aerogenes ve B. subtilis suslarina karsi elde
edildigi gortlmektedir. En diistik etkiyi ise S. aureus susuna karsi elde edilmistir (Sekil
4.14).
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Sekil 4. 14: Antibiyofilm olusumunda bitki ekstraktinin farkl yiizde etki grafigi.

Bitki ekstraktinin antibiyofilm olusumunda ki mikroroganizmalardan elde edilen verilerin
tanimlayici istatistik bulgularina gore S.aureus, S.epidermidis ve E.coli suslarinda varyans

diisiik bulunurken diger suslarda daha yiiksek varyanslar elde edilmistir.

Bitki ekstraktinin antibiyofilm olusumunda ki mikroroganizmalardan elde edilen verilerin
pearson korelasyon testi bulgularina gore; calismada yiizde uygulamalar ile suslar arasinda
incelendiginde S. infantis (p=-0.959) susu ve B. subtilis (p=-0.939) susu negatif yonde
anlamli bir korelasyon gosterdigi bulunmustur (p<0.01). S. infantis susu ile B. subtilis susu
arasinda da pozitif yonde anlamli korelasyon oldugu belirlenmistir (p<0.01). Calismada

kullanilan diger suslarin arasinda korelasyon bulunmadigi goriilmektedir (p<0.01).

Antibiyofilm olusumunda farkli AgNP uygulama oranlarinin pearson korelasyon testi
bulgulart verilmistir. Mikroorganizma suslarmin uygulamalar ile bir korelasyon
gostermedigi bulunmustur. Uygulama oranlar ise kendi igerisinde anlamli korelasyonun
bulundugu istatistiki olarak belirlenmistir. Calismada sadece 1mg/ml uygulamasi ile 0.0625
mg/ml  (p=0.888) uygulamasi arasinda p<0.05 oraninda anlamli korelasyon oldugu
bulunmustur. Diger uygulamalar arasinda ise p<0.01 oraninda yiliksek oranda istatistiksel
olarak anlamli oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ bize uygulamalar arasinda elde edilen

verilerin paralel oldugunu korelasyon analizi ile dogrulanmistir.
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Antibiyofilm olusumunda farkli AgNP uygulama oranlarinin mikroorganizmadaki
etkinliklerinin gosterilmesi Sekil 4.15’te verilmistir. S. infantis susuna karsi en yiiksek

antibiyofilm o&zelligi gosterdigi goriilmektedir. En disiik etki ise E.coli susuna karsi

bulunmustur.
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Sekil 4. 15: Antibiyofilm olusumunda farkli AgNP oranlarinin mikroorganizmalardaki
yiizde etki grafigi.

AgNP’nin antibiyofilm olusumunda mikroroganizmalarin etkinligi pearson korelasyon testi
yapilarak incelenmistir. Calismada uygulama oranlart ile B. subtilis susu arasinda negatif
yonde (p=-0.838) istatistiksel olarak anlaml bir iliski bulundugu belirlenmistir (p<0.05). S.
infantis susu ile E. coli (p=0.845) ve S. epidermidis (p=0.893) susu arasinda anlamli bir
korelasyon oldugu bulunmustur (p<0.05). S. infantis susu ile S.aureus susu arasinda yiiksek
oranda anlamli korelasyon oldugu belirlenmistir (p=0.988). E. coli susu ile S.aureus
(p=0.884) ve S. epidermidis (p=0.912) susu arasinda istatistiki olarak anlamli oldugu

bulunmustur (p<0.05). S. epidermidis susu ile B. subtilis susu arasinda istatistiki olarak
anlamli oldugu gortlmistiir (p=0.812).

Varyans analizlerinde ise uygulama oranlarinda birbirine yakin sonuglar elde edilmistir.

