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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Mentha pulegium L. EKSTRAKTLARI KULLANILARAK CINKO OKSIT
NANOPARTIKULUNUN YESIL SENTEZI, KARAKTERIZASYONU ve
BIYOLOJIK AKTIVITELERI

Edanur YENIYOL
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1
Danisman: Dog. Dr. Dilek AKYIL

Lamiaceae familyasinda yer alan Mentha pulegium L. bitkisi giinlik hayatta yaygin
olarak geleneksel tipta ve beslenmede kullanilmaktadir. Bu sebeplerden yola ¢ikarak
toksik etkilerinin belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. Bitkilerin kullanim alanlarindaki
cesitlilik, bitkinin mevcut aktivitelerinin arttirilabilecegini gostermektedir. Bu ¢alismada
Mentha pulegium L. ekstrakti kullanilarak yesil sentez yoluyla ¢inko oksit
nanopartikiilleri (ZnO) sentezlendi. ZnO nanopartikiillerinin karakterizasyonu igin
Goriiniir  Bolge  Spektrofotometresi  (UV-Vis), Fourier Doniisimlii  Kizil6tesi
Spektroskopisi (FT-IR), X-Isin1 Difraksiyonu (XRD) ve Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) analizleri yapildi. ZnO nanopartikiillerinin UV-Vis maksimum absorbans degeri
385 nm olarak tespit edildi. FT-IR analizinde ZnO nanopartikiilleri 464 cm™ degerinde
pik gosterdi. XRD analizinde elde edilen sonuglarda nanopartikiillerin 28.16 nm
boyutunda oldugu belirlendi ve JCPDS (36-1451) modeline uyumlu bulundu. SEM
analizindeki verilerde kiiresel ve altigen sekle sahip oldugu goriildii. Mentha pulegium L.
ekstrakti ve ZnO nanopartikiilleri, A549 hiicrelerine uygulanarak sitotoksik ve genotoksik
etkileri 24 ve 48 saatlik uygulamalar yapilarak tespit edildi. MTT ydntemi ile belirlenen
sitotoksisite sonuglarinda LDso degeri 5 mg/mL olarak saptandi. Komet yontemi ile
belirlenen genotoksisite sonuglarinda ise en yiiksek DNA hasar1 3.75 mg/mL
konsantrasyonunda goriildii. ZnO nanopartikiillerinin ~ antimikrobiyal aktivitesi
belirlenirken Escherichia coli (ATTC 25922), Staphylococcus aureus (ATTC 29213),
Candida albicans (ATTC 90028), Klebsiella pneumoniae (ATTC 700603) ve Salmonella
enteritidis (ATTC 13076) mikroorganizma suslari {izerinde disk difiizyon testi kullanildi.



Inhibisyon degerlerinde en diisiik konsantrasyonda S. aureus (12.5 mg/mL) ve en yiiksek
konsantrasyonda C. albicans (30 mg/mL)’a etki gosterdigi belirlendi. Disk difiizyon
testinde 15.6-500 mg/mL konsantrasyonlar1 araliginda doz uygulamasi yapildi ve tim

konsantrasyonlarda inhibisyon zonu olustugu goriildi.

Elde edilen sonuglar, M. pulegium L. ekstraktlar1 ve sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin
antibakteriyel ve antifungal etkileri ve farkli kanser tiplerine karsi alternatif tedavi

gelistirilmesinde etkili olabilecegini gostermektedir.

2023, xiii + 85 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Cinko oksit nanopartikiilii, Mentha

pulegium L., Sitotoksisite ve genotoksisite, Yesil sentez.



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

GREEN SYNTHESIS, CHARACTERIZATION and BIOLOGICAL ACTIVITIES of
ZINC OXIDE NANOPARTICLE USING Mentha pulegium L. EXTRACTS

Edanur YENIYOL
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Molecular Biology and Genetics
Supervisor: Assoc. Prof. Dilek AKYIL

