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OZET
ARONYA (Aronia melanocarpa) MEYVESI EKSTRAKTI ile GUMUS
NANOPARTIKUL SENTEZi, KARAKTERIZASYONU ve in vitro
ANTIKANSER AKTiVITENIN DEGERLENDIRILMESI

Melek, Esra
Doktora, Kimya Bilim Dah
Tez Damismani: Doc.Dr. Kadriye Ozlem Saygi

AGUSTOS 2023, XIV + 71
Metal Nanopartikiillerin (NP’ler) saglik, gida ve cevre gibi alanlarda uygulamalar1 yer
almaktadir. Giinlimiizde sentez protokollerinde toksik kimyasal kullanmayan, ¢evre dostu
ve diisiik maliyetli prosesler gelistirmeye yonelik artan bir ihtiya¢ bulunmaktadir. Bu
caligma kapsaminda Aronya (Aronia Melanacarpa) bitkisinin Aron (A), Galijenka (G),
Nero (N) ve Viking (V) alt ¢esit meyvelerine ait ekstraktlarda giimiis nanopartikiillerin
(AgNP’lerin) yesil sentezi, karakterizasyonu ve antikanser aktiviteleri aragtirilmistir.
Aragtrmanim ilk bolimiinde Aronya tiirlerine ait meyve ekstraktlar1 ile AgNP’ler
sentezlenmistir. AgNP’lerin karakterizasyonlar1 Ultraviyole-Gorunir Spektroskopisi
(UV-vis), Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR), Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM), X-isin1 Difraksiyonu (XRD) Dinamik Isik sagilim Spektroskopisi
(EDX) yapilmustir ve hiicre canliligina etkileri MTT testi ile Cisplatine duyarl: hiicre hatti
olan A2780, digeri ise cisplatine direngli AD-A2780 hiicre hatlar1 iizerinde incelenmistir.
Elde edilen verilere gore AgNP’ler Cisplatine duyarl hiicre hatt1 olan A2780 hiicre hatt1
ile yapilan calisma da 400 pg/mL olacak sekilde hazirlanan konsantrasyonda A, G ve N
aktivite gostermis olsada V c¢esidinden sentezlenen AgNP’ler cisplatine duyarh
hiicrelerin canliligini %20 olacak sekilde azaltmustir. Cisplatine direngli AD-A2780 hiicre
hatti ile yapilan ¢alismada ise 400 pg/mL olacak sekilde hazirlanan konsantrasyonda tiim
tiirlerden sentezlenen AgNP’ler cisplatine direncli hiicrelerin canliligini %20 nin altmma
diisiirerek aktivite gostermistir. Literatiirde ¢aligma bitkisinden bu sekilde sentezlenen ve
aktivitesine ait herhengi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bunlarin yanisira A, G, N ve V
cesitlerine ait meyvelerin metanol/diklorometan (1:1) ekstraktlarinin fenolik bilesikleri
LC-MS/MS ile incelendi. Tim meyvelerde klorjenik asit en ¢ok bulunan fenolik
bilesiktir. Ekstraktlar MCF7 (meme kanseri) ve A2780 (yumurtalik kanseri) kanser hiicre
hattinda MTT yontemi kullanilarak test edildi. MCF7 hiicre hatt1 icin A, N ve V ¢esitleri
icin konsantrasyon 400 pg/mL’de hiicre canliligin1 %50 nin altinda azaltip G ¢esidinden

hazirlanan ekstrakt aktivite gostermemistir. A2780 hiicre hatt1 icin A, G ve N tiirleri 400
i



pg/ml’de %50 nin altinda hiicre canliligini azaltirken V ¢esidinden hazirlanan ekstrakt

aktivite gdstermemistir.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, Nanoteknoloji, Glimiis Nanopartikiil, Yesil Sentez,
Aronia Melanocarpa



ABSTRACT
SYNTHESIS OF SILVER NANOPARTICLES, CHARACTERISTICS AND
ASSESSMENT OF ANTI-CANCER ACTIVITY IN Vitro WITH ARONIA FRUIT
EXTRACT (Aronia melanocarpa)
Melek, Esra
Doctorate, Department of Chemistry

Advisor: Associate Prof. Dr. Kadriye Ozlem Saygi
Agustos 2023, XIV + 71

Metal Nanoparticles (NPs) have applications in fields such as health, food and
environment. Today, there is an increasing need to develop environmentally friendly and
low-cost processes that do not use toxic chemicals in synthesis protocols. In this study,
green synthesis, characterization and anticancer activities of silver nanoparticles (AgNPs)
in extracts of Aron (A), Galijenka (G), Nero (N) and Viking (V) varieties of Aronia
(Aronia Melanacarpa) plant were investigated. In the first part of the study, AgNPs were
synthesized with fruit extracts of Aronia species. Characterizations of successfully
synthesized AgNPs Ultraviolet-visible spectroscopy (UV-vis), Fourier Transform
Infrared spectroscopy (FT-IR), Scanning Electron Microscopy (SEM), X-ray Diffraction
(XRD) Dynamic Light Scattering Spectroscopy (EDX) and its effects on cell viability
were investigated on the cisplatin-sensitive cell line A2780 and the other on cisplatin-
resistant AD-A2780 cell lines. According to the data obtained, AgNPs synthesized from
the V type decreased the viability of cisplatin-sensitive cells by 20%, although AgNPs
showed A, G and N activity at a concentration of 400 pg/ml in the study conducted with
the A2780 cell line, which is a cisplatin-sensitive cell line . In the study conducted with
the cisplatin-resistant AD-A2780 cell line, AgNPs synthesized from all species at a
concentration of 400 pg/ml showed activity by reducing the viability of cisplatin-resistant
cells below 20%. There is no study in the literature that synthesized from the study plant
in this way and its activity In addition, phenolic compounds of
methanol/dichloromethane (1:1) extracts of fruits belonging to Aron (A), Galijenka (G),
Nero (N) and Viking (V) varieties were investigated by LC-MS/MS. Chlorgenic acid is
the most abundant phenolic compound in all fruits. The extracts were tested in the MCF7
(breast cancer) and A2780 (ovarian cancer) cancer cell line using the MTT method. For
the MCF7 cell line, for the A, N and V varieties, the cell viability was reduced below 50%

at a concentration of 400 pg/ml, and the extract prepared from the G variety did not show



activity. For the A2780 cell line, A, G and N varieties reduced cell viability below 50%
at 400 pg/ml, while the extract prepared from the V variety did not show activity.

Keywords: Nanoparticle, Nanotechnology, Silver nanoparticles, Green Synthesis, Aronia

Melanocarpa
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SIMGELER VE KISALTMALAR

SIMGELER
Ag: Glimiis
Cu: Bakir

Au: Altin

Fe: Demir

Zn: Cinko

Pt: Platinyum
uL: Mikrolitre
g: Gram
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KISALTMALAR

NP: Nanopartikiil

AgNP: Giimiis nanopartikiil

DMSO: Dimetil Siilfoksit
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FTIR: Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi
HPLC: Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi
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Spektroskopisi

LC-MS/MS: Siv1 Kromatografi Kiitle Spektroskopi
TAGEM: Tarimsal Arastirma ve Politikalar Genel Midiirligii



1.GIRIS

Nanoteknoloji bilim dali kimya, fizik, biyoloji, tip, biyoteknoloji ve malzeme gibi alanlar1
iceren disiplinlerarast bir alandir (Alabdallah & Hasan, 2021). Bu bilim dalinin
giinimiizde popliler olmasinin en O6nemli sebebi nano boyutlardaki malzemelerin
ylizey/hacim oranlarmin biiyiik olmasiyla birim ylizeye diisen atom miktarmnin da fazla
olmasidir (Roy, Bulut, Some, Mandal & Yilmaz, 2019). Bu durum bilim insanlarmi bu
materyalleri kullanmaya tesvik etmektedir ve tip alanindaki ileri goriintiileme, ilag,

medikal malzemeler ve nanosensorler baslicalaridir (Jain, Jain, Rajput & Patil, 2021).

Nanopartikiil (NP) sentezinde fiziksel ve kimyasal metotlar kullanilmaktadir. Kimyasal
metot olarak NP’lerin sentezinde ‘asagidan yukariya’ ve ‘yukaridan asagiya’ olmak {izere
iki yontem vardir (Dada et al., 2019). Asagidan yukariya metodunda nano malzemelerin
en kiiclik parcalar1 olan atomlarinin bir araya getirilerek biiyiitiilmesi, yukaridan asagiya
metodunda ise malzeme boyutunun uygun fiziksel veya kimyasal yontemlerle daha kiicilik

parcaciklara ayrilmasi esastir (H. Zhang et al., 2021).

Cesitli organik ve inorganik indirgeyici ajanlar kullanilarak kimyasal indirgeme,
elektrokimyasal teknikler, fizikokimyasal indirgeme ve radyoliz dahil olmak {izere en
popiiler kimyasal yaklasimlar, giimiis nanopartikiillerin (AgNP) sentezi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu yontemlerin ¢ogu hala gelistirme asamasindadir ve NP'lerin
kararliligi ve agregasyonu, kristal biiyiimesinin kontrolii, morfoloji, boyut ve boyut
dagilim1 gibi sorunlar yer almaktadir. AgNP'lerin sentezinde fiziksel yontemler arasinda
evaporasyon-yogunlastirma ve lazer ablasyon gibi yontemler yer almaktadir. AgNP'lerin
atmosferik basingta bir tiip firin kullanilarak fiziksel sentezinin bazi dezavantajlar1 vardir,
Ornegin, tiip firm genis bir alan1 kaplar, kaynak malzemenin etrafindaki ¢evre sicakligini
yiikseltirken biiyiik miktarda enerji tiiketir ve elde edilmesi cok zaman gerektirir. Ayrica,
tipik bir tlip firm, sabit bir calisma sicakligina ulasmak icin birka¢ kilovattan fazla gii¢

tilketimi ve On 1sitma siiresi gerektirir.

Fiziksel ve kimyasal yontemlerle NP sentezi; hedeflenen boyutta malzeme iiretilememesi,
uzun siire almasi, zararli kimyasallarm kullanimi ve maliyetli olmas1 gibi sebeplerden

alternatif yeni yontemlere ihtiya¢ duymustur (Wypij et al, 2021). Bu etkilerin yer

1



almadig1 ¢evre dostu, yesil sentez yontemi diye tanimlanan bitki, mantar, alg, vitamin,
enzim ve mikroorganizmalarin kullanildigi metotlar bircok ¢alisma grubu tarafindan
tercih edilmektedir(Barabadi et al., 2021). Giiniimiizde artan enerji ihtiyact sebebiyle
enerji tasarrufu saglamasi diger klasik yontemlerle karsilastirildiginda siirdiirtilebilir ve
yenilenebilir olmas1 da 6nem arz etmektedir. Bunun sonucu olarak ‘Yesil Sentez’ terimi
yaygmlasmistir (Ijaz, Zafar & Igbal, 2020). Yesil sentez yontemi, ¢cevre dostu olmasi,
insan saghigma zararli olmamasi, enerji tasarrufu saglamasi, kolay uygulanmasi ve hizli
olmasi gibi avantajlara sahiptir(Ahmed, Damra & Mustafa, 2019). NP'lerin bitki tohum,
kok, meyve, dal, yaprak hatta atiklarinin kullanildig yesil sentezi kadar karakterizasyonu,
yorumlanmasi ve gesitli alanlarda uygulanmasi giiniimiizde bu ¢alisma alanini1 yaygin

hale getirmektedir (Garibo et al., 2020).

