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OZET

Nano yapili malzemeler (<100 nm) {izerine yapilan arastirmalar teknolojik
gelismeler dogrultusunda hizla artmaktadir. Nanopartikiillerin (NP'lerin) sentezinde
biyosentez yonteminin gelisimi nanoteknolojinin 6nemli bir dali haline gelmistir. Bunun
nedeni, NP'lerin biyomedikal ve farmakoloji dahil olmak {izere bircok alanda potansiyel
uygulamalara sahip olmasidir. Ornek olarak, NP'lerin benzersiz &zellikleri ve biyolojik
etkileri, potansiyel olarak ¢esitli hastaliklarin  tedavisinde alternatif — olarak
kullanilabileceklerini gostermektedir. Metal bazli NP'lerden 6zellikle Altin (Au) ve Giimiis
(Ag), nanoteknoloji sektoriinde en hizli biiyiiyen iiriin kategorilerinden biri haline gelerek
ticarilestirilmede ilk siralarda yer alan malzemeler olmustur. Dolayisiyla, son yillarda
NP'lerin biyosentezi {lizerine yapilan c¢aligmalarda artis goériilmiistiir. Bu ¢alismada, ciris
(Asphodelus aestivus) ve kenger (Gundelia tournefortii) bitki ekstraktlari kullanilarak
biyosentez yontemiyle AuNP’leri ve AgNP'lerin elde edilmesi ve bu NP'lerin toksik
etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir. Elde edilen NP’lerin karakterizasyonu igin,
ultraviyole goriiniir spektroskopisi (UV-GB) ile nano boyuttaki partikiil olusumu
dogrulandi. Sentezlenen AuNP’leri ve AgNP'lerin taramali elektron mikroskobu (SEM) ve
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) analizleriyle morfolojileri, boyut ve boyut dagilimlari
belirlendi. Fourier doniisimii  kizilotesi  spektroskopisi  (FTIR) ile partikiiliin
indirgenmesinde sorumlu olan fotokimyasallarin fonksiyonel gruplart ve X-151m1
difraktometrisi (XRD) ile de kristal yapis1 belirlendi. S1v1 ortamdaki NP’lerin hidrodinamik
caplart dinamik 151k sacilim1 (DLS) analiziyle ve zeta potansiyeli ile de yiizey yiikleri
belirlendi. Her iki NP’lerin sitotoksik etkisini belirlemek i¢in insan umbilikal ven endotel
hiicreleri (HUVEC) iizerinde 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dipHenyltetrazoluim
bromide (MTT) analizleri yapilarak degerlendirildi. Sonug olarak, her iki bitki ekstraktindan
AuNP’lerin ve AgNP’lerin biyosentez yontem i¢in uygun oldugu goriilmiistiir. Ancak elde
edilen hem AuNP’leri ve hem de AgNP’lerin konsantrasyon ve siire artisina paralel olarak
HUVEC hiicresi iizerinde sitotoksik etki gdstermektedirler.

Anahtar Kelimeler: Altin, giimiis, nanopartikiil, biyosentez, Asphodelus aestivus Gundelia
tournefortii, sitotoksisite, HUVEC
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ABSTARCT

Gold and Silver Nanoparticles from Plant Extracts of Asphodelus (Asphodelus
aestivus) and Gundelia (Gundelia tournefortii): Biosynthesis, In-vitro Cytotoxicity and
Evaluation of the Effects on HUVEC Cell

Researches on nano-structured materials (<100 nm) are increasing rapidly in the
direction of technological developments. The development of biosynthesis method in the
synthesis of nanoparticles (NPs) has become an important branch of nanotechnology. This
is due to the potential application of NPs in many areas, including biomedical and
pharmacology. For example, the unique characteristics of NPs and their biological effects
indicate that they are potentially to be used as an alternative for treatment of various diseases.
Among the metal-based NPs, especially Gold (Au) and Silver (Ag) became one of the fastest
growing product categories in the nanotechnology industry and became the top materials in
commercialization. Therefore, there has been an increase in the studies on the biosynthesis
of NPs in recent years. In this study, it was aimed to obtain AuNPs and AgNPs by
determining the toxic effects of these NPs by using biosynthesis method by using extracts
(Asphodelus aestivus) and kenger (Gundelia tournefortii) plant extracts. For the
characterization of the NPs obtained, the formation of nanoscale particles was confirmed by
ultraviolet visible spectroscopy (UV-GB). Morphology, size and size distributions of the
synthesized AuNPs and AgNPs were determined by scanning electron microscopy (SEM)
and permeable electron microscopy (TEM) analysis. The functional structure of the
photochemicals responsible for the reduction of the particle by the Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) and the crystal structure were determined by X-ray diffractometry
(XRD). The hydrodynamic diameters of NPs in the liquid medium were determined by
dynamic light scattering (DLS) analysis and surface loads were determined by the zeta
potential. To determine the cytotoxic effect of both NPs, they were evaluated by performing
3- [4,5-Dimethylthiazol-2-yl] -2,5-dipHenyltetrazoluim bromide (MTT) analyzes on human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC). As a result, AuNPs and AgNPs from both plant
extracts were found to be suitable for the biosynthesis method. However, they have cytotoxic
effects on HUVEC cell in parallel with the concentration and duration increase of both
AUNPs and AgNPs obtained.

Keywords: Gold, silver, nanoparticles biosynthesis, Asphodelus aestivus Gundelia
tournefortii, cytotoxicity, HUVEC



1. GIRIS

Nanobilim ve nanoteknolojinin, birgok arastirma ve uygulama alanina fayda saglama
konusunda biiyiik bir potansiyele sahip oldugu bilinmektedir. Bu 6zelliginden dolay1
diinyanin birgok yerindeki isletmelerden hizla artan yatirnmlar dikkat ¢ekmektedir. Ayni
zamanda, uygulamalarmin sosyal tartisma gerektirecek giivenlik, diizenleyici veya etik
alanlarda yeni zorluklar yaratabilecegi de kabul edilmektedir. Nanoteknoloji, modern
materyalin bilim ve teknolojide en aktif arastirma alani olup materyalleri nanometre
seviyesinde Olgiilebilecek diizeyde isleyen, pek cok arastirma alanini ya da disiplini
birlestiren multidisipliner bir teknolojidir (Shankar ve ark., 2016). Malzemelerin 6zellikleri
nano Slcekte iki ana nedenden dolay farkli olabilir. Ilk olarak, nanomalzemeler daha biiyiik
bir formda iiretilen ayn1 malzeme kiitlesine kiyasla nispeten daha biiyiik bir yiizey alanina
sahiptir. Bu, malzemeleri kimyasal olarak daha reaktif hale getirebilir ve giiglerini veya
elektriksel dzelliklerini etkiler. Ikincisi, malzemelerin kuantum etkileri, optik, elektriksel ve
manyetik davraniglarini etkileyen nano dlgekte - 6zellikle ¢ok kiiciik boyutlardaki partikiiller
veya noktaciklar - maddenin davranisina hakim olmaya basglayabilir. Bir boyutta (6rn: ¢ok
ince yiizey kaplamalari), iki boyutta (6rn: nanoteller ve nanotiipler) veya her {i¢ boyutta da
(6rn: nanopartikiiller) nano 6lgekli olan malzemeler iiretilebilir.

Boyutlar1 1-100 nm aras1 degisen nanomateryallerin insan saglig1 ve ¢evre iizerinde
toksik ya da tehlikeli etkilere sahip olup olmadiklar1 hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.
Ciinkii bu materyallerin fonksiyonlar1 ve kullanim alanlar1 nanopartikiillerin (NP'lerin)
boyutuna ve bilesimine gore farklilik gdostermektedir (Haverkamp ve ark., 2007). Ancak
yapilan arastirmalar nano boyuttaki malzemelere maruz kalmanin ve bu kiigiik partikiillerin
deri, solunum, beslenme ve damar yolu ile viicuda kolayca alinmasiyla birlikte insanlarda
ve hayvanlarda bazi olumsuz etkilere yol agabilecegini gostermistir (Verma ve ark., 2010;
Nowack ve ark., 2011; Ates ve ark., 2013). NP'lerin sahip olduklari iistiin fiziko-kimyasal
ozellikleri onlarin sagliktan alanindan ziraata kadar bircok alanda uygulama imkani
bulmasina olanak verirken, uzun doénem etkileri hakkinda ¢ok fazla bilgi bulunmamakla
birlikte, biyouyumluluk, toksisite ve nano-genotoksisite ¢alismalart da hiz kazanmaistir.

Nanomalzemler grubundan olan NP’ler boyutlar1 1-100 nm (Inm= 10°metre)
arasinda degisen yapilardir. NP'ler, yiiksek yiizey alanlarindan ve nano 6lgekli boyutlarindan
dolay1 benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zelliklere sahiptirler (Miller ve ark., 2004). Hacimsel
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sergilemelerinden dolay1, 6zellikle tip, biyoteknoloji, biyomedikal, farmakoloji, kozmetoloji
ve kimya sektdrleri basta olmak iizere bir¢cok alanda etkili olarak kullanilmaktadirlar (Singh
ve ark., 2008). Diger taraftan, yapisal 6zelliklerinin yani sira az atik olusturma ve ekonomik
olma oOzelliklerine de sahip olan NP’ler giinliik kisisel ihtiyaclarimizdan, uzun Omiirlii
tiiketim malzemelerine kadar pek ¢ok iiriinle de rutin yasamimizda yerini almistir. NP’lerin
avantaj olarak kabul edilen 6zelliklerinden bazilari; yiliksek ylizey/hacim orani, kuantum
boyut etkileri, ylizey atomlarinin essiz karakterleri ve elektronik yapisinin boyut bagimliligi
olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Giirmen ve Ebin, 2008). Ayrica, son yillarda birgok metal ve
metal oksitin nano 6lgek versiyonu tiretilmekte ve birgok tiriinde de kullanilmaktadir. Giimiis
(Ag), Altn (Au) ve Bakir (Cu) gibi metal bazli NP’ler bilinen lokalize yiizey plazmon
rezonans Ozellikleri nedeniyle essiz optoelektrik 6zelliklere sahiptirler. Bilinen bu 6zellikleri
nedeniyle, NP’ler giiniimiizde cam veya boya sanayinde, cilalamada, elektronik esya
tiretiminde, ilag ve gida katki maddelerinde, kozmetik ve kisisel bakim iiriinlerinde,
biyoteknoloj ve saglik alaninda goriintiilemede yaygin olarak kullanilmaktadir (Ema ve ark.,
2010). Bunlarla birlikte, metal bazli NP’ler, fiziksel, kimyasal veya biyosentez yontemleri
kullanilarak miihendislik tiriinti olarak sentezlenebilinmektedir (Iravani ve ark., 2014).

Metal bazli NP'lerin biyoteknoloji basta olmak tizere, bircok tiiketici iiriinlerinde,
tekstil, su aritimi, manyetik ve optoelektronik alanlarindaki 6nemli uygulamalar1 nedeniyle
bu nano boyuttaki partikiillerin sentezi ve karakterizasyonu bir aragtirma alani olarak ortaya
cikmigtir. Metalik nanoyapilarin ¢ozelti ortaminda sentezi ic¢in ¢esitli metodlar
gelistirilmistir. Bunlardan bazilar1 kimyasal, fotokimyasal, elektrokimyasal, UV radyasyon
vb. tekniklerdir (Kummara ve ark., 2016). Kimyasal sentezleme yontemi en ¢ok kullanilan
yontem olup, bu tekniklerin pahali olmasi1 ve kullanilan kimyasallarin insan saglig1 ve ¢evre
tizerindeki riskleri olmasi nedeniyle, son zamanlarda yesil sentez ve ¢evre dostu olarak
bilinen, ayrica ucuz, biyomedikal ve farmakolojik uygulamalara uygun biyosentez
yontemiyle iiretilmis metal bazli NP iiretimi {izerinde ilgi artmaktadir (Mukherjee ve ark.,
2014; Salem ve Fouda, 2020).

