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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

CINKO OKSIT NANOPARTIKULLERININ YESIL SENTEZI,
KARAKTERIZASYONU, SITOTOKSISITESI VE ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITESI

Dogukan ISLEK
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali
Damsman: Dog. Dr. Arzu OZKARA

Bu ¢aligmada, Sideritis akmanii bitkisinden elde edilen ekstrakt kullanilarak yesil sentez
teknigi ile ¢inko oksit nanopartikiil (ZnONP)’ler sentezlendi. Elde edilen ZnONP’lerin
Ultraviyole-Goriintir - Spektrofotometrisi  (UV-VIS), X Isim Difraksiyonu (XRD)
spektrofotometresi, Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM) ve Fourier Dontisiimli Kizil
Otesi Spektroskopisi (FT-IR) teknikleri ile karakterizasyonu gerceklestirildi. Yesil
sentez teknigiyle sentezlenen ZnONP ¢o6zeltisinin maksimum absorbans degeri 365 nm
olarak kaydedildi. Nanopartikiillerin XRD analizi sonucu elde edilen Bragg tepe
noktalarinin JCPDS modeli 36-1451 ile uyumlu oldugu ve nanopartikiillerin altigen
yapida oldugu tespit edildi. XRD ve SEM analizi sonucunda 26 agisindaki en yiiksek
pik 36.262, FWHM degeri 0.437 ve ZnONP partikiil boyutu 21.26 nm ve kiiresel
sekilde oldugu tespit edilmistir.

Sideritis akmanii ekstraktinin ve sentezlenen ZnONP’lerin A549 hiicre hatti iizerindeki
sitotoksik etkileri konsantrasyon ve zamana bagli olarak degerlendirildi. ZnONP i¢in
LDso dozu NP50 (5 mg/mL) olarak belirlendi. ZnONP’lerin, Sideritis akmanii Gziitiine
kiyasla ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bile daha yiiksek sitotoksik aktivite gosterdigi
tespit edildi. ZnONP’lerin ve bitki ekstraktinin A549 hiicre hatt1 iizerindeki genotoksik
etkileri 24 ve 48 saatlik periyotlar boyunca karsilastirildi. A549 hiicre hatti {izerinde
ZnONP’lerin farkli dozlarda farkli genotoksik etkilere sebep oldugu gosterildi.



Calismada uygulanan bitki ekstraktinin ii¢ konsantrasyonunun da 24 ve 48 saatlik
uygulamada genotoksik hasari azaltict yonde etki olusturdugu goriildii. Sentezlenmis
ZnONP 25’in hem 24 saat hem de 48 saat uygulamasinda kontrol grubuna kiyasla
genotoksik hasar1 gerilettigi tespit edildi.

ZnONP’lerin Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) ve
Candida albicans (ATCC 90028) mikroorganizmalar1 iizerindeki antimikrobiyal
aktivitesi disk diftizyon yontemi kullanilarak analiz edildi. Disk difiizyon testi sonuglari,
ZnONP’lerin 8-13.67 mm arasinda degisen inhibisyon zonu g¢aplart ile 5
mikroorganizma susu tizerinde etkili oldugunu ortaya koymustur. 24, 48 ve 72 saatlik
ZnONP doz uygulamalarinin en etkili oldugu susun Salmonella enteritidis oldugu tespit
edildi. En yiiksek inhibisyon ¢ap1 ise 72 saatlik ve 250 mg/mL ZnONP doz uygulamasi
yapilan Salmonella enteritidis susunda 13.67 mm olarak kaydedildi.

Elde edilen sonuglar, Sideritis akmanii ekstresi ve sentezlenen ZnONP’lerinin ¢esitli
kanser tiplerine, bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara kars1 alternatif tedavi yontemlerinin
gelistirilmesinde faydali olabilecegini gdstermektedir.

2023, xiii + 81 sayfa
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

GREEN SYNTHESIS OF ZINC OXIDE NANOPARTICLES,
CHARACTERIZATION, CYTOTOXICITY AND ANTIMICROBIAL
ACTIVITY

Dogukan ISLEK
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assoc. Prof. Arzu OZKARA

In this research, zinc oxide nanoparticles (ZnONP) were synthesized by green synthesis
technique using the extract obtained from Sideritis akmanii plant. The characterization
of the obtained ZnONPs was carried out by Ultraviolet-Visible Spectrophotometer (UV-
VIS), X-Ray Diffraction (XRD) Spectroscopy, Scanning Electron Microscopy (SEM)
and Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) techniques. The maximum
absorbance value of the ZnONP solution synthesized by the green synthesis technique
was recorded as 365 nm. It was determined that the Bragg peaks obtained as a result of
the XRD analysis of the nanoparticles were compatible with the JCPDS model 36-1451
and that the nanoparticles had a hexagonal structure. As a result of XRD and SEM
analysis, it was determined that the highest peak at 20 angle was 36.262, FWHM value

was 0.437 and ZnONP particle size was 21.26 nm and spherical.

The cytotoxic effects of Sideritis akmanii extract and synthesized ZnONPs on the A549
cell line were evaluated depending on concentration and time. The LDso dose for
ZnONP was determined as NP50 (5 mg/mL). It was determined that ZnONPs showed
higher cytotoxic activity even at very low concentrations compared to Sideritis akmanii
extract. The genotoxic effects of ZnONPs and the plant extract on the A549 cell line
were compared for 24 and 48 hour periods. It has been shown that ZnONPs cause

different genotoxic effects at different doses on the A549 cell line. It was observed that



all three concentrations of the plant extract applied in the study had a reducing effect on
genotoxic damage in 24-hour and 48-hour application. It was determined that the
synthesized ZNnONP 25 regressed the genotoxic damage compared to the control group

in both 24-hour and 48-hour application.

Antimicrobial activity of ZnONPs on Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 29213), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 700603) and Candida albicans (ATCC 90028) microorganisms was analyzed
using the disc diffusion method. Disk diffusion test results revealed that ZnONPs were
effective on 5 strains of microorganisms with inhibition zone diameters ranging from 8-
13.67 mm. Doses of ZnONP for 24, 48 and 72 hours were most effective in Salmonella
enteritidis. The highest inhibition diameter was recorded as 13.67 mm in the Salmonella
enteritidis strain, which was administered with a dose of 250 mg/mL ZnONP for 72

hours.

The obtained results show that Sideritis akmanii extract and synthesized ZnONPs may
be useful in the development of alternative treatment methods against various cancer
types, bacterial and fungal infections.

2023, xiii + 81 pages

Keywords: Antimicrobial activity, Zinc oxide nanoparticles, Genotoxicity, Sideritis
akmanii, Cytotoxicity, Green synthesis.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

dH20 Distile su

mg Miligram

ug Mikrogram

uL Mikrolitre

mL Mililitre

mA Miliamper

mm Milimetre

CO2 Karbondioksit

Zn Cinko

Zn0O Cinko oksit

ZnCsHeO4 Cinko asetat

LDso %50 o6ldiiriicti doz

NaCl Sodyum kloriir

NaOH Sodyum hidroksit

Rpm Dakikadaki devir sayis1

g Gram

nm Nanometre

A Dalga boyu

\% Volt

ppm Milyonda bir

% Yiizde

> Biiytiktiir

< Kiigtktiir

°C Santigrat derece

Kisaltmalar

A549 Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
B100 S. akmanii ekstrakti 100’likk uygulama dozu
Cisplatin cis-diamminedichloridoplatinum(ll)
CNT Karbon nano tiipler

DNA Deoksiribo niikleik asit

DMEM Dulbecco®s Modified Eagle“s Medium
DMSO Dimetilsiilfoksit

EDTA Etilen diamin tetra asetik asit

FBS Fetal Bovine Serum

FDA Amerika Bilesik Devletleri Gida ve lag Dairesi
FT-IR Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektrometresi
HPLC Yiiksek performansl sivi kromatografisi
K Kontrol

KD Kromozom anormallikleri

KDD Kardes kromatit degisimi

LMA Diisiik erime noktali agaroz

MIK Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu
MTT 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir



NMA
NP100
PBMC
PBS
PK
SAE
SEM
TEM
TUAM
UV-VIS
ZnONP
XRD

Normal erime noktali agaroz
Nanopartikiil 100°liik uygulama dozu
Periferik kan mononiikleer hiicreleri
Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

Pozitif kontrol

Sideritis akmanii bitki ekstrakti
Taramal1 Elektron Mikroskobu
Gegirimli Elektron Mikroskobu
Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi
Ultraviyole-Goriiniir Spektrofotometrisi
Cinko oksit nanopartikiil

X-Isim Difraksiyon
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1. GIRIS

Maddenin atomik diizeydeki manipiilasyonunu temel alan nanoteknoloji, cagimizin en
onemli ¢alisma alanlarindan biri olup, nano boyutlara sahip olan materyaller ile hiicre
alt1 boyutlarda oldukg¢a farkli ¢aligmalar yapilabilmektedir. Herhangi bir terapotik
maddenin, degisiklige ugramadan hiicre igindeki hedef noktaya transport edilmesi
bugiin nanoteknoloji sayesinde miimkiin hale gelmistir. Nanoteknolojinin temeli
nanopartikiillerdir ve bu partikiillerin sahip oldugu sira dis1 6zellikler bilim insanlarinin
ilgisini gekmektedir. Aragtirmacilar ¢esitli yollar ile farkli boyutlara ve 6zelliklere sahip
nanopartikiilleri elde edebilmektedir. Bu nanopartikiiller, ¢esitli mithendislik alanlarinin
ve diger disiplinlerin hedeflerini gergeklestirmesine yonelik fonksiyonlara sahip olan
nano diizeydeki malzemelerin {iretimi icin yap1 tasi niteligi tasimaktadir (Khanna vd.

2019, Dutta ve Sugumaran 2021, Biswas vd. 2022).

Nanopartikiil sentezi farkli teknikler ile yapilabilmektedir. Klasik metotlar ile yapilan
nanopartikiil sentezi zahmetli bir is olmasinin yan1 sira olumsuz g¢evresel etkilere yol
acmakta ve zaman kaybina neden olmaktadir. Bilim insanlarmin giiniimiizdeki yeni
gozdesi ise yesil sentez (green synthesis) olarak bilinen daha ¢evre dostu bir tekniktir.
Bitkilerin yaprak, kok, meyve, ¢igcek gibi ¢esitli kisstmlarindan elde edilen ekstraktlarin
bir metal tuzu ile muamele edilmesi ve uygun sicaklikta bekletilmesi sonucu
nanopartikiil sentezlenmesi siirecini igeren yesil sentez yontemi; maliyeti diisiik, ¢evre
dostu ve hizli bir teknik olmasi sebebiyle giliniimiizde nanopartikiil sentezi i¢in tercih
edilebilirligi yiiksek bir yontemdir. Ustelik diger tekniklere kiyasla yesil sentez yontemi
ile elde edilen nanopartikiillerin kararli yapilar sergiledigi ve biyolojik olarak uyumlu
olduklart bilinmektedir. Bu nanopartikiiller tip, malzeme bilimi, biyomedikal,
elektronik, su aritim1 ve temizlik endiistrisi, kozmetik gibi bir¢ok alanda dogrudan ya da
cesitli islevleri yerine getirebilecek nano yapilt malzemelerin iiretimi amaciyla tercih
edilmektedir. Ayrica nanopartikiillerin antimikrobiyal, antikanserojen, antienflamatuvar
etkilere sahip olmalar1 cesitli hastaliklara yonelik alternatif tedavi ydntemlerinin
gelistirilebilmesi agisindan umut vaat etmektedir (Karnani ve Chowdhary 2013,
Yuvakkumar vd. 2014, Tailor vd. 2020).



Cinko (Zn), glimiis (Ag), altin (Au), bakir (Cu), demir (Fe), palladyum (Pd) ve titanyum
(Ti) glinlimiizde sik calisilan nanopartikiillerin baginda gelmektedir. Yesil sentez
yontemiyle elde edilen nanopartikiillerin boyutlar1 ve 6zellikleri kullanilan bitki tiiriine
ve ayni bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen ekstraktlara bagli olarak degiskenlik
gostermektedir. Bu nedenle arastirmacilar farkli bitki tiirlerini ve bitki kisimlarin
kullanarak c¢esitli nanopartikiilleri yesil sentez yontemi ile iretip Ozelliklerini

arastirmaya devam etmektedir (Khan vd. 2021).

Bu tez ¢alismasinda Afyonkarahisar iline endemik bir bitki olan Sideritis akmanii
tiriiniin yaprak kisimlarindan elde edilen ekstraktlar ve ¢inko oksit tuzu kullanilarak
yesil sentez teknigi ile elde edilen ¢inko oksit nanopartikiillerin (ZnONP) karakteristik
ozellikleri analiz edilmistir. Elde edilen ZnONP’lerin kii¢lik hiicreli olmayan akciger
kanseri (A549) hiicre hatt1 {izerindeki sitotoksik ve genotoksik aktivitesi aragtirilmistir.
Ayrica ¢esitli mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal aktivite caligsmalari
gerceklestirilmistir. Yapilan literatiir arastirmalarinda ZnONP’lerin bir¢ok alanda genis
bir kullanim agina sahip oldugu ve yaygin olarak calisildig: tespit edilmis olup, yesil
sentez yontemi ile Sideritis akmanii tiiriiniin kullanildig bir ¢alismaya rastlanmamastir.

PR

Yesil sentezde kullanilan 6ziit kaynagi degistiginde elde edilen nanopartikiillerin
ozellikleri de degistiginden bu calismada elde edilen verilerin kanser ve mikrobiyal
enfeksiyon gibi hastaliklara karsi gelistirilebilecek ¢esitli terapi yaklasimlarina 1sik

tutmasi hedeflenmektedir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Nanoteknoloji

Nanoteknoloji bilim alaninda ¢i1gir acan ve sayisiz fayda saglayan biiyiileyici bir
teknolojidir. Maddeyi atomik diizeylerde manipiile ederek nano boyutlara sahip
materyaller tasarlayan ve insanligin kullanimma sunan teknoloji, miihendislik ve
multidisipliner bir bilim dalhidir. Nanoteknolojinin molekiiler diizeydeki temelini
nanopartikiiller olusturmakta ve bu partikiiller ile tasarlanan materyaller ise
nanomateryal adini almaktadir. Nanoteknoloji, boyutlart1 1-100 nm arasinda degisen
pargaciklar ile caligmakta olup bu partikiillerin 6zelliklerini aydinlatarak onlar gesitli
alanlarda kullanilabilir kilmayi hedeflemektedir. Nano Olcekteki yapilarin makro
sistemlere entegrasyonunu yapmasinin yanisira, mikronalt1 dlgeklere sahip olan fiziksel,
kimyasal ve biyolojik sistemlerin iiretimiyle de ilgilenmektedir. Genis bir ¢aligma agina
sahip olan nanoteknolojinin baslica uygulama alanlar1 Sekil 2.1°de gdsterilmistir
(Almeida vd. 2020).
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Sekil 2.1 Nanoteknolojinin uygulama alanlari.



2.1.1 Nanopartikiiller

Nanoteknolojinin odak noktasi olan ve boyutlar1 1-100 nm arasinda degisen partikiillere
nanopartikiil adi1 verilmektedir. Nanopartikiiller dogal kaynaklar, kimyasallar ve yan
tirtinler olmak {izere ¢esitli kaynaklardan elde edilebilmektedir. Sahip olduklar1 kii¢iik
boyut ve yiiksek yiizey alanlari, farkli yapilari, gosterdikleri farkli reaktivite veya
stabiliteleri, yiiksek mekanik dayanikliliklar1 ve cesitli kimyasal yapilar1 sayesinde essiz
ozellikler sergilemektedirler. Kiiresel, silindirik, boru seklinde, i¢i bos, konik, spiral,
diiz ya da diizensiz sekle sahip olabilen bu nanopartikiiller gevsek ya da kiimeli, tek
veya ¢ok kristalli yapilarda sekil alabilir. Tiim bu 6zellikler nedeni ile tip, biyomedikal,
endiistri, tekstil ve elektronik basta olmak iizere birgok alanda kullanim alanina sahiptir

(Cho vd. 2013, Machado vd. 2015).

2.1.2 Nanopartikiillerin Tipleri

Nanopartikiiller genellikle organik, inorganik ve karbon bazli nanopartikiiller olmak

tizere Ui¢ kategori altinda siniflandirilmaktadir (Joudeh ve Linke 2022).

Organik yapili nanopartikiiller biyolojik olarak toksik olmayan ve parcalanabilir
ozellikte olup, 1s1 ve 151k gibi termal ve elektromanyetik radyasyona karsi duyarlidir.
Verimli 6zellikte olan organik nanopartikiiller terapdtik bir maddenin istenilen hedefe
iletilmesi amaciyla kullanima uygundur. Dendrimer, misel, ferritin ve lipozom yapilari
organik nanopartikiil yapisindadir. Organik yapili nanopartikiiller ilag dagitim sistemleri
basta olmak iizere c¢esitli biyomedikal uygulamalarda 0&zellikle tercih edilen
nanopartikiillerdendir. Sekil 2.2’de organik yapili nanopartikiillere 6rnek yapilar

gosterilmektedir (Ealia ve Saravanakumar 2017).

Sekil 2.2 Organik yapili nanopartikiiller (A. Dendrimerler, B. Lipozom, C. Misel, D. Ferritin).



Inorganik yapili nanopartikiiller ise karbon temelli olmayan nanopartikiillerdir. Metal ve
metal oksit bazli nanopartikiiller genellikle bu kategori i¢inde siniflandirilmaktadir.
Inorganik yapili nanopartikiiller metallerden ¢esitli yontemlerle elde edilen
nanopartikiillerdir. Cinko, aliiminyum, kadmiyum, kobalt, bakir, glimiis, altin ve kursun
metalleri inorganik yapili nanopartikiil {iretimi i¢in yaygin olarak kullanilan metallere
ornek olarak verilebilir. Metal oksit temelli nanopartikiiller ise metal bazlh
nanopartikiillerin 6zelliklerini degistirmek amaciyla sentezlenmektedir. Ornegin, Fe
nanopartikiilleri, oksijen varliginda ve oda sicakliginda reaktivitesi daha yiiksek olan
demir oksit (Fe2O3) nanopartikiillere doniismektedir. Metal oksit nanopartikiiller, metal
olanlara kiyasla yiiksek verimlilik ve reaktivite sergilemektedirler. Cinko oksit (ZnO),
aliminyum oksit (A1203), demir oksit (Fe203), titanyum oksit (TiO2) ve seryum oksit
(CeOz) yaygin olarak bilinen metal oksit nanopartikiillere 6rnek olarak verilebilir (Ealia

ve Saravanakumar 2017).