NP’ler hangi alanda kullanilacaksa o alana gore ilgili metal segilerek sentezlenmektedir.
Cogunlukla bakir (Cu), altin (Au), giimiis (Ag), nikel (N1), platin (Pt), ¢inko (Zn) ve demir
(Fe) metalleri NP sentezinde kulanilsa da son c¢aligmalara gore AgNP en fazla yer
almaktadir (Tailor, Yadav, Chaudhary, Joshi & Suvalka, 2020). AgNP’lerle olan
calismalarin giinden giline artmasindaki neden optik, manyetik ve elektriksel
ozelliklerinden dolay1 biyolojik aktivite ve g¢evre ile ilgili ¢caligmalardaki elde edilen

sonuglart ile ilgilidir (Oves et al., 2022).

AgNP sentezinde cesitli bitki ekstraktlar1 giimiis nitrattaki (AgNO3) giimiis(I) iyonlarmnin
giimiis(0) iyonlarmna indirgenmesinde kullanilmaktadir (Saygi & Cacan, 2021a). Bitki
ekstraktlar1 i¢erdikleri biyoaktif maddeler ile (fenolik bilesenler, asitler, enzimler, vs) bu
sentezi tek basamakli hizli ve bagka herhangi bir kimyasala ihtiya¢ duyulmadan
sentezlenmesini saglamaktadir (Saygi, Bayram & Bayram, 2022).

Bitkiler ¢evre kosularina karsi kendilerini koruma ve savunma mekanizmalar1 i¢in
iceriklerinde biyoaktif maddeler diye adlandirilan bilesikleri olustururlar. Bunlardan en
fazla bulanin1 fenolik bilesiklerdir v e bir ya da daha fazla aromatik halkaya baglh
hidroksil (-OH) gruplarindan meydana gelmektedir(Alara, Abdurahman & Ukaegbu,
2021a). Dogada bilinen 8000 civarinda fenolik bilesik bulunmaktadir (Joon Hwang,
Byong Yoon, Lee, Ju Cha & Dai Kim, 2013a). Kromatografideki gelismeler sonucunda
fenolik bilesikler yaygin HPLC, LC-MS ve LC-MS/MS teknolojileri ile kantitatif olarak
tayin edilmektedir (Acero, Gradillas, Beltran, Garcia & Mufioz Mingarro, 2019). Fenolik

2



bilesiklerin HPLC ile tayinine ilgi olduk¢a fazla bulunmaktadir. Fakat son yillarda LC-
MS/MS teknigi tercih edilmeye baslanmistir(Orsavova, Hlavacova, Micek, Snopek &
Misurcova, 2019). Calisma prensibine gore kolondan gegen ayni kiitle/ylik (m/z) sahip
birgok molekiil olsada ayni parcalanma iyonlarina sahip molekiillerin bulunma ihtimali
%0,1 dir. LC-MS/MS teknigi ¢cok diisiik kosantrasyonlarda, hizli, duyarlili1 ve kesinligi
yiiksek tayin yapmaktadir(Acero et al., 2019; Aly & Gorecki, 2023; Oniszczuk, Olech,
Oniszczuk, Wojtunik-Kulesza & Woéjtowicz, 2019; Orsavova et al., 2019; X. Zhang et al.,
2023).

Aronya Rosacea familyasina ait Aronia arbutifolia, Aronia prunifolia ve Aronia
melanocarpa tiirler bulunmaktadir (Watrelot & Bouska, 2022) Calisma konumuzda yer
alan Aronya (Aronia melanocarpa) bitkisi son yillarda tarim sektoriinde yerini artirmistir.
Kuzey Amerika ve Kanada’nin glineydogusunda yetisen liziimsii meyveler grubunda yer
alan kism yapraklarini doken ¢ali formunda bir bitkidir. Antioksidan i¢erigi ¢cok yiiksektir,
kanserli hiicreleri yok etme potansiyeline sahiptir ve bu nedenle siiper meyve de
denilmektedir. Aronya antioksidan, vitamin, minarel ve fenoller (fenolik asitler, flavonoid
ve flavanoller, proantosiyanidinler, antosiyaninler) yoniinden oldukca zengindir(Jurikova
et al., n.d.-a; Watrelot & Bouska, 2022). D vitamini ve B12 hari¢ tiim vitaminleri
icermektedir. K, Zn, Na, Mg, Fe, folik asit, klorogenik asit, tartarik asit ve sitrik asit icerigi
yoniinden de zengindir (Christiansen, Mellbye, Hermansen, Jeppesen & Gregersen, 2022;
Deng et al., 2021; Zhao, Liu, Zheng, Liu & Ding, 2021). Igerdigi bu kimyasallarm kalp
hastaliklar1 ve kanseri onlemede etkili oldugu belirtilmektedir (Zhao et al., 2021).
Aronyanin hem gida sanayi hem de eczacilikta kullanilarak gelecek vadeden bir saglik
meyvesi oldugu sdylenmektedir. Meyve suyu, ¢ay, recel, surup, sos gibi degisik sekillerde
tiikketilmektedir. Ayrica besin takviyesi ve gida renklendirici olarak da kullanilmaktadir
(Efenberger-Szmechtyk et al.,, 2021). Mide rahatsizliklari, soguk alginligi, karaciger,
bagirsak hastalikllar1 ve radyasyon zehirlenmesi tedavisinde de kullanilmaktadir. Ek
olarak bagisiklik sistemini ve metabolizmay1 giiclendirici etkisi de bulunmaktadir (Deng

et al., 2021).

Aronya meyvesi (Sekil 1.2) zengin igeriginden dolayr Rusya’da tibbi aromatik bitki
olarak kabul edilmistir. Aronya taze meyve olarak ya da kurulmus meyve olarak

tilkketilmesinin yaninda siis bitkisi olarak da yetistirilmektedir. Son baharda yapraklar1



kirmiz1 renk aldigr i¢in gorsel olarak giizelligi ile siis bitkisi olarak tercih edilir (Sekil
1.3). Aronya hem gida hem saglik hem de gorsel olarak peyzajda kullanilmaktadir
(Zduni¢ et al., 2020).

Belirtilen biitiin bu Ozelliklerinden dolay1 diinyada yetistiriciligi gittikce artmaktadir.
Cigeklenmesi bahar mevsiminde olur (Sekil 1.1) Genellikle nisan ve mayis ayinda
ciceklenmeye baglar. Salkim seklinde cicek acar, her salkimda 25-30 adet ¢icek bulunur
(Sekil 1.1). Dolayistyla meyve sayisi da her salkimda 25-30 kadardir. Meyvelerini agustos
ayinda vermeye baglar. Meyveler mor-siyah renklidir (Sekil 1.2). Sekilleri Aronya
cesitlerine gore hafif degisiklikler gosterse de genellikle yuvarlaktir (Sidor, Drozdzynska
& Gramza-Michatowska, 2019).

Sekil 1. 1. Aronya ¢igegi



Sekil 1. 3. Sonbaharda Aronya yapraklar1

Aronya yetistirilmesi kolay, her toprak ve rakimda biiyiiyebilen bir bitkidir. Iki-ii¢
yasindayken meyve vermeye baslar (Platonova et al., 2021). Hasadi daha ¢ok elle yapilir.

Olgunlasmis meyveleri ¢lirimedigi i¢in hasat kolaylig1 saglar.



Ulkemizde de aronya bitkisine ait ilk ¢alismalar 2012 yilinda Yalova Atatiirk Bahge
Kiiltiirleri Merkez Arastirma Enstitlisii’nde baslamis ve deneme alani kurularak 2017
yilinda da yetistiriciligi baglamistir. 2017 yilinda ise ilimizin de i¢inde bulundugu 4 farklh
bolgede yer alan 4 enstitiide adaptasyon ¢aligmalar1 baslatilmis ve (denenen tiim gesitler
verimleri yiiksek ve bolgeye uyumludur) sonuglandirilmisti. TAGEM (Tarimsal
Arastirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii) tarafindan desteklenen bu projeler ve
faaliyetlerce alman olumlu sonuclarla birlikte meyve tiirlinlin tanitim ve yayim

faaliyetlerine baslanmistir. Aronya meyvesinin bazi alt ¢esitleri mevcuttur.

Nero ve Viking gesitleri son derece verimli, antioksidan igerigi yiiksek cesitlerdir(Tubitak,
n.d.). Diinyada en ¢ok yetistiriciligi yapilan cesitlerdir. Aron Danimarka’da 1slah edilmis
olduke¢a iri meyveli, verimli ve antioksidan icerigi yiiksek, Nero ve Viking’den sonra
diinyada en ¢ok yetistiriciligi yapilan gesittir (Kulling & Rawel, 2008; Wangensteen et
al., 2014). Galijenka, Polonya’da son zamanlarda yeni gelistirilmis bir ¢esittir. Makineli

hasada uygundur. Meyvelerinin hepsi ayni anda hasada gelmektedir.

Nero cali formlu, Sonbaharda yapraklar1 ¢ok gilizel kizardig1 i¢in siis bitkisi olarak da
kullanilmaktadir (Jeppsson & Johansson, 2000). Meyveleri agustos ayinda olgunlasir ve
cok uzun stire dalinda kalir (Sekil 1.4). Ayrica soguga karsi ¢ok dayaniklidir (Jeppsson &
Johansson, 2000). Meyve rengi siyah ve yuvarlak ince kabuklu meyve suyu sanayisi

i¢cinde elverislidir.



Sekil 1. 4. Nero meyvesi

Viking ¢ali formlu, Soguk kosullarda dayaniklidir. Yogun dallar1 vardir. Meyveleri agustos
sonunda olgunlagir (Sekil 1.5). C vitamini, demir ve iyot agisindan oldukg¢a zengindir.
Meyve mor siyah, sekli kutuplardan biraz baskin kabuk kalinligi fazla su miktar1 daha
azdir. Taze tiikketim ve kurutma i¢in uygundur. Hastalik ve zararhlara kars1 da ¢ok

dayanikhdir.

Sekil 1. 5. Viking meyvesi

Aron ¢ali formlu olup dallar1 yogundur. En c¢ok yetistirilen ¢esitler arasindadir.

Meyvelerini agustos aymda vermektedir. iri meyveli, verimli ve antioksidan icerigi



oldukca yiiksektir. Meyveleri mor siyah renklidir. Gida, ila¢ ve kozmetik sanayinde

kullanilmaktadur.

Sekil 1. 6. Aron meyvesi

Galijenka gali formludur. Meyvelerini agustos ayinda vermektedir. Meyveleri mor siyah
renklidir (Sekil 1.5). ik olarak Polonya’da gelistirilmis yeni bir tiirdiir. Meyve igerigi ¢ok

zengindir. Meyveleri mor siyah renklidir.

Sekil 1. 7. Galijenka meyvesi



Aronya (Aronia melanocarpa) bitkisinin meyvesine ait calismalar genel tiir olarak daha
fazla bulunmaktadir. Alt ¢esitlerine ait ¢aligmalar sinirlt sayidadir (Vagiri & Jensen,
2016). Genel tiriin meyvelerine ait ¢alismalar1 ¢ogunlukla toplam fenolik madde,
antosiyanin ve siyanidin tiirevleri tayini ve tayin yontemleri hakkindadir (Sidor et al.,
2019). Toplam fenolik miktar1 diger iizimsii meyveler olan yaban mersini, ahududu,
frenk liziimi, cilek ve bogiirtlen meyvelerinden daha fazla olarak 6l¢iilmiistiir (Jurikova
et al., n.d.-b). Fenolik miktarinin fazla olmasi yani fenolik icerigi; genetik G6zellikler
(cesit, genotip) ya da yetistirme sartlarma (konum, teknik) bagli olarak Gnemli
degisiklikler gostermektedir. Bir calismaya gore optimum deplama sicakligr 3°C olmasi
gerektigi yoniindedir. Aylik bazda yapilan ¢aligmada bu sicakligin altinda tutulursa
toplam fenolik miktar1 %30 degismektedir (Jurikova et al., n.d.-a). Cogunlukla meyve
suyu sanayiinde kullanilan meyvelerin posalar1 (atiklar1) fenolik bilesen ydniinden

karsilagtirilmis ve posadaki miktar meyve suyundan ¢ok daha fazla bulunmustur.