Metal bazli Au ve Ag nano boyutlu partikiiller, benzersiz optik, elektriksel ve
fototermal 6zelliklerinden dolay1 kimya, fizik ve biyolojide 6nem kazanmustirlar. Bu her iki
metal NP’ler1 kimya basta olmak iizere bir¢ok alanda potansiyel uygulamalara sahiptirler.
Ayrica, AuNP’leri, lokal 1sitma i¢in kullanilabilen ve ilag¢ salim1 ile olumlu sonuglanabilen,

bdylece terapotik uygulamalar igin potansiyellerini arttiran fototermal 6zelliklere sahiptirler.



Au ve AgNP’lerinin sentezleme kolaylig1 ve birgok biyolojik molekiilii baglama afiniteleri

onlar1 ¢alismalar i¢in ¢ekici adaylar haline getirmektedir.

1.1. Altin Nanopartikiilleri

Metal bazli NP’ler arasinda AuNP'leri en kararli olandir. AUNP’ler farkli renk, boyut
ve sekillerde bulunabilir, toksik reaktifler igerir ve oldukca pahalidir. AUNP’ler benzersiz
optik Ozellikleri nedeniyle biyomedikal ve ilag iiretimi alaninda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle; ilag dagitim sisteminde ve kontrast ajanlar, DNA nakli ve
radyoterapi i¢in agir hastaliklarin tedavisinde, biyoanaliz ve biyosensor gibi uygulama
alanlar1 bulunmaktadir. AuNP'ler altinin sudaki ¢ozeltisinde mikrometreden daha kiiciik
boyutlu partikiillerin askida kalmasiyla meydana gelmektedir (Storhoff ve ark., 1998;
Prakash ve ark., 2010).

Kiiresel AuNP'ler, boyut ve sekle bagli optoelektronik 6zellikler, biiyiik yiizey/hacim
orani, milkemmel biyouyumluluk ve diisiik toksisite gibi faydali 6zelliklere sahiptir (Sau ve
ark., 2011; Khlebtsov ve ark., 2011) . Bu 6zellikler AuNP'leri biyonanoteknolojide 6nemli
bir ara¢ yapar. AuNP'lerin 6nemli fiziksel 6zellikleri, yiizey plazmon rezonansini1 (SPR) ve
floresansi sondiirme yetenegini icerir. Boyutlarina bagl olarak, Au partikiiller: kirmizi, mavi
veya altin renkli goriinebilir. Kiiresel AuNP'ler, ¢ekirdek boyutu 1 ila 100 nm arttik¢a sulu
¢ozelti i¢inde bir dizi renk (6r., kahverengi, turuncu, kirmizi ve mor) sergiler ve genellikle
500 ila 550 nm arasinda bir boyuta gore emilim pikini gosterir (Jain ve ark., 2006). AuNP'ler
benzersiz Ozelliklerine ve ¢oklu yiizey fonksiyonelliklerine dayanarak biyonanoteknolojide
yaygin olarak kullanilmaktadir. AuNP islevsellestirme kolayligmmin yani sira
oligoniikleotidler, antikorlar ve proteinlerle nanobiyolojik montajlar i¢in ¢ok yonlii bir
platform saglar. AuNP'lerin biyokonjugatlar1 ayrica biyolojik sistemlerin arastirilmasi igin
yeni biyomalzeme tasariminda umut verici adaylar haline gelmistir (Mukherjee ve ark.,
2007; Zhang ve ark., 2011). AuNP'ler ¢ok yonliiliik 6zelliginden dolayi bir¢ok biyomedikal
uygulama i¢in yararli malzemeler saglamakla birlikte ayn1 zamanda terapétik ajanlar i¢in

pratik platformlar olarak hizmet ederler.



1.2. Giimiis Nanopartikiilleri

Metaller arasinda Ag; en yiiksek elektriksel iletkenlige, termal iletkenlige, en diistik
temas direncine, yiiksek optik yansima ozelliklerine ve ¢esitli izotoplara sahiptir. Ag suda
¢Oziinmez, ancak metalik tuzlari, 6rnegin, AgNO3 ve AgCl suda ¢oziiniir (Singh ve ark.,
2016). Metal NP’ler arasinda yer alan AgNP’ler yiiksek termal stabilitesi, yiiksek spesifik
yiizey alani, yiiksek mekanik dayanikliligi ve antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay1 ticari
tirtinlerdeki kullanimi en yaygin olan NP'lerdir (Cho ve ark., 2005; Shahverdi ve ark., 2007;
Wei ve ark., 2015). AgNP’lerin bu 6zelliklerinden dolay1 ¢ok genis uygulama alanlari vardir.
Ag’nin mikroorganizmalara kargi antimikrobiyal etki gosterdigi eski zamanlardan beri
bilinmekte yara-yanik tedavisinde, kontaminasyonu engellemek i¢in su depolamada
kullanilmaktadir. AgNP'ler sergiledikleri antimikrobiyal, antibakteriyel 6zelliklerinden
Otlirli yara bantlari, plastik, sabun, macun, mutfak aletleri, oyuncak, gida ve tekstil gibi ¢esitli
tiiketici tiriinlerinde kullanim degerlerini arttirmistir (Marambio-Jones ve Hoek, 2010; Kim
ve ark., 2011; Qian ve ark., 2013). Bu nedenle, iiretilen AgNP’lerin insan saglig1 ve gevre
tizerinde toksik etkilere sahip olup olmadiklar1 hakkindaki ¢alismalar 6nem arz etmektedir.
Yapilan ¢esitli ¢aligsmalarda farkli nano boyuttaki partikiillere maruz kalmanin ve bu
partikiillerin deri, solunum, beslenme ve damar yolu ile viicuda kolayca alinmasinin
insanlarda ve hayvanlarda bazi olumsuz etkilere neden olabilecegi belirtilmistir. (Verma ve
ark., 2010; Nowack ve ark., 2011). Bu sebeple, bir ¢ok islevi bulunan AgNP iiretimi igin
basit, giivenilir, diisitk maliyetli, toksik olmayan, ¢evre dostu ve yesil kimya olarak bilinen
teknoloji ve yoOntemlerin tasarimi ve gelistirilmesi, biyomedikal ve biyoteknoloji
uygulamalarini genisletmek i¢in biiylik 6nem arz etmektedir (Mukherjee, ve ark., 2014).

Fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler kullanarak bu NP’leri sentezlemeye
yonelik ¢cok fazla sayida calisma yapilmaktadir. Fiziksel proseslerde, yliksek sicaklik, basing
ve enerjiyi korumaya siirekli ihtiyag duyulurken, kimyasal yontemlerde NP'lerin
indirgenmesinde (etilen glikol vb.) ve kiimelesmesini 6nlemede kullanilan stabilize
edici/kaplayict ajanlar (PVP vb.) gibi kimyasallarin yalniz ¢evre i¢in degil aynm1 zamanda
biyolojik sistemlerde toksik potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir (Rajan ve ark., 2015).
Bahsedilen toksik 6zelliklerden dolayi, tibbi bitki ekstraktlarinin kullanilmasiyla mevcut
problemin Oniine gec¢ilmeye calisilmaktadir. Bu sekilde cesitli yollarla viicuda alinan ve
kullanim sonucu dogaya salinan NP’lerin olusturabilecegi tahribat en aza indirilmeye

calisilmistir. Literatiirde, birgok bitkinin yaprak, kok, gove arke ve meyveleri kullanilarak
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biyosentez yontemiyle NP’lerin sentezlenme calismalari yapilmistir (Gopinath ve ark.,
2012).

1.3. Biyosentez

Metal bazli NP’ler ve yari-iletken kuantum noktaciklarinin sentezi yeni teknolojilerin
ilerlemesi i¢in potansiyel uygulamalar nedeniyle biiyliyen bir arastirma alamdir.
Nanomalzemelerin biyosentez ile elde edilmesi ¢evre dostu, hizli ve uygun maliyetli bir
yontemdir. Biyosentez yontemiyle NP’ler, mikroorganizmalar hedef iyonlar1 ortamlarindan
aldiklarinda ve daha sonra hiicre aktiviteleri tarafindan liretilen enzimler yoluyla metal
iyonlarini element metaline donistiirdiiklerinde biyosentezlenirler. Son yillarda geleneksel
metotlara alternatif olarak verimli, ucuz ve gevresel olarak giivenli “yesil” tiretim olarak
adlandirilan biyolojik sentez 6n plana ¢ikmustir (Iravani ve ark., 2014).

Biyosentez, biyolojide canli organizmalardaki kimyasal siirecleri belirten terimdir ve
enerji kullanilarak gergeklestirilen bu siirecler basit yapidaki maddelerden daha karmasik
tiriinler elde edilmesini saglar. Metal yapili NP’lerin kimyasal sentezleme yontemlerindeki
karmasiklik ve ¢ok pahali olmasi, toksik madde kullanimini gerektirmesi, farmakolojik ve
biyomedikal uygulamalara uygun olmamasi gibi bircok dezavantaji bulunmaktadir
(Zinjarde, 2012). Biyosentez ise basit, uygulanabilir olmast ve ekonomik olusu, toksik
madde kullanimi gerektirmemesi, saglik alanindaki uygulamalara uygun olmasi, genis
yelpazede ticari iiretime elverisli olmasi gibi avantajlarindan dolayr giinlimiizde sikca
kullanilan bir yontem haline gelmistir (Saifuddin, 2008). Organizmalar disinda bitkilerinde
kullanildig1 biyosentez yonteminde, bitki ekstraktinin igerdigi fenolik asitler, flavonoidler,
alkaloidler ve terpenoidler gibi ikincil metabolitlerin, metalin iyonik halinin indirgenmesi
yoluyla NP olusumundan sorumlu maddeler oldugu belirtilmistir (Aromal ve ark., 2012;
Kuppusamy ve ark., 2014). Biyosentezle inorganik metal iyonlari, canli organizma i¢indeki
indirgeyici Ozellikteki protein ve de metabolizmaya ait maddelerce metal NP’lerine
doniistiiriilmektedir. Biyosentez yonteminde kullanilan bitki ekstrakti canli organizmalarda
dogal indirgeyicilerin bulunmasi1 nanotanecik sentezlenmesinde istenilen {istlin bir 6zellik
olusturmaktadir. Bu yontemlerde, bitkilerin yaprak, kok, siirgiin, tag yaprak, meyve ve kabuk
gibi farkl kisimlart 6ziit hazirlamak i¢in taze veya kurutulmus malzeme olarak kullanilir.
Ekstraksiyon yontemi, genellikle, bitki ¢oziicli i¢ine daldirmay: icermektedir. Elde edilen

0ziit, metalik iyonlar1 indirgemek icin gerekli olan indirgeyici ve kapak olusturucu maddeleri



icerir. Ayni zamanda bitkilerin sentezlenmesiyle elde edilen NP’lerin hem ¢ok hizli ve stabil

hem de daha ekonomik oldugu bildirilmistir (Thombre ve ark., 2014).

1.4. Sitotoksisite

Sitotoksisite, in vitro c¢aligmalarda biyolojik degerlendirme i¢in en Onemli
gostergelerden biridir. In vitro olarak, nano boyuttaki malzemeler, ilaclar ve pestisitler gibi
kimyasallar; hiicre zarlarinin tahrip edilmesi, protein sentezinin 6nlenmesi, reseptorlere geri
doniistimsiiz baglanma vb. farkli sitotoksisite mekanizmalarina sahiptir. Hiicre bazli
sitotoksisite ¢alismalari ile test edilen maddenin sitostatik ve sitotoksik etkileri hakkinda
temel bilgi edinilir (Riss ve ark., 2006). In-vitro sitotoksisite testi i¢in bir endotel hiicresi
modeli olarak insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) secildi. Endotel hiicreleri,
NP’lerin kana girdikten sonra temas ettigi ilk hiicrelerden biridir. Bu hiicreler kalp ve kan
damarlarinin i¢ ylizeyinde bulunarak, besin maddelerinin, biyolojik olarak farkli birgok aktif
molekiiliin ve kan hiicrelerinin akisini diizenler. Trombosit yapismasini ve pihtilasmayi
Onleyen yiizeyi sayesinde kan akisimi kolaylagtirir. HUVEC, in-vitro endotel tabakasina
oldukc¢a uygun bir modeldir (Yazir ve Dalgik, 2012; Sun ve ark., 2016).