Karbon bazli nanopartikiiller ise tamamen karbondan meydana gelen nanopartikiillerdir.
Sekil 2.3te yapilar1 gosterilen karbon bazli nanopartikiillere fullerenler, grafen, karbon
nano tiipler (CNT) ve karbon siyahi bilinen yaygin 6rneklerdir (Ealia ve Saravanakumar
2017).

Sekil 2.3 Karbon bazli nanopartikiiller (A. Fulleren, B. Grafen, C. Karbon nano tiipler, D.
Karbon nanofiberler E. Karbon siyahi).



2.1.3 Nanopartikiillerin Uretim Yéntemleri ve Karakterizasyon Teknikleri

Nanoteknolojide, nanopartikiil sentezi fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak c¢esitli
yollar ile gerceklestirilebilmektedir (Baran vd. 2020). Tiim bu sentez tekniklerini i¢eren
iki cesit yaklagim bulunmaktadir. Yukaridan asagiya (Top-Down) yaklasiminda biiyiik
bir malzeme uygun teknikler ile daha kii¢iik pargalara ayrilmaktadir. Asagidan yukariya
(Bottom-Up) yaklasiminda ise atomik ya da molekiiler boyuta sahip yapilar gesitli
reaksiyonlar ile biiyiitiilerek nanopartikiil olusumunun gerceklesmesi saglanmaktadir.
Sekil 2.4’te yukaridan asag1 ve asagidan yukar1 yaklagimlar: sematize edilmistir (Daniel
ve Astruc 2004, Shanmuganathan 2019, Xu vd. 2020). Nanopartikiil liretimini saglayan
teknikler ise Cizelge 2.1°de gosterilmistir (Khanna vd. 2019).

Top-down Yaklasmm Bottom-up Yaklasmm
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Sekil 2.4 Nanopartikiil {iretiminde kullanilan yaklagimlar.



Cizelge 2.1 Nanopartikiil iiretiminde kullanilan teknikler.

Yaklasim tipi Teknik c¢esidi

Top-down yaklasimi Mekanik-6giitme
Bilye 6giitme
Lazer uzaklastirma
Piiskiirtme

Kimyasal agindirma

Bottom-up yaklasimi Aerosol prosesleri
Lazer prolizi
Sprey prolizi
Sol-jel prosesleri
Buhar biriktirme
Kimyasal / Elektrokimyasal ¢okeltme
Atomik / Molekiiler yogunlagma

Yesil sentez

Yukaridan asagi yonde calisan yaklagim iginde yer alan mekanik Ogiitme ve bilye
ogiitme gibi cesitli fiziksel teknikler maddi degeri yiiksek ekipmanlar ile yiiksek
sicaklik ve basing gibi zorlayici kosullara ihtiyag duymaktadir. Asagidan yukar1 yonde
calisan yaklasim iginde yer alan kimyasal tekniklerle nanopartikiil sentezi siirecleri de
hem zaman gerektiren hem de c¢evreye zarar verebilen kimyasal bilesenlerin agiga
ciktig1 tekniklerdir. Yesil sentez ise tiim diger tekniklere kiyasla non-toksik ve maliyeti
diisiik olan bir nanopartikiil iiretme teknigidir. Giiniimiizde bilim insanlar1 nanopartikiil
sentezi i¢in yaygin olarak yesil sentezi tercih etmektedir. Cevre dostu olan bu teknikle
iiretilen nanopartikiiller biyo-uyumlu olduklarindan tip ve biyomedikal gibi bircok
alanda kullanim alan1 bulmaktadir. Ayn1 zamanda nanopartikiillerin antimikrobiyal ve
antikanser aktiviteleri oldugu icin cesitli hastaliklarin tedavisinde ve dezenfeksiyon
islemlerinde kullanilabilir olmasi yesil sentez tekniginin tercih edilebilirligini
artirmaktadir (Parveen vd. 2016, Agarwal vd. 2017). Nanopartikiil {iretim stireglerinde
sicaklik, pH, konsantrasyon, 1sik ve calkalanma gibi ¢esitli fiziksel kosullar elde
edilecek nanopartikiillerin sekil ve boyutlarinda degisikliklere neden olabilecek

degiskenlere drnek olarak verilebilir (Singh vd. 2015).



Bir bitkiye ait yaprak, ¢icek, meyve gibi kisimlardan elde edilen ekstraktin iiretilmek
istenilen nanopartikiile ait metal tuzu ile uygun pH ve sicaklikta karsilastirilarak yeteri
kadar beklenmesi sonucu nanopartikiil tiretiminin saglandigi yesil sentez teknigine ait

basamaklar Sekil 2.5’te verilmistir (Dutta ve Sugumaran 2021).
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Sekil 2.5 Yesil sentez siireci.

Nanopartikiillerin elde edilme siirecinde kullanilan kaynak ve ekstraktin icerigindeki
degisim, iiretilen nanopartikiillerin 6zelliklerinin farkli olmasina neden olmaktadir.
Sentezlenen nanopartikiiller sahip olduklari ¢esitli 6zellikler bakimindan analiz edilerek
kullanilabilirligi  agisindan  degerlendirilmektedir. Nanopartikiil karakterizasyonu
yapmaya yarayan c¢esitli teknikler kullanilarak {iretilen nanopartikiillerin boyutu,
dagilimi, optik ozellikleri, ylizey bilesimi ve alani, kristal yapisi, kristal tane boyutu,
konsantrasyonu, fonksiyonel gruplarin cesitleri ve molekiiler konformasyonu, mevcut
atomlarin tiiri ve miktar, yiizey yiikii, ligand baglanmas1 gibi Ozellikleri tespit
edilebilmektedir. Nanopartikiillerin karakterizasyonunda kullanilan baz1 ydntemler

Cizelge 2.2°de verilmistir (Mourdikoudis vd. 2018, Khan vd. 2021).



Cizelge 2.2 Nanopartikiil karakterizasyon teknikleri.

Teknik Ozellik
UV-VIS Optik o6zellikler
Boyut
Stabilite

Partikiil miktari

FT-IR Konsantrasyon
Yiizey analizi
Fonksiyonel grup tespiti
TEM Morfoloji
Boyut

Kristal yap1
SEM Yiizey analizi (3B)
Boyut

AFM Yiizey topolojisi
Morfoloji
Boyut
Piirtizsiizliik

Yiizey alan1 ve hacim dagilimi

XRD Nanopartikiil kristalindeki elektronlarin yogunlugunun 3B

goriintiisii ve kirinim agis1

EDS Elementel bilesim

Bolluk

Saflik
XRPCS Spesifik kimyasal gruplar1 saptama
XRF Elemental bilesim analizi

Film kalinliginin analizi

Ultraviyole-Goriiniir ~ spektroskopisi ~ (UV-VIS)  nanopartikiillerin ~ boyutunu,
konsantrasyonunu, optik ozelliklerini, toplanma derecesini degerlendirmek ve
kararliligini izlemek i¢in kullanilir. Nanomalzemelerde gergeklesen elektronik gegisler

ile ilgili bilgi saglar. Yar iletkenlerdeki kullanisinda, degerlik bandi ile iletim bandi



arasindaki elektronik gegisleri arastirdigi i¢in optik bant boslugunu tahmin etmek igin
uygun bir yontemdir (Mourdikoudis vd. 2018, Yakut ve Kum 2022).

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) 6rnek yiizeyini diistik enerjili bir elektron demeti
ile tarayarak goriintiisiinii olusturmaya yarayan bir tekniktir. Nano skaladaki yapilarin
kimyasal yapilarinin ve morfolojilerinin analizi i¢in yaygin olarak tercih edilen bir
yontemdir. Yiizey tayini ve boyut belirlenmesinde etkili olup tiim bu 6zellikleriyle bilim

ve teknoloji alanlarinda genis bir kullanim alanina sahiptir (Yakut ve Kum 2022).

Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) nano skalada ¢ok kii¢iik ve ince bdlgelerden
milyon kat1 biiyiitmeler ile morfolojik ve kristalografik veriler elde edilmesini miimkiin
kilmaktadir. Bir elektron demetinin Ornekten gecisini goriintiileyen yiiksek biiyiitme
teknigi olan bu yontem ile parcacik ve tane biiytikliigi, biyiikliik dagilimi, morfolojik
yapi gibi 0zellikler analiz edilebilmektedir (Ates 2018).

X-Ismi1 Difraksiyon (XRD) spektroskopisi ile yapilan analizler ilgili maddenin spesifik
kirinim deseni temellidir. Kristalografik yapinin belirlenmesinde temel tekniklerden biri
olup, kristal katilarin atomik yapilarina gore kimligini belirleyen bir tekniktir. Bilegim,

kristal yap1 ve boyut gibi parametreler hakkinda bilgi vermektedir (Selmani vd. 2022).

Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektrometre (FT-IR) teknigi dipol momente sahip bir
maddenin kizil otesi 151kla etkilesmesi sonucu madde icerisinde yer alan baglarin
titresmesine dayanmaktadir. Incelenecek ornekteki makro molekiillerin islevsel
gruplarinin titresimlerine bagli olan yapisal, kompozisyonel ve fonksiyonel bilgilerin
analizini saglamaktadir. Baglarin tanimlanmasinda etkili olup; nanopartikiillerin
konsantrasyonu, yiizey analizi ve fonksiyonel gruplarin tespit edilmesinde de
kullanilmaktadir (Ates 2018).

2.1.4 Nanopartikiillerin Uygulama Alanlari

Nanoteknolojide cesitli yontemler ile elde edilen nanopartikiiller sahip olduklari

karakteristik 6zellikler nedeniyle antikanser ve antimikrobiyal uygulamalar, spesifik ilag
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saliimi ve yara iyilesmesi, kimyasal sensorler ve kozmetik uygulamalar, as1 gelistirme
stirecleri, biyolojik sensorlerin ve biyolojik etiketlerin {iretimi, gen aktarimi
uygulamalari, hastaliklarin molekiiler tanisi, agiz yoluyla kullanilabilir peptit ve protein
yapil terapdtiklerin tasarlanmasi ve paketlenmesi gibi birgok alanda kullanilmaktadir.
Nanopartikiillerin glinlimiizde ve gelecekteki kullanim alanlart Sekil 2.6’da verilmistir

(Singh vd. 2016, Int. Kyn. 1).

A . Kozmeti# ’

Oral kullanima uygun

Tiimér hedefleme peptit / protein
dagitim sistemleri gelistirme
I 4
Asi
[ -
Oftalmik, Transdermal ve
Molekiiler tehsis Pulmoner Ilac Dagitim
Sistemleri
Tlac kesfi Beyine ila¢ hedeflendirme
@ V4
Implante edilebilir Bivosensorler
dagitim sistemleri Bivoetiketler

b

Sekil 2.6 Nanopartikiillerin giiniimiizde ve yakin gelecekteki kullanim alanlari.
2.1.5 Cinko Oksit Nanopartikiillerin Onemi

Cinko oksit nanopartikiiller sergiledikleri benzersiz &zellikler nedeniyle bilim
diinyasinda ilgi odagidir. Genis radyasyon kapasitesi, etkili sentetik kararliliklar1 ve
yuksek kuplaj katsayilarindan dolayr dikkat cekici fiziksel ve kimyasal 6zellikler
sergileyen ¢inko oksit nanopartikiiller cok boyutlu malzeme niteligi tagimaktadir. Cinko
oksit nanopartikiillerin ilk kullanimi1 kaucuk endiistrisinde asinmaya kars1 direng
olusturmada karsimiza ¢ikmaktadir. Biyouyumlu olmalari nedeniyle Amerika Bilesik

Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan giivenli kabul edilen ¢inko oksit
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nanopartikiiller ¢esitli biyomedikal uygulamalarda kullanim alani bulmaktadir (Sahoo
vd. 2007, int. Kyn. 2). Cinko oksit nanopartikiiller antikanser, antidiyabetik,
antimikrobiyal, yara iyilestirme, UV engelleme ve ilag tasinimi gibi 6nemli siireglerde
kullanilmaktadir. Sekil 2.7°de  ZnONP’lerin kullanildigt 6nemli biyomedikal

uygulamalara 6rnekler gosterilmektedir (Dutta ve Sugumaran 2021).

Anti diyabetik

’ Biyogoriintiileme

Yara iyilesmesi

Tasima sistemleri

Antikanser Antiinflamatuvar Antimikrobiyal

Sekil 2.7 Cinko oksit nanopartikiillerin biyomedikal agidan énemi.

2.2 Lamiaceae Familyasinin Genel Ozellikleri

Lamiaceae (Ballibabagiller) familyas: kutup bolgeleri hari¢ diinya iizerinde genis
yayilis gosteren kapali tohumlu bitkiler sinifinda yer almaktadir. Nane ailesi olarak da
bilinen familyanin iyeleri genellikle otsu formda olup, nadir olarak ¢ali ve agac
formunda olan iiyeleri de bulunan ¢igekli bitkilerdir. Yapraklar ¢evresel ya da karsilikli
olarak dizilis gosteren bu familyanin iiyelerinde basit veya bilesik yapili yapraklara
rastlanmaktadir. Dort koseli govde yapist karakteristiktir ve kollenkima demetleri
icermektedir. Uyeler kazik veya yumru yapida koke sahiptir. Kiimelenme gosteren
cicekler basaklar lizerinde ya da yaprak koltuklarinda konumlanmakta ve genellikle

ginodioik ya da hermafrodit dzellik sergilemektedir. Ust konumlu ovaryum karpelli
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yapida olmakla birlikte, dort lop ve iki lokus ihtiva etmektedir. Didinam diizenine sahip
olan korollaya bagli stamen sayisi iki ile dort arasinda degiskenlik gostermektedir. Bir
veya iki keseli yapida anter tekasi bulunmaktadir. Ovaryum ig¢indeki tohum taslaklari
bazal veya eksenal diizendedir. Lamiaceae familyas1 i¢in ayirt edici bir diger 6zellik
dort nuksa ayrilan meyve seklidir (Davis 1982, Se¢cmen vd. 1995, Baytop 1999, Tanker
vd. 2007, Temel vd. 2015, Abdelhalim ve Hanrahan 2021).

Tiirkiye’deki en bilyilik iigiincli familya olan Lamiceae iiyelerinin %45°lik endemizm
icerdigi bilinmektedir. Tibbi a¢idan 6nemli olan ve ayrica gida alaninda da kullanilan
cok sayida tiir iceren bu familya iilkemizde 46 cins ve 844 tiir ile temsil edilmektedir.
Lamiaceae familyasinda yer alan bitkiler farkli 6zelliklere sahip sekonder metabolitler
ihtiva etmektedir. Tibbi 6neme sahip olan flavonoid, terpenoid, esansiyel lipid ve
steroidlere sahip olmalar1 nedeniyle mikroorganizmalar1 yok etme, inflamasyonu
baskilama, reaktif oksijen bilesiklerini etkisiz hale getirme, fungal enfeksiyonlari
giderme gibi biyolojik etkileri vardir. Familya {iyeleri bu 6zellikleri nedeniyle diinya
genelinde hem besin hem de tibbi bitki olarak kullanim alan1 bulmaktadir. Ayrica bu
familyaya ait bitkilerin soguk alginligi, sindirim sistemi rahatsizliklari, menstriiasyon
gecikmeleri ve kanser gibi sorunlar ile miicadelede etkili olduklari uzun yillardir
bilinmektedir (Fecka ve Turek 2008, Kahraman vd. 2009, Kamatou vd. 2010, Goksen
2016, Ayaz 2021, Catak ve Atalay 2022, Int. Kyn. 3).

2.2.1 Sideritis Cinsi

Akdeniz Bolgesi’nde 150°den fazla tiirii oldugu bilinen Sideritis cinsinin diger adi dag
cayidir. Ayrica halk arasinda sarikiz ¢ayi, kuyruk cayi, adacayi, yayla ¢ay1 gibi farkli
isimlerle anilmaktadir. Tirkiye’nin de iginde bulundugu Akdeniz iilkelerinde bitkisel
cay olarak tiiketilen Sideritis tiirlerinin ayrica tibbi bitki olarak ¢esitli hastaliklari
gidermede kullanildigr da uzun yillardir bilinmektedir. Sindirim sistemi sorunlarinin
¢oziimi, bagisiklik sistemini gii¢lendirici, antimikrobiyal ve antioksidan 6zellikleri ile
enfeksiyon giderici, anksiyete ve agriy1 azaltici, gaz giderici, antiviral ve antifungal
Ozellikleri olan Sideritis cinsi lilkemizde 45 tiir ve 15 alt tiir olmak {izere toplam 60

takson ile yayilis gostermektedir. Tiirkiye i¢in endemizm orani yaklasik %66.6°dir
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(Kirmmer vd. 2004, Giimiiscii vd. 2011, int. Kyn. 4). Sideritis tiirleri ile yapilan gesitli
calismalar incelendiginde bu cinse ait bitkilerden elde edilen Oziitlerin analjezik,
antioksidan, antienflamatuvar, antibakteriyel ve antistres etkilere sahip oldugu tespit
edilmistir. Ayrica yine bu tiirlere ait ¢ok sayida terpen bilesikleri ve ugucu yaglar ile
ilgili ¢aligmalar mevcuttur. Sideritis cinsine ait bitkilerde farkli oranlarda ve gesitte
monoterpen, diterpen ve seskiterpen agisindan zengin ugucu yag cesitleri bulunmaktadir
(Ezer vd. 1994, 1996, Oztiirk vd. 1996, Aydin vd. 1996, Tunalier vd. 2004, Berber ve
Aksoy 2021, Aksoy vd. 2022).