Daha onceki ¢caligmalarda meyvelerde fenolik asit olan klorjenik asit miktarinin fazla
oldugu rapor edilmistir. Klorjenik asit, kinik aside ester bagi ile bagh bir kafeik asit
kompleksidir. Bir ¢cok yazar tarafindan fenolik bilesikler ve klorjenik asit dahil olmak
iizere fitokimyasallarin antioksidan 6zellikleri ve kronik hastaliklara (kanser, diyabet ve
kardiyovaskuler hastaliklar) kars1 aktivite sonuglar1 bildirilmistir (Jiang, Fang, Leonard

& Zhang, 2021; Joon Hwang, Byong Yoon, Lee, Ju Cha & Dai Kim, 2013b).

Bu calisma kapsaminda Tokat ilinde yetistirilen Aronya (Aronia melanocarpa) bitkisine
ait dort alt ¢esit olan Viking, Nero, Galijenka ve Aron meyveleri fenolik bilesen agisindan
LC-MS/MS yontemi ile kantitatif olarak incelenip ve ayn1 meyvelerin su ekstraktindan
sentezlenen AgNP’ler kendi aralarinda karsilastirilarak biyolojik aktivite yoniinden

tartisilmastir.



2. LITERATUR OZETLERI

Jalab ve ¢alisma arkadaslar1 Acacia cyanophylla bitki 6ziitiinli kullanarak ¢evreyle dost,
ekonomik olarak giimiis nanopartikiilleri yesil sentez metodu ile elde ederek
antibakteriyel aktivite yoniinden incelemislerdir. E. coli izolatlar1 iizerinde yiiksek
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gostermislerdir(Jalab, Abdelwahed, Kitaz & Al-
Kayali, 2017).

Manosalva ve calisma arkadaslari AgNOs ile Galega officinalis ekstresi kullanarak
AgNP’lerin biyosentezini gergeklestirmiglerdir. Biyosentez i¢in reaksiyon parametreleri
belirlenerek ve Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve Pseudomonas syringae’ye
kars1 antimikrobiyal 6zellikleri test edilmistir. E. coli, S.aureus ve P.syringae’ye karsi

etkinlik gostermistir (Manosalva et al., 2019).

Gomathi ve ¢alisma arkadaslari indirgeyici madde olarak toksik olmayan sulu Gymnema
sylvestre yaprak 6zlinden giimiis nanopartikiillerin (AgNP’ler) iiretilmesi i¢in ¢cevre dostu
ve uygun maliyetli yesil sentez kullanilmistir. Sentezlenen AgNP'ler, hem Staphylococcus
aureus hem de Escherichia coli'nin iizerinde iyi antibakteriyel aktivite gdstermistir.
Bakteri iliskili hastaliklarin kontroliinde antibakteriyel olarak kullanilabilece§ine isaret

etmiglerdir (Gomathi et al., 2019) .

Ahmed ve calisma arkadaslar1 derleme c¢alismalarinda Sudan’ da yer alan tibbi ve
aromatik geleneksel olarak kullanilan 45°ten fazla tibbi bitkiden sentezlenen AgNP’leri
inceleyerek sentezi etkileyen parametreler, karakterizasyon teknikleri ve ¢esitli biyolojik

aktiviteleri arastirilmistir (Ahmed et al., 2019).

Hashemi ve c¢alisma arkadaslar1 7 polium bitkisinin su ekstrakt1 indirgeyici dogasi
nedeniyle yesil sentez yontemi uygulanarak AgNP’lerinin sentezi ve antikanser 6zelligi
test edilmistir. T. Polium AgNP'lerin MNK45 insan mide kanseri hiicre hatt1 iizerinde
antikanser etki sergiledigini gostermistir (Hashemitabar, Aflakian & Sabzevar, 2023).

Bindhu ve ¢alisma arkadaslar1 Moringa oleifera ¢igeginin ekstrakti AgNP sentezi i¢in
kullanilmistir. Hazirlanan AgNP’lerin  karakterizasyonu yapilarak antimikrobiyal
ozellikleri belirlenmistir. Gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere kars1 antibakteriyel
etkiler gostermistir. AgNP lerin su aritma ve biyomedikal uygulamalarda kullanim i¢in

miilkemmel olabilecegi sonucuna varilmistir (Bindhu & Umadevi, 2015).
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Aryan ve calisma arkadaslart AgNP’ler Kalanchoe pinnata yaprak ekstrakti kullanarak
yesil sentez yoluyla elde edilmistir. AgNP'ler ylizey plazmon rezonansi nedeniyle giiclii
absorpsiyon spektrumlart Uv-Vis’de gozlemlenmistir. Ayrica AgNP' lerin morfolojisi
FESEM ve HRTEM kullanilarak incelenmistir. AgNP'ler gram-negatif E.Coli bakterisine
kars1 antibakteriyel aktivite gostermistir. Rodamin B boyar maddesinin fotokatalitik

olarak parcalanmasinda aktivite gostermistir (Aryan, Ruby & Mehata, 2021).

Jabir ve c¢alisma arkadaslar1 Eriobotrya japonica ekstraktindan AgNP'lerin yesil
senteziyle kanser hiicrelerinin ¢ogalmasina, iltihaplanmaya, alerjik bozukluklara ve
fagositoz indiiksiyonuna etkileri arastirilmistir. Yapilan calisma sonucglarmma gore
AgNP’ler ile alerji tedavisinde Onemli Olclide etkili olmustur. Ayrica AgNP'ler
BMDM'lerde (bone marrow-derived macrophages) kemik iligi kaynakli makrofajlarda
fagositoz siirecini uyarmistir. AgNP'lerin gelecekte farkli kanser tiirlerini tedavi etmek ve
bagisiklik sistemi islevlerini desteklemek i¢in tibbi bir ilag olarak kullanilabilecegi

Onerilmistir (Jabir et al., 2021).

Mehwish ve calisma arkadaslar1 Moringa oleifera tohumu (MOS) kullanilarak uygun
maliyetli, AgNP’lerin yesil sentezi gerceklestirilmistir. MOS-AgNP'lerin kristal kiire
seklinde oldugu, gram pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivite
gosterdigi rapor edilmistir. Ayrica, MOS-AgNP'ler sudaki toksik Pb metal iyonlarimi %80
oraninda fotokatalitik olarak uzaklastirdigini bu nedenle endiistriyel atik sularmn

aritilmasinda kullanim i¢in uygun olabilecegini 6nermislerdir (Mehwish et al., 2021).

Vanlalveni ve ¢calisma arkadaslar1 derleme calismalarinda 2015 yilindan bu yana literatiirii
kapsayan farkli bitki ekstraktlar1 kullanilarak AgNP'lerin yesil sentezine iligkin yeni
bulgular1 ve bunlarin antimikrobiyal ajanlar olarak potansiyel uygulamalarini
Ozetlemekte ve detaylandirmaktadirlar. AgNP'lerin bakteri hiicre duvar ile etkilesimini,
hiicre 6liimiine yol agmasini ve yliksek antimikrobiyal aktivitelerinin mekanizmasini

kapsamli bir sekilde ele alimislardir (Vanlalveni et al., 2021).

Singh ve calisma arkadaslar1 Ligustrum vulgare (kurt {iziimii) meyvelerinden yesil
sentezle elde ettikleri altin ve glimiis nanopartikiillerin antibakteriyel o6zelliklerini
arastrmiglardir. L. vulgare meyveleri ¢cogunlukla herhangi bir amag i¢in kullanilmaz ve
bu nedenle atik olarak degerlendirilmektedir. Caligma atik ya da kullanilmayan L. vulgare

meyvelerinin degerli {riinlere doniistiiriilerek kullanimi agisindan da 6nemlidir. L.
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vulgare meyvelerinden, oda sicakliginda 5 dakika i¢cinde altin nanopartikiilleri (LV-
AuNPs) ve 90 °C'de 15 dakika i¢inde de glimiis nanopartikiilleri (LV-AgNPs) elde
edilmistir. LV-AuNPs ve LV-AgNPs, cesitli spektroskopik yontemlerle karakterize
edilmistir. LV-AuNP'lerin 50-200 nm boyut araliginda kiiresel, iiggen, altigen, ¢ubuk,
kiiboid vb. gibi ¢esitli sekillerde, LV-AgNP'ler ise 20-70 nm olup ¢ogu kiireseldir. LV-
AgNP’ler P. aeruginosa'va karst 150 pg/mL ve E. coli'ye kars1 100 pg/mL MBC (en
diisiik bakteri yok edici konsantrasyon) degeri ile antimikrobiyal potansiyel gostermistir

(Singh & Mijakovic, 2022a).

Oves ve calisma arkadaslar1 Conocarpus lancifolius bitki ekstrakti ile AgNP’leri yesil
sentezi ve bunlarin antimikrobiyal ve antikanser aktiviteleri arastirilmistir. AgNP'lerin
mantar patojeni olan Rhizopusus stolonifera'ya kars1 6nemli aktivite gosterdigini ve dnde
gelen bulasici hastaliklara neden olan Aspergillus flavus’ a kars1 aktivite gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica, AgNP'ler meme kanseri hiicreleri iizerinde de aktivite gdstermistir

(Oves et al., 2022).

Nagaraj ve calisma arkadaslar1 tarafindan Cassia alata bitki yaprak ekstrakti ile AgNP’
ler sentezlenmistir. Cesitli boyar maddelerin (metilen mavisi, rodamin, metil turuncusu)
ve nitro fenolin katalitik olarak giderimini test ederek tehlikeli atiklarin aritilmasi i¢in
kullanilmistir. Bu yaklasim AgNP’lerin biiyiik 6l¢ekli iiretimi i¢in olduk¢a cazip olma

potansiyeline sahip olabilecegini 6nermislerdir (Nagaraj et al., 2023).

Allaka ve ¢alisma arkadaslar1 ¢ok sayida biyolojik bilesenin varligi nedeniyle gomutra
(Inek idrar1) ile giimiis oksit nanopartikiilleri sentezleyerek antioksidan 6zelliklerini
arastrmiglardir. Bu calisma ayrica, bir dizi biyomedikal uygulama icin glimiis
nanopartikiillerin uygun maliyetli endiistriyel dl¢ekte iiretilebilecegini ortaya koymustur

(Allaka, Francis Luther King, Yepuri & Lalitha Narayana, 2023).

Devanesan ve ¢alisma arkadaslar1 Abelmoschus esculentus (L.) Moench, halk arasinda
bamya olarak bilinen vitamin ve mineral agisindan zengin, ekonomik olarak onemli
bitkinin  ¢iceklerinden AgNP  sentezleyerek karakterizasyonunu yapmuglardir.
Antibakteriyel aktivite taramasi i¢in agar kuyu difiizyon yontemini gram-pozitif ve gram-
negatif bakterilere karsi kullanmislardir. Ayrica akciger kanseri hiire hattina karsi

antikanser akvite gosterdigini rapor etmislerdir (Devanesan & Alsalhi, 2023).
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Christian ve c¢alisma arkadaslar1 derleme c¢alismalarinda Aronya (Aronia
Melanacarpa)’ nin kardiyometabolik hastaliklar iizerine etkilerini incelemistir. Iceriginde
cok fazla polifenol oldugu antioksidan 6zellik gosterebilecegi bundan dolayida saglik
yoniinden faydali olabilecegi ancak bu konuda yeterli ¢calisma olmadigini belirtmiglerdir.
Kardiyometabolik hastaliklar agisindan bitki ile ilgili calismalar1 da taramiglardir. Kan
sekeri, kolesterol, tansiyon ve obezitede kullanilabilecegini ve daha ileri ¢aliymalara

ithtiya¢ oldugunu vurgulamiglardir (Christiansen et al., 2022).