Mentha pulegium L. plant, which is in the Lamiaceae family, is widely used in traditional
medicine and nutrition in daily life. In this study, zinc oxide nanoparticles (ZnO) were
synthesized by green synthesis using Mentha pulegium L. extract. Visible Region
Spectrophotometer (UV-Vis), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), X-Ray
Diffraction (XRD) and Scanning Electron Microscopy (SEM) analyzes were performed
for the characterization of ZnO nanoparticles. UV-Vis maximum absorbance value of
ZnO nanoparticles was determined as 385 nm. In FT-IR analysis, ZnO nanoparticles
showed a peak of 464 cm-L. The results obtained in the XRD analysis determined that the
nanoparticles were 28.16 nm in size and were found to be compatible with the JCPDS
(36-1451) model. The data in the SEM analysis showed that it has a spherical and
hexagonal shape. Mentha pulegium L. extract and ZnO nanoparticles were applied to
A549 cells and their cytotoxic and genotoxic effects were determined by 24-hour and 48-
hour applications. In the cytotoxicity results determined by the MTT method, the LDso
value was 5 mg/mL. In the genotoxicity results determined by the comet method, the
highest DNA damage was observed at the concentration of 3.75 mg/mL. The
antimicrobial activity of ZnO nanopartikiillerinin were determined that on Escherichia
coli (ATTC 25922), Staphylococcus aureus (ATTC 29213), Candida albicans (ATTC
90028), Klebsiella pneumoniae (ATTC 700603) and Salmonella enteritidis (ATTC
13076) microorganism strains with disc diffusion test. It was determined that the lowest
concentration of S. aureus (12.5 mg/mL) and the highest concentration of C. albicans (30

mg/mL) were effective on inhibition values. In the disk diffusion test, doses were applied



in the range of 15.6-500 mg/mL concentrations and inhibition zones were observed at all

concentrations.

The results show that M. pulegium L. extract and synthesized ZnO nanoparticles can be
effective in the development of alternative treatments against antibacterial and antifungal

effects and different types of cancer.

2023, xiii + 85 pages

Keywords: Antimicrobial activity, Zinc oxide nanoparticle, Mentha pulegium L.,

Cytotoxicity and genotoxicity, Green synthesis.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler

ug Mikrogram

ulL Mikrolitre

uM Mikromolar

CO2 Karbondioksit

dH20 Distile su

mA Miliamper

mL Mililitre

mM Milimolar

rpm Dakikadaki devir sayis1

mg Miligram

g Gram

NaCl Sodyum klortir

nm Nanometre

LDso %350 oldiirticii doz

m Metre

cm Santimetre

kg Kilogram

OH" Hidroksit

Zn0O Cinko oksit

Zn Cinko

NaOH Sodyum hidroksit

NaCl Sodyum klortir

\Y Volt

ppm Milyonda bir

°C Santigrat derece

% Yiizde

+ Art1 ya da eksi

< Kiiciiktiir

> Biiytiktiir

> Biiytik esittir

= Esittir

Kisaltmalar

A549 Akciger kanser hiicresi
DMEM Dulbecco's Modifiye Eagle's Medium
DMSO Dimetilsiilfoksit

DNA Deoksiriboniikleik asit
EDTA Etilendiamin tetraasetik asit
FBS Fetal bovine serum

LMA Diisiik erime noktal1 agaroz
NP Nanopartikiil

ZnONP Cinko oksit nanopartikiilii
MPE Mentha pulegium L. ekstrakti
MTT 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir



NMA
NB
PBS
RNA
NA
SEM
SP
uv
U-Vis
WHO
WVR
XRD
FT-IR
SEM

Normal erime noktali agaroz

Nutrient broth

Fosfat tamponlu salin

Riboniiklek asit

Nutrient agar

Taramal1 Elektron Mikroskobu

Sisplatin (cis-diamindikloroplatinum(ll))
Ultraviyole

Goriintir Bolge Spektrofotometresi
Diinya Saglik Orgiitii

Pess membran filtre

X-Isim1 Kirmimi

Fourier Dontistimlii Kiziltesi Spektrometresi
Taramal1 Elektron Mikroskobu
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1. GIRIS

Canlilar, yasamin devamui i¢in bitkiler ile dogrudan ya da dolayl olarak iligki igindedir.
Bitkilerin olmadig1 bir hayatin yeryiiziinde devam etmesi miimkiin degildir. Insanlar ¢cok
eski donemlerden beri beslenme, hastaliklarin tedavisi, savunma, barinma gibi temel
ihtiyaglarii karsilamak amaciyla bitkilerden yararlanmaktadirlar. Hastalik tedavisi
amaciyla kullanilan bitkiler, tibbi bitki olarak adlandiriimakta olup bitkilerin yaprak,
meyve, kok gibi ¢esitli kisimlart farkli islemlerden gegirilerek bazi hastaliklar tedavi
edilmeye c¢alisilmaktadir. Bu hastaliklar arasinda soguk alginligi, bas ve diger viicut
bolgelerinde meydana gelen ¢esitli agrilar, yaralanmalar, kardiyovaskiiler sorunlar,
infertilite 6n sirada gelmektedir. Geligmis iilkelerde yasayan insanlarin yaklasik %80’

alternatif tip uygulamalarina bagliligini devam ettirmektedir (Abdala vd. 2012).