Anadolu Universitesi ve Palermo Universitesi is birligi ile yapilan ve sonuglar1 2000
yilinda yayimlanan bir aragtirmada Sideritis akmanii bitkisinin de i¢inde bulundugu ve
Tiirkiye florasina ait bes Sideretis tiiriiniin sekonder metabolitlerinden diterpen igerikleri
ile ilgili veriler degerlendirilmistir. Toplamda 8 ¢esit diterpen varligi tespit edilmis olup
bunlardan lineraol, isolineraol, foliol, isofoliol, sideridiol ve sideroxol bilesiklerine
Sideritis akmanii tiirinde rastlanirken, epicandicandiol ve sidol bilesiklerine
rastlanamamistir. Calismada analiz edilen bu bilesiklerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.8’de
ve arastirma yapilan tiirler ile bu bilesiklerin bulunma oranlarn ise Cizelge 2.3’te

verilmistir (Bondi vd. 2000).

R, R>
linearol 1 OH Ac
foliol 3 OH H
epicandicandiol 7 H H
sidol 8 OAc H

R, R,
isolinearol 2 OH Ac
isofoliol - OH H
sideridiol s H H
sideroxol 6

H

Sekil 2.8 Bazi Sideritis tiirlerinde analiz edilen diterpenlerin kimyasal yapilari.
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Cizelge 2.3 Bazi Sideritis tiirleri ve igerdikleri diterpen ¢esitleri ile oranlari.

Tiir a b c d e f g h
Sideritis akmanii 105 30 22 23 51 38

Sideritis niveotomentosa 27.5 4.4 5.4
Sideritis brevidens 16.6 17 55
Sideritis rubriflora 141 23 24 3.0
Sideritis gulendamii 11 2.2

* Bes Sideritis tiirindeki ent-kaurane diterpenoidlerin (a-h) miktarlar1 (mg/100 g bitki kuru agirligi)
* a.Lineraol, b.isolineraol, c.foliol, d.isofoliol, e.sideridiol, f.sideroksol, g.epicandicandiol h.sidol

Ayrica bocekleri bitkiden uzak tutmayan ancak bu bitkiyle beslenmelerini engelleyen
bitkisel sekonder metabolitlere antifeedant ad1 verilir ve bu komponentlerin iki Sideritis

tiiriiyle antifeedant aktivite gosterdikleri saptanmistir (Bondi vd. 2000).

2.2.2 Tiirkiye’de Yetisen Sideritis Tiirleri

Ulkemizde bulunan Sideritis cinsine ait taksonlar ve endemizm durumlar Cizelge 2.4’te

verilmistir (Int. Kyn. 4).

Cizelge 2.4 Turkiye sinirlar iginde yer alan Sideritis taksonlari.

Takson adi Tiirkce ad1

Sideritis akmanii Kuyrukgay1 E
Sideritis albiflora Akgigekeay1 E
Sideritis amasiaca Bodurgay

Sideritis arguta Kokeay1 E
Sideritis argyrea Boz esekcayi

Sideritis armeniaca Yiiziikgay1 E
Sideritis athoa Kedikuyrugu ¢ay1

Sideritis bilgerana Altinbas cay1 E
Sideritis brevibracteata Hacimemetli ¢ay1 E
Sideritis brevidens Giilnar ¢ay1 E
Sideritis caesarea Topalcay E
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Cizelge 2.4 (Devam). Tiirkiye sinirlari iginde yer alan Sideritis taksonlari.

Sideritis cilicica Kandilgay1 E
Sideritis condensata Kozalikekik E
Sideritis congesta Basakgay1 E
Sideritis dichotoma Cataycay E
Sideritis erythrantha Morgay

S. erythrantha subsp. cedretorum Karlik¢ay1 E
S. erythrantha subsp. erythrantha Morgay

Sideritis galatica Kirgay1

Sideritis germanicopolitana Karakurbaga cay1

S. germanicopolitana subsp. Germanicopolitana Karakurbaga gay1 E
S. germanicopolitana subsp. viridis Kosecay E
Sideritis gulendamii Hanimgay1 E
Sideritis hispida Sertcay E
Sideritis hololeuca Caligay1 E
Sideritis huber-morathii Senkoy ¢ay1 E
Sideritis lanata Ipekcayi

Sideritis leptoclada Kizlangay1 E
Sideritis libanotica Gevregen

S. libanotica subsp. kurdica Incegay

S. libanotica subsp. libanotica Gevregen

S. libanotica subsp. linearis Toroscay1

S. libanotica subsp. microchlamys Ziihregay1

S. libanotica subsp. violascens Topuklucay

Sideritis lycia Kemer ¢gay1

Sideritis montana Karagay

S. montana subsp. montana Karacay

S. montana subsp. remota Mor karagay

Sideritis niveotomentosa Duvakli cay E
Sideritis ozturkii Pasa cay1 E
Sideritis perfoliata Fincancay1
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Cizelge 2.4 (Devam). Tiirkiye sinirlari iginde yer alan Sideritis taksonlari.

Sideritis phlomoides Tilkigay1 E
Sideritis phrygia Taslikgay1

Sideritis pisidica Eldiven ¢ay1

Sideritis romana Zarifcay

S. romana subsp. curvidens Egricay

S. romana subsp. romana Zarifcay

Sideritis rubriflora Giilgay1 E
Sideritis scardica Pazlak ¢ay1

S. scardica subsp. scardica Pazlak cay1

Sideritis serratifolia Fenerli cay E
Sideritis sipylea Sipil gay1

Sideritis stricta Tilkikuyrugu ¢ay1

Sideritis syriaca Amanos gay1

S. syriaca subsp. nusairiensis Amanos ¢ay1 E
Sideritis taurica Kirimgay1

Sideritis tmolea Sivrigay E
Sideritis trojana Sarikiz gay1 E
Sideritis vulcanica Madengay1 E
Sideritis vuralii Babagay1 E

E: Endemizm

2.2.3 Sideritis akmanii Tiiriiniin Taksonomik Hiyerarsisi ve Ozellikleri

Bilimsel taksonomisi asagida verilmistir (int. Kyn. 5).

Kingdom: Plantae

Division: Tracheophyta
Subdivision: Spermatophytina
Class: Magnoliopsida
Suporder: Asteranae

Order: Lamiales

Family: Lamiaceae
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Genus: Sideritis L.
Species: Sideritis akmanii

Sideritis akmanii tiirii Sekil 2.9 ve 2.10°da gosterilmistir. Kuyruk ¢ayimnin tilkemizdeki

yayilis1 Sekil 2.11°de verilmistir (Int. Kyn. 7).

Sekil 2.9 Sideritis akmanii (int. Kyn. 6).

Sem -

Sekil 2.10 Sideritis akmanii (Duman vd. 1995).
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Sekil 2.11 Sideritis akmanii tiiriiniin iilkemizdeki yayilhst (3b i¢ Bat: Anadolu).

Sideritis akmanii bitkisinin ugucu yag bakimindan igerigi Cizelge 2.5’te verilmistir
(Aksoy vd. 2022). Ulkemizde endemik bir tiir olan Sideritis akmanii bitkisinin giinliik
yasamda kullanilan adi kuyruk c¢ayidir. Sideritis akmanii bitkisinin habitati
Afyonkarahisar ilindeki Kumalar yaylasidir. Aromatik bitki 6zelligi tastyan bu tiir otsu
bir bitki olup, yapraklari agik yesil renklidir. Boylar1 yaklasik bir metre ve ¢ok yillik
yapida olan bu bitkinin iist kisminda bulunan sarimsi renkteki mukronat yapraklar1 0.5
mm kalinhigindadir. Alt kisimda yer alan yapraklarin sap1 1-3 cm olup beyaz ipeksi
tiiylere sahiptir. Bu yapraklarm ucu sivri ve uzundur. Ust kisimda yer alan yapraklar
sapsiz olup birbirine kenetlenmis durumdadir. Orta kisimda konumlanan yapraklarin
saplari ise 0.5-2.5 cm uzunluktadir (Edinburg 1982, Duman vd. 2015, Aksoy vd. 2022,
Int. Kyn. 6).
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Cizelge 2.5 Sideritis akmanii bitkisinin ugucu yag bilesenleri ve yiizde dagilimi.

Kimyasal bilesen Bagil yiizde (%)
B-Burbone 0.5
B-Caryophyllen 1.1
a-Acoradiene 1.0
Curcumen 45
Caryophyllen oxide 5.7
Hexahydrofarnesyl acetone 15
Spatulenol 8.0
Turmerol 1.3
a-Bisabolol 15
9-Geranyl-p-cymene 3.1
Kaur-15-en 0.6
Caryophylla-2(12),6-dien-5p-ol 1.3
Manoyl oxide 1.3
Dodecanoic acid (Lauric acid) 0.5
(E)-9-octadecen-1-ol (trans-elaidyl alcohol) 0.7
Tetradecanoic acid (myristic acid) 11.0
8,12-epoxy-13-hydroxy-14-ene-labdien 1.1
Pentadecanoic acid 0.6
Hexadecanoic acid (palmitic acid) 17.9
(2)-Hexadecenoic acid (palmitoleic acid) 1.2
(2)-9-octadecenoik acid (oleic acid) 2.2

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler oksidatif stresi onleyici, enflamasyonu engelleyici
serbest radikalleri siipiiriicli, biyokimyasal reaksiyonlarr miimkiin kilan enzimleri
diizenleyici ve hiicre proliferasyonunu inhibe edici 6zellikler sergilemektedir. Sideritis
tirleri de diger aromatik bitkiler gibi flavonoid bakimindan zengin bitkilerdir. Sideritis
akmanii bitkisinde sideridiol, sideroksol, linearol, izolinearol, folanol ve izofiolol
fitokimyasallar1 bulunmaktadir. Fenolik bilesiklerin ve antioksidan aktivitenin tespiti
i¢cin yapilan ¢aligmalarda kullanilan ¢6ziicii aseton oldugunda elde edilen ekstraktlarda
bulunan fenolik bilesik miktarinin metanol ekstraktina kiyasla daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (Aksoy vd. 2022). Sideritis akmanii tiiriiniin mineral madde bakimindan
icerigi Cizelge 2.6’da verilmistir (Glizey 2017, Aksoy vd. 2022).
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Cizelge 2.6 Sideritis akmanii tiiriiniin mineral madde igerigi.

Mineral madde Miktar (ppm) Mineral madde Miktar (ppm)
Al 891.64+46.78 K 1904.69+86.48
B 7.884+0.96 Li 0.619+0.28
Ba 31.02+0.98 Mg 907.26+£35.96
Bi 3.634+0.64 Mn 32.05+3.46
Ca 1344.5+£92.5 Na 461.68+28.59
Cr 2.13+0.17 Ni 1.234+0.16
Cu 6.23+1.82 Pb 3.21+0.83
Fe 1264.37+26.75 Zn 10.01£2.06

Se, Be ve Co eclementlerine ait konsantrasyonlar belirlenebilir siirlar igerisinde olmadigindan bu
elementlere ait konsantrasyonlar belirlenememistir.

2.3 Sideritis Tiirleri ile Yapilan Cesitli Calismalar

Metalik nanopartikiiller fiziksel ve kimyasal yollarla sentezlenebilmesine ragmen bu
tekniklerin olumsuz yanlar1 bilim insanlarini alternatif yollar aramaya sevk etmistir.
Bitkilerden elde edilen ekstraktlar; kolay erisilebilme, biyouyumlu olma, ¢evreye zarar
vermeme, yiiksek kararlilik sergileme ve diisik maliyet gibi avantajlara sahip
oldugundan farkli nanopartikiillerin sentezinde kullanilmak {izere biiyik 1ilgi
gormektedir. Bu ekstraktlarin i¢inde bulunan terpenler, polifenoller, alkaloitler ve diger
bitkisel metabolitler nanopartikiil sentezinde indirgeyici ve koruyucu 6zellikte 6nemli
islevler sergilemektedir. Cay ve bitkisel preparatlar insan diyetinin 6nemli fenolik

bilesik kaynaklarindandir (Shahidi 2000).

Dag cayi tiirleri farkli ¢esitte metabolitler igerdiginden dolay1 ¢esitli uygulamalarda
Sideritis cinsine ait farkli tiirlerden uzun yillardan beri yararlanilmaktadir (Ceylan vd.
2021).

Bu ¢alismada kullanilan Sideritis akmanii bitkisi Tarim ve Orman Bakanlig1 tarafindan
onayli Tibbi ve Aromatik Bitkiler kategorisinde yer almakta olup Afyonkarahisar Tibbi
ve Aromatik Bitkiler Merkezi tarafindan hem Tiirkiye siurlari icinde hem de ihracat
yoluyla ticareti yapilan, Onemi yiiksek bir tibbi bitki olup, Sekil 2.12°de
gosterilmektedir (int. Kyn. 8).

21



Sekil 2.12 Tarim ve Orman Bakanlig: tarafindan onayli Sideritis akmanii.

2.3.1 Geleneksel Uygulamalar ile Tliskili Calismalar

Insanlar cok eski caglardan beri bitkileri gida maddesi, aroma verici, yaki, tonik, ¢ay ve
hastalik giderici gibi ¢esitli amaglara yonelik kullanmaktadir. Farkli aromalara sahip
olan Sideritis tiirlerinin iilkemizde bitkisel ¢ay olarak kullanimi olduk¢a yaygindir. S.
mugronensis’in tansiyonu diislirdiigii ve sinir sistemi iizerine etkili oldugu, ayrica S.
congesta ve S. arguta’nin spazm gidermek amaciyla kullanildigr bilinmektedir (Carik¢t
2010).

Halk arasinda bazi Sideritis tiirleri gaz soktiirme, istah1 agma, mide agrilarin1 giderme
amaciyla uzun yillardir kullanilmaktadir. Bazi diger {ilkelerde histeri ve soguk
alginhigina kars1 kullanildigi1 bilinmektedir. Yine bazi1 Sideritis bitkilerinden elde edilen
methanol ve hexana igeren ekstraktlarin ates diisiirme etkileri bulunmaktadir (Sar1 vd.
2005). Bazi Sideritis tiirlerinde bulunan diterpenlerden epoksi yapidaki bir bilesigin
bocek kovucu etkisi amaciyla kullanim alani bulabilecegi rapor edilmistir (Bondi vd.

2000, Kose vd. 2010). Yine baska bir ¢alismada, sogiit ekstraktlar ile mordanlanmis
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cesitli kumaglarin ve ahsap malzemelerin Sideritis trojana ehrend taksonundan elde

edilen sar1 renkli boyar maddenin dogal boyamadaki verimliligi arastirtlmistir (Acar

2014).

2.3.2 Biyolojik Aktiviteler ile Tliskili Cahsmalar

Sideritis cinsine ait tiirlerin bir¢ok toplumda insanlar tarafindan ¢esitli hastaliklarin
giderilmesi amaciyla kullanildigi  yapilan etnofarmakolojik —arastirmalar ile
gosterilmektedir. Balkan yarimadasinda endemik tiir olan S. scardia alternatif tipta
bronsit, soguk algmligi, amfizem, gastrointestinal bozukluklar, enflamasyon ve anemi
gibi sorunlarin giderilmesinde uzun yillardir kullanilmaktadir (Todorova ve
Trendafilova 2014). Bitkilerin tibbi amagla kullanim1 ve hastaliklar1 iyilestirici etkileri,
bilim insanlarin1 bu bitkilerin hastaliklart nasil iyilestirdigini aydinlatmalar1 amaciyla
caligmalar yapmaya sevk etmektedir. Yapilan literatiir taramasinda, g¢esitli Sideritis
tirlerinin biyolojik aktiviteleri hakkinda sonuglar ortaya koyan bazi arastirmalar tezin
bu kisminda 6zetlenmektedir. Tunalier ve arkadaslar1 (2004) tarafindan gergeklestirilen
bir ¢aligmada Tiirkiye florasina ait 27 farkli Sideritis tiiriiniin fenolik kompozisyonu ve
antioksidan aktivite etkileri analiz edilmistir. Ekstraktlarin ytliksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) analizleri sonucu fenolik bilesiklerin yiizdesi benzoatlar,
hidroksi sinnamatlar ve flavonoidler olarak hesaplanmistir. Kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve yaslanma gibi kritik siire¢lerde rol oynadigi bilinen serbest radikaller,
fenolik bilesikler tarafindan etkisizlestirilmektedir. Ulkemiz agisindan &énem tasiyan bu
tirlerin fenolik igerikleri ve HPLC analiz sonuglar1 Cizelge 2.7°de gosterilmektedir

(Tunalier vd. 2004).

Cizelge 2.7 Sideritis ekstraktlarinin fenolik icerikleri ve HPLC analizleri.

Toplam HPLC kalitatif verileri %
Toplanma Verim fenol
Takson adlar1 O lilik icerigi hidroksi R
bolges
olgesi % mg GAE/g benzoatlar sinnamatlar flavonoidler
eksratkt
S. amasiaca * (A) A5: Corum 215  389.9+0.6° - 41.9 36.2
S. argyrea * (B) C4: Antalya 31.2 262.8+7.4 - 46.0 14.8
S. armeniaca * (C) AT: Giresun 24.2 310.3+0.9 1.7 217 58.0
S. bilgerana * (D) C4: fgel 210  306.2+2.5 - 12.9 55.8
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Cizelge 2.7 (Devam) Sideritis ekstraktlarinin fenolik i¢erikleri ve HPLC analizleri.