Sidor ve calisma arkadaslar1 rapor ettikleri derlemelerinde chokeberry meyvesinin
tansiyon, obesite ve diyabet gibi metabolik hastaliklara ve meme, bagirsak ve kan
kanserine kars1 etkinligini belirtmislerdir. Ayrica bitkiden izole edilen bilesiklerin
faydalarma da yer vermislerdir. Gelecekte fonksiyonel gida {iriinii olabilecegini daha
fazla kapsamli ¢alisma gerektirdigini etkin mekanizmalar1 agisindan gereklilik oldugunu

bildirmislerdir (Sidor et al., 2019).

Ren ve c¢alisma arkadaglar1 Aronyanin (A4ronia melanocarpa) insan saglhiginin
tyilestirilmesinde potansiyel faydalar1 ve bilesenleri iizerinde ¢alismiglardir. Antioksidan

aktivitesi yoniinden incelendiginde giiclii antioksidan etki gostermistir (Ren et al., 2022).

Watrolet ve calisma arkadaslar1 i¢erdikleri polifenoller ile aronyayi liziimden elde edilen
saraplarin iyilestirilmesi i¢in dnererek cesitli ekstraksiyon yontemlerini arastirmiglardir

(Watrelot & Bouska, 2022).

Platonova ve c¢alisma arkadaslar1 tarafindan yapilan derleme makalesinde siyah
chokeberry (Aronia melanocarpa) ekstraktlarinin in vitro ve in vivo etkilerine yer
verilmistir. Icerikleri sebebiyle yaslanma karsit1, antiproliferatif aktivite, glikoz ve lipid
metabolizmasinin iyilestirilmesi, ndrodejeneratif bozukluklarm iyilestirilmesi, antiviral
ve antibakteriyel aktivite, gastrointestinal sistemin korunmasi gibi aktivite sergiledigi

raporlanmistir (Platonova et al., 2021).

Zhang ve calisma arkadaslar1 birgok calismay1 inceleyerek aronyanin fenolik bilesenler
ozellikle klorjenik asit ve neoklorojenik asit acisindan zengin olmasi sebebiyle
antimutajenik, antikanser aktivitesi lizerine ¢ok sayida tiimor hiicre hattinda ¢aligilarak

aronyanin antikanser aktivitesinin yiiksek oldugu gosterilmistir. Cesitli maddelerin toksik
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etkilerinin 6nlenmesi, anti-enflamatuar etki ve antidiyabet sonuclar1 degerlendirilmistir

(Yeasmin, Zhang, Zhang & Zhu, 2023).

Deng ve ¢alisma arkadaslar1 ¢alismalarinda Aronia melanocarpa antosiyaninlerini %75
lik etanol ekstraktim1 HPLC (yliksek performansli sivi kromatografisi) kullanarak
saflastirmiglardir. Escherichia coli'ye karst antibakteriyel aktivitesini hiicre duvari ve
membran yapisimni tahrip ederek etki mekanizmasini degerlendirmislerdir. Aronia
melanocarpa antosiyaninlerinin (AMA) E. coli'ye karst minimum inhibit6r
konsantrasyonu (MIC) ve minimum bakterisidal konsantrasyonu (MBC) sirasiyla 0.625
mg/mL ve 1,25 mg/mL olarak bulmuslardir. Ayrica AMA'larin dogal gida koruyucu
olarak kullanilabilecegine vurgu yapmislardir (Deng et al., 2021).

Smaoi ve caligma arkadaslar1 atik nar kabugu icerik olarak fenolik bilesence zengin
olmas1 sebebiyle antioksidan Ozelliklerinden yararlanarak farkli et ve et dirlinlerini
koruma i¢in sentetik antioksidanlara 1iyi bir alternatif olabilecegini derleme
calismalarinda genis bir sekilde incelemislerdir. Ekstraktin et pigmentlerinin
degradasyonunu engellemekte ve bdylece etin rengini stabilize ederek raf omriiniide
uzatabilecegi ancak daha ileri ¢aligmalarin yapilmasi gerektiginide belirtmiglerdir

(Smaoui et al., 2019).

Alara ve ¢alisma arkadaglar1 derleme caligmalarinda fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu
icin yontem se¢imine yer vermislerdir. Geleneksel ve geleneksel olmayan yontemlerden
bahsedilmistir. Geleneksel ekstraksiyon yontemleri fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu igin
yaygim olarak kullanilmaktadir. Bu yontemler Soxhlet, perkolasyon ve maserasyondur.
Bu teknikler halen kullanilmakla birlikte, bazi aksakliklara sebep olmasi nedeniyle
geleneksel olmayan yontemlerin ortaya c¢ikmasimi tesvik ettigi belirtilmistir (Alara,

Abdurahman & Ukaegbu, 2021b).

Acero ve calisma arkadaslar1 farkli tath kiraz (Prunus avium L.) gesitlerinin fenolik
bilesik profillerini kantitatif olarak UHPLC/qTOF-MS belirnerek ve antioksidan 6zellik
karsilastirilmasini ¢alismuslardir. Bu ¢ahismada, ii¢ Ispanyol yerel Prunus avium (L.)
cesidinin yani sira iki yabanci gesit incelenmistir. Her bir ¢esidin ayr1 ayr1 olgun
meyveleri analiz edilmistir. Ekstraktlardaki fenolik bilesik gruplart: hidroksisinnamik
asitler, antosiyaninler ve flavonoidlerdir. Analiz edilen tiim metanol ektrakt bilesenleri

hidroksisinnamik asitler, antosiyaninler ve flavonoidlerdir. Elde edilen sonuglara gore
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toplam fenolik bilesen miktar1 yiiksek olan tiiriin daha iyi antioksidan aktivite gosterdigi
belirlenmistir. Ilavaten hepatoseliiler karsinom karaciger hiicrelerine etkilerinide test

etmislerdir (Acero et al., 2019).

Orsavova ve calisma arkadaglar1 Frenk liziimii (Ribes L.) ve bektasi liziimiiniin (Ribes
uva-crispa L.) antioksidan aktivitesine fenolik bilesikler, askorbik asit ve E vitamininin
etkisini arastirmislardir. Invicta, Rixanta, Karat ve Black Negus olmak tizere dort bektagi
lizlimii (Ribes uva-crispa L.) ¢esidinin meyveleri ve bes NS 11, Focus, Ben Gairn, Otelo
ve Viola frenk ilizimi (Ribes L.) cesitleri potansiyel besin kaynagi olarak
degerlendirilmistir. Olagantistii antioksidan aktiviteye sahip biyoaktif bilesikler icerirler.
Toplam fenolik, flavonoid ve antosiyanin i¢eriklerini ve vitaminlerin miktar tayini yliksek
performansl sivi kromatografi ile belirlenmistir. Antioksidan aktiviteleri, kirmizi bektasi
iiztimii; Black Negus ve siyah frenk {iztimii; Otelo en iyi ¢esitler oldugu belirlenmistir

(Orsavova et al., 2019).

Oniszczuk ve c¢alisma arkadaslar1 Miirver ¢igegindeki fenolik bilesenleri farkl
ektraksiyon yontemleri ile hazirlayip LC-ESI-MS/MS ile kalitatif ve kantitatif olarak
tayin etmiglerdir. Protokatekuik, 4-OH-benzoik, kafeik, p-kumarik, salisilik, ferulik
asitler ve rutin en fazla bulunan bilesiklerdir. Misirdan elde edilen atistirmaliklara ilave
edilerek tiiketilebilecegi anti radikal 6zelliklerinden dolay1 6nem tagidigmi bildirmislerdir

(Oniszczuk et al., 2019).

Bursal ve caligma arkadaslar1 endemik bir tibbi bitki olan Rumex nepalensis'in fenolik
icerigini, antioksidan potansiyelini ve enzim inhibitér 6zelliklerini in vitro olarak
spektrofotometrik yontemlerle incelemislerdir. Ektraktlarini su ve methanol kullanarak
hazirlamiglardir. LC-MS/MS analizine gore kinik asit (15.61 mg/g), mikelianin (2.06
mg/g), kuersitrin (1.97 mg/g) ve protokatesuik asit (0.217 mg/g) bitki ekstraktmin ana
fenolik bilesikleri olarak tanimlanmistir. Calisma Glutatyon S-transferaz (GST), o-
glikozidaz (a-Gly), asetilkolinesteraz (AChE) ve biitirilkolinesteraz (BChE) enzimlerinin
R. nepalensis ekstraktlar tarafindan giiclii bir sekilde inhibe edildigini gostermistir. GST,
a-Gly, AChE ve BChE enzim inhibisyonlar1 igin IC50 degerleri sirastyla 21.01 mg/mL,
34.65 mg/mL, 27.72 mg/mL ve 17.32 mg/mL olarak hesaplanmistir (Bursal, Koksal,
Giilgin, Bilsel & Goren, 2013).
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Aly ve ¢alisma arkadaglar1 iiziim sular1 ve saraplarin 6zel ayirma teknigi gerektiren
ornekler olduklar1 icin HPLC yerine LC-MS/MS’i daha iyi pik kapasitesi sagladig1 i¢in
kullanmislardir. Cevrenin korunmasina yonelik siirekli artan talep, analitik prosediirlerin
cevre dostu olmasini iyilestirmek igin tehlikeli ¢dziiciilerin azaltilmasini veya ortadan
kaldirilmasimi bildirerek yontem gelistirmiglerdir. MS verilerine gére 6rneklerde toplam

70 fenolik bilesigi tespit edebilmislerdir (Aly & Gorecki, 2023).

Goulas ve calisma arkadaslar1 ke¢iboynuzu meyvesinde (Ceratonia siliqua L.) bulunan
fenolik bilesiklerdeki sindirim sirasindaki degisimleri incelemislerdir. Sonuglar gastrik ve
bagirsak asamalarinin fenoliklerin miktarlarinda 6nemli degisikliklere neden oldugunu
gostermistir; geri kazanimlari oral asamada %61-88, gastrik asamada %40-87 ve bagirsak
asamasinda %16-57 arasinda degismistir. Genel olarak, fenolik asitlerin sindirim altinda
oldukca direngli oldugu belirtilmistir. Mevcut ¢alisma, ke¢iboynuzu tiriinlerinde 6nemli
miktarlarda fenolik antioksidanlar sindirimden sonra kaldigini gostermistir (Goulas &

Hadjisolomou, 2019).

Ismail ve calisma arkadaslar1 afrikaya 6zgii olan Baobab (4Adansonia digitata) agacinin
meyve kabugundaki 45 farkli fitokimyasallar1 ve fenolik bilesenlerini ilk defa LC-
MS/QTOF ile tayin etmiglerdir. Atik olan bu kabuklar 6nemli ekonomik ve c¢evre
bakimindan degerlenmesi ve ticari kullanimi i¢in de bir firsat sunmaktadir. Bu arastirma,
meyve kabugunun gida ve farmasotik uygulamalar i¢in kullanilabilecek iyi bir fenolik
bilesik kaynagi olarak umut verici potansiyelini ortaya koymustur (Ismail, Pu, Guo, Ma

& Liu, 2019).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Tez caligmasindaki biitiin kimyasallar analitik saflikta kullanilmistir. Sentez ve yikama
islemlerinde deiyonize su kullanilmistir. Giimiis nitrat (%99.8) ve antikanser aktivite

calismalarinda kullanilan kimyasallar ; Sigma-Aldrich firmasindan satin alinmastir.

Arastirma kapsaminda yer alan Aronya (Aronia Melanacarpa) bitkisinin alt gesitleri olan
Aron (A), Galijenka (G), Nero (N) ve Viking (V), meyveleri Tokat Orta Karadeniz Gegit
Kusagi Tarimsal Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii deneme alanindan Ziraat Miithendisi
Dr. Ash Yilmaz tarafindan temin edilmistir. Calismada kullanilan diger materyaller;
beher, erlen, huni, pamuk, makas, baget, hassas terazi, buz dolabi, etiket, kalem, 1sitici,
karistirici, gilimiis nitrat, metanol, diklormetan, ependorf tiip, saf su, whatman filtre
kagidi, damlatma hunisi, santrifiij, 1sitic1, Hettich Zentrifugen 1123 santrifiij, Heidolph

marka doner buharlastirici cihazlar1 kullanilmastir.