Uygulama miktar1 0,125 mg/ml oranina kadar diizenli bir azalma oldugu belirlenmistir.
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BOLUM 5

TARTISMA

Yapilan bu ¢alismada, Ruscus aculeatus L. yaprak ekstraktinin ve yesil sentez yontemiyle
sentezlenen AgNP’ nin test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite sonuglari
farklilik gostermektedir. Bitki ekstraktinin antimikrobiyal sonuglarina gore; disk difiizyon
yonteminde hazirlanan konsantrasyonda elde edilen sonuglar birbirine yakin
gozlemlenirken, %100’ lik bitki ekstraktinin tiim mikroorganizmalara kars1 inhibe edici
etkisinin olmadigr ve AgNP’ nin test mikrooganizmalarina karsi inhibe edici etkisinin
oldugu gozlemlenmistir. Antibiyofilm sonuglarina gore ise her iki maddenin de biyofilm
olusumunu inhibe ettigi gdzlemlendi ve bunun yan1 sira Sitotoksik aktivite ¢aligmalarinda
belirlenen konsantrasyonlarda bitki-AgNP kompleksinin MCF-7 ve HUVEC hiicre hatti
lizerinde en diisiik konsantrasyon degeri 10~ ug/ml olarak saptanmistir ve ekstraktin MCF-
7 hiicre hatti iizerinde sitotoksik etkisinin olmadig1 ancak HUVEC hiicre hatt1 {izerinde en

diisiik konsantrasyon 107 pg/ml oldugu gézlemlenmistir.

Ruscus cinsi geleneksel olarak genis farmakolojik 6zellikleri nedeniyle kullanilmaktadir.
Ruscus tiirlerinin yeralti kisimlar1, vazokonstriktif ve venotonik etkileriyle bilinir. Ruscus
aculeatus L. bitkisinden elde edilen gesitli tirtinler varis, hemoroid, kronik vendz yetmezlik
ve ortostatik hipotansiyon tedavisi i¢in Avrupa pazarlarinda mevcuttur. Fitokimyasal bakis
acisindan, steroidal saponinler ve bunlarin aglikonlari, Ruscus cinsi tiyelerinin gozlemlenen
kardiyovaskiiler ve diger farmakolojik aktivitelerinden sorumlu metabolitler olarak kabul
edilir. Yag asitleri ve flavonoidler, cinsin diger ana bilesenleridir (Nazemiyeh vd., 2018).

Hadzifejzovi¢ ve arkadaslarmin yaptiklart ¢alismada, Ruscus aculeatus L. ve Ruscus
hypoglossum L. ziitlerinin mikrodiliisyon yontemi kullanarak antimikrobiyal aktivitelerini
incelenmistir. Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Micrococcus flavus, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Salmonella typhimurium
ve Escherichia coli mikroorganizmalarina kars1 etkilerine bakilmis ve test edilen bilesiklerin
tiimiiniin MIK degerleri 0.05 - 0.2 mg/ml arasinda degisen ve MBK degerleri ise 0.05 -
0.4 mg/ml arasinda degistigi belirlenmistir. Toplam fenolik icerik (TPC), Folin - Ciocalteu
(FC) reaktifi kullanilarak belirlenmistir. Antioksidan aktiviteyi DPPH (2,2-difenil-1-

pikrilhidrazil) yontemi ile belirlemislerdir. Calisma sonuglarinda, Ruscus ekstraktlarinin ve
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izole edilmis bilesiklerin antibakteriyel ve 6zellikle antifungal aktivitesinin karsilagtirilabilir

oldugunu ve bazi durumlarda standart ilaglardan daha iyi oldugunu belirlemislerdir.

Yaptigimiz calismada, bitki ekstraktinin antimikrobiyal aktivitesi belirlemek igin disk
difiizyon yontemi kullanilmistir ve bitki ekstrakti E. aerogenes ATCC 13048, S. infantis, K.
pneumoniae, P. aeruginosa DSMZ 50071, S. kentucky, E. faecalis ATCC 29212, L. innocua,
S. enteriditis ATCC 13075, E. durans, S. typhimurium, S. marrescens ATCC 13048, S.
epidermidis DSMZ 20044, B. subtilis DSMZ 1971 mikroorganizmalarina karsi inhibisyon
zonu gosterirken, S. aureus ATCC 25923 ve E. coli CFAlI ATCC 25922
mikroorganizmalarma karsi herhangi bir inhibisyon zonu géstermemistir. MiK ve MBK
degerlerinde ise bitki ekstraktinin tiim mikroorganizmalara karsi inhibe edici etkisinin
bulunmadig tespit edilmistir. Calisma da kullanilan %100’ liik ekstraktin, AgNP sentezi i¢in
kullanilacak ekstrakt protokoliine goére hazirlanmig olmasindan dolayr bu sonuglarin elde
edildigi distiniilmektedir. Eger toplam fenolik bilesikler farkli metotlarla belirlenir ve bu
yontemler uygulanirsa daha iyi antimikrobiyal sonuglarin alinacagi diisiiniilmektedir. Ayrica
elde edilen sonuclarda AgNP’nin disk diflizyon sonuglarinda etki gdzlemlenmemesinin
nedeninin  nanopartikiillerin suda ¢6ziinmedigi i¢in diskler iizerinde emilim
gerceklesmemesinden kaynaklanildigi diistiniilmektedir. Bitki ekstraktinin MIK ve MBK
sonuglarinda etki olmamas1 hazirlanan ekstraksiyon isleminde distile su kullanildig1 i¢in
verimliligin diisiik olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. ileri ki c¢aligmalarda
ekstrakyon islemi sirasinda metanol veya etanol gibi ¢oziiciiler kullanilarak calisma
denenebilir.