S. brevidens * (E) C4: igel 18.0  272.4%7.9 - 37.6 10.9
S. caesarea * (F) B6: Kayseri 224 264.4+5.5 - 19.2 58.4
S. cilicica * (G) C5: Adana 23.8 382.1+4.5 0.6 12.8 50.8
S. dichotoma * (H) A2: Kiitahya 182 193.5+7.1 0.5 44 69.9
S. erythrantha subsp. cedretorum * (1) C4: Antalya 23.2 206.7+7.2 - 26.8 41.7
S. erythrantha subsp. erythrantha * (J) C3: Antalya 20.6 252.8+4.2 - 21.1 26.6
S. galatica * (K) A4: Ankara 25.3 232.1+4.3 0.3 8.9 60.5
S. germanicopolitana subsp. germanicopolitana * (L)  A4: Cankirt 27.9 304.7+5.8 2.9 22.9 55.0
S. germanicopolitana subsp. viridis * (M) A4: Kastamonu 23.8 389.1+5.3 - 325 48.5
S. gulendamii * (N) B3: Eskisehir 234 321.5+4.9 - 16.3 63.7
S. hololeuca * (O) C4: igel 15.8  234.5%9.3 - 17.7 46.9
S. huber-morathii * (P) C6: Hatay 18.4 321.1+0.5 - 5.9 71.6
S. libanotica subsp. libanotica * (Q) C4: Karaman 234 265.2+7.0 - 17.2 37.8
S. libanotica subsp. kurdica * (R) C7: Mardin 26.0 288.3+1.0 - 149 433
S. niveotomentosa * (S) C4: Igel 17.8 252.844.2 - 41.9 32.6
S. ozturkii * (T) C3: Konya 27.0 265.5+1.1 - 18.2 55.2
S. phlomoides * (U) B5: Kayseri 25.3 325.243.2 0.6 29.9 53.8
S. phrygia * (V) B4: Afyon 26.2 328.9+4.9 - 26.6 51.3
S. scardica subsp. scardica (W) Al: Kurklareli 27.0 402.5£2.5 0.2 11.9 53.4
S. serratifolia * (X) B4: Konya 25.2 353.3+3.4 - 24.7 57.4
S. taurica (Y) A4: Karabiik 275 328.3+8.8 0.4 29.4 38.1
S. vulcanica * (Z) B7: Elaz1g 21.7 191.6+0.9 0.6 175 49.2
S. vuralii * (ZT) C4: fgel 16.8 198.6+6.3 - 16.4 54.9

* Endemizm @ Degerler ortalama =+ standart sapma olarak ifade edilmistir.

Tunalier ve arkadaslar1 (2004) tarafindan elde edilen veriler toplam fenol igerigi ile
serbest radikal yakalama aktivitesi arasinda dogrusal bir iliski oldugunu ortaya
koymaktadir. Diger yandan ¢alismada kullanilan biitiin Sideritis ekstraktlarinin artan
konsantrasyonla dogru orantili olarak yiiksek antioksidan aktivite sergiledigi tespit
edilmistir. En diisiik yari- maksimum inhibisyon konsantrasyonu (ICso) degeri en

yiiksek serbest radikal yakalama aktivitesini gostermektedir (Sekil 2.13).

Baska bir ¢alismada, S. scardia bitkisinden elde edilen ¢esitli ekstraktlarin periferik kan
mononiikleer hiicreleri (PBMC), B16 melanoma hiicre hatt1 ve akut myeloid 16semi HL-
60 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik etkileri 2012 yilinda Tadi¢ ve arkadaslar tarafindan

yapilan ¢alismada aragtirilmistir. S. scardia tiirintin dietil eter ekstraktinin B-16 ve HL-
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60 hiicreleri lizerinde hiicre biliylimesini sirasiyla %51.3 ve %77.5 oranlarda
siirlandirirken PBMC’ler lizerinde herhangi bir sitotoksik etki olusturmadigi tespit
edilmistir. Calismada elde edilen ekstraktlarin antienflamatuvar etkileri yine goze
carpan bulgular arasinda yer almaktadir (Tadi¢ vd. 2012). Bu calismanin sonuglari
Sideritis tiirlerinin kanser arastirmalart agisindan 6nemli bitki materyalleri olabilecegini

gozler Oniine sermektedir.
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Sekil 2.13 Cesitli Sideritis ekstraktlarinin serbest radikal yakalama aktiviteleri ile toplam fenol
igerikleri.

2019 yilinda yapilan bir aragtirmada Tiirkiye i¢in endemik tiir olan Sideritis oztiirkii
bitkisinden elde edilen ti¢ farkli ekstraktin sitotoksik, antioksidan ve ¢esitli klinik
enzimlere karsi inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir. S. oztiirkii tiirliniin metanol
ekstraktinin 6nemli antioksidan 6zellikler sergiledigi gosterilmistir. Ayrica etil asetat, su
ve metanol ekstraktlarinin MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatt1 {izerindeki
sitotoksik etkileri ve apoptozis ile iligkili olan genlerin ifade diizeyleri arastirildiginda,
meme kanseri ve diger kanser tiirlerinin tedavisinde Sideritis tiirlerinin ekstraktlarinin

¢ozlim olusturabilecegi 6ngoriilmektedir (Zengin vd. 2019).

Kemoterapdtik ilaglarin toksik etkileri tedavinin basari orani ile yakindan iligkilidir.
2020 yilinda yapilan bir arastirmada Sideritis phrygia tiiriinden elde edilen ekstraktin
kemoterapoétik bir ajan olan cisplatin kimyasalinin neden oldugu genotoksik hasarlari
Onleyici etkisi arastirtlmistir. Calismada AS549 hiicre hatti iizerinde S. phrygia

ekstraktinin sitotoksik bir etkiye neden olmadigi, ayrica 100 pg/mL ve 10 pg/mL’lik
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doz uygulamalarinin ise cisplatinin neden oldugu genotoksik hasari azaltici etkilere

neden oldugu tespit edilmistir (Ates 2020).

Tirkiye florasina ait S. argyrea, S. brevidens ve S. lycia tiirlerinin ekstraktlar1 elde

edilerek yesil sentez yOntemiyle {iretilen ¢esitli nanopartikiillerin  biyolojik

aktivitelerinin degerlendirildigi bir ¢aligmada {i¢ tiirde de Onemli sekonder

metabolitlerden klorojenik asit bulundugu tespit edilmistir. Klorojenik asitin
antikanserojen, antioksidan ve antidiyabetik biyoaktivitelere sahip oldugunu literatiir
verileriyle destekleyen arastirmacilar Sideritis tiirlerinin kanser ve ndrodejeneratif
hastaliklara kars1 gelistirilebilecek tedavi yontemleri i¢in ¢ok yonli bitki materyali
olabilecegini belirtmektedirler. Ayrica c¢alismada sentezlenen nanopartikiillerin
Alzheimer hastaligi ile yakindan iliskili olan Kkolin esteraz enzimlerini inhibe
edebildigini analiz etmiglerdir. Alzheimer hastaligi seyreden bireylerde karakteristik
olarak asetilkolin miktarindaki azalma s6z konusu oldugundan bu hastaligin
tedavisinde, asetil kolini azaltan enzimler olan kolin esteraz enzimlerini inhibe edebilen
nanopartikiillerin yesil sentez ile iretiminin 6nemini vurgulamiglardir (Ceylan vd.

2021). Sideritis tiirleri ile yapilan bazi diger ¢calismalar Cizelge 2.8’de gosterilmektedir.

Cizelge 2.8 Bazi Sideritis tiirleri ile yapilan ¢alismalar.

Takson adi

Arastirilan biyolojik aktiviteler

Referanslar

S. mugronensin

S. javalambrensis

S. congesta
S.curvidens, S.lonata
S. bilgerana, S.cilicica
S. syriaca

S. hololeuca, S. libanotica subsp. violascens
S. euboea

S. erythrantha

S. congeste, S.arguta
S. scardia, S. syriaca

S. libanotica

Antienflamatuvar aktivite
Antienflamatuvar aktivite

Analjezik aktivite

Antibakteriyel aktivite
Antimikrobiyal aktivite

Antioksidan aktivite

Antibakteriyal aktivite

Antioksidan aktivite

Antimikrobiyal ve antioksidan aktivite
Antioksidan aktivite

Antioksidan aktivite

Sitotoksik ve genotoksik aktivite

Villar vd. 1982
Alacaraz vd. 1989
Aydin vd. 1996

Ugur vd. 2005

Iscan vd. 2005
Armata vd. 2008
Ayaz 2008
Skouroliakou vd. 2009
Kose vd. 2010

Erkan vd. 2011

Tsibranska vd. 2011

Koker 2014
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Cizelge 2.8 (Devam). Bazi Sideritis tiirleri ile yapilan ¢alismalar.

S. akmanii Antioksidan aktivite Giizey 2017

S. congesta. Antioksidan aktivite Bardake1 vd. 2020

S. caesarea Antiiilserojenik aktivite Giinbatan vd. 2020

S. leptoclada Antioksidan aktivite Sarikiirkeii vd. 2021

S. akmanii Antioksidan aktivite Aksoy vd. 2022

S. stricta, S. condensate Antibakteriyel aktivite Felek ve Yildirim 2023

Tiim bu ¢aligmalar agisindan bakildiginda Sideritis tiirleri sahip olduklar1 6zellikler ve
sekonder metabolitler bakimindan degerli tibbi bitkiler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Sideritis tiirlerinden elde edilen ekstraktlarin sergiledigi biyolojik aktiviteler kanser
basta olmak iizere enflamasyon, mikrobiyal enfeksiyon, sinir ve sindirim sistemi
sorunlart gibi bir¢cok hastalifa karsi alternatif tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi
acisindan oldukc¢a 6nemlidir. Bu tez calismasinda, Afyonkarahisar iline endemik bir
bitki olan Sideritis akmanii bitkisine ait sulu ekstrakttan yesil sentez yontemi ile tiretilen
ZnONP’lerin sitotoksik, genotoksik ve antimikrobiyal etkilerini iceren dnemli biyolojik

aktiviteleri arastirildi.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Calismada Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar

3.1.1 Caliymada Kullanilan Cihazlar

- ELISA (Absorbance Reader ELx800)

- Perkin ElImer BX-11 FT-IR Spektrofotometre

- ZEISS LEO-1430 VP SEM Cihazi

- Bruker D8 Advance Yiiksek Sicaklik Aparatli XRD Cihazi
- Hassas Terazi (Sartorius, Germany)

- Vortex (IKA, USA)

- Vakum Pompasi (KNF Neuberger, Germany)

- Floresan Mikroskop (Olympus, Japan)

- Santrifiij (Hettich, Germany)

- Saf Su Cihaz1 (GFL 2102, Germany)

- Laminer Kabin (JSR, Korea)

- Mikroplak Okuyucu Spektrofotometre (pu- Quant, BioTek Instruments, USA)
- CO; Inkiibatérii (Panasonic, Japan)

- Canli Hiicre Goriintiileme Mikroskobu (JULI Br, Korea)

- Elektoforez (Thermo Scientific EC 1000-90, USA)

- Otoklav (Jeio tech, Korea)

- pH metre (Hanna instruments, Romania)

- Buzdolabi (Argelik, Tiirkiye)

- Ultraviyole-Goriiniir Spektroskopi (Uv-1700 Pharmaspec, Japan)
- Mikrodalga Firin (Beko, Tiirkiye)

- QOgiitiicii (Waring Commercial Blender, Romania)

- Sicak Su Banyosu (Memmert WNB10, Germany)

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Cinko Asetat (Sigma, USA)
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- Cisplatin (Sigma, USA)

- DMEM High Besiyeri (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma, USA)
- DMSO (Dimetil siilfoksit) (Sigma, China)

- EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) (Sigma, USA)
- Etidyum Bromiir (Vivantis, USA)

- Etil Alkol (Sigma-Aldrich, Germany)

- Fetal Bovine Serum (FBS) (Fetal Bovine Serum) (Sigma, USA)
- Ketoconazole (Sigma, USA)

- LMA (Disiik erime noktali agaroz) (Sigma, USA)

- MTT (Sigma, USA)

- Mueller Hinton Agar (Sigma-Aldrich, Germany)

- NaCl (Sigma-Aldrich, Germany)

- NaOH (AppliChem, Germany)

- NMA (Normal erime noktal1 agaroz) (Sigma, USA)

- Nutrient Broth (Sigma-Aldrich, Germany)

- Nutrient Agar (Sigma-Aldrich, Germany)

- PBS (Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) (Sigma, Germany)
- Penisilin (Sigma, USA)

- Streptomisin (Sigma, USA)

- Siproflaksosin (Sigma, USA)

- Saf Su

- Tripan Blue Soliisyonu (Sigma, USA)

- Tripsin-EDTA Soliisyonu (Sigma, USA)

- Trisma Base (Sigma, USA)

- Triton X-100 (Sigma, USA)

3.2 Sideritis akmanii Bitkisinin Temini ve Ekstraktin Hazirlanmasi
Arastirma materyali olan Sideritis akmanii bitkisi Afyonkarahisar ilinin Kumalar

yaylasindan 2021 yilinda toplanmistir (Resim 3.1). Bitkinin tehsisi ise Three new

species (Labiatae) from Turkey adli eserden faydalanilarak yapilmistir (Duman vd.
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1995). Sideritis akmanii’nin Tiirk¢e isminin belirlenmesinde ise Tiirkiye Bitkiler Listesi

(Damarli Bitkiler) adl1 eserden yararlanilmistir (Giiner vd. 2012).

Resim 3.1 Deneyde kullanilan Sideritis akmanii bitkisi.

Laboratuvar ortaminda kurutulmus olan Sideritis akmanii bitkisinin toprak istii
kisimlar1 dgiitiiciiden gecirilerek toz haline getirildikten sonra hassas terazi yardimu ile 5
gram olacak sekilde tartilip behere aktarildi ve tizerine 100 mL dH20 ilave edilerek

manyetik 1sitic1 tizerinde 60°C’de 15 dk boyunca karigtirildi (Resim 3.2).

Resim 3.2 Toz haline getirilen Sideritis akmanii bitkisinde manyetik 1sitict uygulamasi.
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Elde edilen ekstrakt whatmann no. 1 filtre kagidi yardimiyla stiziilerek 45 mL 6ziit elde
edildi (Resim 3.3).

Resim 3.3 Sideritis akmanii ekstraktinin watmann no:1 filtre kagidi ile stiziilmesi.

3.3 Calismalarda Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Nanopartikiillerin yesil yolla sentezlenmesi, pH stabilizasyonunun gergeklestirilmesi ve
karakterizasyon islemlerinde kullanilmak iizere sodyum hidroksit ve ¢inko asetat

¢ozeltileri hazirlandi.

3.3.1 Sodyum Hidroksit Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Cinko oksit nanopartikiillerin yesil sentezinde ve genotoksisite calismalarindaki
elekroforez uygulamalarinda kullanilmak tizere pH stabilizasyonu gergeklestirmek igin
cesitli konsantrasyonlarda NaOH c¢ozeltileri hazirlandi1 (Cizelge 3.1 ve 3.2). Cozeltiler
hazirlanirken her bir ¢ozelti igin hassas terazi ile yeteri kadar NaOH daha sonra erlene
aktarildi ve tizerine yeterli oranda dH20 ilave edilerek 1s1 uygulanmadan manyetik
karistiric1 {izerinde homojen bir karisim elde edilinceye kadar bekletildi. Istenilen
cozeltiler elde edildikten sonra her bir ¢ozeltiyi igeren erlenin u¢ kismi parafilm ile

kapatilarak ¢ozeltiler +4°C’de muhafaza edildi.
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Cizelge 3.1 1 M NaOH ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar

NaOH 20¢

Beher i¢ine alinan NaOH iizerine son hacim 500 mL olacak sekilde dH20 eklendi.

Cizelge 3.2 0.1 M NaOH ¢6zeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar

NaOH 209

Beher igine alinan NaOH iizerine son hacim 500 mL olacak sekilde dH-O eklendi.

3.3.2 Cinko Asetat Cozeltisinin Hazirlanmasi

Yesil sentez yontemi ile ¢inko oksit nanopartikiillerin sentezlenmesi i¢in 0.1 M ¢inko
asetat ¢Ozeltisi hazirlandi. Hassas terazi kullanilarak tartilan 4.38 gr cinko asetat balon
jojeye aktarildiktan sonra son hacim 200 mL olacak sekilde tizerine dH-O ilave edildi

(Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3 0.1 M Cinko asetat ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
ZnCsHeOs4 4.38 g

3.4 Yesil Sentez Yontemiyle Cinko Oksit Nanopartikiillerin Sentezi

Cinko oksit nanopartikiillerin sentezi i¢in Sideritis akmanii bitkisine ait olan 6ziitten 20
mL alinarak beher igerisine aktarildi ve {lizerine 0.1 M 100 mL c¢inko asetat ¢ozeltisi
ilave edildi. Elde edilen karisim manyetik 1sitic1 {izerinde 1s1tya maruz birakilmadan 60
dakika siiresince karistirildi ve pH degerini sabitlemek amaciyla NaOH ¢ozeltilerinden
yararlanildi (Resim 3.4 ve 3.5). Meydana gelen renk degisiminden de goriildiigii tizere

Sideritis akmanii bitkisine ait 6ziit ile ¢inko asetat ve sodyum hidroksit ¢ozeltilerinden
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yararlanilarak yesil sentez teknigi ile ¢inko oksit nanopartikiillerin {iiretimi

gerceklestirildi.

Resim 3.4 Sideritis akmanii oziitii ile ¢ginko asetat ¢ozeltisinin karistirilmast.

Resim 3.5 NaOH ¢ozeltisi ile pH stabilizasyonu.

Elde edilen karisim falkonlara aktarilip 3000 rpm’de 15 dakika siire ile santrifiij
edilerek siipernatant kisimlari uzaklastirildi ve devaminda sirasiyla iki kez dH20 ve bir

kez etil alkol kullanilarak yikama yapildi. Olusan pellet kisimlar petri kaplarina ince bir
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tabaka olacak sekilde yayilip etiivde 4 saat boyunca 60°C’de kurumaya birakildi.
Kurutulduktan sonra kazinarak toplandi ve ¢aligmalarda kullanilmak iizere falkonlarda

muhafaza edildi (Resim 3.6 ve 3.7).

Resim 3.6 Yapilan yikamalar sonucu ¢oken ¢inko oksit nanopartikiiller.