3.2 Yontem

3.2.1 Bitkilerin toplanmasi ve su ekstraktlarin hazirlanmasi

Tokat ili TAGEM tarafindan temin edilen Aronya (Aronia Melanacarpa) meyvesinin dort
alt ¢esidi (Nero, Viking, Galijenka ve Aron) oda kosullarinda g6lgede nemsiz bir ortamda
bir hafta boyunca kagit {lizerine serilerek kurutulmustur (Sekil 3.1). Daha sonra
kurutulmus olan bitki dgiitiicii ararilig1 ile dgiitiilmiistiir (Sekil 3.2). Ogiitiilmiis bitkiden
20 g alinarak 800 mL deiyonize su ilave edilerek 30 dk kaynama sicakligina ulasmadan
70°C de manyetik karistiricida galkalanmustir (Sekil 3.3) (Saygi & Cacan, 2021a; Saygi
& Usta, 2021). Calkalama isleminden sonra whatman filtre kagidinda siiziilmistiir (Sekil
3.4). Elde edilen bitki ekstrakti -18°C’de buzdolabinda daha sonraki nanopartikiil
sentezlerinde kullanilmak iizere muhafaza edilmistir. Biitiin bu igslemler Aronya (Aronia
Melanacarpa) meyvesinin dort ¢esidi i¢in de ayr1 ayr1 tekrarlanmustir.
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Sekil 3. 1. Aronya meyvesinin kurutulmasi

Sekil 3. 2. Aronya meyvesi Ogiitiilmesi
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Sekil 3. 3. Aronya meyvesi ekstrakti

Sekil 3. 4. Aronya meyvesi ekstraktinin siiziilmesi
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3.2.2 Giimiis nanopartikiillerin (AgNP) hazirlanmasi

AgNP’leri elde etmek icin I mM AgNOs tan 100 mL alinarak (Sekil 3.5) lizerine 20 mL
Aronya ekstraktindan damlatma hunisiyle yavas yavas ilave edildi. (Sekil 3.6)
Reaksiyona manyetik karistirici iizerinde 50°C de 8 saat boyunca devam edildi. AgNOs
ilavesinden Once agik pembe renkli olan bitki ekstraktt AgNOs ilavesinden sonra koyu
kahverengiye donlismiistiir (Sekil 3.7-8) (Saygi & Usta, 2021). Bu islemler segilen
bitkinin 4 ¢esidi iginde yapildi. AgNO:s ilavesiyle koyu kahverengiye doniisen reaksiyon
cozeltisi 5000 rpm de 10 dk boyunca santrifujlenerek (Sekil 3.9), AgNP’lerin
coktiirtilmesi saglanmistir (Sekil 3.10). Elde edilen kahverengi ¢okelti saf su ile birkag
defa yikanarak safsizliklar giderildikten sonra etiivde 60 derecede kurutuldu. Kurutulan
AgNP’ler daha sonraki ¢calismalarda kullanilmak tizere kapakli kaplarda muhafaza edildi
(Saygi & Cacan, 2021b)(Erenler & Dag, 2021)(Korkmaz et al., 2020a).

Sekil 3. 5. AgNO:s ¢ozeltisi
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Sekil 3. 6. AgNO:s stok ¢Ozeltisinin ilave edilmesi

>
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Sekil 3. 7. Bitki ekstraktinin renk degisimi
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Sekil 3. 8. Soldan saga giimiis nitrat (AgNO3), meyvelerin su ekstrakti, AgNP’ler

Sekil 3. 9. AgNP’lerin santrifiijlenmesi
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Sekil 3. 10. Satriflij sonrast AgNP’ler

3.2.3 Sentezlenen AgNP’lerin karakterizasyonu

Yesil sentez yoluyla elde edilen AgNP’lerin karakterizasyonu uygun spektroskopik
yontemler kullanilarak yapilmistir. Karakterizasyon islemi ic¢in Ultraviyole-gorinur
bdlge spektroskopisi (UV-vis), Fourier Doniisiimliic Kizilotesi spektroskopisi (FT-IR),
Taramali Elektron mikroskobu (SEM), X-151n1 Difraksiyonu (XRD) Dinamik Isik sa¢ilim
Spektroskopisi (EDX) kullanilmistir(Ahmad et al, 2019; Ahn, Jin & Park, 2019;
Barabadi et al., 2021; Talank et al., 2022).

3.2.3.1. UV-Vis Spektrofotometre Analizi

Cesitlere ait AgNP'lerin sentezindeki ilk kahverengi ¢ozeltinin degerlendirilmesi, UV-
Vis spektrofotometre (Shimadzu UV-2600) ile 200-800 nm dalga boyu araliginda ve 1nm
cozlndrlikte blank olarak saf su kullanilarak yapilmistir. Analizler kuvars kiivet igine
ornekten 100 pL alinip son hacmi 2 mL olacak sekilde saf su ile tamamlanarak 6l¢iim

yapilmustir.
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3.2.3.2. SEM-EDX Analizi

Sentezlenen AgNP’lerin morofolojik Ozellikleri ve elementel analizi SEM-EDX
(TESCAN Mira3XMU, Brno, Czechia) kullanilarak farkli biiylitme olgeklerinde

gorilintiilemesi yapilmustir.

3.2.3.3. FT-IR Analizi

Kurutulan AgNP’lerin fonksiyonel grup analizinde Fourier Doniisiimli Kizilotesi
(FTIR)Spektroskipisi (Jasco FT-IR-4700) cihaz1 dalga boyu 400-4000 cm™ arahginda

tarama yapilarak kullanilmstir.

3.2.3.4. XRD Analizi

AgNP’lerin kristal yap1 tayinleri i¢in XRD analizleri Emprean, Malvern Panalytical
X’pert PRO Diffractometer (PXRD) cihazinda yapilmustir.

3.2.4 Bitkilerin fenolik bilesen analizi

Kurutulup 6giitiilmiis numunelerden 10 g tartilarak 50 mL metanol/diklormetan (1:1)
karigiminda ¢alkalayici iistiinde 3 giin (72 saat) oda sicakliginda ekstrakte edilmistir(Abid
et al., 2017; Alara et al., 2021b). Ekstraktlar kaba siizge¢ kagid ile siiziildiikten sonra
doner buharlastirict ile ¢oziicii uzaklastirilip (Sekil 3.11-12) +4 °C de muhafaza edilmistir.
Kalintidan fenolik bilesen tayini LC-MS/MS ile yapilmisti. Her bir standart icin
metanolde 1000 ppm’lik stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Bu stoklardan farkli ¢alisma
konsantrasyonlarda hazirlanan fenolik bilesiklerin kantitatif miktarlarini hesaplamak i¢in
herbir standart igin kalibrasyon grafikleri gizilerek (R?>0.99) alikonma zamanlari

belirlenmistir.
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Sekil 3. 11. Ektraksiyon ¢oziiciilerinin doner buharlastirici ile uzaklastirilma iglemi

M J;

s

Sekil 3. 12. Fenolik tayini i¢in ektraksiyon ¢oziiciilerinin uzaklastirilmis goriintiisii
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3.2.5 Hiicre kiiltiirii antikanser aktivitelerinin belirlenmesi

3.2.5.1. Fenolik bilesiklerin hiicre canhih@ina olan etkisi

Bu calismada yer alan hiicre hatlar1 Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Fen Edebiyat
Fakultesi, Molekiler Biyoloji ve Genetik Boliimii, Kanser Arastirma Laboratuvari
stoklarindan meme kanseri hiicre hatt1t MCF7 ve yumurtalik kanseri hiicre hatlar1 A2780

kullanilmistir.

Hiicre kiiltiirii caligmalari giivenlik kabini igerisinde ¢alismaya baslamadan 6nce Uv 15m1
uygulanarak steril edildikten sonra gerceklestirildi. Kullanilacak tiim materyaller %70’
lik etanol ile steril edilip kabin i¢ine yerlestirildi. Aktivite testleri sentezlenen AgNP’ler
ve bitkilerin ham ekstraktlar1 icin MCF7 ve A2780 kanser hiicre hatlarma MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-  2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) testi uygulanarak
yapilmistir.(Bal vd., t.y.). Sitotoksisite testlerinden olan MTT testi tetrazolyum tuzlari
kullannminda hiicrelerde renk degisimi esasina dayalidir. Bu tuzlar mitokondiriyal
dehidrojenazlar tarafindan parcalanarak formazan kristallerine indirgenir bu sirada renk
degisimi meydana gelir. MTT tuzlar1 sar1 renklidir, formazan kristalleri mor renkli ve

sudan ¢oziinmezler.

Bu nedenle spektroskopik 6l¢iim yapabilmek icin DMSO’da ¢ozdiiriiliir. Coziinen

formazon miktar1 hiicre canlilig ile dogru orantilidur.

96 kuyucuklu plaka kullanilarak herbir kuyucuga 7500 hiicre olacak sekilde ekim
yapilarak inkiibatore kaldirildi. 24 saat sonunda AgNP’ler ve ham ekstraktlar farkl
konsantrasyonlarda kuyucuklara ilave edildi. 48 saat inkiibe edilen plaklar MTT isleminin

diger basamaklart:

10 mg MTT tozu 2 mL PBS (fosfat tuzu ¢6zeltisi)’de ¢oziildii. Filtreledikten sonra RPMI
1640 (besiyer) ile birlestirildi ve inkiibe edildi. Inkiibatérden alman 96°lik plaktaki
kuyucuklarda yer alan besiyerler mikropipetle uzaklastirilan kuyucuklar 100 uL PBS ile
yikandi. MTT karisimindan 100 pL herbir kuyucuga eklenerek 4 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda canli hiicreler koyumavi-mor renge doniistii. Kuyucuklardaki MTT

karigimi tamamen alinip 100 pL DMSO (Dimetil Siilfoksit) ilave edildi. Yaklagik bir saat
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calkalamali inkiibatorde bekletildikten sonra 540 ve 570 nm de spektroskopik 6l¢iim
yapildi

3.2.5.2. Sentezlenen AgNP’lerin hiicre canhhi@ina olan etkisi

AgNP’lerin hiicre canliligma etkisi yukarda belirtilen metod kullanilarak yapilmistir.
Hiicre hatt1 olarak Cisplatine duyarli hiicre hatt1 olan A2780, digeri ise Cisplatine direncli
AD-A2780 hiicre hatlar1 kullanilmstir (Ali et al., 2013; Berkel & Cacan, 2021, 2023;
Weiss & Christian, 1993) . Yontem olarak MTT testi uygulanmistir. Testin yapilisina ait
bilgiler boliim 3.2.5.1 de detayli sekilde yer almaktadir. Alinan sonuglar % canli hiicre

oraninin konsantrasyona karsi grafigi ile verilmistir (Devanesan & Alsalhi, 2023).

3.1.1 LC-MS/MS cihaz1 ve kullanim kosullar:

Fenolik bilesen analizi i¢in 1260 Infinity II s1vi kromatografi sistemi ve 6460 triple Quad
kiitle spektrometre (Agilent Technologies) cihazi kullanildi. Ayirma islemi i¢in kolon
olarak Poroshell 120 EC-C18 (100 mm x 4.6 mm [.D.2.7 um) kullanildi. Mobil faz
A(%97.5):H20, mobil faz B(%2.5): metanol olmak iizere 0.4 mL/dak akis hizinda A
mobil fazi i¢in 0-3 dak %75, 3-12 dak %50, 12-16 dak %10, 16-21 dak %10, 21-24 dak
%97.5 seklindir.