Sitotoksisite ¢aligmalari, bitki 6zleri veya bitkilerden izole edilen biyolojik olarak
aktif bilesikler dahil olmak {lizere bir test maddesinin potansiyel toksisitesinin
belirlenmesinde yararli bir baglangi¢c asamasidir. Tiim insan hiicreleri i¢in ortak olan yapilar
ve islevler lizerinde zararl etkilerin kaydedildigi bazal sitotoksisite kavrami, akut toksisite
ile arasindaki iligki gbz oniine alindiginda sitotoksiste ¢alismalari 6nem arz etmektedir. Au
ve AgNP’ler farkli tekniklerle sentezlenmelerine ragmen kullanilan kimyasallarin insan
saglhigi ve ¢evre lizerindeki riskleri nedeniyle, son zamanlarda biyosentez yontemiyle tiretimi
tizerine ilgi artmaktadir.

Interdisiplinler 6zellige sahip olan bu arastirma ¢alismamizda, ¢iris (Asphodelus
aestivus) ve kenger (Gundelia tournefortii) bitki 6ziitleri (ekstraktlar1) kullanilarak Au ve
AgNP"lerin biyosentez yontemiyle saglanmasi i¢in gerektiginde deney parametrelerinde
(pH, sicakli, ekstrak veya HAuCls ve AgNOs konsantrasyonu) degisiklik yapilarak nano
boyuttta (<100 nm) partikiil elde edilmesi basarili bir sekilde sonuglanmistir. Ayrica
calismanin amag ve hedefleri kapsaminda, her iki NP’lerin sitotoksisite etkisini belirlemek

icin HUVEC hiicreleri tizerinde MTT analizleri yapilarak degerlendirildi.



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kimyasal Malzemeler

Aragtirmada kullandigimiz Giimiis Nitrat (AgNO3z, %99.8), Etanol (C2HsO), Aseton,
Sodyum Hidroksit (NaOH), Hidroklorik Asit (HCI), F-12 Besin karigimi1 (Ham), Tripsin-
EDTA soliisyonu, Fetal Bovine Serumu, Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS), 3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-dipHenyltetrazoluim bromide (MTT) tuzu, Tripan Mavisi ve
Nitrik Asit (HNO3) gibi kimyasallar; Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir.

2.2. Bitki Materyali

Calismamizin deneysel kisminda AUNP ve AgNP’lerin sentezlenmesi i¢in dogada ilgi
cekici bitki gruplarindan olan ¢iris (Asphodelus aestivus) ve kenger (Gundelia tournefortii)
olmak tizere iki farkli bitki se¢ilmis ve Tunceli ili halk pazarindan satin alinarak temin
edilmistir (Resim2.1-2.2). Genellikle soguk iklimlerde, yiiksek daglarda ve ormanlik
alanlarda yetisen bu bitkiler sadece ilkbahar donemlerinde bulunurlar. Ekolojik agidan son
derece dnemli olan bu iki bitki i¢erdikleri kimyasal maddeler nedeniyle tibbi bitkiler olarak
da kullanilabilmektedirler. Ciinkii yapilarinda ikincil metabolitlerden olan alkoloidler,
flavonoidler ve polifenoller gibi indirgeyiciler dogal olarak bulunurlar. Her iki bitki tiirti
bolge insani tarafindan yillardir tedavi edici ve gida olarak kullanilmaktadir. Ozellikle halk
arasinda ¢iris otu ya da yabani pirasa olarak adlandirilan bitkinin; hemoroid, romatizma, adet
sOktiirticii, idrar soktiiriicii, sackiran, siit arttirici, egzama, sivilce ve ¢ibanlarin tedavisinde
ilag olarak kullanildig1 belirtilmektedir. Ciris otunun beyaz kan hiicrelerini artirdigi ve bu
ylizden savunma sistemi i¢in 6nemli bir 6zellige sahip oldugu rapor edilmistir (Baytop, T.,
1999; Ugulu ve ark., 2009).

Calismada kullandigimiz diger bitki tiiri olan kengerin ise; kramp ¢06ziict,
hazimsizlig1 giderici, sinirleri gli¢lendirici, kan1 temizleyici ve migrene karsi oldukga yararl
oldugu belirtilmektedir. Ayrica kengerin karaciger iltihab1 dahil, asir1 alkol ve baz ilaglarin
neden oldugu safra yolu iltihabi, siroz ve kronik karaciger hastaliklarinda iyilesme yoniinde

olumlu katkilar sagladig1 da rapor edilmistir (Coruh ve ark., 2007; Tabibian ve ark., 2013).



Resim 2.2. Yas ve kurutulmus kenger (Gundelia tournefortii) bitkisi (orijinal)

2.3. Bitki Ekstraktlarinmin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen bitkiler temizlendikten sonra laboratuvar ortaminda
gdlgede kurutulduktan sonra karistiricida dgiitiildii. Ogiitiilen her bir 6rnekten 0,2 g tartilip
100 ml beherde 100 ml saf su ile 100 °C de 10 dk karistirildi. Ornekler 15000 rpm de 30 dk
santrifiij edildi. Soguyan karistm Whatman filtre (siizge¢) No. 1 kagidi ile siiztldii. Filtrat

toplandi ve analiz i¢in 4 °C'de saklandi

2.4. Giimiis Nitrat Cozeltisinin Hazirlanmasi

Cozelti hazirlanmasi igin 0.0169 g AgNO3 100 ml saf su iginde ¢oziilerek 1 mM

¢ozelti hazirland1 ve AgNP ‘nin biyosentezi i¢in bu ¢ozelti kullanildi.

2.5. Giimiis Nanaopartikiillerinin Sentezlenmesi

Au ve AgNP'lerin biyosentezlenmesi i¢in, her iki NP ve bitki tiiriine ait ¢ozeltiler dort

farkli konsantrasyonda hazirlanmistir. Ciris ve kenger sulu ekstratinin farklhi
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konsantrasyonlart ve HAuCls ve AgNO3 cozeltileri, saf su eklenerek hazirlanmistir.
Biyosentez i¢in takip edilen protokol asagida maddeler halinde siralanmistir;

v Ticari olarak elde edilen yas ¢iris ve kenger bitkileri laboratuvar ortaminda giines
gormeyecek bir sekilde kurutuldu.

v Kurutulmus bitki 6rnekleri ayr1 ayr1 6giitiilerek toz haline getirildi.

v’ Ciris bitkisinin distile su ile sentezi igin; 100 ml kaynar distile su igine 0,2 g
ogiitiilmiis ¢iris bitkisi birakildiktan sonra 15 dk bekletildi. Kenger bitkisinin distile su ile
sentezi i¢in; 100 ml kaynar distile su i¢ine 0,4 g 6giitiilmiis kenger bitkisi birakildiktan sonra
15 dk bekletildi (her bitkinin kullanim miktarlarinin farkli olmasi ve kullanilan bitkilerden
elde edilen 6ziitlerinin konsantrasyonlarinin farkli olmasindan dolayidir).

v Ciris bitki ekstraktinin pH’s1 7.05, kenger bitki ekstraktinin pH’1 ise 6.75 olarak
belirlendi.

v’ Bitki ekstraktlar1 Whatman kagidiyla siiziildiikten sonra oda sicakliginda 6rnekler
muhafaza edildi.

v Biyosentez i¢in SmM AgNO3 ¢ozeltisi hazirlandi.

v" 4 mL bitki ekstraktlar1 ve 6 ml 5mM’lik AgNOs ¢6zeltisinden alinarak 2:3 oraninda
reaksiyon hazirlandi.

v Reaksiyondan sonra renk koyulugu gézlenen numunenin pH’1 ¢iriste 6,67 ve
kengerde ise 6.50 olarak belirlendi.

v Hazirlanan 6rneklerden 2 saat sonra TEM, DLS ve Zeta analizleri yapilmasi igin
numune alinarak analiz merkezine gonderildi.

v Yukarida belirtilen degerlerde hazirlanan her iki 6rnekten 24 saat sonra, AQNP’lerin
UV degerleri alinarak kaydedildi.

2.5. Altin Nanaopartikiillerinin Sentezlenmesi

v Ticari olarak elde edilen yas ¢iris ve kenger bitkileri laboratuvar ortaminda giines
gormeyecek bir sekilde kurutuldu.

v" Kurutulmus bitki 6rnekleri ayr1 ayr 6giitiilerek toz haline getirildi.

v' Cirig bitkisinin distile su ile sentezi igin; 100 ml kaynar distile su igine 0,2 ¢
ogiitiilmiis ¢iris bitkisi birakildiktan sonra 15 dk bekletildi. Kenger bitkisinin distile su ile
sentezi i¢in; 100 ml kaynar distile su i¢ine 0,4 g 6giitlilmiis kenger bitkisi birakildiktan sonra
15 dk bekletildi.



v’ Ciris bitki ekstraktinin pH’s1 7.05, kenger bitki ekstraktinin pH’1 ise 6.75 olarak
belirlendi.

v' Bitki ekstraktlar1 Whatman kagidiyla siiziildiikten sonra oda sicakliginda Grnekler
muhafaza edildi.

v' Biyosentez igin 5 mM HAUCI4 ¢6zeltisi hazirlandi.

v 6 mL bitki ekstraktlari ve 3 ml 5 mM’lik HAUCls ¢6zeltisinden alinarak 2:1 oraninda
reaksiyon hazirlandi.

v" Reaksiyondan sonra renk koyulugu gozlenen numunenin pH’1 ¢iriste 6,45 ve
kengerde ise 6.25 olarak belirlendi.

v' Hazirlanan orneklerden 2 saat sonra TEM, DLS ve Zeta analizleri yapilmasi i¢in
numune alinarak analiz merkezine gonderildi.

v Yukarida belirtilen degerlerde hazirlanan her iki 6rnekten 24 saat sonra, AUNP’lerin
UV degerleri alinarak kaydedildi.

2.6. Nanopartikiilerin Karakterizasyonu

Yapilan sentezden sonra, en Onemli adimlardan biri elde edilen NP’lerin
karakterizasyonudur. Ciinkii partikiillerin fizikokimyasal o6zellikleri biyolojik o6zellikleri
tizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Herhangi bir nanomalzemenin nanomedikal veya saglik
sektorii vb. alanlarda kullanilmadan Once olas1 sorunlar1 belirleyebilmek i¢in hazirlanan
NP’leri karakterize etmek gerekir (Lin ve ark., 2014). Boyut, sekil, boyut dagilimi, ylizey
alani, ¢oziiniirliikk, toplanma vb. gibi nanomalzemelerin karakteristik 6zelliklerinin toksisite
veya biyouyumluluk ¢alismalarindan 6nce karakterize edilmelidir (Murdock ve ark., 2008).
Sentezlenen nano boyuttaki malzemeerin degerlendirmek igin, ultraviyole goriiniir
spektroskopi (UV-GB spektroskopisi), X-1sin1 difraktometrisi (XRD), Fourier dontisiimii
kizil6tesi spektroskopisi (FTIR), dinamik 151k sacilimi (DLS), taramali elektron mikroskobu
(SEM), gecirimli elektron mikroskobu (TEM) gibi teknikler kullanilmaktadir (Gurunathan
ve ark., 2015; Sapsford ve ark., 2011).