R

>

Resim 3.7 Pellet ve siipernatant kisimlarinin birbirinden ayrilmasi.
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3.5 Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Sideritis akmanii 6ziitii ve ¢inko asetat ¢6zeltisi kullanilarak gergeklestirilen yesil sentez
yontemi ile sentezlenen ZnONP’lerin karakterizasyonu igin bes farkli teknikten

yararlanildi.

3.5.1 Ultraviyole-Gériiniir Spektrofotometrisi (UV-VIS)

Nanopartikiillerin ortamda varliginin, boyutlarinin ve konsantrasyonlarinin analizinde
kullanilan bu teknik Beer Yasasi temelli olan ve bir numune tarafindan emilen ve
yayilan 15181 6lgen, basit ve kullanim1 yaygin olan analitik bir yontemdir (Tejamaya vd.
2012, Mourdikoudis vd. 2018, Daglioglu ve Yilmaz 2018). Calismada sentezlenen
ZnONP’lerin karakterizasyonu i¢in UV-1700 Pharmaspec cihazindan yararlanilarak

190-750 nm araliginda yapilan 6l¢timler kaydedildi.

3.5.2 pH Olg¢iimii

Bitki 6ziiti ve c¢inko asetat ¢ozeltisi manyetik karigtirict ile homojen bir sekilde
kanigtirildiktan sonra derisimleri 0.1 M ve 1 M olan NaOH c¢o6zeltileri kullanilarak pH
stabilizasyonu gerceklestirildi ve bu siire¢te pH parametresinde meydana gelen

degisimler kaydedildi.

3.5.3 X Isim Difraksiyon (XRD) Spektroskopisi

Kristal yapilar1 olusturan atomlarin geometrik diizeninin anlagilmasi, atomlar arasindaki
mesafelerin belirlenmesi, nanopartikiillerin kristalografik yapilarinin ve elemental
bilesimlerinin analiz edilmesinde kullanilan bir tekniktir (Saribuga 2014, Daglioglu ve
Yilmaz 2018, Eskin 2022).

Katot 151n tiipli tarafindan {iretilen X 1sinlar1 tek bir dalga boyuna sahip 1sinlara

cevirilmek {iizere filtrelenir ve konsantre hale getirilmek iizere toplanarak ornek iizerine

yonlendirilir. Kosullar Bragg Yasasimi (n A = 2 d sin 0) sagladiginda 6rnek ile filtre
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edilmis ve tek dalga boyuna cevrilmis 1sinlarin etkilesimi sonucu yapici girisim olusur
ve kirinimli bir 151n meydana gelir. Her bir mineralin kendine 6zgii d-aralig1 oldugu i¢in
incelenen Ornegin kirmim tepe noktalarinin d-araliklarina doniistiiriilmesi O6rnekteki
mineralin ¢esidinin analiz edilmesini saglar (Alkan 2022, int. Kyn. 9). Bu tez
calismasinda elde edilen ZnONP’ler Bruker marka D8 Advance model olan yiiksek

sicaklik aparatli X-1s1nlar1 kirmnim cihazi kullanilarak analiz edildi.

3.5.4 Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM)

Calismada Sideritis akmanii oOziitiiyle yesil sentez tekniginden yararlanilarak
sentezlenen ve toz haline getirilen ¢inko oksit nanopartikiiller LEO marka 1430 VP
model SEM cihazi ile boyut ve sekilsel 6zellikleri bakimindan incelenerek fotograflar:

cekildi.

3.5.5 Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektrometresi (FT-IR)

Calismada sentezlenen ZnONP’lerin baglanma ozellikleri, Perkin Elmer BX-Il FT-IR
spektrofotometre cihaz1 ile 4000-400 cm spektral aralik kullanilarak analiz edildi.

3.6 Hiicre Kiiltiirii ve A549 Hiicre Hatti ile Yapilan Calismalar

Bu tez ¢alismasinda kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserine 6zgii olan A549 hiicre hatti
kullanild1. Hiicreler, Afyon Kocatepe Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Boliimii envanterinden temin edildi ve kullanilan tiim malzeme ve
ekipmanlar kontaminasyon riskini ortadan kaldirmak igin otoklav ile 121°C’de 15
dakika steril edildi. Optimizasyon agisindan hiicre kiiltiiriinde kullanilan biitiin kimyasal
bilesenler 37°C’de muhafaza edilmis olup, yine tiim santrifiigasyon islemleri 5 dakika
siireyle smirlandirilarak 800 rpm doniis hizinda gergeklestirildi. Bitki 6ziitii ve yesil
sentez ile elde edilen nanopartikiillerin hiicreler {lizerindeki sitotoksik ve genotoksik

aktiviteleri arastirildi.
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3.6.1 Hiicre Kiiltiirii Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Besiyeri hazirlanmasinda kullanilan kimyasal bilesenlerin oranlar1 Cizelge 3.4°te

verilmistir.

Cizelge 3.4 Hiicre kiiltiirii besiyerinin bilesenleri.

Kimyasallar Oran (mL)
DMEM High Glukose Medium 440

Fetal Bovine Serum (FBS) 50
Penisilin-streptomisin 5
L-glutamin 5
Toplam 500

Hiicrelerin ihtiyaci olan biyomolekiilleri iceren besiyeri gézenek boyutu 0.22 um olan
polietersiilfon (PES) membran filtreler yardimiyla hazirlandi. Filtreye aktarilacak olan
bilesenler kontaminasyonu oOnlemek amaciyla steril laminar steril kabin igerisine
alindiktan sonra besiyeri hazirlandi. Besiyerini olusturacak bilesenler PES membran
filtreden gecirmeden Once vakum pompast %70’lik etil alkol ile steril hale getirildi.
Filtreden gecirilen besiyeri daha sonra 50 mL hacimdeki steril falkonlara aktarilarak
+4°C’de muhafaza edildi. Ihtiya¢ halinde ise islemden 30 dakika &ncesinde
buzdolabindan ¢ikarildi ve 37°C sicakliga ayarlanan su banyosunda 1sitilarak kullanima

hazir hale getirildi.

3.6.2 Hiicrelerin Cozdiiriilmesi ve Ekilmesi

Oncelikle ¢dzdiirme ve ekim islemlerinin gerceklestirilecegi steril kabin iginde 30 dk
boyunca UV ile malzemelerin sterilizasyon islemi gergeklestirildi. Sivi azot tankinda
kryotiipler i¢inde dondurulmus olarak muhafaza edilen AS549 hiicreleri tankin
igcerisinden c¢ikarildiktan sonra -20°C’de 15 dakika boyunca bekletildi. Daha sonra ise
sicak su banyosunda 1-2 dakika bekletilerek buzun erimesi saglandi ve steril kabin

igerisine alindi.
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Buzu c¢ozdiriilen tiiplerdeki hiicreler, 1 mL besiyeri eklenmis 15 mL hacimdeki
falkonlara aktarildi. Besiyeri ve hiicrelerin sorunsuz olarak karistirilmasi amaciyla
yavas ve dikkatli bir sekilde pipetaj yapildi. Daha sonra falkonlar 5 dakika boyunca 800
rpm doniis hizinda santrifiigasyona tabi tutuldu. Santrifiigasyon sonucu falkonlarin {ist
kisminda toplanan siipernatant hiicrelere temas etmeden dikkatli bir sekilde alinarak atik
kabina aktarildi. Bu igslem sonrasinda falkonlarin dip kisminda kalan hiicrelerin iizerine
1 mL besiyeri ilave edilerek ikinci kez 5 dakika boyunca 800 rpm’de santrifiij islemi
gerceklestirildi.  Santrifiigasyon sonrasinda falkonlarin {ist kisminda toplanan
stipernatant dikkatlice uzaklastirildi ve 1 mL yeni besiyeri eklenen hiicreler son kez
cozdiiriilerek ekime hazir hale getirildi. Ardisik olarak iki kez gergeklestirilen yikama
ile DMSO’nun hiicrelerden uzaklastirilmas: saglandi. Cozdiiriilen A549 hiicreleri ekim
yapilacak flasklara pipet yardimiyla homojen bir sekilde yayilarak ekim islemi
gerceklestirildi. Ekim yapilan flasklar igerisine eklenen besiyeri miktarlart Cizelge

3.5’te verilmistir.

Cizelge 3.5 Ekim isleminde kullanilan besiyeri miktarlari.

Flask biiyiikliigii Eklenen besiyeri hacmi
75 cm? 7.0-10mL
25 cm? 4.0 -7.0mL

Ekim islemi sonrasinda A549 hiicrelerini igeren flasklar canli hiicre goriintiilleme
mikroskobu (JULI Br, Korea) ile incelendikten sonra hiicrelerin biiyiiylip
cogalabilmeleri i¢in 37°C sicakliga ve %5 CO2 konsantrasyonuna sahip olacak sekilde
ayarlanan inkiibatore dikkatlice yerlestirildi. Flasklar giinliik olarak takip edildi ve renk

degisimi meydana gelen flasklarda besiyeri tazelendi.

3.6.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicre kiiltiirii calismalar1 sirasinda canli  hiicre goriintiileme mikroskobundan
yararlanilarak flasklarin konfluent durumlar takip edildi. Konfluent oran1 %80-90 olan

flasklarin i¢inde bulunan hiicrelere tripsinizasyon ve detripsinizasyon islemleri

uygulandi. Bu islemlerin sorunsuzca gergeklestirilebilmesi i¢in ¢alismada kullanilacak
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olan taze besiyeri, Tripsin-EDTA ve FBS sicak su banyosunda 1sitilarak ¢alismaya hazir
hale getirildi. Pasajlanmas1 gereken flasklar oncelikle steril haldeki steril kabin igine
alindi. Daha sonra pipet yardimiyla hiicrelere zarar vermeden kullanissiz besiyeri
uzaklastirildi. Flask tabanina yapisan hiicrelerin baglantilarinin  kesilmesi igin
pasajlanmak istenen flask igerisine 3 mL Tripsin eklenerek 5 dakika inkiibe edilmek
tizere 37°C sicakliga ve %5 CO2 konsantrasyonuna sahip inkiibatore dikkatlice birakildi.
Siire sonunda hiicrelerin ayrilmasi saglanan flasklar inkiibatorden alindi. Ayrilma
gerceklesmeyen flasklara ise yavas bir sekilde vurularak ayrilmayan hiicrelerin
tabandan ayrilmasi saglandi. Bu iglemler sonucunda hiicrelerin ayrilmadig tespit edilen
flasklara 1 mL Tripsin-EDTA eklenerek 2 dakika inkiibasyona birakilarak ayrilma
gerceklestirildi.

Steril kabin igine alinan flasklarin ig¢indeki hiicrelerin tripsine maruziyetini 6nlemek
amaciyla 3 mL besiyeri (tripsin/ besiyeri 1:1 olacak sekilde) eklenerek steril falkonlara
alinarak santrifiigasyon islemi uygulandi. Santrifiij sonrasinda falkon tizerinde biriken
slipernatant pipet yardimiyla uzaklastirilarak 1 mL taze besiyeri eklenip tekrar yikama

yapildi. Bu islem ile tripsin ortamdan uzaklastirilarak detripsinizasyon gerceklestirildi.

Yikama islemini takiben pellet {lizerindeki siipernatant uzaklastirilarak igerisinde
bulunan hiicrelerin {izerine 2 mL besiyeri eklenerek hafif bir pipetaj yapildi. Devaminda
ise falkon iginde bulunan hiicre-besiyeri karisimi, igerisinde 7-10 mL besiyeri bulunan
iki adet flaska, 1’er mL olacak sekilde pipet yardimiyla dikkatlice birakilarak hiicrelerin
ekimi gercgeklestirildi. Ekim islemi biten flasklar 37°C sicakliga ve %5 CO:2

konsantrasyonundaki inkiibatore birakildi.

3.6.4 Hiicrelerin Sayilmasi

Bu tez calismasinda tripan blue ile hiicre sayimi teknigi kullanildi. Tripan blue boyasi
canlt hiicrelerde renk degisimine neden olmazken o6lii hiicrelerin maviye boyanmasini
saglamaktadir. Thoma lam1 iizerinde 4 farkli sayim alani bulunmaktadir. Bu sayim
alanlarinin her birinde kare seklinde 16 bolge yer almaktadir. Thoma laminin sayim

alanlar1 Sekil 3.1°de verilmistir. Sayim alanlarinda goriintiilenen biitiin hiicreler
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sayilarak ortalamalar1 alinmalidir. Bir sonraki asamada ise formiil kullanilarak sayim

yapilan flaskin 1 mL’sindeki hiicre sayisi elde edilmektedir.

At B

Ra R

(7

C

Sekil 3.1 Thoma laminin sayim alanlari.

Tripan blue teknigi ile sayim yapilirken asagida verilen asamalar izlendi.

Hiicre yogunlugu %80-90 olan flasklar steril kabin igine alinarak flasklarin iist
kismindaki slipernatant pipet yardimiyla dikkatlice toplandi.

Flask i¢indeki hiicrelerin {izerine 3 mL Tripsin-EDTA ilave edilerek inkiibatorde 5
dakika inkiibasyona birakildi.

Hiicrelerin tabandan ayrilmasi sonucu flasklara 3 mL besiyeri ilavesi yapilarak flask
igerikleri falkonlara alindi.

Falkonlar 5 dakika 800 rpm’de santrifiij edildi.

Falkonlarin iist kismindaki siipernatant toplanarak 1 mL besiyeri ilave edildi ve
tekrar santrifiigasyon gergeklestirildi.

Santrifiigasyon sonucu siipernatant uzaklastirilarak 1 mL besiyeri ilave edildi ve
yavasca pipetaj yapildi.

Daha sonra bir ependorfun igine 10 uL tripan blue ve 90 uL besiyeri koyulduktan
sonra falkonda bulunan hiicre-besiyeri karisimindan 10 plL alinarak ayni ependorf
icine ilave edilmis ve dikkatlice yapilan pipetaj ile karismalar1 saglanmistir.
Ependorftaki karisimdan 10 pL alinarak sayim islemi yapmak iizere kullanilacak

olan thoma lami iizerine aktarildi.
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— Canl1 hiicre goriintiilleme mikroskobu yardimiyla yapilan incelemede parlak goriinen
hiicreler canli, maviye boyanmis olarak goriinen hiicreler 6lii olarak tespit edildi.

— Karigimin mililitresindeki hiicre sayisini tespit etmek icin hiicre sayimi1 yapildi.

— Hesaplama yapilirken asagida verilen formiil esas alindu.

Toplam hiicre say1s1 (mL) = (ortalama hiicre say1si) x 10* x (diliisyon faktorii)

3.6.5 Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi

Hiicre hatlarimin flask icindeki besiyerinde sonsuza dek canli kalmasi miimkiin
olmamaktadir. Kiiltiir ortaminda ve hiicrelerde meydana gelen degisiklikler canlilig
olumsuz etkilemektedir. Bu degisikliklere ve bozulmalara karst hiicrelerin stoklanarak
saklanmas1 gerekmektedir. Bu nedenle hiicre kiiltiirlerinin stoklanmasinda dondurularak
saklanma yontemi kullanilmaktadir. Sogutma islemi ile hiicrelerdeki metabolik
aktivitelerin yavaglamasi saglanmaktadir. Hiicrelerin termal soka girmesine neden
olmadan bu islemi gergeklestirmek olduk¢a Onemlidir. Hiicrelerde -79°C’nin altinda

yavaglayan metabolik aktivite -196°C’de minimum diizeye inmektedir.

Bu ¢alismada hiicrelerin dondurularak sivi azot tankinda saklanabilmesi i¢in asagida

verilen agsamalar izlendi.

— Kullanilacak olan kryotiipler sogumasi amaciyla -20°C’de beklemeye alindi.
Dondurulacak olan hiicreleri iceren flasklarin konfluent durumunun uygunlugu canli
hiicre goriintiileme mikroskobu ile tespit edildikten sonra %80-90 oraninda
konfluent olan flasklara 3 mL Tripsin-EDTA eklenerek inkiibasyona birakildi.

— Inkiibasyonu takiben flasklara 3 mL besiyeri eklendi.

— Besiyeri eklenen flasklar icinde bulunan karisim steril falkonlara alindi.

— Detripsinizasyon amaciyla iki kez yikama yapildi.

— Santrifiigasyon sonrasinda siipernatant uzaklastirilarak 750 pL besiyeri eklenen
falkonlara pipetaj yapildi.

— Calismanin basinda sogumaya birakilan kryotiipler, steril kabin igine alindiktan
sonra falkonlarin igerigi kryotiiplere aktarildi.

— Kryotiiplerin igine sirasiyla 675 pL FBS ve 75 uL DMSO kademeli olarak eklendi.
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— Yukarida verilen asamalar uygulanarak hazirlanan kryotiipler -20°C’de 15 dakika

suresince bekletildikten sonra si1vi azot tankina kaldirildi.
3.7 Sitotoksik Aktivite Analizleri

MTT hidrofilik 6zellikteki sar1 renkli bir formazan tuz olup kimyasal bilesimi Sekil
3.2’de verilmistir. Hiicrelerin proliferasyonundaki artis ise mitokondriyel dehidrojenaz
enzim aktivitesindeki artisa neden olmaktadir. Bu enzim MTT’yi apolar 6zellikteki mor
renkli MTT formazan kristallerine ¢evirmektedir (Kamiloglu vd. 2020). Bu doniisiim
sonucu meydana gelen kristaller ise DMSO ya da izopropil alkol i¢inde ¢6ziinmektedir.
MTT analizi sonucu elde edilen boya yogunlugu ile canli hiicre sayisi dogrudan

iligkilidir. MTT prosediirii Sekil 3.3’te verilmistir (Kumar vd. 2018, Ghasemi vd. 2021).

e Q NA{ /Nﬁ:D* Q

THy Ty

MTT Formazan
(3-(4,S-dimethylthiazol-2-yi)-2,5- ((E.Z)-5-(4,5-dimethyithiazol-2-yl)-1,3-
diphenyitetrazolium bromide) diphenylformazan)

Sekil 3.2 MTT’nin MTT formazan bilesigine indirgenmesi.

MTT
konsantrasyonu

'ormazan
......

Formazan cdziicii madde

Sekil 3.3 MTT testinin basamaklari.