Gilinlimiizde bilim ve teknoloji alanindaki ilerlemeler ile bitkilerden ¢esitli yollarla
nanopartikiil elde edebilmek miimkiin hale gelmistir. Nanopartikiiller, boyutlar: 1-100 nm
arasinda degisen yapilar olup istiin maddesel Ozellikler sergilemektedirler.
Nanopartikiiller sahip oldugu sira dis1 Ozellikler nedeniyle farkli birgok alanda
kullanilmaktadir (Ensafi vd. 2010). Tip, kozmetik, tekstil, gida, elektronik ve uzay
endiistrisi basta olmak {izere bir¢ok alanda nanopartikiillerden yararlanilmaktadir.
Nanoteknoloji alaninda yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler nanopartikiillerin hem
kanserli hiicrelerin ortadan kaldirilmasinda hem de mikroorganizma canliligini
sonlandirmada kullanilabilir oldugunu agikca gdstermektedir. Bu 6zellikleri sayesinde
karsinogenezi onleme ¢aligmalarinda ve bakteriyel enfeksiyonu ortadan kaldirma gibi
tibbi uygulamalarda nanopartikiiller tercih sebebidir. Ayrica ilag sensorii gelistirme, doku
miithendisligi ¢aligmalari, hastaliklarin teshisinde goriintiileme agamalari, nérodejeneratif
hastaliklarin tam1 ve tedavisi, bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin sonlandirilmasi, gen
terapisi gibi ¢ok sayida tibbi uygulama i¢in nanopartikiil kullanim alani gittikce
yayginlagsmaktadir (Chandra vd. 2020).

Nanopartikiillerin elde edilmesinde fiziksel, kimyasal ve biyolojik ozellikte ¢esitli
yontemler kullanilmaktadir (Patil 2020). Yesil sentez, tim bu yontemler i¢ginde bir¢ok
0zelligi nedeniyle oldukga tercih edilebilir bir yontem c¢esididir. Bitkilerin ¢esitli

kisimlarindan elde edilen ekstraktlarin kullanilmasiyla nanopartikiil tiretiminin saglandig1



yesil sentez yontemi, kolay ve hizli olmasinin yani sira sentez sirasinda ¢evreye zarar
vermeye neden olabilecek etkilerin olusmamasi gibi 6zelliklerinden dolay1 ¢evre dostu
bir yontem olarak kabul edilmektedir (Karnani ve Chowdhary 2013). Yesil sentez
yontemiyle elde edilen nanopartikiillerin daha kararli yapilar sergiledigi bilinmektedir

(Taiolor vd. 2020).

Hem iilkemizde hem de diinyada genis yayilis gosteren Mentha cinsinin iyeleri,
Lamiaceae familyasinda yer almaktadir (Mahboubi ve Haghi 2008). Nane olarak da
bilinen Mentha cinsinin ¢esitli tiirleri gida endiistrisi ve tibbi agidan olduk¢a 6nemli olup
alternatif tipta birgok komplikasyonun giderilmesi amaciyla insanlar tarafindan giinliik
hayatta sikca kullanilan bitki cesitleri arasinda yer almaktadir. Yarpuz ya da filiskin
isimleriyle de bilinen Mentha pulegium L. bitkisi {ilkemizde yaygin olarak bulunan bir
Mentha tiiriidiir (Eryigit 2006). Diger bir adi Pennyroyal olan bitki giiniimiizde hem gida
alaninda hem de bronsit, tiiberkiiloz, kolera, siniizit, soguk alginligi, gida zehirlenmeleri
gibi hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Filiskin antienflamatuar,
antibakteriyel, antifungal, antihelmintik ve spazmolitik 6zelliklere sahip oldugu i¢in genis

bir kullanim alanina sahiptir (Piras vd. 2019, Sebai vd. 2021).