Baydoun ve arkadaslarinin (2012) yaptiklar1 ¢aligmada, Ruscus aculeatus L. ve Pleurotus
ostreatus ekstratlarinin insan akut T hiicresi lenfositik 16semi modeli olan Jurkat hiicre
hattinin hiicre canlilig1 ve proliferasyonu tizerindeki etkisini MTT ve Annexin V-FITC test
kiti ile tespit etmislerdir. R. aculeatus ve P. ostreatus o6ziitlerinin hem Jurkat hiicreleri hem
de insan birincil lenfositleri icin toksik oldugunu ve LDH salinimi ve MTT deneylerinde
Jurkat hiicreleri i¢in birincil lenfositlere gore oOnemli Olclide daha toksik oldugu
belirlemislerdir. Calismamizda da, bitki ekstraktinin sitotoksik aktivitesi insan meme kanseri
hiicre hattt MCF-7 ve insan umblikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) {iizerinde MTT
yontemi ile tespit edilmistir. Sonuglara gore bitki-AgNP kompleksinin MCF-7 ve HUVEC

hiicre hatt: iizerinde en diisiik konsantrasyon degeri 10~ pg/ml olarak saptanmistir. Ancak
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bitki ekstraktinin MCF-7 hiicre hatt1 tizerinde sitotoksik etkisinin olmadigi ve HUVEC hiicre

hatt1 iizerinde en diisiik konsantrasyon degerinin 10 pg/ml oldugu gézlemlenmistir.

Awwad ve arkadaslar1 (2013) yaptiklar1 ¢alismada, Ceratonia siliqua L. yaprak ekstrakti
kullanilarak, sulu giimiis nitrat c¢ozeltisi ile giimils nanopartikiillerin (AgNPs) yesil
sentezini yapmislardir. AgNP’ lerin karakterizasyonu UV-vis spektroskopisi, SEM, FT-IR,
XRD ve Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi ile yapmislardir. UV-vis spektrumlari, 420
nm'de sentezlenmis giimiis nanopartikiiller i¢in yilizey plazmon rezonansi vermistir ve
ortalama nanopartikiil boyutu farkli konsantrasyonlarda 5-40 nm arasinda degistigini
gostermiglerdir. Yaptigimiz ¢alismaya gore yesil sentez yontemiyle hazirlanan AgNP’ lerin
Uv-vis spektrumlar1 426 nm’de yiizey plazmon rezonansi vermistir ve ortalama nanopartikiil

boyutu Debye-Scherrer formiiliine gore 32,56 nm olarak hesaplanmistir.

Yapilan literatiir aragtirmalarina gore R. aculeatus L. bitkisi kullanilarak yesil sentez metodu
ile AgNP’lerin sentezinin gergeklestirilmemesine ve bunun yaninda antimikrobiyal,
antibiyofilm ve antikanser aktivite ¢alismalarina rastlanilmamistir. Ancak ¢im atiklarini
kullanarak yesil sentez yontemi ile AgNP sentezlenmesini ve antimikrobiyal, antikanser
calismalar incelendiginde, AgNP'lerin Pseudomonas aeruginosa ve Acinetobacter
baumannii' ye karst MIK degeri yaklasik 3 pg/ml olarak hesaplamislardir ve Fusarium
solani' ye kars1 en yiiksek inhibitor etkisi 20 pg/ml AgNP konsantrasyonunda % 90' a yakin
oldugunu belirlemislerdir. Kanser hiicresi biiyiimesi {izerinde inhibe edici bir etkiye, AgNP
konsantrasyonunun 5 pg/ml'ye yiikseltilmesiyle ulastiklarini ve bu sayede kanser
hiicrelerinin hayatta kalmas1 yaklasik % 30 azaldigin1 gostermislerdir. Yaptigimiz ¢alismaya
gdre sentezlenen AgNP’ nin 15 farkli test mikroorganizmasina karst MIK degerleri 0.03-
0,12 mg/ml arasinda gozlemlenirken MBK degerleri 0,03-0,25 mg/ml arasinda farklilik
gostermektedir. %100’ lik bitki ekstraktinin ise tiim mikroorganizmalara karsi inhibe edici