Deneysel calismamizda biyosentez yontem ile elde edilen Au ve AgNP’lerin
karakteristik 6zelliklerini tanimlak ve sitotoksisitesini belirlemek i¢in sivi formdan kati (toz)

halini elde ettik (Resim 2.3).
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Resim 2.3. Biyosentez yontemi ile elde edilen (a) AuNP’leri ve (b) AgNP’lerin sivi ve toz
formlar1 (orijinal)

2.6.1. UV-GB spektroskopisi

UV-GB spektroskopisi, sentezlenmis NPlerin, sentezini ve stabilitesini izlemek i¢in
kullanilan giivenilir ana tekniklerden biridir (Sastry ve ark., 1998). Numune ¢ozeltisinden
bir 151k gonderilir ve emilen 151k miktar1 olgiliir. Belirli dalgaboyu araligi belirlenir ve
absorbans her dalga boyunda 6l¢iiliir. AGNP'ler, belirli 151k dalga boylariyla giiclii etkilesime
girmelerini saglayan benzersiz optik 6zelliklere sahiptir. Ayrica, UV-GB spektroskopisi
hizli, kolay, basit, hassas ve farkli NP tipleri i¢in se¢icidir, 6l¢iim i¢in sadece kisa bir siire
gerekir ve kolloidal siispansiyonlarin partikiil karakterizasyonu i¢in kalibrasyon gerektirmez
(Tomaszewska ve ark., 2013). Tipik olarak, bir UV-GB spektrumundaki maksimum
absorpsiyon dalga boyu ortalama partikiil biiytikligii ile iliskilidir, yar1 maksimumdaki tam
genisligi (FWHM) partikiillerin homojenligi hakkinda bilgi verebilir. AgNP'lerin olusumu,
UV-GB absorpsiyon spektroskopisinden optik yogunluk belirlenerek dogrulanir. Kolloidal
giimiis NPlerin karakteristik yiizey plazmon absorpsiyon bandi goriiniir aralikta gdzlenir.
Yiizey plazmonu, metalik bir partikiiltaki serbest elektronlarin  salinimdan
kaynaklanmaktadir.

Her iki bitkiden elde edilen AgNP'lerin dalga boyu, 300 nm ila 600 nm araliginda 1
nm ¢ozliniirliikte 151k emiciligine dayanarak UV-GB spektroskopisinde (Optima, SP-3000
Nano) kuvars kiivet i¢in 2 ml numune doldurularak ol¢iildii. AgNP ¢ozeltisi, UV-GB

Olclimiine girmeden 6nce damitilmis su igerisinde seyreltildi ve kontrol ¢ozeltisi olarak saf
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su kullanildi (Sharma ve ark., 2013). Elde edilen tiim verilerden Origin Pro 9.1 SRO yazilim1
(OriginLab Corp, Northampton, MA, ABD) kullanilarak grafikler haline doniistiiriildii.

2.6.2. Dinamik 151k sa¢cilim analizi

Dinamik Isik Sagilimi (DLS), boyutlari submikrondan bir nanometreye kadar
degisen kiiciik partikiillerin ¢ozelti veya siispansiyondaki boyut ve boyut dagilimini 6lgen
bir tekniktir (Lin ve ark., 2014). Enstriiman, dinamik 1s1k sagilimi ilkesi {izerinde calisir.
Yontem, ¢ozeltilerde Brownian hareketi sirasinda kiiciik molekiillerin 151k sagiliminin
Olciilmesine ve bunun partikiillerin boyutuna korelasyonuna dayanir (Fissan ve ark., 2014).
Bu prensipte, bir 151k demeti (lazer) bir partikiil grubu tarafindan sacildigi zaman 151k sagilma
acist partikiil biiyiikliigi ile ters orantilidir, yani partikiil biiytikliigii kiiciik oldugunda 151k
sacilma acis1 biiyiik, siddeti ise az olacaktir. DLS (hidrodinamik ¢ap) ile dlgiilen NP'lerin
boyutu, elektron mikroskobu (¢ekirdek c¢ap) ile dl¢giilenden biraz daha biiyiik olabilir, ¢linkii
hidrodinamik ¢apa bir solvent molekiilii tabakasi dahil edilebilir (Fedotov ve ark., 2011).
Bununla birlikte, DLS tekniginin bazi dogal dezavantajlar1 vardir. Daha biiyiik partikiiller
daha fazla 151k sactigindan, nadir fakat cok daha biiyiik agregalarin varligi, AgNP'lerin etkili
caplarini ¢arpitarak biiyiik bir boyut dagilimi verir. Bu nedenle, polidispers 6rneklerden elde
edilen DLS verilerinin yorumlanmasi zordur

Her bir NP’lin sulu ortamdaki (soliisyon/medium) gercek boyut dagilimi DLS
Ol¢timleri (Malvern Zetasizer Nano ZS Instrument) ile belirlendi. NP’lerin ger¢ek boyut
dagilimlari, deiyonize su iginde stok siispansiyonlarinda incelendi Konsantrasyonun ¢ok
yiiksek olmasi durumunda, seyreltilip cihazin saniyede sayim elde edebilecegi diisiik
konsantrasyonlara (<10 pg/mL) ayarlandi. Her bir siispansiyonun bir kismi, goriiniir
kiimelerin pargalanmasi (eger varsa) i¢in 10 dakika sonike edildi ve daha sonra DLS
Olctimleri i¢in 1,5 mL’lik temiz kare kiivete konuldu (Brar ve Verma, 2011). Her bir NP
¢oOzeltisi icin ortamdan bes DLS Olgiimii arka arkaya alindi ve ortalama boyut; 6lgiilen
yogunluk, hacim ve say1 dagilimlarindan enstriiman yazilimu ile elde edildi. Olgiimler 0,1 ile

10,000 nm arasinda alinmustir.

12



2.6.3. Zeta potansiyel analizi

Zeta Potansiyel analizi, kolloid NP’lerin yiizey yiikiinii belirleme teknigidir. Iyonik
bir ¢ozeltide, yiiklii bir partikiiliin ylizeyine, zit yiiklii iyonlar sikica baglanir ve Stern
katmani ad1 verilen bir katman olusur. Bu katmanin etrafinda iyonlarin daha gevsek bagl
oldugu ince bir siv1 dis diffiiz katmani olusur. Bu iki katman, elektriksel ¢ift katman olarak
adlandirilir (Clogston ve Patri, 2011). Yiikli partikiil ve dis diifuz katman1 tek bir parca
olarak hareket eder. Zeta potansiyel ol¢iimii Doppler prensibi kullanilarak elektrik alani
uygulanan partikiillerin - hizinin = 6lgtimii  esasina dayanir (Henry Formuli). Zeta
potansiyelinin degeri, partikiil stabilitesi hakkinda bilgi verir. Zeta potansyelinin artmasiyla
partikiiller arasinda daha biiylik bir elektrostatik itme nedeniyle partikiillerin bir araya
gelerek agregat olusturmasi engellenir ve kolloidal siispansiyonda kararlilik artar. Tanelerin
polar sivilar igerisindeki davraniglarini yiizeylerindeki elektrik yiikii degil, zeta potansiyel
degerleri belirler. Zeta potansiyel parcacigin i¢cinde bulundugu sivinin pH degeri ile degisir.
Zeta potensiyel dl¢iimleri i¢in kolloidal ¢ozeltiden 1 mL 6rnek alinip, temiz elektrotlu Zeta

potansiyel kiivetine konularak zetasizer (Malvern Nano ZS) cihazinda analiz edildi.

2.6.4. Gegirimli elektron mikroskobu analizi

TEM, partikiillerin ve/ veya tane biiyiikliigiiniin, boyut dagiliminin ve morfolojinin
niceliksel ol¢iimlerini elde etmek i¢in kullanilan nanomalzemelerin karakterizasyonu i¢in
degerli, sik kullanilan ve Onemli bir tekniktir (Williams ve Carter, 1996). Nanometre
mertebesinde ¢ok kiigiik ve ince alanlardan, milyon kati biiylitmelerde malzemenin
kristalagrofik ve morfolojik bilgilerine ayn1 anda ulagilmasini olanakli kilmaktadir (Ates,
2018). TEM'de, yiiksek enerjili bir elektron 151n1 numunenin ¢ok ince bir katmanindan iletilir
ve adsorbe edilmeyen elektronlar, hedef NP’lerin dogrudan bir goriintiisiinii saglayan bir
goriintiileme detektoriine odaklanir (Tiede ve ark., 2008). Sadece partikiil biiyiikligl ve
morfolojisi hakkinda bilgi vermekle kalmaz, ayn1 zamanda agregasyon, dagilma ozellikleri
hakkinda da bilgi saglar. Yiiksek ¢oziiniirliikliit TEM ayrica, kristalin numunelerin atomik
katmanlarinin gorsellestirilmesine izin verir. TEM i¢in, teknolojideki ¢oziiniirliik yaklagik
0.07 nm'dir ve esas olarak elektron 1511 i¢in hizlanma voltajina ve numunenin kalinligina
baghdir (Dudkiewicz ve ark., 2011). Daha yiiksek voltaj ve daha ince drnekler daha iyi bir

teorik ¢oziiniirliik elde eder.
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Calismada NP’lerin boyut ve sekilleri TEM ile 40-100 kV hizlanan gerilim altinda
50-106 biiytlitme ile 0,2 nm ¢oziiniirliik saglayan JOEL-1011 TEM enstriiman1 kullanilarak
karakterize edildi. TEM ol¢iimleri i¢cin, NP’lerin koloidal ¢6zeltisi ilk olarak 15.000 rpm de
santrifiij edildi elde edilen pellet saf su ile yikandi ve tekrar saf su iginde diliie edildi. Bir
damlas1 (8-10uL) 50 A° kalinliginda karbon-kaplanmig bakir 1zgaralar (grid) iizerine
damlatildt ve TEM gorintiisiinii kaydetmek icin 24 saat kurumaya birakildi. Net

mikroskobik goriiniimler, farkli biiylitme araliginda gézlemlendi ve belgelendi (Gopinath ve

ark., 2012).

2.6.5. Taramal elektron mikroskobu analizi

SEM, sentezlenen partikiillerin mikro ve nanoboyuttaki yiizey morfolojilerini farkl
partikiil boyutlarini, boyut dagilimlarint ve NP’lerin sekillerini tanimlamada kullanilan
yiizey goriintiileme yontemidir (Hall ve ark., 2007). SEM teknigi NP ylizeyleriyle etkilesime
gecmek icin bir elektron 151n1 kullanir ve ikincil elektronlar, geri sacilmis elektronlar veya X
1511 fotonlart dlgiiliir (Simonet ve Valcarcel, 2009). SEM numuneleri toplu halde analiz
edilebilir, bu nedenle numune hazirlama ¢ok daha kolaydir. Numuneler, ince kesitler halinde
kesilmeden dogrudan aliiminyum veya karbon cubuklar iizerine monte edilebilir
(Dudkiewicz ve ark., 2011). Bununla birlikte, goriintiileme sirasinda elektron 1simasi
nedeniyle numunede statik elektrik alanlarinin olusma riski vardir, bu nedenle numunenin,
en azindan ylizeyinin iletken olmasi gerekir. Bazi yiizey bilgilerinin kaybolabilme ihtimali
olsa da iletken olmayan numunenin ince bir altin tabakasi ile kaplanmasi gereklidir.
AgNP'lerin yiizey morfolojisi ve biiyiikliigii bir taramali elektron mikroskobu (UANTA
400F Field Emission SEM) kullanilarak incelendi. SEM, uzamsal ¢6ziiniirliigii 50 ila 100
nm olan 20X ila yaklasik 30.000X arasinda degisen bir biiylitmeye sahiptir. Gorlintiileme
igin, ¢ift tarafli yapiskan karbon iletken bandin bir tarafina 0.5 mg AgNP numunesi koyuldu.
Bant daha sonra 8 mm capindaki aliiminyum plakaya monte edildi. Ornek farkli biiyiitmede

gbzlendi ve goriintiiler resimlendi.

2.6.6. X-1511 kirmmim spekrtoskopisi analizi

X-1511 kirmmimi (XRD), hem molekiiler hem de kristal yapilarin analizi i¢in

kullanilan yaygin bir analitik tekniktir (Waseda ve ark., 2011). X-1sinlar1 6l¢timleri kristale

14



zarar vermeksizin yapisi hakkinda bilgi veren gii¢lii bir yontemdir. X-1ginlarmin dalgaboyu,
1 A° civarindadir ve bu da bir kristal icindeki atomlar arasi mesafe mertebesindedir.
Kristallerin atom dizilislerinin incelenmesinde bu yiizden X-1sinlarina ihtiya¢ duyulur. X-
1sinlart kirmim desenlerinden, bir katidaki diizlemler arasindaki mesafe (atomlarin
olusturdugu siralar), tek kristalin veya tanecigin yonelimi, bilinmeyen bir malzemenin kristal
yapisi, tanecik boyutu ve sekli hakkinda bilgi elde edilebilir.