Bu tez ¢aligmasinda, Mentha pulegium L. tiiriinden hazirlanan ekstraktlar kullanilarak
yesil sentez yontemiyle ¢inko oksit nanopartikiil (ZnONP) eldesi gerceklestirilmistir. Bu
nanopartikiillerin karakterizasyonu i¢in UV-Vis spektrofotometre, FT-IR, XRD ve SEM
analiz yontemlerinden yararlanilmistir. Ayrica yesil sentez ile elde edilen ZnO
nanopartikiillerin akciger kanseri hiicresi olan A549 hiicre hatti ile sitotoksik ve
genotoksik aktivite belirlemek amaciyla hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 gergeklestirilmistir.
Diger yandan ise antimikrobiyal aktivite belirlemek amaciyla Escherichia coli (ATTC
25922), Staphylococcus aureus (ATTC 29213), Candida albicans(ATTC 90028),
Klebsiella pneumoniae (ATTC 700603) ve Salmonella enteritidis (ATTC 13076)
mikroorganizmalari kiiltiire edilerek disk difiizyon test yontemi uygulanmistir. Caligma
sonucunda elde edilen sonuglarin karsinogenez ve mikrobiyal enfeksiyon siireglerine
kars1 ZnO nanopartikiillerin terapotik olarak kullanilabilirligi acisindan literatiire katki

saglamasi beklenmektedir.



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Lamiaceae Familyasi

Lamiaceae familyasi, diger adiyla Ballibabagiller olarak da bilinir. Magnoliidae sinifinda
yer alan ¢igekli bitkileri igerir. Glinlimiizde yaklasik olarak 245 cins igeren bu familyada
7000’den fazla tiir ¢esidi oldugu bilinmektedir. Bu tiirler arasinda otsu ve ¢ali formlar
yaygin olarak goriilmektedir. Ayrica yar1 ¢alimsi, bodur, sarmasik ve aga¢ formlarinda
olan tiirler de bulunmaktadir. Bu familyanin tiyeleri kutuplar disinda diinyanin hemen her

yerinde genis bir yayilis alanina sahiptir (Abdelhalim ve Hanrahan 2021).

Lamiaceae iiyelerinde yapraklar basit ve bilesik yapili olup karsilikli ve gevresel sekilde
dizilis gosterir. Govde yapist yaygin olarak dort koselidir. Govdelerde bulunan
kollenkima demetleri bu familya i¢in spesifiktir. Yumru ve kazik formunda koklere
rastlanir. Hermafrodit ya da ginodioik olan ¢igekler yaprak koltuklarinda ve basaklarda
yer alir ve kiimelenmeler gosterir. Sepaller ve petaller bes adet olup bir ya da iki dudakli
yap1 gosterirken tiyelerin bazilarinda bu dudaklar korelmis durumdadir. Pistil sayist bir
adet olmakla birlikte dort loplu, iki lokuslu ve karpelli yapidaki iist konumlu ovaryum
yapist izlenir. Stamen sayist iki ya da dort olup korollaya bagl bir durumda ve didinam
diizenindedir. Anter tekas1 bir ya da iki keseli bir yapilanma gosterir. Tohum taslaklar
ovaryum igerisinde eksensel ya da bazal yerlesim gosterir. Dort nuksa ayrilan meyve
yapist bu familya i¢in ayirt edici bir 6zelliktir (Davis 1982, Secmen vd. 1995, Baytop
1999, Tanker vd. 2007, Temel vd. 2015).

Lamiaceae, iilkemizdeki en biiyiik Gigiincii familya olmakla birlikte %44.5 oraninda
endemizm gostermektedir (Kahraman vd. 2009). Ulkemizin de iginde bulundugu
Akdeniz iilkeleri ile ayrica Gliney Amerika ve Giiney Bati Asya bolgelerinde yogun
olarak bulunmaktadir. Lamiaceae familyas1 hem saglik alaninda hem de gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilan ¢ok sayida ekonomik ve tibbi agidan 6nemli olan
tirleri igermektedir (Goksen 2016, Ayaz 2021, Catak ve Atalay 2022). Lamiaceae
familyasinin basta gelen gen merkezlerinden biri olan Tirkiye’de bu familyaya ait

yaklasik 46 cins ile 844 tiiriin yayilis gosterdigi bilinmektedir (Int. Kyn. 1).



Bu familyada yer alan Mentha (Nane), Salvia (Adagay1), Thymus (Kekik), Sideritis
(Daggay1) ve Ajuga (Mayasilotu) cinsleri iilkemizde genis kullanim alani olan tiirleri
barindirmaktadir. Lamiaceae {iyeleri ¢ok ¢esitte ve multifonksiyonel sekonder
metabolitler icermektedir. Bu bitkilerin tirettigi farkli terpenoitler, steroitler, esansiyel
lipitler ve flavonoidler tibbi agidan 6nemli olan antioksidan, antimikrobiyal, antifungal,
antienflamatuar 6zellikte biyolojik aktiviteler gosterdiginden bu bitkiler tim diinyada
yaygin olarak hem gida hem de ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in genis kullanim alan1

bulmaktadir (Fecka ve Turek 2008).