etkisinin bulunmadig gézlemlenmistir.

Biyosentezlenmis AgNP’nin MCF-7 hiicre hatt1 iizerinde denenen 103, 10°°, 107 ve 10°
pg/mP’lik konsantrasyonlarinda en diisiik konsantrasyon degeri 10 ug/ml olarak
belirlenirken diger konsantrasyonlarda sitotoksik aktivite daha az gézlemlenmistir. Bitki
ekstraktinda ise, uygulanan konsantrasyonlarin sitotoksik etkinin olmadigi goriildii. Bu

sonug, biyosentezlenmis AgNP'lerin MCF-7'ye kars1 sitotoksik etkisinin daha giicli
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oldugunu géstermektedir (Azizi vd., 2017). Yesil sentezlenen AgNP’ nin, ICso degeri MCF-
7 hiicre hatti icin 0,06 ng/ml iken bitki ekstraktinin ICso degeri 6,91 pg/ml’dir.

HUVEC hiicre hattina uygulanan AgNP ve bitki ekstraktina ait 10, 10 ve 10° pg/ml’lik
konsantrasyonlar kontrol grubu ile kiyaslandiginda, uygulanan AgNP konsantrasyonlarinda
belirlenen en diisiik deger 10 pg/ml’dir. Uygulanan diger konsantrasyonlarinda sitotoksik
etkisinin daha az oldugu goriildii. Bitki ekstraktinda ise, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
belirlenen en diisiik deger 10° pg/ml’dir ve bu degere kiyasla 10* ve 10° pg/ml’lik
konsantrasyon degerlerinin daha az sitotoksik etkiye sahip oldugu goriildii. Yesil
sentezlenen AgNP’nin, ICso degeri HUVEC hiicre hatt1 i¢in 0,04 ug/ml iken bitki
ekstraktinin ICso degeri 18,4 pg/ml’dir. Bitkinin etken maddeleri belirlendiginde hem

antimikrobiyal hem de antikanser aktivitenin daha yiiksek ¢ikacagi tahmin edilmektedir.

AgNP'ler tlizerine yapilan mevcut ¢aligmalar, ¢esitli insan patojenik Gram-pozitif, Gram-
negatif bakteri ve mantarlara kars1 antimikrobiyal ve antibiyofilm etkinliklerinin oldugunu
gostermistir. Mandal ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alisma sonuglarma gore, AgNP'lerin E.
coli, S. aureus ve C. albicans' a karsi, doza bagh bir sekilde sirasiyla %96, %90 ve
%75 minimum inhibisyon konsantrasyonda (MIK degeri 250 pM) etkili antibiyofilm
aktivite gostermistir. AgNP' lerin antimikrobiyal etkisinin, hiicre zari gegirgenliginin
degistirilmesi, proteinler ve DNA gibi makromolekiiller ile etkilesim yoluyla olduguna ve
dolayisiyla replikasyon mekanizmasini ve hiicresel siiregleri etkiledigine inanilmaktadir.
Yaptigimiz ¢aligmada da AgNP’ nin en diisiik konsantrasyonunda (0,03 mg/ml) E. coli
bakteri susu haricindeki diger tiim mikroorganizmalarin biyofilm olusumunu inhibe ettigi

tespit edilmistir.