Bu tez c¢alismasinda elde edilen ZnONP’lerin kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri
hiicreleri tizerindeki sitotoksik aktivitesi (hiicre canliliginin belirlenmesi) MTT yontemi

ile analiz edildi. Olgiimler icin ELISA (Absorbance Reader ELx800) mikroplak
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okuyucu cihazi kullanildi. MTT uygulamasinda canlili1 belirlemek amaciyla 24 ve 48
saatlik gozlemler yapildi. Olgiimler kaydedilerek degerlendirildi ve LDsyp dozlari

belirlendi.

3.7.1 MTT Cozeltisinin Hazirlanmasi

MTT c¢ozeltisini hazirlamak i¢in hassas terazi yardimiyla toz haldeki MTT kimyasali 10
mg olacak sekilde tartildiktan sonra 10 mL PBS i¢inde homojen olarak ¢ozdiiriildii.
Elde edilen MTT c¢ozeltisi membran filtre (0.22 pm) ile falkona aktarilarak kullanilmak
tizere -20°C’de muhafaza edildi.

3.7.2 MTT Hiicre Canhlik Olg¢iim Testi

Bu ¢aligmada Sideritis akmanii bitki 6ziitii ve ayrica yesil sentez ile elde edilmis olan
ZnONP’lerin A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri arastirildi.

Konfluent uygunlugu saglanan flasklara 3 mL Tripsin-EDTA eklendi ve inkiibasyona
birakilarak ayrigma i¢in beklendi. Bir sonraki asamada hiicrelere 3 mL besiyeri
eklenerek santrifiigasyon gerceklestirildi. Siipernatant toplandiktan sonra falkonlara 1
mL besiyeri eklendi ve santrifiigasyon tekrarlandi. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra

1 mL besiyeri ilave edilerek ekime hazir duruma getirildi.

MTT cozeltisi, canlilik analizinde kullanilmak iizere uygun sicakliga gelmesi i¢in
37°C’deki sicak su banyosuna koyuldu. Steril kabin igerisine alinan steril petri kabina
20 mL besiyeri eklendi. Falkon i¢inde bulunan ve thoma lami1 kullanilarak hesaplanmis
olan say1 kadar hiicre iceren karisim petri kabima aktarildi. Hiicre dagilimi pipetaj
yapilarak homojen hale getirildi. Kullanilan 48’lik well plakanin her bir kuyucuguna
400 pL hiicre-besiyeri karisimi eklendi. Inkiibatére kaldirilan well plaka igerisindeki
hiicrelerin konfluent oraninin %50-60 olmas1 i¢in yeteri kadar beklendi. Toz haline
getirilmis Sideritis akmanii bitkisinden hassas terazi yardimiyla 5 g tartilarak beher
icine alindi. Son hacim 100 mL olacak sekilde dH2O eklenerek bitki ekstrakti

hazirlandi. Hem bitki ekstraktina ait dozlar hem de nanopartikiil dozlar1 hassas terazide
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tartildiktan sonra ZnONP dozlar1 i¢in DMSO ile ¢ozdiiriilerek 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625,
0.312 ve 0.156 mg/mL konsantrasyonunda, bitki ekstrakti dozlari i¢in dH20 ile
cozdiiriilerek 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.560 ve 0.780 mg/mL konsantrasyonunda
olacak sekilde hazirlandi. Her bir kuyucuk igin 4 pL’lik uygulama yapildi.

Kontrol grubu DMSO, pozitif kontrol i¢in ise Cisplatin kimyasallar1 besiyerinin %1’
oraninda uygulandi. Doz uygulamalar1 yapilan well plakalar 24 ve 48 saatlik
incelemeler i¢in inkiibasyona birakildi. 24 saatlik silirecin sonunda biitiin kuyucuklara
%10 oraninda 40 uL MTT ¢ozeltisi eklendi ve 3 saat boyunca inkiibe edildi. 48 saatlik
inceleme iginde ayni islem uygulandi. Inkiibasyon sonucu besiyeri pipet yardimiyla
uzaklastirildi ve olusan formazan kristallerini ¢c6zmesi i¢in her kuyucuga 400 uL DMSO
eklendi. Well plakalar calkalayici tizerinde 1-2 dakika bekletildi. ELISA mikroplak
okuyucu kullanilarak 540 nm dalga boyunda 3 tekrarli 6lgtimler yapildi.

3.8 Genotoksik Aktivite Analizleri

Bu calismada genotoksisite analizleri komet deneyi ile gergeklestirildi. Hiicrelere,
ZnONP dozlar olarak 2.5 mg/mL, 5 mg/mL, 10 mg/mL ve S. akmanii ekstraktinin 12.5
mg/ mL, 25 mg/mL, 50 mg/mL konsantrasyonlar: uygulandi ve olast DNA hasarlarinin
takibi yapildi. 24 ve 48 saatlik sonuglar kaydedildi. Deney sirasinda kullanilacak olan
ekipmanlar ¢alismaya baglamadan Once buzdolabinda sogumaya birakildi.
Genotoksisite analizinde kullanilacak c¢ozeltiler ve kimyasallar asagida verilen
cizelgelerde gosterilmistir. Nanopartikiil ve bitki ekstrakti dozlarina ek olarak kontrol

grubu icin DMSO ve pozitif kontrol grubu i¢in Cisplatin kullanildi.

Cizelge 3.6 Lizis ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
NaCl 7359
EDTA 1869
Trisma base 069
Triton X-100 5.0 mL
DMSO 50 mL
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Hazirlanan kimyasallar balon jojeye aktarildi ve dH2O ile son hacim 500 mL’ye

tamamlandi. Cozeltinin pH degeri 10 olacak sekilde optimize edildi.

Cizelge 3.7 Notralizasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar

Trisma base 1455¢

Hazirlanan kimyasal iizerine dH2O eklenerek son hacim 300 mL olarak ayarlandi.

Cozeltinin pH degeri 7.5 olacak sekilde optimize edildi.

Cizelge 3.8 Elektroforez tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
NaOH 6.0g
EDTA 0.18¢

Hassas terazi ile tartilan NaOH ve EDTA kimyasallar1 cam siseye alindiktan sonra
tizerine dH20 ilave edilerek son hacim 500 mL olacak sekilde elektroforez tamponu

hazirlandi. Tampon ¢6zeltinin pH degeri 13.2 olarak ayarlandi. Calisma asamasina

kadar +4°C’de muhafaza edildi.

Cizelge 3.9 Diisiik erime noktali agaroz ¢ozeltisinin hazirlanmasi (LMA).

Kimyasal Miktar
LMA 0.0016 g
PBS 2.0mL

%8 LMA ¢ozeltisi hazirlamak i¢in hassas terazide 0.0016 g olarak tartilan LMA cam
tiip igine aktarildiktan sonra iizerine 10 kat seyreltilmis olan 2 mL PBS eklendi. Cam
tiip, saydam bir LMA elde edilene kadar bek alevinde bekletildi. Caligma esnasinda
beher i¢indeki sicak suda muhafaza edildi.

Cizelge 3.10 Normal erime noktali agaroz ¢ozeltisinin hazirlanmasi (NMA).

Kimyasal Miktar
NMA 0.03¢g
PBS 3.0mL
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%1 NMA ¢ozeltisi hazirlamak i¢in hassas terazide 0.03 g olarak tartilan NMA cam
tiiplin icine aktarilarak tizerine 10 kat seyreltilmis olan 3 mL PBS ilave edildi. Cam tiip,
saydam bir NMA elde edilene kadar bek alevinde bekletildi. Isitici tabla iizerinde
kullanima hazir hale getirilen lamlarmn istiine 110 uL. NMA eklenerek ince bir tabaka

olacak sekilde yayildi ve oda sicakliginda kurumaya birakildi.

Cizelge 3.11 Etidyum bromiir ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar

Etidyum bromiir 0.01g

Hassas terazi yardimi ile 0.01 g olacak sekilde tartilan etidyum bromiir bir falkona
alind1 ve tizerine dH20 eklenerek son hacim 50 mL’ye tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti
+4°C’de muhafaza edilirken galismada 10 kat seyreltilerek kullanildi. Komet deneyi
icin flasklara ekilen hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edildi. Konfluent orani uygun olan
flasklardan besiyeri alindiktan sonra tripsinizasyon amaciyla Tripsin-EDTA eklendi.
Falkonlara aktarilan karisim santrifiij edildi. Daha sonra bir petri kab1 alinarak icerisine
20 mL besiyeri eklendi. Thoma lami yardimiyla yapilan sayimla belirlenen hiicre

sayisini igeren hiicre-besiyeri karisimi falkondan alinarak petri kabina aktarildi.

24 kuyucuklu well plakanin her bir kuyucuguna 800 mL ekim yapilarak inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasinda nanopartikiil ve bitki ekstrakti dozlar1 uyguland: ve 24
saat inkiibasyona birakildi. Ayni adimlar 48 saatlik uygulama i¢in de tekrarlandi.
Uygulanan konsantrasyonlardaki hiicreler kaziyici ile well plakalardan kazindi. Her bir
kuyucuga 250 pL PBS eklendikten sonra ayni gruplar bir arada olacak sekilde hiicreler
ependorflara alindi ve 3 dakika boyunca 1000 rpm doniis hizinda santrifiij islemi
uygulandi. Santrifiij islemini takiben ependorflarin tist kisimlar1 az miktarda dokiilerek
uzaklastirildi. Hiicre yogunluklarina uygun olacak sekilde 10-12 uL alinarak, ependorf
icindeki 100-110 pL LMA ile karistirildi. Ependorf igindeki hiicre-LMA karisimi
komple alinarak onceden hazirlanan NMA ile kaplanmis lamlarin iizerine yayild.
Lamel ile kapatilan 6rnekler 4-5 dakika beklemeye birakilarak sabitleme islemi yapildi.
Sire sonunda lameller dikkatlice uzaklastirildi. Pens yardimi ile alinan lamlar

elektroforez tankina yerlestirilerek ortama yeterli miktarda elektroforez tamponu ilave
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edildi. Yaklasik 20 dakikalik bir beklemenin ardindan elektroforez islemi (25 V/300
mA) gerceklestirildi. Elekroforez sonrast dH2O veya nétralizasyon tamponu ile yikama
islemi uygulanan lamlarin {izerine 70 pL etidyum bromiir ¢6zeltisi damlatilarak lameller
ile kapatildi ve boyama islemi gergeklestirilen lamlar her bir doz i¢in 100 hiicre

say1lmak tizere floresan mikroskop altinda incelendi.

3.9 Antimikrobiyal Aktivite Analizleri

Bu calismada Sideritis akmanii 6ziitii kullanilarak gerceklestirilen yesil sentez yontemi
ile sentezlenen ZnONP’lerin Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Klebsiella pneumoniae (ATCC
700603) ve Candida albicans (ATCC 90028) mikroorganizmalari tizerindeki
antimikrobiyal aktivitesi arastirildi. Suglar Nutrient Broth (NB) besiyerine ekilerek 24
saat boyunca inkiibasyona birakildi. Calisma sirasinda kullanilacak pens, beher, pipet
uclar1 ve cam tiipler i¢in otoklav cihazinda 121°C sicaklikta sterilizasyon islemi

uygulandi.

3.9.1 Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanmasi

Kati besiyeri ¢ozeltisi hazirlanirken 4 g Nutrient Broth ve 7.5 g Nutrient Agar (NA)
hassas terazi yardimiyla tartilarak erlen i¢ine alind1 ve dH20 ile son hacim 500 mL’ye
tamamlandi. Erlen ig¢indeki besiyeri otoklav icerisinde 15 dakika 121°C’de steril edildi.
Optimum sicakliga ulasan besiyeri, oncesinde %70’lik etil alkol ile silinmis bench
tizerine dizilen plastik petrilere bek alevinin yaninda dagitildi. Besiyeri kat1 hale

geldikten sonra kullanilana kadar buzdolabinda muhafaza edildi.

S1v1 besiyeri hazirlanirken hassas terazi yardimiyla 4 g NB tartilarak erlen icine alindi
ve son hacim dH20 ile 500 mL’ye tamamlandi. Serolojik pipet yardimi ile her cam tiip
icerisine 5 mL besiyeri aktarildi ve otoklavda 15 dakika 121°C’de steril edildi.
Antimikrobiyal aktivite arastirmalarinda bakteri suslar1 igin pozitif kontrol olarak
Siproflaksosin, Candida igin ise Ketoconazole, negatif kontrol olarak da dH.O
kullanildi.
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3.9.2 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK) Belirleme

MIK degerini belirlemek amaciyla 0.5 McFarland standardina uygun hale getirilen s1v1
besiyeri igerisine ekilen mikroorganizmalar 24 saat siiresince inkiibasyona birakildi.
Mikroorganizmalara uygulanacak olan ZnONP dozlar1 ayarlandi. Inhibisyonu
belirleyebilmek i¢in 50 mg/mL, 40 mg/mL, 30 mg/mL ve 25 mg/mL, 20 mg/mL, 15
mg/mL, 12.5 mg/mL, 10 mg/mL, 7.5 mg/mL ve 5 mg/mL olmak iizere toplam 10 doz
belirlendi. Dozlar hassas terazide tartilip cam tiiplere alinarak her tiipe esit miktarda
olacak sekilde 5 mL NB koyularak tiipler otoklavda steril edildi. Steril edilen besiyeri
optimum sicakliga ulastiginda 50 pL mikroorganizma tiirleri ve uygulama dozlari
tiiplere ekilerek etiivde 24 saat siiresince inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun sonunda

cam tiiplerdeki seffaflik ve bulaniklik oranina bakilarak MIK degerleri tayin edildi.

9.3.3 Disk Difiizyon Yontemi

Bu ¢alismada, antimikrobiyal aktivite analizi amaciyla disk difiizyon yontemi kullanildi.
Veri olarak 24, 48 ve 72 saatlik gozlemler yapilarak sonuglar kaydedildi. Bakteri suslari
icin pozitif kontrol olarak Siproflaksosin, Candida igin ise Ketoconazole, negatif
kontrol olarak da dH20 kullanildi.

ZnONP’lerin mikroorganizmalar iizerindeki etkisini belirlemek icin ilk olarak 24 saat
oncesinde inkiibasyona birakilmis olan mikroorganizmalar, sivi besiyerinde 0.5
McFarland standardina ayarlandi. MIK dozlar1 goéz ©6niinde bulundurularak, disk
difiizyon testinde uygulanacak dozlarin hesaplamasi yapildi. Antimikrobiyal aktiviteyi
belirleyebilmek i¢in 500 mg/mL, 250 mg/mL, 125 mg/mL ve 62.5 mg/mL, 31.25
mg/mL ve 15.62 mg/mL olmak iizere toplam 6 farkli ZnONP dozu belirlendi. Bu dozlar
hassas terazide tartim islemi yapilarak ependorflara alindi ve her bir doz 250 uLL. DMSO
iginde ¢ozdiriildiikten sonra calismadan 1 saat once ultrasonik su banyosuna alinan
dozlarin homojen hale gelmesi saglandi. Uygulama yapilacak petriler kodland1 ve her
bir kati besiyerinin yiizeyine 500 plL olacak sekilde 0.5 McFarland standardina
ayarlanmig olan mikroorganizma ekimi yapildi. Petrilerin yiizeyine, 10 pL olacak

sekilde pozitif kontrol i¢in antibiyotik, negatif kontrol i¢in dH20 igeren antibiyogram
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diskleri yerlestirildi. Etiivde 37°C’de inkiibasyona birakilan petrilerin 24, 48 ve 72

saatlik sonuglar1 degerlendirildi.
3.10 Istatistiksel Analiz
MTT deneyinde elde edilen veriler % olarak ifade edilirken LDso dozunun

belirlenmesinde ise probit analizi kullanilmistir. Komet verilerinin analizinde Duncan

testi (p<0.05) kullanilmstir.
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4. BULGULAR
4.1 Yesil Sentez ile ilgili Bulgular
ZnONP’lerin yesil sentezi igin Sideritis akmanii sulu ekstrakti ve ¢inko asetat ¢ozeltisi

kullanildi. Yesil sentez sonucu iiretilen nanopartikiillerin varligi renk degisimi ile tespit

edildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 ZnONP’lerin yesil sentez siireci.

4.2 Karakterizasyon ile Tlgili Bulgular

4.2.1 UV-VIS Sonuglari

Sideritis akmanii bitkisinden elde edilen Oziit kullanilarak yesil sentez teknigi ile
sentezlenen ZnONP’lerin UV-VIS spektrumlar1 Sekil 4.2’de gosterilmektedir.
ZnONP’lerin 340-650 nm araligindaki maksimum absorbans degeri 365 nm olarak
kaydedildi.
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Sekil 4.2 ZnONP’lerin UV sonuglari.

4.2.2 pH Sonuclan

Sideritis akmanii oziitii (20 mL) elde edildiginde yapilan 6lgiimlerde baslangic pH
degeri 5.68 olarak kaydedildi. Deney igin hazirlanan 1 M g¢inko asetat ¢ozeltisinin pH
degeri ise 6.03 olarak kaydedildi. Bitki oziitii ile ¢inko asetat ¢ozeltisi karistirildiginda
baglangic pH degeri 6.45 olarak okundu. Calismada pH optimizasyonu i¢in 1 M ve 0.1
M olarak hazirlanan NaOH c¢ozeltilerinden yararlanildi. NaOH ¢ozeltisi ilave edildikten
sonra meydana gelen pH degisimleri izlendi. Son pH 11.30 olarak kaydedildi.