Enjeksiyon hacmi: 0.64 pL
Kolon sicaklig1: 40 °C

Fenolik bilesiklerin kiitle/iyon (m/z) oranim tespit etmek i¢cin hem negatif hem pozitif
iyonizasyon modlarinda elektrosprey iyonizasyon (ESI) kullanilmustir. Iyonizasyon
islemi 4000 V nebulizer gaz, 35 psi nebulizatdr basincinda, 8 L/dak gaz akisinda, 300°C
gaz sicakliginda olacak sekilde gerceklestirildi.
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3.3. istatistik Analizi

Tez kapsamindaki MTT testlerinde kontrol gruplari, deney gruplar ile karsilastirilarak
analizi yapildi. Bunun i¢in kontrol gruplarmin canliliklar1 %100 olarak alinarak deney
gruplaridaki degisimler gozlemlendi. Analiz i¢in Student’s T-test metodu kullanilmistir.
P degerlerinin < 0.05 oldugu durumlarda istatiksel olarak anlamli oldugunda yildizli
simgelerek kullanilarak ifade edildi (****:P < 0.0001; ***: P <0.001; **: P<0.01; *: P
<0.05).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Sentezlenen AgNP’lerin UV-Vis Analiz Bulgulan

Aronya (Aronia Melonacarpa) bitkisinden elde edilen su ekstraktlar1 kullanilarak
AgNP‘ler Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii
Analitik Kimya Arastirma Laboratuvarlari’nda sentezlendi. UV-Vis spektroskopi analizi
AgNP’lerin biyolojik olarak indirgenmesi ve optik 6zellikleri bakimindan incelenmesi
icin yapilmasi gereken ilk karakterizasyon basamagidir (Kanniah et al., 2020). Gortiniir
bolgedeki 1sinlar rezonans etkisiyle metallerle olan etkilesimi sirasinda serbest halde
bulunan elektronlarin uyarilmasi yilizey plazmon rezonans (SPR) diye adlandirilir (Bar et
al., 2009) (Swilam & Nematallah, 2020). AgNP’ler UV-Vis’de SPR bandini
olusturmaktadir. Sentezlenen nanopartikiiliin boyutu ve yogunlugu dalga boyu ve

genigligi ile orantilidir.

Ag" iyonlarmin bitkide bulunan bilesenler ile Ag®a indirgenmesi plazma yiizeyindeki
titresimler sonucu (SPR) sentez ¢Ozeltisinin pembe renginin kahverengiye doniismesi
AgNP olusumunun ilk isaretidir. Daha onceki ¢aligmara gére AgNP’lerin absorbans
araliklar1 genellikle 400-500 nm araliginda meydana gelmektedir. Analiz edilen
numunelerin UV-Vis spektrumlari literatiirlerle uyumludur (Saygi & Usta, 2021) (Saygi,
Bayram & Bayram, 2022).

Aronya meyvelerinin 4 alt c¢esidinden sentezlenen AgNP’lerin UV-Vis spektrumlari
alindi. Sekil 4.1-4.4’ te goriildiigii lizere absorbans degerleri 400-500 nm araligindadir.

Ayni islem bitkinin su ekstrakti i¢in tekrarladiginda herhangi bir bant gézlenmemistir.
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4.2. FTIR Analiz Bulgulan

Aronya meyvesinin dort alt ¢esidinden sentezlenen AgNP’lerin i¢erigindeki fonksiyonel
gruplar FT-IR analizleri ile belirlenmistir. Ag(I) katyonlarmin nétral Ag (0) tiirline

indirgenmesinin hangi fonksiyonel gruplara baglanarak gerceklestigini belirlemek i¢in

yapilan FT-IR analiz sonuclar1 Sekil 4.5-4.8 de sirastyla verilmistir.
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Sekil 4. 5. A-AgNP’lerin FTIR analizi
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Sekil 4. 7. N-AgNP’lerin FTIR analizi
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Sekil 4. 8. V-AgNP’lerin FTIR analizi

1000

Sentezlenen AgNP’lerde yer alan fonksiyonel gruplar FT-IR sonuglarma gore her bir gesit
icin A, G, N ve V i¢in 3235-3183.9-3261.04-3264,89 cm™' noktalarinda yer alan titresim
—NH ve —OH baglarna aittir. 2318.02-2352-2070-2353 cm™ noktalarinda yer alan zayif

titresim alifatik —CH grubundan kaynaklanmaktadir. 1590.99-1588.09-1596.77-1596,77

cm’! noktalarinda gériilen titresim yapida bulunan proteinlerdeki -C-C ve —C-N gruplarini

gostermektedir (Oves et al., 2022) (Kumar Panda, Kumar Dhal, Kumar, Manjari Mishra

& Kumar Behera, 2021). Proteinlerdeki bu amid gruplar1 metal baglama yetegine sahiptir.

Yaklasik 500 cm civarinda yer alan titresim sentezlenen AgNP’lerdeki Ag-O bagm1

isaret etmektedir (Hashemitabar, Aflakian & Sabzevar, 2023).

4.3. Sentezlenen AgNP’lerin XRD Bulgulan

400

Ekstrakte edilerek elde edilen giimiis nanopartikiillerin kristal yapisini belirlemek i¢in

XRD yontemi ile analiz edilmistir (Gol et al., 2020) (Korkmaz et al., 2020b). Genel olarak
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XRD piklerinin genigligi kristal boyutuyla ilgili olamaktadir. Daha sonra yaklasik partikiil
boyutu Debye-Scherrer denklemiyle hesaplanmistir. Aronya bitki ekstrakti kullanilarak
sentezlenen giimiis nanopartikiillerin X-1ginlar1 kirinim deseni sirasiyla Sekil 4.9-4.12°de

verilmistir.

Kristal yapili maddeler XRD analizinde daha keskin pikler gosterirken amorf yapililar
daha genis pik gosterirler. Buradan AgNP ‘lerin kristal yapili oldugu s6ylenebilir. AgNP
‘lerin partikiil boyutu Debye-Scherrer denklemiyle hesaplanmustir.

D — KA
"~ PBcosb

Denklemde,

D; Partikiil boyutu (nm),

K; Scherrer sabiti (Kiiresel kristalitler icin K=0.94),
\; X-Ray dalgaboyu (0.139225 A),

B; Yar1 maximumda tam geni,slik (FWHM),

0; Bragg sacgilma agisi ile ifade edilmektedir.

20 acis1 degerleri Cu K o (A= 0.139225 A) radyasyonu ile 20° ve 100° araliginda

Olctilmiistiir.
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Sekil 4. 9. A- AgNP’lerin XRD analizi

Sekil 4.9 ‘a gore A-AgNP’lerin XRD spektrumlar1 yiizey merkezli kiiptin karakteristik
pikleri, elde edilen grafikte 38.14°, 44.05°, 64.34°, 77.45° ve 81.60° ‘de kirmim pikleri
seklinde gozlenmistir. Bu pikler Bragg sagilmasindaki (111), (200), (220), (311), (222)
piklerine karsilik gelmektedir(Gade, Gaikwad, Duran & Rai, 2014) . Debye-Scherrer
denklemine goOre yapilan hesaplamalar sonucunda A-AgNP’lerin ortalama partikiil

boyutu 11.049 nm olarak hesaplanmistir .
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Sekil 4. 10. G- AgNP’lerin XRD analizi

Sekil 4.10 ‘a gore G-AgNP’lerin XRD spektrumlar1 yiizey merkezli kiipiin karakteristik
pikleri, elde edilen grafikte 38.22°, 44.46°, 64.72°, 77.62° ve 81.76° ‘de kirmim pikleri
seklinde gozlenmistir. Bu pikler Bragg sagilmasindaki (111), (200), (220), (311), (222)
piklerine karsilik gelmektedir. Buna denkleme gore yapilan hesaplamalar sonucunda A-

AgNP’lerin ortalama partikiil boyutu 8.96 nm olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4. 11. N-AgNP’lerin XRD analizi

Sekil 4.11 ‘e gore N-AgNP’lerin XRD spektrumlari yiizey merkezli kiipiin karakteristik
pikleri, elde edilen grafikte 38.39°, 44.44°, 64.59°, 77.70° ve 81.60° ‘de kirmim pikleri
seklinde gozlenmistir. Bu pikler Bragg sagilmasindaki (111), (200), (220), (311), (222)
piklerine karsilik gelmektedir. Buna denkleme gore yapilan hesaplamalar sonucunda A-

AgNP’lerin ortalama partikiil boyutu 11.44 nm olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4. 12. V-AgNP’lerin XRD analizi

Sekil 4.12 ‘e gore V-AgNP’lerin XRD spektrumlar1 yiizey merkezli kiipiin karakteristik
pikleri, elde edilen grafikte 38.31°, 44.37°, 64.41°, 77.53° ve 81.56° ‘de kirmim pikleri
seklinde gozlenmistir. Bu pikler Bragg sagilmasindaki (111), (200), (220), (311), (222)
piklerine karsilik gelmektedir. Buna denkleme gore yapilan hesaplamalar sonucunda A-

AgNP’lerin ortalama partikiil boyutu 13.052 nm olarak hesaplanmuistir.

Tiim numunelerde elde edilen XRD sonuclarma goére AgNP’lerin ortalama pargacik
biiyiikliikleri yaklasik 38° (111)’deki en siddetli piki baz alinarak hesaplandi. Pargacik
biiyiikliigii 15 nm den daha kii¢lik olarak bulunmustur. Bu pik numunelerin kristal
yapilarmin iyi oldugunu gosterir. XRD analizine ait sekiller incelendiginde tiim tepe
noktalarinin keskin olmasi sentezlenen ANP’lerin yiiksek saflikta oldugunu ispat etmistir.
Calisma sonuglar literatiirle uyumludur (Aryan, Ruby & Mehata, 2021) (Anis et al.,
2023). Bindhu ve arkadaslar1 Moringa oleifera ¢igeklerinden sentezledikleri AgNP’leri
karakterize ederek antibakteriyel dzellik ve Cu™ iyonlarma kars1 sensér dzelliklerini test
etmislerdir. Bragg sagilmasindaki (111), (200), (220),(311) pikler sunulan ¢alismamizla
benzerlik gostermektedir (Bindhu, Umadevi, Esmail, Al-Dhabi & Arasu, 2020).
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4.4. Sentezlenen AgNP’lerin SEM Analiz Bulgulan

Tez kapsaminda sentezlenen AgNP ‘lerin ylizey morfolojisini belirlemek amaciyla
taramali elektron mikroskopu (SEM) kullanilmistir. AgNP‘lerin SEM goriintiileri
sirastyla Sekil 4.13-20°de verilmistir.
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SEM HV: 5.0 kV WD: 7.08 mm MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 50.0 kx Det: In-Beam SE
View field: 5.54 ym Date(m/dly): 04/27/23 BARTIN UNIVERSITY

Sekil 4. 13. A-AgNP’lerin SEM goriintiileri farkli 6lgeklerde (50kx)

wlf

®

SEM HV: 5.0 kV WD: 7.08 mm | | | MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 100 kx Det: In-Beam SE 500 nm
View field: 2.77 yum | Date(m/d/y): 04/27/23 BARTIN UNIVERSITY

Sekil 4. 14. A-AgNP’lerin SEM goriintiileri farkli 6l¢eklerde (100kx)
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I a)
SEM HV: 5.0 kV WD: 7.06 mm
SEM MAG: 50.0 kx Det: In-Beam SE

View field: 5.54 um  Date(m/d/y): 04/27/23 BARTIN UNIVERSITY

Sekil 4. 15. G-AgNP’lerin SEM goriintiileri farkl dlgeklerde (50kx)

-

)

-4
SEM HV: 5.0 kV WD: 7.06 mm TialRT MAIA3 TESCAN

SEM MAG: 100 kx Det: In-Beam SE 500 nm
View field: 2.77 um  Date(m/d/y): 04/27/23 BARTIN UNIVERSITY

Sekil 4. 16. G-AgNP’lerin SEM goriintiileri farkli 6lceklerde (100kx)
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SEM HV: 5.0 kV
SEM MAG: 50.0 kx Det: In-Beam SE
View field: 5.54 uym | Date(m/d/y): 04/27/23 BARTIN UNIVERSITY

Sekil 4. 17. N-AgNP’lerin SEM goriintiileri farkh dlgeklerde (50kx)

*».,“ 2

, AN 0 Sl E
2 ' ’ .