AgNP'lerin kristalografik yapisini incelemek i¢in X 1s1m1 kirimim analizi yapildi.
XRD analizi i¢in dondurularak kurutulmus NPler XRD 1zgarasi iizerine kaplandi ve
spektrum, 40 kV'da ¢alisan XRD cihaz1 ve Cu-Kal radyasyonu ile 15 mA'lik bir akim
kullanilarak kaydedildi. Cihaz 26 20-80 ° araliginda ¢alistirildi (Jyoti ve ark., 2016). XRD
modelinden elde edilen sonug, AgNP'lerin karakterizasyonu ic¢in Standart Toz Kirinim
Standartlar1 Komitesinin (JCPDS kart no 04-0783) standart referansi ile yorumlandi
(Theivasanthi ve Alagar, 2012).

2.6.7. Fouier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi analizi

Kizilotesi (IR) spektroskopisi, organik veya inorganik bilesliklerin karakterize
edilmesinde kullanilan bir aractir. IR spektrumu, maddeyi olusturan atomlar arasindaki
baglarin titresimiyle olusan frekanslarina karsilik gelen absorpsiyon pikleri ile drnegin
parmak izini gdstermektedir. Her maddenin kendine has bir spektrumu vardir (Biiytiksirit ve
Kuleasan, 2015). FTIR, verilen numunedeki AgNP'lerin indirgenmesinde, kaplanmasinda
ve stabilizesinden sorumlu muhtemel biyomolekiillerin tanimlanmasinda kullanilan uygun
maliyetli ve basit bir tekniktir (Khan ve ark., 2017). Kizilotesi 1s1n AgNP 6rnekleriyle
etkilesime girdiginde, kimyasal baglar gerilme, biiziilme ve biikiilme gibi farkli titresim
hareketleri nedeniye adsorbe edilir ve kizilotesi bolgesinde kimyasal baglarin
titresimlerindeki degisim ve absorbsiyon ozellikleri spektral piklerin olugmasini saglar
(Kilig ve Karahan, 2010). Bu calismada yaklasik 0.5 g sentezlenmis AgNP kati (toz)
formlardaki Ornekleri Jasco ATR-FT-IR 6700 kullanilarak 4000-400 cm-1 araliginda

taranmustir. Sonuglar spektral kiitiiphane veri tabanlari, kizilGtesi tablosuyla karsilagtirildi.
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2.7. MTT Hiicre Canlihg Testi

Hiicre canlilik testi i¢in kullanilan MTT testi kullaniminin kolay olmasiyla birlikte
Ozellikle glivenirliginin yiiksek olmasi, tekrarlanabilirliginin olmasi ve hem hiicre canliligini
hem de sitotoksisite testlerini belirlemek icin yaygin olarak kullanilmasi 6nemli
ozellikleridir. Calismamizda MTT hiicre canlilig1 testinde, Mossman (1983) metodu bazi
modifikasyonlarla izlenmistir. Gelistirilen HUVEC hiicreleri, 96 oyuklu bir plaka igerisinde
5 x 103 hiicre / oyuk yogunlugunda ekilmistir (Sekil 2.1). 4 saatlik inkiibasyondan sonra,
ortam ¢ikarildi ve 6.25 ug / mL ila 10 ug / mL arasinda degisen konsantrasyonlarda AuNP
ve AgNP’ler igeren % 5 FBS veya % 10 FBS DMEM ile degistirildi ve hiicreler 24 ve 48
saat 37°C'de inkiibe edildi. % 5 CO0 ile nemlendirilmis inkiibator. Maruz kalma siiresinin
sonunda, Au ve AgNP'lerin toksisitesi, MTT boyasinin kullanildig: standart bir kolorimetrik
hiicresel canlilik analizi ile degerlendirildi. Sitotoksiste analizleri Hacettepe Universitesi
fleri Teknolojiler Uygulama ve Arastirma Merkezi biriminden hizmet alimi olarak
yapilmistir. Bu deneysel arastirma kapsamda, biyolojik degerlendirmeyi i¢in ISO 10993
testleri ve standart L.929 hiicre hatt1 ile Au ve AgNP’lerin sitotoksisite deneyleri yapilmaistir.
Analizlerde, SpectraMax mikroplaka okuyucu (Molecular Devices, Sunnyvale, CA)

kullanilarak 570 nm'de absorbans 6l¢timleri degerlendirildi.

MTT: (3-(4,5-
Dimethyithiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium
bromide

MTT SARI RENK

Mevcut

HFanI; :> Mitokondriyal |:> Dandgtiirmek MTT testi
icreler G
Rediiktaz (Farkli konsantrasyonlarda)

Diisiik sitotoksik olmayan
Absorbans okuma 690 nm, HBr doz belirlenebilir

Background ¢ikarim 570 nm
MTT Formaz an MENEKSE RENK

Sekil 2.1. Hiicre canlilig testi deneyinin MTT ile belirlenmesini gosteren sema (Mossman,
1983).

2.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirmede, SPSS 15.0 bilgisayar programinda One-Way
ANOVA-Dunnet testi uygulanmis ve P<0.05’in altindaki degerler anlamli kabul edilmistir.
Ayrica bu arastirmada doz-etki iliskisini ortaya koymak amaciyla SPSS 15.0 programi

aracilifiyla regresyon analizi yapilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Krakterizasyon Analiz Sonuglari

3.1.1. UV-GB spektrofotometre analiz sonuglari

AgNP’ler boyutuna, sekline, yogunluga ve kiimelesme durumuna kars1 hassas optik
Ozelliklere sahiptirler. Bu sebepten dolayr UV-GB spektroskopisi ile NP’lerin teshis
edilmesi, karakterize edilmesi ve incelenmesi olduk¢a 6nemlidir (Cheng ve ark., 2015).
AgNP’ler 15181 olaganiistii bir verimlilikle absorblar ve dagitirlar. Isikla giiclii etkilesimleri,
metal yiizeydeki iletim elektronlarinin, belirli dalga boylarinda isikla uyarildiklarinda
kolektif bir salinim yapmalari nedeniyle olusur. Bu salinim yiizey plazmon rezonansi (SPR)
olarak bilinir ve AgNP’lerin absorbsiyon ve sagilma yogunluklarinin ayni boyutta plazmonik
olmayan NP’lerden ¢ok daha yiiksek olmasina neden olur. Bu giigli etki UV-GB
spektrumunda kolayca goriiliir. AgNP’lerin absorbsiyon ve sagilma 6zellikleri, partikiil
boyutu, sekli ve partikiil yiizeyi ile iligkilidir. AGNP’lerin UV-GB spektrum pikleri, boyut
ve sekil dagilimlarina bagl olarak 390 ve 470 nm arasinda spektrumda goriiliir. Kiiresel
AgNP’lerin optik ozellikleri biiyiik 6l¢iide NP ¢apina baglidir. Daha kiigiik NP’ler 400 nm
Amax degerine sahipken, daha biiyiik NP’ler; daha fazla sagilma sergiler ve daha uzun dalga
boylarma (kirmizi kayma) kayma yapan Amax degerlerine ve genisleyen spektrumlara sahip

olurlar (Paramelle ve ark. 2014).
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Sekil 3.1. a) Ciris bitkisi ekstraktindan ve b) kenger bitki ekstraktindan AgNP’lerin UV-GB
spektrumu
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Bu calismada, AgNO3 eklenip reaksiyon tamamlandiktan sonra ornekler alinarak
200-600 nm dalga boyu, 5 nm dalga araliginda UV spektrumlar olusturuldu. Kor ¢ozelti
(background) olarak, AgNO3 eklenmemis bitki ekstraktlar1 kullanildi. Sinyalin giiriiltiisiiz
ve tek A max’a sahip olmasi olusan partikiillerin ¢ok fazla agrege (kiimelesme) olmadiklarini
gostermektedir. Ancak piklerin genis olmalart bir miktar agregasyon oldugunu
gostermektedir. Olusan UV pikleri kararli ve giiglii sinyaller olmasindan, bitki
komponentleri ile olusan AgNP’lerin kararli olduklar1 sdylenebilir. 415 nm’de A max
degerine sahip ¢iris AgQNP’in ortalama 5-25 nm boyuta sahip olduklari, 425 nm’de A max
degerine sahip kenger AgNP’in ise ortalama 10-30 nm boyutlara sahip olduklari literatiire
bakilarak sdylenebilir. Ancak UV-GB spektrumlarina bakilarak yapilan boyut analizinin,
biyosentez ile elde edilmis NP’lerin ortalama boyutlar1 kullanilan bitkiye bagl olarak
degiskenlik gosterdiginden; TEM analizleri ile de tamamlanmalidir (Anuradha ve ark., 2011;
Gaikwad ve ark., 2012).
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Sekil 3.2. a) Ciris bitkisi ekstraktindan ve b) kenger bitki ekstraktindan AuNP’lerin UV-GB
Spektrumu

Literatiirde 20 ile 100 nm aras1 boyutlara sahip AUNP’lerin 500-600 nm aralig1 dalga
boylarinda Lokalize Yiizey Plazmon Rezonansi (LSPR) optik 6zelligine sahiptirler.
AuNP’lerina ait LSPR goriiniir 151k bolgesinin 500-600 nm araliginda kuvvetli bir
absorbsiyona neden olur. Bu bolge UV-GB spektrumunda agikca goriiliir. Literatiirde benzer
spektrumlara bakildiginda, 560 nm Amax degerine sahip AUNP’lerin ortalama 60 nm
boyutlarinda, 575 nm Amax degerine sahip partikiillerin ise ortalama 80 nm boyutlarinda

olduklar1 goriilmektedir. AgNO3 eklenip reaksiyon tamamlandiktan sonra 6rnekler alinarak
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400-800 nm dalga boyu, 5 nm dalga araliginda UV spektrumlar olusturuldu. Kor ¢ozelti
(background) olarak, AgNO3 eklenmemis bitki ekstraktlar1 kullanildi. Sinyalin giiriiltiisiiz
ve tek A max’a sahip olmasi olusan partikiillerin agrege olmadiklarin1 gostermektedir.
Olusan UV pikleri kararli ve giiclii sinyaller olmasindan, bitki komponentleri ile olusan
AgNP’lerin kararli olduklar1 sdylenebilir. Sentezledigimiz ¢iris AuNP’leri ve kenger
AuNP’lerin UV-GB spektrumlari sirasiyla 575 ve 560 nm dalgaboylarinda Amax degerlerine
sahiptirler. Buradan hareketle, sentezlenen AuNP’lerin ortalama 60-80 nm boyutlara sahip

oldugu soylenebilir.

3.1.2. Dinamik 151k sacilimi analiz sonuclar:

Sivi ortaminda bulunan nano boyuttaki malzemelerin fiziksel olarak stabil
olduklarini anlayabilmek i¢in partikiillerin dagilimina bakilir. Dinamik 151k sa¢ilmasi (DLS)
analizi ise partikiil boyutu ve patikiil dagilimlar1 elde edilebilir. Bu yontemdede en 6nemli
parametre PdI (Poly dispersity index) degeridir. Pdl degeri 0.1- 0.25 arasinda olursa istenilen
dar dagilim elde edilebilir. Eger elde edilen PdI degeri 0.5’in {izerinde olursa genis dagilim
elde edilir. Calismamizda ¢iris bitki ekstraktindan elde edilen AgNP’lerin PdI degeri 0,336
ve kenger bitki ekstraktindan elde edilen AgNP’lerin PdI degeri ise 0,437 elde edilmistir.
Ayrica ciris bitki ekstraktindan elde edilen AuNP’lerin PdI deperleri ise 0,386 ve kenger
bitki ekstraktindan elde edilen AgNP’lerin PdI degeri de 0,365 olarak elde edilmistir. Bu
kapsamda elde edilen veriler degerlendirildiginde; biyosentez yontemi ile elde ettigimiz her
iki NP’leri PdI degerleri 0,25 ve 0,5 arasinda oldugundan dolayr dar ve genis dagilim
araligindadir.