4.2.3 XRD Sonuglari

XRD sonuglar;, Afyon Kocatepe Universitesi Teknoloji Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde (TUAM) yapilan analizler sonucu elde edildi. Optimum kosullarda
sentezlenen ZnONP ile ilgili yapilan XRD analizine ait grafik Sekil 4.3’te
gosterilmektedir. ZnONP’lere ait olan 20 = 31.773°, 34.441°, 36.262°, 47.558°,
56.604°, 62.888°, 66.387°, 67.968°, 69.100°, 72.613° 76.981° degerlerine ait olan
karakteristik piklerin sirastyla (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200), (112),
(201), (004), (202) diizlemlerine karsilik geldigi belirlendi. 20 agisindaki; en yiiksek pik
36.262 olarak tespit edilmistir (FWHM degeri 0.437) ve buna gore sentezlenen ZnONP
partikiil boyutu 21.26 nm olarak belirlenmistir. 20 agisindaki ikinci en yiliksek pik ise
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31.773 olarak 6l¢iilmiis (FWHM degeri 0.388) buna gore sentezlenen ZnONP 23.63 nm
olarak tespit edilmistir. Ol¢iim sonuglar1 diger literatiirlerdeki ZnONP’iiniin JCPDS (36-
1451) 20 agilanyla kiyaslandiginda uyumlu oldugu saptandi. Partikiil boyutu
hesaplamalar1 Debye-Scherrer esitligi ile asagidaki denklem kullanilarak gergeklestirildi
(Varadavenkatesan vd. 2019).

KA

— 4.1
d_BCOSH @1

Yukaridaki denklemde,

d = Kristalin boyutu (nm)

K= Debye Scherrer sabiti (0.94)

A= X-1sinmim dalga boyu (1.54 A)

£ = Maksimum pikin yar1 uzunlugunun genisligi (FWHM)

6 = Maksimum pikin 26 degerinden elde edilen Bragg agisidir (Bozkurt 2022).
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Sekil 4.3 ZnO nanopartikiillerinin XRD difraktograma.
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Elde edilen veriler sonucunda ZnONP’lerin altigen formunda oldugu bulundu.
ZnONP’lerin XRD analizine ait karakteristik piklerin, Toz Kirinim Standartlar1 Ortak
Komitesi (Joint Committee on Powder Diffraction Standards, JCPDS) veri bankasindaki
JCPDS modeli 36-1451 ile uyumlu oldugu tespit edildi (Madhumitha vd. 2019, Bozkurt
2022).

4.2.4 SEM Sonugclari

Bu tez ¢alismasinda elde edilen ZnONP’lerin SEM goriintiisii Resim 4.1°de verilmistir.
Resim 4.1 incelendiginde siki paketlenme gosteren kiiresel yapidaki ZnONP’lerin
homojen dagilim gosterdikleri goriilmektedir. Sideritis akmanii ekstrakti ile yesil sentez
teknigi kullanilarak sentezlenen ZnONP’lerin ozelliklerini analiz etmek i¢in yapilan

EDX ol¢timlerinin spektrumu Sekil 4.4°te gosterilmistir.

Kiitlesel olarak yiizde dagilim1 Zn atomu i¢in %48.07 iken O atomu i¢in %41.61 olarak
kaydedildi. Atomik olarak yiizde dagilimi ise Zn atomu i¢in %17.52 iken O atomu igin
%61.98 olarak saptandi. Sentezlenen ZnONP partikiil boyutu en yiiksek pik noktasinda
yapilan Olglimler ile 21.26 nm olarak belirlendi. Goriintiilemede kiiresel yapidaki
ZnONP’lerin yaninda tam olarak kiiresel yapiya sahip olmayan ve cesitli uzantilar

iceren ZNONP’ler de tespit edildi.

s ‘ e
N ;cnal A = SE1 Mag= 250K X
PRV WD = 19 mm EHT =20.00 kV

Resim 4.1 ZnONP’lerin SEM goriintiisii.
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Sekil 4.4 ZnONP’lerin EDX spektrumu.

4.2.5 FT-IR Sonuclar

Sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin FT-IR analizi 4000 cm™ ve 400 cm™ araliginda
yapilmis olup 435 cm™’de pikin olustugu gozlemlendi. 3420 cm™’de gdzlemlenen
piklerin -OH gerilme titresimleri, 1405-859 cm™ arasinda goriilen piklerin ise C-H ve
C-O-C aromatik baglarina bagli meydana gelen gerilme titresimleri oldugu belirlendi.
1569 cm™’de goriilen piklerin -OC=0, 1490 cm™’de goriilen piklerin -C=0 baglarma
bagl oldugu belirlendi. ZnO nanopartikiiliiniin gozlendigi pik ise 476 cm™ olarak
belirlendi. FT-IR sonuglar1 Sekil 4.5’te gosterilmektedir (Thongam vd. 2019, Patron-
Romere vd. 2020, Erol vd. 2023).

%7

4000 3500 3000 2600 2000 1500 1000 500
Wavenumbers (cm-1)

Sekil 4.5 FT-IR Analiz Sonuglart.
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4.3 Sitotoksisite ile Tlgili Bulgular

Bu tez ¢alismasinda, Sideritis akmanii 6ziitiiniin ve yesil sentez yontemiyle elde edilen
ZnONP’lerin A549 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik aktivitesi MTT canlilik testi ile
belirlendi. 48 kuyucuklu well plakalar kullanilarak planlanan 24 ve 48 saatlik deneyler
ic tekrarl olacak sekilde gerceklestirildi. Kontrol gruplarinda DMSO, pozitif kontrol
gruplarinda ise Ccisplatin kullanildi. Sitotoksik aktivite sonuglari Sekil 4.6’da
gosterilmektedir. A549 hiicrelerine, Sideritis akmanii ekstrakti i¢in 0.780-50 mg/mL
araligindaki 7 farkli konsantrasyon ve ZnO nanopartikiilii i¢in 0.156-10 mg/mL
araligindaki 7 farkli konsantrasyon ile ayrica kontrol grubu ve pozitif kontrol grubu da

dahil olmak iizere toplamda 16 farkli grubun 6l¢timleri kaydedildi.

A549 MTT DEGERLERI m 24 Saat w48 Saat
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Sekil 4.6 Sideritis akmanii ekstrakt1 ve ZnONP’lerin A549 hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik
etkileri.

Yesil sentez teknigiyle elde edilen ZnONP dozlarinin sitotoksik aktivitesinin genellikle
Sideritis akmanii dozlarina kiyasla yiiksek oldugu goriildii. A549 hiicrelerinin bitki
ekstrakti dozlarma 48 saatlik maruziyetinin 24 saate kiyasla proliferasyonu 6nemli
olgiide azaltici etki olusturmadigr tespit edildi. ZnONP i¢in LDsp dozu NP50 (5 mg/mL)
olarak belirlendi. Sitotoksik etkisi en yiiksek olan bitki dozu B12.5 (6.25 mg/mL) olarak
tespit edildi.
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4.4 Antimikrobiyal Aktivite ile Tlgili Bulgular

Bu ¢alismada yesil sentez ile tiretilen ZnONP’lerin Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Salmonella enteritidis (ATCC 13076),
Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603) ve Candida albicans (ATCC 90028)
mikroorganizmalari {izerindeki antimikrobiyal etkilerini arastirmak icin MIK testi ve

disk difiizyon testi gerceklestirildi.

4.4.1 MiK Sonuglan

MIK degerlerini belirmek i¢in makrodiliisyon metodu kullanildi. Inkiibasyon sonucunda
cam tiiplerin seffaflik ve bulaniklik durumlar incelenerek MIK degerleri tayin edildi.

Yapilan analizler sonucu elde edilen MiK degerleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 MiK degerleri.

Mikrorganizma MIK degeri (mg/mL)
Escherichia coli 12.5
Staphylococcus aureus 10.0
Candida albicans 30.0
Klebsiella pneumoniae 30.0
Salmonella enteritidis 25.0

En giiglii antimikrobiyal etkinin S. aureus susuna karsit oldugu tespit edildi. Diger
yandan ise C. albicans ve K. pneumoniae suslar1 antimikrobiyal etkinin en diisiik

oldugu suslar olarak tespit edildi.

4.4.2 Disk Difiizyon Testi Sonugclari

Bu ¢alismada, saptanan MIiK degerleri referans alinarak belirlenen konsantrasyonlar ile
gerceklestirilen disk difiizyon testlerinde, disklerin etrafinda meydana gelen inhibisyon
zon ¢aplart mm cinsinden oOlgiilerek kaydedildi. Biitiin uygulamalar {i¢ tekrarli olacak
sekilde gergeklestirildi. Deney sonucunda elde edilen veriler Cizelge 4.2, 4.3, 4.4 ve
Sekil 4.7, 4.8, 4.9’da gosterilmektedir.
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Cizelge 4.2 Mikroorganizmalarda 24 saatlik doz uygulamasinda inhibisyon zon ¢aplari.

Mikroorganizma 500 250 125 62.5 31.25 15.62 Pozitif
cesidi mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL kontrol
24 saatlik doz uygulamasi i¢in inhibisyon zonunun ¢ap1 (mm)
E. coli 9.33 10.00 9.67 9.67 9.33 8.67 20.67
S. aureus 11.00 11.00 11.33 8.33 9.67 8.67 21.33
C. albicans 10.67 10.33 10.00 10.00 9.00 8.33 20.00
K. pneumoniae 10.00 9.67 10.33 8.67 9.00 8.00 23.67
S. enteritidis 12.33 13.33 10.33 9.67 8.00 8.00 36.33

Pozitif kontrol: Bakteri suslar1 i¢in Siproflaksosin (10 puL/disk), Candida i¢in ketoconazole (10 pL/disk),
negatif kontrol: dH,0.

40,00 mE. coli mS. aureus mC. albicans m K. pneumoniae ®S. enteritidis

35,00
30,00
25,00

20,00

10,00
0,00

500 250 125 62.5 31.25 15.62 Pozitif
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL kontrol

15,00

inhibisyon cap1 (mm)

o
o

o

24 Saatlik Doz Uygulamasi

Pozitif kontrol: Bakteri suslari i¢in Siproflaksosin (10 pL/disk), Candida i¢in ketoconazole (10pL/disk), Negatif kontrol: dH,O.

Sekil 4.7 ZnONP’lerin 24 saatlik uygulamasi sonucu olusan inhibisyon zonlari.

Cizelge 4.3 Mikroorganizmalarda 48 saatlik doz uygulamasinda inhibisyon zon ¢aplari.

Mikroorganizma 500 250 125 62.5 31.25 15.62 Pozitif
cesidi mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL kontrol
48 saatlik doz uygulamasi i¢in inhibisyon zonunun ¢ap1 (mm)
E. coli 9.33 9.67 9.67 9.00 9.67 9.00 21.00
S. aureus 10.33 10.00 10.67 8.33 9.00 8.00 20.67
C. albicans 9.67 9.00 9.00 9.00 9.00 8.33 20.33
K. pneumoniae 8.67 8.67 9.67 8.67 8.67 8.33 23.67
S. enteritidis 11.33 13.00 10.67 9.67 10.00 8.00 39.00

Pozitif kontrol: Bakteri suslar1 i¢in Siproflaksosin (10 pL/disk), Candida i¢in ketoconazole (10 pL/disk),
negatif kontrol: dH20.
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Pozitif kontrol: Bakteri suslar1 i¢in Siproflaksosin (10 uL/disk), Candida i¢in ketoconazole (10pL/disk), Negatif kontrol: dH,0.

Sekil 4.8 ZnONP’lerin 48 saatlik uygulamasi sonucu olusan inhibisyon zonlari.

Cizelge 4.4 Mikroorganizmalarda 72 saatlik doz uygulamasinda inhibisyon zon ¢aplart.

Mikroorganizma 500 250 125 62.5 31.25 15.62 Pozitif
cesidi mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL kontrol
72 saatlik doz uygulamasi igin inhibisyon zonunun ¢ap1 (mm)
E. coli 10.00 9.67 10.33 9.33 9.67 8.67 20.67
S. aureus 10.00 9.67 9,33 8.33 9.00 8.00 20.33
C. albicans 9.33 8.67 8.67 9.33 8.67 8.00 20.00
K. pneumoniae 8.00 8.67 9.00 9.00 8.67 8.33 23.00
S. enteritidis 11.67 13.67 11.33 10.00 10.33 9.33 39.00

Pozitif kontrol: Bakteri suslar1 i¢in Siproflaksosin (10 pL/disk), Candida i¢in ketoconazole (10 pL/disk),
negatif kontrol: dH,0.
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Pozitif kontrol: Bakteri suslar1 i¢in Siproflaksosin (10 pL/disk), Candida i¢in ketoconazole (10pL/disk), Negatif kontrol: dH,0.

Sekil 4.9 ZnONP’lerin 72 saatlik uygulamasi sonucu olusan inhibisyon zonlari.
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4.5 Genotoksisite ile Tlgili Bulgular

Calismamizda Sideritis akmanii ekstraktinin ve sentezlenen ZnONP’lerin A549 hiicre
hatt1 lizerindeki genotoksik etkisi Komet yontemi ile belirlendi. Komet testi sonucu elde

edilen veriler Cizelge 4.5’te gosterilmektedir.

Cizelge 4.5 A549 hiicrelerinde Komet yontemi ile DNA hasarinin belirlenmesi.

DNA Hasarn (Arbitrary Unit)

Uygulama Ko?%agr}:rr]?_s)y on Ortalama + Standart Sapma

24 Saat 48 Saat
Kontrol - 32+2.632 36.52+1.96%¢
Pozitif Kontrol 0.5 50.22+9.47¢ 49.7448.92°¢
ZnONP 100 10 59.86:+6.35° 62.25+10.15¢
ZnONP 50 5 58.47+4.11° 61.62+8.85"
ZnONP 25 2.5 20.48+4.72° 17.35+3.43P
SAE 100 50 29.68+3.17% 30.14+2.642
SAE 50 25 24.55+3.48% 26.22+4.08%
SAE 25 12.5 1942.212 23.46+3.64°

* Stitunlarda belirtilen harfler p<0.05 anlamlilik diizeyinde 6nemlidir (Duncan dagilim testi), ZnONP: Cinko oksit
nanopartikiilii, SAE: Sideritis akmanii bitki ekstrakti, Kontrol: DMSO; Pozitif Kontrol: cisplatin.

A549 hiicre hattina, S. akmanii bitkisinin ekstraktinin (SAE) 50, 25 ve 12.5 mg/mL
olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonu ve ZnO nanopartikiiliiniin (ZnONP) 10, 5 ve 2.5
mg/mL olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonu uygulanmistir. Bitki ekstrakti ve
nanopartikiil dozlarina ek olarak kontrol grubu i¢in DMSO ve pozitif kontrol grubu igin
cisplatin kullamilmistir. 24 ve 48 saat doz uygulamasindaki genotoksik etkilerinin
istatistiksel analizleri, grup ortalamalarinin karsilastirilmast Duncan testi ile yapildi (p
<0.05).

A549 hiicre hatt1 lizerinde sentezlenmis ZnONP’ler tarafindan en yliksek DNA hasari
(62.25+10.15), 48 saatlik uygulamada 10 mg/mL’de goriilmiistiir. En az DNA hasart ise
(17.35+£3.43) ise 48 saatlik uygulamada 2.5 mg/mL'lik konsantrasyonda belirlendi.
Sentezlenmis ZnONP 25’in hem 24 saat hem de 48 saat uygulamasinda kontrol grubuna

kiyasla genotoksik hasari gerilettigi tespit edilmistir. Diger ZnONP’ler ise 24 ve 48
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saatlik uygulamalarda kontrol grubunun iizerinde bir genotoksik hasar sergilemistir.
Calismada uygulanan bitki ekstraktinin ii¢ konsantrasyonunun ZnONP 25’in 24 ve 48

saatlik uygulamada genotoksik hasar1 azalttig1 goriilmektedir.

60



5. TARTISMA ve SONUC

Sideritis cinsine ait tiirler, icerdikleri gesitli sekonder metabolitlerin 6nemli biyolojik
aktiviteleri nedeniyle uzun yillardir insanlar tarafindan cesitli hastaliklarin tedavi
edilmesi amaciyla tibbi bitki olarak kullanilmaktadir (Ceylan vd. 2021).
Nanopartikiiller, sira dig1 6zellikleri nedeniyle saglik, endiistri, tekstil ve elektronik
basta olmak tizere birgok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Machado vd. 2015).
Son yillarda bilim insanlar1 nanopartikiil sentezi i¢in yaygin olarak yesil sentezi tercih
etmektedir. Doga dostu olan bu teknikle firetilen nanopartikiiller biyo-uyumlu
ozelliklere sahip olup tip ve biyomedikal gibi bir¢ok alanda kullanim alan1 bulmaktadir.
Ayn1 zamanda nanopartikiillerin antimikrobiyal ve antikanser aktiviteleri oldugu i¢in,
cesitli hastaliklarin tedavisinde ve dezenfeksiyon islemlerinde kullanilabilir olmasi yesil
sentez tekniginin tercih edilebilirligini artirmaktadir (Parveen vd. 2016, Agarwal vd.
2017).

Bu tez ¢alismasinda Afyonkarahisar iline endemik olan Sideritis akmanii bitkisinin
ekstrakti ve ¢ginko asetat tuzu kullanilarak ZnONP’lerin yesil sentezi gergeklestirilmistir.
Calismamizda, sentezlenen ZnONP’lerin karakterizasyonu, bu nanopartikiillerin ve
Sideritis akmanii ekstraktinin A549 hiicre hatti iizerindeki sitotoksik ve genotoksik
etkileri ile c¢esitli mikroorganizmalar {izerindeki antimikrobiyal aktiviteleri

arastirilmastir.

Bitki ekstraktlari, icerdikleri sekonder metabolitler ile yesil sentez araciligiyla
nanopartikiil Uretimi sirasinda indirgenme reaksiyonlarin1 gerceklestirdiginden,
kullanilan ekstrakta gore Ozgiillik kazanmig spesifik nanopartikiillerin meydana
gelmesini saglamaktadir (Aksoy vd. 2022). Sideritis akmanii ekstraktinda bulunan
biyomolekiiller, ¢inko asetat tuzundan ZnONP’lerin iretilmesinden sorumludur.
Nanopartikiillerin olusumu, sentez ortamina ¢inko asetat tuzu ilave edildiginde meydana
gelen renk degisimi ile tespit edilebilmektedir (Agarwal vd. 2017). Calismamizda, yesil
sentez sirasinda meydana gelen renk degisiminin tespiti, ZnONP’lerin sentezlendiginin

gostergesidir.
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Uretilen ZnONP’ler ¢esitli teknikler yardimi ile karakterize edilmistir. UV-VIS
analizleri sonucu 340-650 nm araliktaki maksimum absorbans degeri 365 nm olarak
kaydedilmistir. Abomuti ve arkadaslar1 (2021), yaptiklar1 ¢alismada yesil sentez teknigi
ile elde ettikleri ZnONP’lerin maksimum absorbans degerini 368 nm olarak tespit
etmiglerdir (Abomuti vd. 2021). Literatiirdeki diger ¢alisma sonuglar1i da
degerlendirildiginde calismamizda nanopartikiil sentezinin basarili oldugu sonucuna
varilmakta ve bu c¢alismadaki UV-VIS sonuglarinin literatiir ile uyumlu oldugu
goriilmektedir (Vijayakumar vd. 2018, Bandeira vd. 2020, Giir vd. 2022).