SEM HV: 5.0 kV WD: 6.99 mm | | MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 100 kx Det: In-Beam SE 500 nm
View field: 2.77 ym  Date(m/dl/y): 04/27/23 BARTIN UNIVERSITY

Sekil 4. 18. N-AgNP’lerin SEM goriintiileri farkli 6lgeklerde (100kx)
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SEM HV: 5.0 kV WD: 7.08 mm | | MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 50.0 kx Det: In-Beam SE 1 pm

View field: 5.54 um | Date(m/dly): 04/27/23 BARTIN UNIVERSITY

Sekil 4. 19. V-AgNP’lerin SEM goriintiileri farkl dlgeklerde (50kx)

SEM HV: 5.0 kV WD: 7.08 mm MAIA3 TESCAN
SEM MAG: 100.0 kx Det: In-Beam SE 500 nm
View field: 2.77 ym | Date(m/d/y): 04/27/23 BARTIN UNIVERSITY

Sekil 4. 20. V-AgNP’lerin SEM goriintiileri farkl 6lgeklerde (100kx)
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AgNP’lerin ylizey morfolojileri farkli biiylitme oranlarinda yapilarak gorselleri Sekil
4.13-4.20°de verilmistir. Bu goriintiiler incelediginde homojen tanecik dagilimlarmnin her
yerde (homojen) ayni oldugu ve genelde kiire-kismen kiibik seklinde oldugu goriilmiistiir
(Ravichandran et al., 2019) (Singh & Mijakovic, 2022b). AgNP ‘ler lizerinde catlak ve
gbzenek yer almamustir. Biyolojik aktivite agisindan olumsuz etki gdsteren topaklanmaya
(aglomerasyon) rastlanmamistir. Calisma bitkisine ait dort alt ¢esit icinde goriintiiler
benzer sekildedir. Calisma bu diizgiin dagilimli kiiresel ve kiiciik boyutlu sekiller
bakimmdan litertiirdeki diger AgNP’lerle yapilan calismalarla  karsilastirildiginda
ustiinliikte gostermektedir. Hashemitabar ve arkadaslar1t Teucrium polium bitki
ekstraktlarindan sentezledikleri AgNP ’leri karekterize ederek antibakteriyel ve antikanser
ozellikler bakimindan incelemislerdir. AgNP’ler kiiresel, 8-28 nm boyutlarinda elde
edilmistir. Ancak ¢alismalarinda yer alan SEM goriintiileri net ve ¢oziiniirliilk bakimindan
bizim ¢alismamizda yer alan SEM goriintiileriyle karsilastirildiginda diizgiin dagiliml

olmadig1 goriilmektedir (Hashemitabar et al., 2023)

4.5. Sentezlenen AgNP’lerin EDX Analiz Bulgulan

Sentezlenen AgNP‘lerin element bilesimleri Enerji Dagilim X-Ray Spektroskopisi (
EDX) analizleri yapilarak tespit edilmistir (Padalia, Moteriya & Chanda, 2015) (Dipankar
& Murugan, 2012). Birgok bolge taranarak EDX analizinde AgNP ‘lerin en iyi sonug
verecegi bolge tespit edilmistir. EDX analizlerinde glimiis bolgede (Gomathi et al., 2019)
giiclii sinyallerin bulunmasi AgNP’lerin olusumunun diger bir gostergesidir. EDX analiz
bulgularinda gbézlemlenen diger zayif element pikleri ise bitki icerigindeki enzim ve
proteinlerden kaynaklanmaktadir. AgNP’lerin EDX analiz sonuglar1 sirasiyla Sekil 4.21-
4.24 *de verilmistir.
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Sekil 4. 21. A-AgNP’lerin EDX analizi
Sekil 4.21 ’e gore A-AgNP’lerin EDX analizine gore giimiis bolgede (~3 KeV) % 76,3

oraninda giiclii sinyal verdigi belirlenmistir.

Sekil 4. 22. G-AgNP’lerin EDX analizi
Sekil 4.23 ’e gore G-AgNP’lerin EDX analizine gore giimiis bolgede (~3 KeV) %68,8

oraninda gii¢lii sinyal verdigi belirlenmistir.
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Sekil 4. 23. N-AgNP’lerin EDX analizi

Sekil 4.23’e gore N-AgNP’lerin EDX analizine gore glimiis bolgede (~3 KeV) %63,3
oraninda giiclii sinyal verdigi belirlenmistir.

. Spectrum 6
Wt% o
Ag 520 03
(0] 277 03
C 203 02

Sekil 4. 24. V-AgNP’lerin EDX analizi

Sekil 4.24 ’e gore V-AgNP’lerin EDX analizine gére glimiis bolgede (~3 KeV) %52,0

oraninda gii¢lii sinyal verdigi belirlenmistir.
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AgNP’lerin yesil sentez yoluyla bitkilerden elde edilmesine ait EDX analizi sonuglar1
daha onceki caligmalarla paraleldir (Saygi & Cacan, 2021a). Ayrica EDX goriintiileri ve
Ag ylizdelerinin tezimizde yer almasit AgNP’lerin basarili bir sekilde sentezlendigini
gostermektedir. Literatiirde yer alan bir ¢ok calismada yanlizca EDX goriintiileri

yiizdeleri verilmeden yer almaktadir (Gomathi et al., 2019).

4.6. Ekstraktlarin LC-MS/MS Analiz Bulgulan

Aronya (Aronia Melanocarpa) bitkisinin dort farkli ¢esidi olan A, G, N ve V meyvelerine
ait metanol/diklormetan (1:1) ekstraktlarindaki fenolik bilesenler LC-MS/MS (Yiiksek
performanslhi Sivi Kromatografisi) ile tayin edilmistir (Ozdal et al., 2019) (Aly &
Gorecki, 2023). Cihazin ¢aligma sartlar1 Bolim 3.1.1 de verilmistir.

Standart HPLC tekniginde madde sadece alikonma zamani ile teshis edilir iken LC-
MS/MS teknolojisi ile alikonma zamanima ek olarak molekiil ve iiriin iyonlar ile
tartisilmaktadir. Bu tez calismasi1 Aronya (Aronia Melanocarpa) meyvelerindeki fenolik
bilesenlerin tayininde ileri teknolojiye sahip LC-MS/MS cihazmin kullanilmasi
bakimmdan da yenilige sahiptir. Uziimsii meyvelerden olan bitki fenolik icerik
bakimindan kapsamli bir sekilde daha 6nce tayin edilmemis olup bitkiye ait dort alt gesit
de birbiri ile kiyaslanmamustir. Bu ¢alismada 45 farkli standart kullanilmis olup 13 tane

fenolik bilesik tayin edilmistir.
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Tablo 4. 1. Aronya (Aronia Melanocarpa) bitkisinin dort alt ¢esidine ait fenolik bilesikler

Fenolik Bilesik RT Preclon Prodlon Frag CE Fenolik miktar (mg/g)
N A \Y% G
Protocatechuic acid 5.483 153 109 80 14  200.74 192.06 138.34 139.26
Chlorogenic acid 7.412 353 191 110 12 75725 803.04 660.15 757.45
Caffeic acid 7.875 178.9 135.1 60 14 7.39 7.39 5.53 5.98
Caffein 8.506 195 137.9 111 18 1.12 0.66 1.15 0.39
O-coumaric acid 9.479 163 119 85 10 3.06 3.06 ND 2.17
Polydatine 9.865 390.9 228.9 85 8 0.1217 0.21 ND 0.24
Scutellarin 11.211 462.8 286.8 125 16 03487 0.38 0.35 0.42
Hesperidin 11.875 611 302.9 100 14 37752 309.67 215.73 336.08
Isoquercitrin 11.742 464.9 302.8 95 8 453.79 406.98 260.31 401.55
Quarcetin -3-
o 12.481 432.7 299.5 165 24 77.76 2895 2943 56.34
Ksilozid
Kaempferol-3-
] 13.257 448.8 286.9 105 10 5.35 5.35 3.95 5.58
glucoside
Trans-cinnamic acid  14.306 149 131.1 75 6 7.32 18.29 9.26 8.7
Quercetin 14.914 300.8 151 130 22 41.01 3853 2440 23.88
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Aronya (Aronia Melanocarpa) bitkisi ve bolimleri ile ilgili fenolik madde miktar ile
tayinlerde daha ¢ok toplam fenolik madde miktar1 hesaplanmigt1 (Oszmianski & Wojdylo,
2005a). Frenk ve bektasi iizimleri ile yapilan benzer bir ¢aligmada su ve metanol
ekstraktlarint HPLC ile biyoaktif bilesenler agisindan incelemislerdir. Fakat bu calismada
da bilesenler toplam fenolik, toplam flavonoid, toplam antisiyonin agisindan
degerlendirilirken bu ¢alismada yer alan bazi fenoliklerle (klorjenik asit, protocatechuic

asit , kafeik asit gibi) benzerlik tagimaktadir (Orsavova et al., 2019).

Klorjenik asit miktar1 757.25, 803.04, 660.15, 757,45 mg/g tiim meyvelerde en ¢ok
bulunan fenolik bilesiktir. Klorjenik asit 353 m/z M-H iyonu vermistir. Molekiiler
iyonlari, bozulmamis Qunik asit ve kafeoil molkekiillerine boliinmesi nedeniyle 191 m/z
ve 179 m/z 2 pik verecek sekilde parcalanmistir. Qunik asit 1 mol H,O kaybederek (18
Da) kafeoile doniismiistiir(Zhang et al., 2023). Temel ve klinik caligmalar klorjenik asidin
saglhga faydalarini ortaya koymustur (Ismail et al.,, 2019) (Oszmianski & Wojdylo,
2005b) (Orsavova et al., 2019).

Klorjenik asit (5-kafeoilquinik asit) hidroksisinnamik asit ailesinden olup kafeik asit ie
quinik asitten olugsmaktadir. Klorjenik asit yapisinda bulunan polihidroksil gruplari
tarafindan serbest radikalleri inhibe ederek yiiksek antoksidan 6zelligi gosterir (Ren et
al., 2022). Enzim ve proteinlerin ekspresyonu iizerinde oksidatif sistemin sebep oldugu
karaciger ve bobrek hasarmi engeller. Gram pozitif ve gram negatif bakteri hiicre
zarlarmin yapisini bozarak hiicrelerin aktivasyonunu bozarak normal hiicre dongiisiinii
engelleyerek antibakteriyel Ozellik gosterir. Kanser hiicrelerinin bdliinme, ¢ogalma,
metastazi ve yayilmasini engeleyerek antikanser Ozellik gosteri. Metabolik
hastaliklardan tansiyon, diyabet ve obezitede enzimlerin ve genlerin ekspresyonunu
diizenler. Insan saghg: iizerine olan bircok faydasi yaninda gida sanayinde koruyucu

bilesen olarakta kullanilmaktadir.

Fenolik bilesik analizi sonuglarina gore tiim meyvelerde ikinci olarak en fazla

Isoquercitrin (453.79, 406.98, 260.31, 401.55 mg/g) bulunmaktadir.

Isoquercitrin (quercetin3-O-B-d-glucopyranoside) flavonoid smifina ait bir fenolik
bilesiktir (Zduni¢ et al., 2020) . Miirver, kapari, liziimsii meyveler, sogan ve zeytinde ana
bilesen olarak bulunmaktadir. In vivo ve in vitro ¢alismalara gore antioksidan, antikanser,

anti-enflamatuar, noroprotektif, antidiyabetik 6zelliklere sahip oldugu ispatlanmustir.
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Platonova ve arkadaglarinin derleme ¢alismasinda Aronia melanocarpa bitkisi yaprak ve
meyveleri fenolik bilesen miktar1 agisindan degerlendirilmisgtir. Buna gore tez
calismamizdaki A, G, N ve V alt tiirlerine ait meyvelerdeki klorjenik asit miktar1
derlemede yer alan bir c¢ok tiirden olduk¢a fazla bulunmustur. Bunun sebebi de
yetistirildigi ortam ve iklim sartlarinin farkli olmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir

(Platonova et al., 2021).