Her iki bitki ekstraktindan elde edilen NP’lerin kolloidal ¢ozelti ortaminda (sivi
ortaminda) DLS analiz sonuglarina gore incelendiginde; ¢iris bitkisinden elde edilen
AgNP’lerin %2 oraninda 50 nm aralifinda ve %98 oraninda ise 6-10 nm arasinda elde
edilmistir. Kenger bitki ekstraktindan elde edilen AgNP’leri ise %1 oraninda 45 nm ve %99
oraninda ise 3-10 nm aralifinda elde edilmistir. Ciris bitkisinden elde edilen AuNP’leri ise
%3 oraninda 132 nm araliginda ve %97 oraninda 6-15 nm arasinda elde edilmistir. Kenger
bitki ekstraktindan elde edilen AuNP’leri ise %6 oraninda 87 nm ve %94 oraninda ise 8-20
nm aralifinda elde edilmistir. Her iki bitkiden elde edilen NP’ler verileri arasinda c¢ok

farklilik gostermedigi goriilmektedir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.4. a) Ciris bitkisi ekstraktindan ve b) kenger bitki ekstraktindan AuNP’lerin DLS
grafigi

Partikiil boyutlarinin yiiksek aralikta dagilim gostermesi, fitokimyasallarin giimiis ve
altin ile eksik ya da zayif reaksiyona girmesinden dolay1r daha biiylik partikiillerin
olusmasindan kaynakli olabilir. Bununla birlikte TEM ile elde edilen sonuclarin, DLS ile
elde edilen sonuclart siklikla desteklemedigi goriiliir. Aslinda bu iki yontem arasindaki
farkliliktan kaynaklanmaktadir. TEM’de 6rnek vakum altinda kurutulurken, DLS’de
ornekler sivi ortamda dagitilir, TEM sayi-bazli bir teknik iken, DLS yogunluk bazli bir
tekniktir. DLS, dagilmis partikiillerin hidrodinamik c¢apin1 dlger, oysa ki TEM,
elektronlarinin ne kadarinin numune iizerinden iletildigine bagli olarak ongoriilen yiizey
alanini belirler. Bu nedenle DLS ile elde edilen boyut araligi TEM’den biiyiik olabilmektedir
(Ahmed ve ark., 2016). Eriobotrya japonica ekstraktindan sentezledigi AgNP’lerin TEM
analizi ile belirlenen ortalama partikiil boyutunun (yaklasik 19.75 nm), DLS metodu ile
Olgiilen degerden (yaklasik 54.47 nm) 6nemli dlgiide daha kiiciik oldugu rapor etmislerdir.
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Bu farkliligin ise bitkiden gelen organik stabilizatorlerin AgNP ylizeyine absorbe
olmasindan, baz1 kiigiik boyutlu NPlerin agregasyonundan veya stabil AgNP’lerin yiizeyine
suyun absorbe olmasindan kaynakli olabilecegini belirtmislerdir (Rao ve Tang, 2017).
Huang ve ark. (2007) ve Erjaee ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismalarda benzer sonuglar

bulmustur.

3.1.3. Zeta potansiyeli analiz sonuclar:

Nano boyuttaki malzemelerin en ¢ok karsilasilan zorluklart kararliliklaridir. Zeta
potansiyelinin dlgiilmesi, kolloidal dispersiyonun saklama stabilitesi hakkinda bilgi
vermektedir. Genel olarak, yiiklii partikiillerde (yiiksek zeta potansiyeli), elektriksel itme
nedeniyle, partikiil agregasyonunun meydana gelme ihtimali daha azdir. NPlerin zeta
potansiyellerine bakilarak kararliliklar1 ve topaklasma egilimleri hakkinda bilgi elde
edilebilir. Stispansiyondaki tiim partikiillerin biiyiik bir negatif veya pozitif zeta potansiyeli
varsa, birbirlerini itme egiliminde olacaklardir ve kiimelesme egilimi olmayacaktir. Bununla
birlikte, eger partikiillerin diisiik zeta potansiyel degerleri varsa, partikiillerin bir araya
gelmesini ve kiimelesmesini dnleyen bir kuvvet s6z konusu olamayacaktir (Ates ve ark.,
2013; Singh ve ark., 2014). Yani daha yiiksek biiyiikliikteki potansiyeller artan elektrostatik
itme ve dolayisiyla artan kararliligs gostermektedir. Ornegin 0-5 mV partikiiller kiimelesme
veya bir araya gelme egilimi sergilerler, 5-20 mV partikiiller minimal diizeyde, 20-40 mV
partikiiller orta diizeyde, 40+ mV’dan biiyiik zeta potansiyeline sahip partikiiller son derece
kararlidirlar (Ates, 2018).

Arastirmamizda elde etti§imiz nano boyuttaki partikiillerin zeta potansiyel sonuglari
Sekil 3.5. ve 3.6.”’da verilmistir. Ciris bitkisinden elde edilen AgNP’leri -21,3 mV ve kenger
bitkisinden elde edilen AgNP’lerin ise -21,1 mV olarak elde edilmistir. Ciris bitkisinden elde
edilen AuNP’leri -24,1 mV ve kenger bitkisinden elde edilen AuNP’lerin ise -23,6 mV
olarak elde edilmistir. Biyosentez yontemi ile elde edilen AgNP’leri ve AuNP’leri negatif
yiiklere sahip olup ve orta diizeyde kararldir.
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Sekil 3.5. a) Ciris bitkisi ekstraktindan ve b) kenger bitki ekstraktindan AgNP’lerin zeta

potansiyeli degerleri
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Sekil 3.6. a) Ciris bitkisi ekstraktindan ve b) kenger bitki ekstraktindan AuNP’lerin zeta

potansiyeli degerleri

Biyosentez yontemiyle elde edilen AgNP’ler genellikle negatif yiik tasir.

Sentezlenen tiim AgNP’ler negatif yik gostermistir (Raja ve ark., 2017) Calliandra

haematocephala bitkisinden sentezledikleri AgNP’lerin zeta potansiyel degerini —17.2 mV,
(Singh ve ark., 2018) Cannabis sativa bitkisinden sentezledikleri AgNP’lerin zeta

potansiyeli degeri ise -29.2 mV olarak bulmustur. Zeta potansiyelindeki farklilik kullanilan

bitki tiirtine, ayn1 bitkinin farkli kisimlarina ve yiizeye baglanan biyorganik yapilardan

kaynaklanmaktadir. Elde ettigimiz zeta potansiyeli sonuclar1 biyosentez yontemi ile elde

edilen yukaridaki ¢calismalarin verileriyle paralellik gostermektedir.
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3.1.4. Gegirimli elektron mikroskobu analiz Sonuclari

Laboratuvar ortaminda biyosentez yontemi ile elde edilen Ag ve AUNP’lerin
boyutunun belirlenmesi i¢in Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) analizi ile partikiil
ortalama boyutlar1 ve kiimelesme yapip yapmadiklari tespit edilmistir. Elde edilen her iki
NP’lerin TEM goriintiilerine gére nano boyutta (<100 nm) partikiiller her iki bitki tiiriinden
elde edilmistir. TEM analiz sonuglarina goére hem AgNP’lerin ve hem de AuUNP’lerin
morfolojisinin temel olarak kiiresel oldugunu dogrulamistir. Boyut olarak incelendiginde ise
genellikle tiim partikiillerin 100 nm’den kiigiik oldugu ve ancak ¢iris bitkisinden elde edilen
AgNP’lerin kenger bitkisinden elde edilen AgNP’lerine gére daha homojen bir dagilim
gostererek kiimelesme yapmadiklart goriilmiistiir. Kurutulmus ¢iris bitki ekstraktindan elde
edilen AgNP’lerin Boyut dagilimlari bakimindan incelendiginde AgNP’leri kiiresel sekilde
ve boyutlart sirasiyla 20-40 nm araliginda homojen bir dagilim gostermistir (Sekil 3.7).
Kenger bitkisi ekstraktindan elde edilen AgNP’lerin boyutu 20-50 nm araliginda
bulunmustur. Kurutulmus ¢iris bitki ekstraktindan elde edilen AUNP’lerin Boyut dagilimlari
bakimindan incelendiginde ise bu NP’leri kiiresel sekilde ve boyut araliklari sirasiyla 5-15
nm araliginda homojen bir dagilim gostermistir (Sekil 3.8). Kenger bitkisi ekstraktindan elde
edilen AgNP’lerin boyutu 10-30 nm araliginda bulunmustur.

b)

Sekil 3.7. a) Ciris bitkisi ekstraktindan elde edilen ve b) kenger bitki ekstraktindan elde
edilen AgNP’lerin TEM goriintiileri
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a) b)

Sekil 3.8. a) Ciris bitkisi ekstraktindan elde edilen ve b) kenger bitki ekstraktindan elde
edilen AuNP’lerin TEM gorintiileri

Boyut dagilimindaki bu varyasyonlar biyosentez yontemleriyle sentezlenmis
NP’lerde yaygindir. Ozellikle kenarlarin merkezden daha acik olmasi, metal bazli NP’leri
kaplayan biyomolekiil proteinlerinden kaynaklanmaktadir (Zargar ve ark., 2014). Bindhani
ve Panigrahi (2015) Ocimum Sanctum L (Tulsi) ekstraktinda sentezledigi AgNP’lerin
kiiresel, 15-45 nm araliginda ve yaklasik %75'inin 5 nm ila 30 nm arasinda oldugunu
bildirmistir. Christensen ve ark. (2011) kori yapragi ekstraktiyla yaptigi calismada TEM
goriintiilerine gore, sentezlenmis AgNP’lerin polidispers ve yaklasik olarak 10-25 nm
araliginda oldugunu belirtmisledir. Benzer sekilde Rasheed ve ark., (2017) elde ettikleri
NP’lerin yuvarlak ve ortalama 25 nm aralifinda oldugunu ve agregasyon olmasina ragmen

bazi partikiillerin seklinin diizensiz oldugunu bildirmislerdir.

3.1.5. Taramal elektron mikroskobu analiz sonuclari

Kurutulmus ¢iris ve kenger bitki ekstraktindan elde edilen hem AgNP’lerin ve hem
de AUNP’lerin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) goériintiileri Sekil 3.9-3.12°de
verilmigtir. Her bir NP’e ait 3 farkli araliklarda SEM goriintiileri alinmistir. Elde edilmis
NP’ler TEM, DLS, Zeta Potansiyel analizleri yapildiktan sonra SEM, XRD ve FT-IR

analizlerin yapilmasi i¢in sivi formadaki partikiiller kurutularak toz formuna getirilmistir.
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Genellikle toz haline getirilen metal bazli nano boyuttaki partikiiller kiimelesme (agrega)
gostermeye meyillidirler (Ates ve ark., 2013). Biyosentez yontemi ile elde edilen hem
AgNP’leri ve hem de AuNP’lerine ait farkli araliklarda elde edilen SEM goriintiilerinde

acike¢a kiimelesme goriilmektedir.

i : 2 e V7 - 4 il 4 Sigel el ¥
SM: ANALYSIS pariiiar SM: ANALYSIS supervisor [ SM: ANALYSIS supervisor GAIA3 TESCA
View field: 2.08 mm Det: SE r View field: 415 ym Det: SE ] View field: 104 ym Det: SE ﬁ
SEMMAG: 100 x  Date(m/dly): 06/03/20 SEM MAG: 500 x  Date(m/dly): 06/03/20 L SEM MAG: 2.00 kx Date(m/dly): 06/03/20 HUNITEK ! |

¢ 3 - E %
SM: ANALYSIS supervisor | | | SM: ANALYSIS supervisor | GAIA3 TESC/
View field: 2.08 mm Det: SE [ View fieid: 415 ym Det: SE 100 pm T View fieid: 104 ym Det: SE 20 pm ”
SEM MAG: 100 x  Date(m/dly): 06/03/20 L SEMMAG: 500 x  Date(m/dly): 06/03/20 L SEM MAG: 2.00 kx  Date(m/dly): 06/03/20 HUNITEK |

Sekil 3.10. Kurutulmus Kenger bitki ekstraktindan elde edilen AgQNP’lerin SEM goriintiisii
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Sekil 3.12. Kurutulmus Kenger bitki ekstraktindan elde edilen AUNP’lerin SEM goriintiisii

3.1.6. X-151m1 spektroskopisi analiz sonuclari

AgNP’in toz Orneginin X-Isin1 Kirinimi (XRD) deseni 38 ©, 44 ©, 64 ° ve 77 °
civarlarinda pikler sergilemistir. Giimiisiin yiizey merkezli kiibik (fcc) kristal yapilarinin
(111), (200), (220) ve (311) diizlemlerine karsilik gelen dort Bragg yansimast XRD'de
goriilmustiir (Sekil 3.13). (111) Oryantasyonu daha yogun oldugu i¢in daha baskindir (Baker
ve ark., 2005). XRD desenleri, bu ¢alismada olusturulan AgNP'lerin kristalin yapida
oldugunu acikca gostermistir. Ana kristal faz glimiistiir ve bazi organik safsizliklar

bulundugundan XRD desenlerinde baska piklerin varligi da goriilmiistiir. Bu piklerin bitki
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ekstraktindaki biyo-organik fazin kristallesmesinden kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir
(Bharathi ve ark., 2018).