Sideritis akmanii sulu ekstrakti ile ¢inko asetat tuzu karistirildiktan sonra pH degerinde
meydana gelen yilikselme yesil sentezin basartyla gergeklestiginin bir bagska
gostergesidir. Calismamizda kullanilan bitki ekstraktinin pH degeri 5.68 iken c¢inko
asetat ile karigtirildiktan sonra bu deger 6.45 olarak degisim goéstermistir. Benzer bir
sonuca Shaba ve arkadaslar1 (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada da rastlanmaktadir
(Shaba vd. 2021). Abomuti ve arkadaslar1 (2021), tibbi adagay1 olarak bilinen Salvia
officinalis bitkisinin yapraklarindan elde ettikleri ekstrakti kullanarak yesil sentezle
ZnONP rettikleri calismada baglangictaki diisik pH degerinin ZnONP’lerin
sentezlenmesiyle yiikselmeye basladigini gostermistir (Abomuti vd. 2021).

XRD analizinden elde edilen sonuglara gore ¢alismamizda sentezlenen ZnONP’lerin
altigen formunda oldugu tespit edilmistir. Yesil sentezlenen ZnONP partikiil boyutu
21.26 nm olarak belirlenmistir. Ayrica 26 agilarina ait olan karakteristik piklerin karsilik
geldigi diizlemler sirali olarak degerlendirildiginde JCPDS modeli 36-1451 ile uyumlu
oldugu, yesil sentez uygulamasi ile nanopartikiil sentezinin ve XRD analizinin basarili
bir sekilde gergeklestirildigi sonucuna varilmaktadir (Madhumitha vd. 2019). Yanti ve
Maryanti (2021), yaptiklar1 bir calismada XRD analizi sonucu altigen formunda olan
ZnONP’lerin ortalama boyutunun yaklasik 35.78 nm oldugunu ve JCPDS modeli 36-
1451 ile uyumlu oldugunu belirlemislerdir (Yanti ve Maryanti 2021). Kamarajan ve
arkadaglar1 (2022), yesil sentez sonucu ZnONP’lerin XRD analizinde altigen formunda
ve yaklagik 16.2 nm boyutunda ZnONP direttiklerini gdstermislerdir (Kamarajan vd.
2022). Baska bir galismada yesil sentezlenmis ZnONP’lerin XRD analizi sonucu
karakteristik piklerin sirastyla (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200), (112) ve
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(201) ve ortalama partikiil boyutunun 35.69 nm oldugu belirlenmistir (Shanmugam vd.
2022). Tez g¢alismamizda elde edilen nanapartikiill boyutunun literatiirdeki diger

caligmalarla uyumlu oldugu goriilmektedir.

Bu calismada sentezlenen ZnONP’lerin sekil ve boyutlar1 SEM analizi ile tespit
edilmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin boyutlar1 farklilik gostermekle birlikte en
yiiksek pik noktasinda yapilan lgtimler dogrultusunda ZnONP boyutu 21.26 nm olarak
belirlenmistir. ZnONP’lerin normal yapist kiireseldir, ancak goriintiilemede tam bir
kiiresel yapiya sahip olmayan ve ¢esitli uzantilar igeren ZnONP’ler de tespit edilmistir.
Bu durumun sentez esnasinda iki veya daha fazla sayida ZnONP’nin agregasyonundan
kaynaklanabilecegi diigtiniilmektedir. Literatiirdeki diger ¢alismalarda da benzer
sonuglar elde edilmistir. Erdogan ve arkadaslar1 (2019), enginar bitkisinin yapragindan
elde ettikleri ekstrakti kullanarak yesil sentez teknigi ile sentezledikleri ZnONP’leri
SEM teknigi ile analiz ettiklerinde nanopartikiillerin kiiresel sekilde ve partikiil
biiytikliigiiniin 276-309 nm araliginda oldugunu tespit etmislerdir (Erdogan vd. 2019).
Donmez (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada Zingiber officinale (zencefil) bitkisinin
kok ekstrakti kullanilarak sentezlenen ZnONP’lerin SEM analizi sonucunda
ZnONP’lerin kiiresel sekilde ve 17-40 nm boyut araliginda oldugu saptanmistir
(Dénmez 2020). Yesil sentezde kullanilan ekstrakt kaynagi degistiginde elde edilen

nanopartikiillerin boyutlarinin degisiklik gdsterdigi anlagilmaktadir.

Homojen dagilim gosteren ZnONP’lerin EDX analizlerinde 3 farkli pik gozlenmistir.
Bu pikler, Sideritis akmanii ekstraktindaki organik bilesiklerden kaynaklanan C ve O
elementlerine ait olan pikler ile sentezlenen nanopartikiilleri temsil eden Zn elementine
ait olan piklerdir. Bitki ekstraktinda bulunan indirgeyici organik bilesiklerin Zn ile
kompleks olusturmasi ve EDX analizinde elde edilen pikler dikkate alindiginda, bu
calismada yapilan nanopartikiil sentezinin ve uygulanan yontemin basarili oldugu
goriilmektedir. Bu calismada elde edilen EDX analizi verileri literatiirdeki diger
caligmalar ile uyumluluk gostermektedir (Ali vd. 2022, Shanmugam vd. 2022,
Kamarajan vd. 2022).
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4000 cm?® ve 400 cm? arahginda yapilan FT-IR analiz sonucunda ZnO
nanopartikiiliiniin gozlendigi pik 476 cm™ olarak belirlendi. 3420 cm™’de gériilen
piklerin -OH gerilme titresimleri, 1405-859 cm™ arasinda goriilen piklerin ise C-H ve
C-O-C aromatik baglarina bagli meydana gelen gerilme titresimleri oldugu belirlendi.
1569 cm™’de gériilen piklerin -OC=0, 1490 cm™’de goriilen piklerin -C=0O baglarma
bagli oldugu belirlendi. Madhumitha ve arkadaslar1 (2019), yesil sentezledikleri
ZnONP’lerin FT-IR analizi sonucu 667.37-408.91 cm™ araliginda gériilen piklerin ZnO
gerilme ve bozulma titresimleri, 3414 cm™’de gériilen piklerin -OH gerilme titresimleri
oldugunu gostermislerdir (Madhumitha vd. 2019). Bu tez ¢alismasinda elde edilen FT-
IR analizi bulgularmin literatiirdeki ¢esitli galismalarla benzer oldugu tespit edildi
(Thongam vd. 2019, Patron-Romere vd. 2020, Erol vd. 2023).

Sitotoksisite, g¢esitli etkenlerin hiicreler agisindan ne kadar toksik oldugunun ifade
edilmesidir. Sitotoksik olan bir etken hiicrede apoptoz ya da nekroz yolu ile hiicrenin
hasar gormesine ve Oliimiine yol agabilmektedir. Bir maddenin veya materyalin
biyouyumluluk diizeyi sitotoksik aktivitesi ile yakindan iliskilidir. /n vitro kosullarda
cesitli yontemler kullanilarak bir etkenin sitotoksik aktivitesi analiz edilebilmektedir.
1983 yilinda Mosmann tarafindan gelistirilen 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-
tetrazolyum bromiir (MTT) testi gilinlimiizde hiicre canlilifi, proliferasyon ve
sitotoksisitenin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan hassasiyeti yliksek bir analiz
yontemidir (Mosman 1983, Yildirim Biger 2011, Erkekoglu ve Baydar 2021, Int. Kyn.
10).

Bu tez ¢alismasinda bitki ekstraktindan sentezlenen ZnONP’lerin farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmig (10 mg/mL, 5 mg/mL, 2.5 mg/mL, 1.25 mg/mL, 0.625 mg/mL, 0.312
mg/mL, 0.156 mg/mL) olan dozlar ile sadece bitki ekstrakti ile farkli konsantrasyonlarda
hazirlanmis (50 mg/mL, 25 mg/mL, 12.5 mg/mL, 6.25 mg/mL, 3.125 mg/mL, 1.560
mg/mL ve 0.780 mg/mL) dozlarinin 24 ve 48 saat doz uygulamasi boyunca MTT canlilik
testi ile A549 hiicre hatti lizerindeki sitotoksik etkisi arastirilmistir. ZnONP igin LDso degeri
5 mg/mL olarak bulunmustur. ZnONP'lerin antikanser aktivitesi, kanser hiicresinin
apoptozunu, otofajiyi ve antikanser ila¢ dagitimini indiikleme dahil olmak {izere ¢esitli

sekillerde kendini gostermektedir. Balraj ve arkadaslart (2017), ZnONP’lerin A549
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hiicreleri iizerindeki antikanser aktivitesini arastirmak amaciyla yaptiklar ¢alismada A549
hiicre hatt1 i¢in hiicre inhibitér konsantrasyon (IC50) degerini yaklasik 15.6 pug/mL olarak
tespit etmislerdir (Balraj vd. 2017). Nilavukkarasi ve arkadaslar1 (2020), yesil sentezlenmis
ZnONP’leri kullanarak A549 hiicreleri iizerinde gergeklestirdikleri bir ¢alismada 250
pg/mL ve 500 pg/mL’lik ZnO nanopartikiil konsantrasyonlarinin, hiicre apoptozu ile
yakindan iligkili oldugunu ortaya koymuslardir (Nilavukkarasi vd. 2020). Umamaheswari
ve arkadaslar1 (2021), A549 hiicre hatt1 lizerinde biyosentezlenmis ZnONP’ler ile antikanser
aktivite ¢alismalar1 gerceklestirmislerdir. Bu ¢alismada farkli sekil degisimlerine ugramis
olan ¢ok sayida Olii hiicre gozlemlemislerdir. IC50 degerinin 40 pg/mL oldugunu
saptadiklart bu c¢aligmada, kiiciik ZnO parcaciklarinin artan yiizey alani/hacim oraninin
artan sitotoksik etkiden sorumlu olabilecegini saptamislardir (Umamaheswari vd. 2021).
Calismamizda elde edilen sitotoksik aktivite sonuglar1 ve literatiirde yer alan benzer
sonuclara sahip gesitli ¢alismalar diisiiniildiigiinde bu tez calismasinda yesil sentezlenen
ZnNONP’lerin daha farkli c¢alismalarda kullanilmasiyla elde edilebilecek sonuglarin

antikanser terapi uygulamalarinda alternatif ilag i¢in bir basamak olacagi diistiniilmektedir.

Hiicrelerin ¢ekirdek, kromozom, DNA, mitotik ig iplikleri ve hiicre dongiisiiniin kontrol
mekanizmalarina zarar veren etkenler genotoksin olarak tanimlanmaktadir. Genotoksinler,
replikasyonda gorevli enzimleri etkileyebildikleri gibi DNA hasarinin onarim siireclerini de
engelleyebilmektedirler. Boylece genetik materyal olan DNA molekiiliinde dogrudan ya da
dolayli olarak farkli sekillerde hasarlara yol agabilmektedirler. Genetik materyalin hasar
almasi ise genotoksisite olarak tanimlanmaktadir. Genetik toksisite olarak da bilinen bu
siire¢ kanser, yaslanma, doku hasari, infertilite ve cesitli kalitsal hastaliklara neden
olabilmektedir. Genetik toksisitenin analizi amaciyla Komet testi, Ames testi, Kardes
kromatit degisimi (KDD) Kromozom anormallikleri (KA) testi ve Mikroniikleus testi
giiniimiizde yaygin olarak kullanilmaktadir (At Sekeroglu ve Sekeroglu 2011, Sezginer
2016).

Bu ¢alismada sentezlenen ZnONP’lerin ve Sideritis akmanii ekstraktinin A549 hiicre hatt
tizerindeki 24 ve 48 saatlik doz uygulamalarmin genotoksik etkisi Komet testi ile
belirlenmistir. A549 hiicre hatt1 iizerinde sentezlenmis ZnONP’ler tarafindan en yiiksek
DNA hasar1 (62.25+10.15), 48 saatlik uygulamada 10 mg/mL’de goriilmiistiir. En az
DNA hasari ise (17.35+£3.43) ise 48 saatlik uygulamada 2.5 mg/mL'de kaydedilmistir.

Sentezlenmis ZnONP 25°in hem 24 saat hem de 48 saat uygulamasinda kontrol grubuna
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kiyasla genotoksik hasari gerilettigi tespit edilmistir. Diger ZnONP’ler ise 24 ve 48
saatlik uygulamalarda kontrol grubunun {iizerinde bir genotoksik hasar sergilemistir.
Komet testinde uygulanan tiim bitki ekstrakti dozlarimin (12.5, 25, 50 mg/mL) 24 ve 48
saatlik uygulamada genotoksik hasar1 azalttig1 goriilmektedir. Ali ve arkadaslar (2022),
yesil sentezlenmis ZnONP’lerin genotoksik etkilerini MCF-7 hiicre hatt1 {izerinde
komet testi ile analiz etmislerdir. Calismada ¢esitli konsantrasyonlara (5, 10 ve 20
ug/ml) maruz biraktiklar1 MCF-7 hiicrelerinde meydana gelen DNA hasar yiizdesinin
doz artisina baghh olarak azaldigin1 ancak kuyruk hareket ylizdesinin arttigini
belirlemiglerdir (Ali vd. 2022). Baska bir calismada ise ZnONP’lerin oral kanser KB
hiicreleri tiizerindeki genotoksik aktivitesini arastiran arastirmacilar komet testi
sonucunda 15 ve 20 pg’lik dozlara maruz birakilan hiicrelerde kuyruklu yildiz

olusumunu belirlemislerdir (Shanmugam vd. 2022).

Bu caligmada, ZnONP’lerin ve bitki ekstraktinin antibakteriyel ve antifungal etkileri
disk diflizyon testleri yapilarak arastirilmistir. ZnONP’lere karst duyarliligi en fazla
olan susun S. aureus oldugu anlagilmistir. ZnONP’lerin mikroorganizma suslari
tizerinde 8-13.67 mm arasinda degisen inhibisyon zonu olusumuna neden oldugu
kaydedildi. 24, 48 ve 78 saatlik biitin ZNnONP doz uygulamalarina kars1 en duyarl
susun Salmonella enteritidis oldugu goriilmiistiir. En yiiksek inhibisyon ¢ap1 72 saatlik
ve 250 mg/ml ZnONP doz uygulamasi yapilan Salmonella enteritidis susunda 13.67
mm olarak kaydedilmistir. Disk difiizyon testi sonuglarina bakildiginda yesil sentez
teknigi ile elde edilen ZnONP’lerin deneyde arastirilan degisik mikroorganizmalara

kars1 farkli antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

ZnNOP’ler siiperoksit anyonu, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit olusumu gibi
ROS iiretimini artiric1 etkilere sahip oldugundan kuvvetli antimikrobiyal etkilere yol
acmaktadir. Bu yollar ile ZnONP’ler bakteri hiicre duvarlarinda pargalanmaya, zar
proteinlerinde hasarlara ve genomik kararsizliga yol agarak mikroorganizmalari
etkisizlestirebilmektedir (Dutta ve Sugumaran 2021). Literatiirde yer alan gesitli
caligmalarda yesil sentez teknigiyle elde edilen ZnONP’lerin antimikrobiyal aktiviteleri
ve bu etkileri olusturmalarini saglayan gesitli mekanizmalar gosterilmistir (Ganesan vd.

2020, Sumanth vd. 2020, El-Belely vd. 2021).
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Sonug olarak Sideritis akmanii ekstrakti kullanilarak yesil sentez teknigi ile sentezlenen
ZnONP’lerin karakterizasyonu ¢esitli teknikler kullanilarak yapilmis ve elde edilen
veriler literatiir ile uyumlu bulunmustur. ZnONP’lerin A549 hiicreleri iizerinde
sitotoksik etki olusturdugu tespit edilmistir. Yapilan genotoksik aktivite analizleri
sonucunda ZnONP’lerin A549 hiicrelerinin DNA’lar1 tizerinde genotoksik etkilere yol
act1ig1 komet testi ile gosterilmistir. ZnONP’lerin ¢esitli suglar {izerinde antibakteriyel ve

antifungal etkilere yol a¢tig1 disk diflizyon testi ile tespit edilmistir.

Bu c¢alisgmada elde edilen biitiin bulgular goz oOniine alindiginda, Sideritis akmanii
ozitiinii kullanarak gerceklestirilen yesil sentez teknigi ile tiretilen ZnONP’lerin A549
hiicre hatt1 lizerinde neden oldugu sitotoksik ve genotoksik aktiviteleri hangi sinyal
yolaklarini etkileyerek ve hangi epigenetik degisikliklere yol agarak bu etkileri meydana
getirdigini aydinlatabilmek i¢in daha kapsamli ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu
stireclerin detaylarmin aydinlatilmasinin kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri basta olmak
tizere ¢esitli kanser tiplerine karsi alternatif tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesinde
faydali olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayni1 zamanda bu calismada sentezlenen
ZnONP’lerin, mikroorganizmalar {izerinde neden oldugu antimikrobiyal etkilerin
detaylandirilmasi i¢in daha farkli ¢aligmalarda kullanilmasiyla elde edilebilecek
verilerin gesitli bakteriyel ve fungal enfeksiyonlara kars1 gelistirilebilecek yeni tedavi

yontemleri igin bir basamak olabilecegi kanaatindeyiz.
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