4.7. Fenolik Ekstraktlarin Antikanser Cahsmalar

Hiicre canlilik testleri Boliim 3.2.4. ‘te belirtildigi gibi hazirlanan ekstraktlar artan dozlar1
(4-40-400 pg/mL) MCF7 (meme kanseri) ve A2780 (yumurtalik kanseri) kanser hiicre
hattinda MTT yontemi kullanilarak canlilik diizeyleri incelendi (Saygi & Cacan, 2021c¢)
(Saygi & Cacan, 2021c¢). Ekstraktlarmn iki hiicre hatt1 iizerindeki ylizde canlilik oranlari,
MTT testlerinde elde edilen verilerin analizlerine gore belirlendi. MTT testleri kontrol
gruplar1 ile deney gruplarmin karsilastirilmasi ile yapildi. Kontrol gruplarindaki

canlikliklar1 %100 olarak baz alind1 ve deney gruplarindaki degisimler incelendi.

MCF7
A3

Relative PercentInhibition
o
=

40 *kwk

Control 4 ug/ml 40 ug/ml 400 ug/ml

Sekil 4. 25. A ¢esidine ait fenolik bilesiklerin MCF7 antikanser aktivitesi
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Sekil 4. 26. G ¢esidine ait fenolik bilesiklerin MCF7 antikanser aktivitesi
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Sekil 4. 27. N ¢esidine ait fenolik bilesiklerin MCF7 antikanser aktivitesi
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Sekil 4. 28. V ¢esidine ait fenolik bilesiklerin MCF7 antikanser aktivitesi

MCF7 (meme kanseri) antikanser aktivitesi Sekil 4.25-4.28’de verilmistir. Buna gore
ekstraktlarin artan konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnekleri kontrol grubuna karsi test
edildi. A, N ve V ¢esitleri %50 nin altinda hiicre canliligin1 azalttig1 gozlenmistir. Benzer
sekilde G ¢esidinden hazirlanan ekstrakt aktivite gdstermemistir. A, N ve V ¢esitlerinin
ekstraktalarindan 4-40-400 pg/mL konsantrasyonlarinda ¢alisma tekrarlandiginda en iyi

aktivite 400 pg/mL olacak sekilde hazirlanan konsantrasyonda elde edilmistir.
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Sekil 4. 29. A ¢esidine ait fenolik bilesiklerin A2780 antikanser aktivitesi
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Sekil 4. 30. G ¢esidine ait fenolik bilesiklerin A2780 antikanser aktivitesi
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Sekil 4. 31. N ¢esidine ait fenolik bilesiklerin A2780 antikanser aktivitesi
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Sekil 4. 32. V ¢esidine ait fenolik bilesiklerin A2780 antikanser aktivitesi

A2780 (yumurtalik kanseri) antikanser aktivitesi Sekil 4.29-4.32°de verilmistir. Buna
gore ekstraktlarin artan konsantrasyonlarda hazirlanan 6rnekleri kontrol grubuna karsi
test edildi. A, G ve N g¢esitleri %50 nin altinda hiicre canliligmi azalttig1 gozlenmistir.

Benzer sekilde V c¢esidinden hazirlanan ekstrakt aktivite gdstermemistir. A, G ve N
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cesitlerinin  ekstraktalarindan  4-40-400 pg/mL  konsantrasyonlarinda c¢alisma
tekrarlandiginda en iyi aktivite 400 pg/mL olacak sekilde hazirlanan konsantrasyonda
elde edilmistir. Devanesan ve arkadaslar1 Abelmoschus esculentus ¢icek ekstraktlar ile
sentezledikleri AgNP’leri biyolojik aktivite bakimindan inceleyip rapor ettikleri
calismalarinda MTT testi ile akciger kanseri hiicre hattina kars1 antikanser 6zelliklerini
arastrmiglardir. Farkli konsantrasyonlarda hazirladiklart (ug/mL) AgNP’lerin artan
konsantrasyonlara bagl olarak antikanser aktiviteninde dogru orantili olarak degistigini

gozlemlemislerdir (Devanesan & Alsalhi, 2023).

NP’lerin boyutu ve bitki 6zii hiicre i¢i oksidadif stres artigini tetikler ve reaktif hidroksi
radikallere DNA ya zarar vererek kanser hiicresi oOliimiine neden olur (Devanesan &

Alsalhi, 2023) .

4.8 Sentezlenen AgNP’lerin Antikanser Calismalarn

AgNP’lerin hiicre canliligina etkisi MTT testi kullanilarak yapilmistir. Hiicre hatti olarak
cisplatine duyarl hiicre hatt1 olan A2780, digeri ise Cisplatine direngli AD-A2780 hiicre
hatlar1 kullanilmstir (Ali et al., 2013) . Testin yapilisina ait bilgiler boliim 3.2.5.1 de
detayli sekilde yer almaktadir. Alinan sonuglar % canli hiicre oranmin konsantrasyona

kars1 grafikleri Sekil 4.33-4.40 ile verilmistir.
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Sekil 4. 33. A-AgNP’lerin Cisplatine duyarli hiicre hatt1 olan A2780
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Sekil 4. 34. G-AgNP’lerin Cisplatine duyarl: hiicre hatt1 olan A2780
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Sekil 4. 35. N-AgNP’lerin Cisplatine duyarl hiicre hatt1 olan A2780
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Sekil 4. 36. V-AgNP’lerin Cisplatine duyarli hiicre hatt1 olan A2780

Ayrica yumurtalik kanserinde kemodirenci diigiirmek amaciyla AgNP’lerin potansiyelleri
hiicre canliligma etkisi MTT testi uygulanarak arastirildi. AgNP’lerin, hiicre canliligma
etkisini incelemek amactyla yumurtalik kanserine ait iki farkli hiicre hatt1 kullanilmigtir
Bunlardan biri cisplatine duyarli hiicre hatt1 olan A2780, digeri ise Cisplatine direngli
AD-A2780 hiicre hattidir. Platin igerikli Cisplatine, yumurtaluk kanserinin tedavisinde

kemoterapik ajan olarak kullanilmaktadir. Birkac tur yinelenen tedaviden sonra ortaya
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cikan sisplatin direnci tedavide basarisizliga neden olmaktadir. Yumurtalik kanserinde
sisplatin direncinin ortadan kaldirilmasi etkili tedavi yontemlerinde biiyilk Onem

tagimaktadir (Berkel & Cacan, 2023).

Cisplatine duyarli hiicre hatt1 olan A2780 hiicre hatt1 ile yapilan ¢alisma da ; 400 pg/mL
olacak sekilde hazirlanan konsantrasyonda A, G ve N aktivite gostermis olsada V
cesidinden sentezlenen AgNP’ler Cisplatine duyarl hiicrelerin canliligin1 %20 olacak

sekilde azaltmistir.

A2780-AD
A20

160

40
Fededek
0
0

4 ugfml 40 ug/ml 400 ug/ml
Concentration

]
3

% Cell Viability
=)
=1

Sekil 4. 37. A-AgNP’lerin Cisplatine direncli hiicre hatt1 olan A2780
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Sekil 4. 39.
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G-AgNP’lerin Cisplatine direngli hiicre hatt1 olan A2780
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N-AgNP’lerin Cisplatine direngli hiicre hatt1 olan A2780
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Sekil 4. 40. V-AgNP’lerin Cisplatine diren¢li hiicre hatti olan A2780

Cisplatine direngli AD-A2780 hiicre hatt1 ile yapilan ¢alismada ise ;400 pg/ml olacak
sekilde hazirlanan konsantrasyonda tiim tiirlerden sentezlenen AgNP’ler Cisplatine

direngli hiicrelerin canliligini %20’ nin altia diisiirerek aktivite géstermistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Aronya (Aronia Melanacarpa) meyvesinin dort alt ¢esidi (Nero, Viking, Galijenka ve
Aron) i¢in tezin ilk boliimiinde tiirlerden yesil sentez yoluyla AgNP’ler sentezlenmistir.
Sentez ¢ozeltisi ilk 6nce UV-Vis sonuglari ile degerlendirilmistir. Kurutulan NP’lerin
morfolojik ve kristal yapilari, sekilleri, boyutlart SEM, XRD, EDX ve FT-IR yontemleri

ile karakterize edilmistir.

Buradan elde edilen sonuglara gore yesil sentezle elde edilen c¢esitlere ait AgNP ’lerin
SEM goriintiilerine gore homojen ve genellikle kiire-kismen kiibik seklinde oldugu

topaklanmanin olmadigi kristal yapili oldugu goriilmiistiir.

EDX analizine gore tiim AgNP’lerin glimiis bolgede (~3 KeV) A-AgNP’lerin % 76,3, G-
AgNP’lerin % 68.8, N-AgNP’lerin % 63,3, V-AgNP’lerin % 52 oranlarinda gii¢lii

sinyalleri tespit edilmistir.

XRD sonuglarindan Debye-Scherrer denklemiyle hesaplanan boyut dl¢iileri ise sirasiyla
A-AgNP, G-AgNP, N-AgNP ve V-AgNP i¢cin 11.049 nm, 8.96 nm, 11.44 nm ve 13.052

nm olarak bulunmustur.

Fenolik bilesik bakimindan tiirlere ait metanol/diklormetan (1:1) ekstraktlar1t LC-MS/MS
ile tayin edilmistir. Elde edilen sonuglara gore tiim tiirlerde en fazla bulunan fenolik

bilesik klorjenik asittir.

Antikanser aktivite ¢calismalarinda gesitlere ait ekstraktlarin MCF7 (meme kanseri) ve
A2780 (yumurtalik kanseri) kanser hiicre hatlarinda gdsterdikleri sitotoksik etkileri
incelenmistir. MCF7 hiicre hatt1 i¢in A, N ve V ¢esitleri i¢in konsantrasyon 400 pg/mL’de
hiicre canliligint %50’ nin altinda azaltmistir. Benzer sekilde G ¢esidinden hazirlanan
ekstrakt aktivite gostermemistir. A2780 hiicre hatt1 i¢cin A, G ve N ¢esitlerinin 400
pg/ml’de %50°nin altinda hiicre canliligimi azalttig1 gézlenmistir. Benzer sekilde V’den

hazirlanan ekstrakt aktivite gostermemistir.

Cisplatine direngli AD-A2780 hiicre hatt1 ile yapilan ¢aliymada ise 400 pg/mL olacak
sekilde hazirlanan konsantrasyonda tiim ¢esitlerden sentezlenen AgNP’ler cisplatine

direngli hiicrelerin canliligin1 %20’nin altina diistirerek aktivite gdstermistir.
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Cisplatine duyarl hiicre hatt1 olan A2780 hiicre hatt1 ile yapilan calisma da ;400 pg/ml
olacak sekilde hazirlanan konsantrasyonda A, G ve N aktivite gostermis olsada V
cesidinden sentezlenen AgNP’ler cisplatine duyarl hiicrelerin canliligint %20 olacak

sekilde azaltmigtir.

Daha onceki literatiir ¢caligmalarinda fazla ¢aliymanin bulunmadigi Aronya (Aronia
melanocarpa) bitkisine ait dort alt cesidi olan Viking, Nero, Galijenka ve Aron
meyvelerine ait fenolik bilesiklerin detayli incelenerek izolasyonu ve bunlara ait aktivite
testlerinin yapilmasidir.Aronya bitki ekstraktlarindan farkli metal nanopartikiillerinin

hazirlanabilecek olmasi benzer ¢calismalara 151k tutacaktir.
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