Calismada kullanilan R. aculeatus L. bitkisinin yesil sentez metodu ile AgNP’lerin
sentezlenmemesi ve antimikrobiyal, antibiyofilm gibi antikanser aktivitelerinin
incelenmemis olmasi ¢6ziimili bulunmaya calisilan kanser hastaligi igin bitkisel alternatif
imkan1 saglayacaktir. Ileri ki calismalarda farkli kanser tiirleri iizerinde hem bitki
ekstraktlarinin hemde AgNP’ lerin etki mekanizmasini aydinlatmak i¢in molekiiler diizeyde
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sayede yeni terapdtik ajanlarin kullanimina imkéan
saglanabilir. Ayn1 zamanda biyomedikal alanda etkili bir antikanser, antibiyofilm ve

antimikrobiyal ajan tasarimlari i¢in umut vadetmektedir.
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BOLUM 6

SONUCLAR VE ONERILER

Tez calismasina baslamadan oOnce R. aculeatus L. ekstraktinin antibiyofilm aktivite
caligmalarina ve bitkinin yaprak ekstrakti kullanilarak yesil sentez yontemiyle iiretilen
AgNP’nin antibiyofilm, antimikrobiyal ve antikanser aktivite ¢aligmalarina yapilan literatiir
taramalarinda rastlanilmamistir. Bitkinin yaprak kismi kullanilarak hazirlanan ekstraktin ve
biyosentezi yapilan AgNP’nin farkli metotlar kullanarak antibiyofilm, antimikrobiyal ve
antikanser aktiviteleri incelenmistir. Calisilan ekstrakt ve AgNP literatiir ¢alismalarindaki

benzer verilerle karsilastirarak sonuglar degerlendirilmistir.

Bu caligsma ile beraber literatiir ¢alismalarinda da belirtildigi gibi bitkilerin antibiyofilm,
antibakteriyel ve antikanser aktivitelerini etkileyen cesitli faktorler bulunmaktadir. Bunlar
calismada kullanilan test mikroorganizmalari, sentez yontemi, kullanilan konsantrasyon
araliklar1 ve ekstrakt hazirlama protokolleri gibi faktorler olabilmektedir. Bu sebeplerden

dolay1 yapilan calismada 6nceki ¢alismalara gore farkli sonuglar elde edilebilmektedir.

Son zamanlarda nanopartikiiller, kronik hastalik teshisinde terapétik ajanlarin verilmesi, deri
ve yanik yaralarinda bakteriyel enfeksiyonlarin azaltilmasi, gida ve giyim endiistrisinde
antimikrobiyal ajan olarak bakteriyel kolonizasyonun Onlenmesi icin basariyla

kullanilmaktadir.

Nanopartikiillerin iiretimi igin bitkilerin son zamanlarda artan kesfi, kimyasal, fiziksel
sentezlere gore avantajlar eklemistir. Ciinkii kimyasal ve fizyolojik yontemlerin kompleks
bir yapiya sahip olmasi, yiiksek maliyetli olmas1 ve ¢evre dostu olmamasi bilim insanlarini
biyolojik yontemlere yonlendirmektedir. Biyolojik yontemler basit, daha ucuz, toksik madde
kullanim1 gerektirmedigi i¢in biyomedikal ve farmakolojik uygulamalara daha uygundur ve
ticari tretime elveriglidir. Son yillarda ortaya ¢ikan biyofilm olusturma yeteneklerinden
dolay1 patojenik bakterilerin antimikrobiyal ajanlara kars1 direnci, biiyiik bir saglik sorunu
olusturmaktadir ve antibiyotiklere kars1 mikrobiyal direnci azaltmak i¢in genis bir spektrum

aktivitesine sahip giimiis bazli nanopartikiillerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Yapilan ¢alismalar AgNP’lerin gida, ilag endiistrilerinde kullanilabilecegini ve kanser
tedavisi i¢in alternatif tip olarak kabul edilebilecegini goéstermistir. Bunun yami sira
bitki+AgNP komplekslerinin potansiyel bir antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik

aktivitesine sahip oldugunu belirtmislerdir.

Yaptigimiz ¢aligmanin sonuglarina gore, bitki ekstraktindan daha iyi sonuglar almak i¢in
farkli ekstrakt hazirlama metotlar1 kullanilabilir ve distile su yerine metanol, etanol gibi
¢oziciiler kullanilabilir. Ayrica bitkinin etken maddeleri farkli metotlarla belirlendiginde
hem antimikrobiyal hem de antikanser aktivite sonuglarinin daha yiiksek ¢ikacagi
ongoriilmektedir. Calismamiz molekiiler ¢alismalarla devam ettirilebilir ve arastirmacilara

ileri ki caligsmalar i¢in yeni bir alan olusturabilmektedir.
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