Ag-Kenger

Intensity

1200 4

1000

800

600

400

200 4

‘Ag—(;ms‘

77.4
64.5 (311)
(220)

T T T T )
20 40 60 80 100
26/degree

Intensity

3500

3000

2500

2000

38.01 (111)

44.22
(200)

643 773
(220) (311)

T T T T
20 40 60 80

20/degree

a)

b)

Sekil 3.13. a) Ciris bitkisi ekstraktindan elde edilen ve b) kenger bitki ekstraktindan elde
edilen AgNP’lerin XRD grafikleri

Sentezlenmis AuNP'lerin kristalligi X-1s1m1 kirinimi (XRD) teknigi ile arastirildi ve
XRD desenleri Sekil 3.14. de gosterildi. Belirgin 4 pikin hepsi, yiizey merkezi kiibik (fcc)
kafesin standart Bragg yansimalarma (111), (200), (220) ve (311) karsilik gelmektedir. 38.1
ve 38.25 zirvesindeki yogun kirnimlar, altinin tercih edilen biiyilime yoniiniin (111) yoniinde
oldugunu gosterir. Olusan bu XRD desenleri Au nanokristallerinin tipik desenleridir
(Krishnamurthy ve ark., 2014). Sekillerdeki piklerde goriilen ufak kaymalarin kristal
yapidaki bazi gerinimlere ait oldugu diistinilmektedir. Bu durum biyosentez ile sentezlenmis
nanokristalitler i¢in karakteristiktir (Jannu ve ark., 2013; Namvar ve ark., 2014). Altin

varliginda XRD sonuglari, UV-GB spektrumlarinin ve TEM goriintiilerinin dogrulanmast

i¢in giiclii kanitlardir (Soltani Nejad ve ark., 2015).
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Sekil 3.14. a) Ciris bitkisi ekstraktindan elde edilen ve b) kenger bitki ekstraktindan elde

edilen AuNP’lerin XRD grafikleri
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3.1.7. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi analizi sonuclar:

Bitkilerle elde edilen AgNP’lerin fourier dontisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FT-
IR) spektrumlar1 bir dizi fonksiyonel grubun absorbsiyon piklerini igermekte ve bitkinin
kompleks yapilarini yansitmaktadir. Her iki IR grafiginde ayni bitkiden (¢iris) kaynaklanan
¢ok benzer pikler farkli siddetlerde goriilmektedir. 1040 ve 1210 cm™ deki pikler alifatik
aminlerin C-N gerilme titresimlerine, 1540 cm™ civari pikler ise bitki 6ziitlerindeki amidlere
ait C-O gerilme titresimlerine ait piklerdir. 1372 cm™ deki pik aromatik aminlerin gerilme
titresimlerine,. 2110 cm™ deki pik C-C {iclii baga ait gerilme titresimlerine aittir. 1915 cm™
deki pikin ise AgNP veya AuNP ile Ciris’in i¢erdigi organik molekiillerin hidroksil gruplar
arasinda olusan baglara ait oldugu diisiiniilmektedir (Shameli ve ark., 2012). Spektrumlarda
gbzlemlenen pikler, Ciris Oziitlerinin flavonoid ve terpenoid igeriklerine ait piklerdir.
Buradan haraketle bu biyomolekiillerin AgNP ve AuNP’in indirgenmesi ve
stabilizasyonunda etkin olduklari ¢ikarimi yapilabilir. Vanaja ve ark., (2014), Bindhani ve
Panigrahi (2015) ve Raut Rajesh ve ark., (2009) yaptiklar1 ¢aligmalarda benzer sonuglar
rapor etmislerdir.

Bitkilerle elde edilen AgNP’lerin FT-IR spektrumlart bir dizi fonksiyonel grubun
absorbsiyon piklerini igermekte ve bitkinin kompleks yapisin1 yansitmaktadir. Her iki IR
grafiginde ayni bitkiden (kenger) kaynaklanan c¢ok benzer pikler farkli siddetlerde
goriilmektedir. Spektrumlar incelendiginde; 1661 ve 2080 cm™ deki pikler proteinlerin amid
bantlarina aittir ve sirastyla, proteinlerin amid fonksiyonlu gruplarindaki karbonil gerilme
ve N-H gerilme titresimlerine ait piklerdir. 2320 ve 2354 cm™ deki pikler N-H ve C-O
fonksiyonel gruplarmnin gerilme titresimlerine aittir. 2645 cm™ deki pikler ekstrakttaki O-H
gruplarinm gerilme titresimlerine aittir. 1980 cm™ deki pikin ise AgNP veya AuNP ile
kengerin i¢erdigi organik molekiillerin hidroksil gruplar arasinda olusan baglara ait oldugu

diistiniilmektedir (Abdel-Raouf ve ark., 2017).
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Sekil 3.15. a) Ciris bitkisi ekstraktindan elde edilen ve b) kenger bitki ekstraktindan elde
edilen Ag ve AuNP’lerin FT-IR spektrumlari

3.2. Hiicre Kiiltiirii Analiz Sonuclari

Sitotoksisite ¢alismalarinda giivenilir veriler elde etmek icin 6zellikle MTT gibi
yontemler kullanilmaktadir. Ciinki bu testler 06zellikle Okaryotik hiicre aktivitesinin
calismasinda kolorimetrik hiicre canlilifi deneyleri i¢in 6nemli yontemler olup hiicre
cogalmasi ve sitotoksisite analizlerinde yaygin olarak kullanilirlar. Bu tekniklerin temel
dayanag1 tetrazolyum tuzlarinin kullanimini ile renk degisiminin oOlgiilmesini iceren
deneylerdir. Bu kapsamda calimamizda; ¢iris ve kenger bitkilerinden elde edilen Au ve
AgNP’lerin in-vitro sitotoksiste c¢alismasi, MTT testi kullanilarak HUVEC hiicreleri
lizerinde 24 ve 48 saat siire ile degerlendirildi. ik olarak, HUVEC hiicreleri, hem AuNP’leri
ve hem de AgNP’ler doza bagimli olarak (ug/ml) inkiibe edildi. Her bir NP i¢in sonuglar %
canlilik + gliven aralig1 seklinde degerlendirildi. Alinan sonuglar yiizde (%) canli hiicre
oraninin konsantrasyona karsi verilen bilgiler tablo seklinde verilmistir (Sekil 3.16-3.19).
Her iki bitki ekstraktindan elde edilen Au ve AgNP’lerin HUVEC hiicresi iizerine yiizde
canlilik degerleri a¢isindan hem siire ve hem de konsantrasyon artigina bagl olarak canlilik
degerleri azalmistir.

Uygulamanin yapildig tiim gruplarda canli hiicre yasama oranlar1 incelendiginde,
negatif kontrol grubunun degerleri, pozitif kontrol uygulama ve farkli doz uygulanan tim
aragtirma grubunun yasama oranlarina oranla daha yiiksek olarak tespit edilmistir. Pozitif
kontrol grubu hiicre hattina tamamen toksik olan grup olma 6zelligindedir. Ancak her iki
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NP’e ait uygulama gruplarin en yiiksek doz uygulanan gruplari (100 ug/ml) pozitif kontrol
grubuna gore daha az toksik etki gostermistir. Tiim grafiklerde goriildiigii gibi konsantrasyon
ve siire artigina paralel olarak HUVEC hiicresi tizerine yiizde canlilik degerleri agisindan az
bir dalgalanma olmakla birlikte genellikle oransal bir azalma egilimi gostermistir. NP’lere
bagli sitotoksiste deneysel arastirma periyodunca, konsantrasyon artis1 ve farkli uygulama
stireleri arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan 6nemsiz bulunmustur (p>0.05).

Ciris bitki ekstraktindan elde edilen hem AuNP’lerin ve hemde AgNP’lerin
HUVEC hiicreleri iizerine yiizde canlilik degerleri agisindan incelendiginde; 6,25; 12,5; 25;
50 ve 100 ug/ml’lik konsantrasyon uygulanan gruplar ile pozitif ve negatif kontrole gore
hiicre canliligin1 anlamli oranda ve doza bagli olarak azaltarak sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmigtir. AQNP’lerin HUVEC hiicreleri iizerinde uygulanan 6,25; 12.5; 25; 50 ve 100
ug/ml’lik konsantrasyonlarin 24 saatlik uygulamasinda; %95,19; %86,37; %76,89; %70,89
ve %67,33 canlilik degerleri bulunurken, 48 saatlik uygulamasinda ise %67,0; %61,1;
%56,0; %47,5 ve %45,7 oraninda canlilik degerleri olarak bulunmustur. AuNP’lerin
HUVEC hiicreleri {izerinde uygulanan 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 ug/ml’lik
konsantrasyonlarin 24 saatlik uygulamasinda ise; %76,1; %69,4; %63,8; %20,2 ve %18,5
canlilik degerleri bulunurken, 48 saatlik uygulamasinda %66,9; %67,8; %39,3; %14,2 ve
%13,3 oraninda canlilik degerleri olarak bulunmustur (Sekil 3.16-3.17).
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Sekil 3.16. Ciris bitki ekstraktindan elde edilen AgNP’lerin HUVEC hiicreleri tizerine ylizde
canlilik degerleri [(% canlilik + giiven aralig1 (%95, mutlak)].

30



120 m 24 Saat M 48 Saat

mI

Negatif  Pozitif 6,2

Kontrol  Kontrol
Numune Konsantrasyonu (ug/ml)

(00]
o
1

% Canhlik £ Giiven arahg
N o
o o

N
o
1

Sekil 3.17. Ciris bitki ekstraktindan elde edilen AUNP’lerin HUVEC hiicreleri tizerine yiizde
canlilik degerleri [(% canlilik + giiven aralig1 (%95, mutlak)].

Kenger bitki ekstraktindan elde edilen hem AuNP’lerin ve hemde AgNP’lerin
HUVEC hiicreleri iizerine yiizde canlilik degerleri agisindan incelendiginde; 6,25; 12,5; 25;
50 ve 100 ug/ml’lik konsantrasyon uygulanan gruplar ile pozitif ve negatif kontrole gore
hiicre canliligin1 anlamli oranda ve doza bagli olarak azaltarak sitotoksik etki gosterdigi
belirlenmistir. AQNP’lerin HUVEC hiicreleri iizerinde uygulanan 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100
ug/ml’lik konsantrasyonlarin 24 saatlik uygulamasinda; %99,6; %76,9; %60,3; %47,8 ve
%35,9 canlilik degerleri bulunurken, 48 saatlik uygulamasinda ise %71,3; %57,0; %48.,0;
%39,3 ve %25,3 oraninda canlilik degerleri olarak bulunmustur. AuNP’lerin HUVEC
hiicreleri lizerinde uygulanan 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 ug/ml’lik konsantrasyonlarin 24
saatlik uygulamasinda ise; %104,2; %102,1; %385,3; %73,1 ve %50,8 canlilik degerleri
bulunurken, 48 saatlik uygulamasinda %70,1; %62,8; %49,9; %40,0 ve %29,5 oraninda
canlilik degerleri olarak bulunmustur (Sekil 3.18-3.19).
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Sekil 3.18. Kenger bitki ekstraktindan elde edilen AgNP’lerin HUVEC hiicreleri iizerine
yiizde canlilik degerleri [(% canlilik + giiven aralig1 (%95, mutlak)].
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Sekil 3.19. Kenger bitki ekstraktindan elde edilen AuNP’lerin HUVEC hiicreleri iizerine
yiizde canlilik degerleri [(% canlilik + giiven aralig1 (%95, mutlak)].
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4. SONUC VE ONERILER

Biyosentez yontemiyle nano boyuttaki metal partikiillerin elde edilmesi giiniimiizde
ayr1 bir 6nem arz etmekle birlikte, toksik oranlarinin diisiik ve ¢evre dostu olarak bililen
partikiillerin arastirilmasi son yillarda en popiiler arastirma konularin basinda gelmektedir.
Bu kapsamda tez ¢alismamizda biyosentez igin 6zellikle hem indirgeyici hem de stabilize
edici ajan olarak davranan ¢iris ve kenger bitkilerinin kuru haldeki tiim boélimlerinden
olusturulan bitki ekstraktlar1 kullanilarak biyosentez yontemi ile AgNP’leri ve AuNP’leri
basarili bir sckilde sentezlenmistir. Elde edilen her iki NP’lerin toksik etkilerinin
belirlenmesi icin HUVEC kullanilarak sitotoksiste testleri yapilmistir. Au ve AgNP’lerin
nanotoksiste arastirilmasi yapilan tez caligmasi birka¢ boliimden olusmaktadir. Tez deneysel
arastirma basamaklar1 biyosentez, karakterizasyon ve nanotoksiste analizleri seklindedir. Au
ve AgNP biyosentezi i¢cin UV-GB sonuglar1 degerlendirilerek istenilen boyutta partikiiller
elde etmek i¢cin optimum kosullar ayarlanmistir. Ayrica pH degeri NP’lerin olusumu
tizerindeki en 6nemli faktorlerden biridir. Bu kapsamda deneyde kullanilan bitkilerin kendi
pH degerlerinde NP olusumunu degerlendirmek icin pH’da herhangi bir degisiklik
yapilmamistir. Biyosentez islemi basarili bir sekilde tamamlandiktan sonra, elde edilen siv1
formdaki NP’lerin karakterizasyon analizlerinden boyut, sekil, stabiliteleri ve yiizey yiikii
sonuglart i¢in TEM, DLS, UV-GB ve Zeta potansiyel analizleri yiiriitiilmiistiir. Ayni
NP’lerin kristal yapilarin belirlenmesi i¢in ise XRD ve FT-IR yontemleriyle karakterize
edilmistir.

AgNP’lerin UV pikleri kararl1 ve giiclii sinyaller olmasindan, bitki komponentleri ile
olusan AgNP’lerin kararli olduklar1 sdylenebilir. 415 nm’de A max degerine sahip ¢iris
AgNP’in ortalama 5-25 nm boyuta sahip olduklari, 425 nm’de A max degerine sahip kenger
AgNP’in ise ortalama 10-30 nm boyutlara sahip olduklar literatiire bakilarak sdylenebilir.
Sentezledigimiz ¢iris AUNP’leri ve kenger AUNP’lerin UV-GB spektrumlari ise sirasiyla
575 ve 560 nm dalgaboylarinda Amax degerlerine sahiptirler.

Ciris bitki ekstraktindan elde edilen AgNP’lerin PdI degeri 0,336 ve kenger bitki
ekstraktindan elde edilen AgNP’lerin PdI degeri ise 0,437 elde edilmistir. Ayrica ¢iris bitki
ekstraktindan elde edilen AuNP’lerin PdI deperleri ise 0,386 ve kenger bitki ekstraktindan
elde edilen AgNP’lerin PdI degeri de 0,365 olarak elde edilmistir. Bu kapsamda elde edilen
veriler degerlendirildiginde biyosentez yontemi ile ile elde ettigimiz her iki NP’leri Pdl

degerleri 0,25 ve 0,5 arasinda oldugundan dolay: dar ve genis dagilim araligindadir.
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DLS acisindan, c¢irig bitkisinden elde edilen AgNP’lerin % 2 oraninda 50 nm
araliginda ve %98 oraninda ise 6-10 nm arasindadir. Kenger bitki ekstraktindan elde edilen
AgNP’leri ise %1 oraninda 45 nm ve %99 oraninda ise 3-10 nm araliginda elde edilmistir.
Ciris bitkisinden elde edilen AuNP’leri ise % 3 oraninda 132 nm araliginda ve %97 oraninda
6-15 nm arasinda elde edilmistir. Kenger bitki ekstraktindan elde edilen AuNP’leri ise %6
oraninda 87 nm ve %94 oraninda ise 8-20 nm araligindadir.

Zeta potansiyel verileri agisindan ¢iris bitkisinden elde edilen AgNP’leri -21,3 mV
ve kenger bitkisinden elde edilen AgNP’lerin ise -21,1 mV olarak elde edilmistir. Cirig
bitkisinden elde edilen AuNP’leri -24,1 mV ve kenger bitkisinden elde edilen AuNP’lerin
ise -23,6 mV olarak elde edilmistir. Biyosentez yontemi ile elde edilen AgNP’leri ve
AuNP’leri negatif yiiklere sahip olup ve orta diizeyde kararhdir.

Ciris bitki ekstraktindan elde edilen AgNP’lerin boyut dagilimlar1 bakimindan
incelendiginde ise AgNP’leri kiiresel sekilde ve boyutlar sirasiyla 20-40 nm araliginda
homojen bir dagilim gostermistir. Kenger bitkisi ekstraktindan elde edilen AgNP’lerin
boyutu 20-50 nm araliginda bulunmustur. Kurutulmus ¢iris bitki ekstraktindan elde edilen
AUNP’lerin boyut dagilimlar1 bakimindan incelendiginde ise bu NP’leri kiiresel sekilde ve
boyut araliklari sirastyla 5-15 nm araliginda homojen bir dagilim gostermistir. Kenger bitkisi
ekstraktindan elde edilen AgNP’lerin boyutu 10-30 nm araliginda bulunmustur.

Biyosentez yontemi ile elde edilen hem AgNP’leri ve hem de AuNP’lerine ait farkl
araliklarda elde edilen SEM goriintiilerinde agik¢a kiimelesme goriilmektedir. AgNP’lerin
toz 6rneginin XRD deseni 38 ©, 44 °, 64 © ve 77 ° civarlarinda pikler sergilemistir. Giimiisiin
yiizey merkezli kiibik (fcc) kristal yapilarinin (111), (200), (220) ve (311) diizlemlerine
karsilik gelen dort Bragg yansimasi XRD'de goriilmiistiir. AUNP'lerin ise kristalligi XRD
sonuglar1 ise belirgin 4 pikin hepsi, ylizey merkezi kiibik (fcc) kafesin standart Bragg
yansimalarina (111), (200), (220) ve (311) karsilik gelmektedir. 38.1 ve 38.25 zirvesindeki
yogun kirmimlar, altinin tercih edilen biiylime yoniiniin (111) yoniinde oldugunu gosterir.
XRD desenleri, bu calismada olusturulan AgNP'lerin kristalin yapida oldugunu acgikca
gostermistir. Ana kristal faz giimiistiir ve baz1 organik safsizliklar bulundugundan XRD
desenlerinde baska piklerin varlig1 da goriilmiistiir. AUNP'lerine ait sekillerdeki pikler ise
goriilen ufak kaymalarin kristal yapidaki bazi gerinimlere ait oldugu diisiintilmektedir.

Her iki IR grafiginde aymi bitkiden (¢iris) kaynaklanan ¢ok benzer pikler farkli
siddetlerde goriilmektedir. 1040 ve 1210 cm™ deki pikler alifatik aminlerin C-N gerilme

1

titresimlerine, 1540 cm™ civart pikler ise bitki Oziitlerindeki amidlere ait C-O gerilme
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titresimlerine ait piklerdir. 1372 cm™ deki pik aromatik aminlerin gerilme titresimlerine,
2110 cm™ deki pik C-C iiclii baga ait gerilme titresimlerine aittir. 1915 cm™ deki pikin ise
AgNP veya AuNP ile Ciris’in igerdigi organik molekiillerin hidroksil gruplar1 arasinda
olusan baglara ait oldugu distiniilmektedir (Shameli ve ark., 2012). Spektrumlarda
gozlemlenen pikler, ¢iris Oziitlerinin flavonoid ve terpenoid igeriklerine ait piklerdir.
Buradan haraketle bu biyomolekiillerin AgNP ve AuNP’in indirgenmesi ve
stabilizasyonunda etkin olduklar1 ¢ikarimi yapilabilir.

Her iki IR grafiginde ayni bitkiden (kenger) kaynaklanan ¢ok benzer pikler farkli
siddetlerde goriilmektedir. Spektrumlar incelendiginde; 1661 ve 2080 cm™ deki pikler
proteinlerin amid bantlarina aittir ve sirasiyla, proteinlerin amid fonksiyonlu gruplarindaki
karbonil gerilme ve N-H gerilme titresimlerine ait piklerdir. 2320 ve 2354 cm™ deki pikler
N-H ve C-O fonksiyonel gruplarmin gerilme titresimlerine aittir. 2645 cm™ deki pikler
ekstrakttaki O-H gruplarinin gerilme titresimlerine aittir. 1980 cm™ deki pikin ise AgNP
veya AUNP ile kengerin igerdigi organik molekiillerin hidroksil gruplari arasinda olusan
baglara ait oldugu diisiiniilmektedir

Sitotoksiste analizi i¢in her iki bitki ekstraktindan elde edilen Au ve AgNP’lerin
HUVEC hiicresi iizerine yiizde canlilik degerleri acisindan hem siire ve hem de
konsantrasyon artigina bagl olarak canlilik degerleri azalmistir. Ayrica hem AuNP’lerin ve
hemde AgNP’lerin HUVEC hiicreleri iizerine yilizde canlilik degerleri agisindan
incelendiginde; tiim uygulama dozlar1 olan 6,25; 12,5; 25; 50 ve 100 ug/ml’lik
konsantrasyon uygulanan gruplar ile pozitif ve negatif kontrole gore hiicre canliligini anlaml
oranda ve doza bagli olarak azaltarak sitotoksik etki gdsterdigi belirlenmistir.

Sonug olarak, bu arastirma ile ¢iris ve kenger bitki ekstraktindan elde edilen Au ve
AgNP’lerin sahip olduklar1 dar boyut dagilimi, yiiksek stabilite ve kristal yapilarindaki
kirliligin az olmasi gibi nedenlerden &tiirii diger bitkilere kiyasla metal bazli Au ve
AgNP’lerinin yesil sentezi i¢in daha uygun oldugu gériilmiistiir. Bulgular ¢ergevesinde tiim
metal bazli nano boyuttaki malzemlerde olduklar1 gibi biyosentez yontemi ile elde edilen
nano boyuttaki Au ve Ag partikiillera bagl hiicre kiiltiirii izerinde az oranda olsa bile toksik
etki olusturduklar1 goriilmektdir. Bu baglamda saglik alan1 bagta olmak tizere, kullanilmasi
diisiniilen metal bazli nano boyuttaki partikiillerin (6rnegin Au ve Ag) toksik etkilerini

azaltmak icin, dogal kaplayicilarin kullanilabilinilecegini gostermektedir.
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