Lamiaceae familyasindaki tiirlerin ¢ogu hem Tiirkiye hem de diger diinya iilkeleri
acisindan tibbi ve ticari 6nemi olan bitkilerdir. Lamiaceae familyasina ait bir¢ok tiir
enflamasyon, kanser, regl sorunlari, bakteriyel enfeksiyon, gastrointestinal sorunlar ve
sitma gibi cesitli hastaliklar1 tedavi etmek amaciyla diinya genelinde yillardir

kullanilmaktadir (Kamatou vd. 2010).

2.1.1 Mentha L. Cinsi Ozellikleri

Lamiaceae familyasinin 6nemli cinslerinden biri olan Mentha, nane tiirlerini igeren bir
takson olup ¢ok yillik, otsu, tiiylii ve mor ya da morumsu ¢igekli ve siirtiniicii gévdeli
olan bitkileri igermektedir. Mentha cinsine ait tiirlerin en belirgin 6zelliklerinden biri hem
taze hem de kurutulmus formdaki yapraklarindan ve yaprak sapindan yayilan hos
kokularidir. Bu o&zellikleri sayesinde diinya genelinde yemeklerden alinan lezzeti

arttirmak amaciyla kullanilmaktadir (Baser 1997, Baytop 2007).

Tiirkiye bagsta olmak {izere Avustralya, Avrasya ve Giiney Afrika bdlgelerinde yaygin
olmakla birlikte kutup bdlgeleri hari¢ yeryiiziiniin hemen her bdlgesinde yerlesim
gosteren 6nemli bir istilaci taksondur. Ekolojik hosgoriisii yiiksek olan bu cinsin iiyeleri
degisik ortam kosullarinda yasayabilen ve hizli yayilis gosteren bitkiler olup ayni
zamanda melezlesme potansiyelinden dolay1 tanimlanmasi zordur (Dorman vd. 2003,
Kumar vd. 2011). Mentha tiirleri hem ekonomik hem de tibbi ag¢idan oldukga degerlidir.
Toprak {istii organlarinda tretilen farkli esansiyel yaglar bakimindan zengin olan nane

tiirleri geleneksel tedavide yillardir kullanilmaktadir. Esansiyel yaglarin igerikleri ayni



bitkinin farkli organlarinda bile ¢esitlilik gdstermekte olup, bitkinin yasadig1 bolgeye ve
bu bolgenin cografik 6zelliklerindeki farkliliklara bagli olarak degismektedir (Bayaz

2013). Diinya genelinde Mentha cinsine ait 61 tiir tanimlanmig olup, bu cins Tiirkiye

florasinda 10 tiir ile temsil edilmektedir (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1 Tirkiye florasinda bulunan Mentha L. taksonlari.

Takson ad1 Tiirkce ad1
Mentha aquatica Su nanesi
Mentha arvensis Kir nanesi
Mentha longifolia Piink

M. longifolia subsp. longifolia Piink

M. longifolia subsp. noeana It nanesi

M. longifolia subsp. typhoides Dere nanesi
Mentha pulegium Yarpuz (Filiskin)
Mentha spicata Esek nanesi

M. spicata subsp. condensata (Brig.) Greuter & Burdet Kivircik nane

M. spicata subsp. spicata

Esek nanesi

Mentha suaveolens Kaba nane
Mentha x dumetorum Deli nane
Mentha x piperite Nane
Mentha x villosa-nervata Delikara
Mentha x rotundifolia Marsama

Ulkemizde Mentha longifolia tiiriiniin ii¢, Mentha spicata tiiriiniin ise iki alt tiirii
mevcuttur (Cizelge 2.1) (Int. Kyn. 2). Sonug olarak altis1 hibrit olmak iizere Tiirkiye
siirlari i¢inde toplamda Mentha cinsine ait 15 takson yayilis gostermektedir (Baser vd.
2012). Mentha tiirlerindeki bu gesitlilik ve ayrica melezlesme kapasitesi ve diinya
tizerindeki genis yayilis alanlar1 dikkate alindiginda bu bitkilerdeki farkli sekonder
metabolitlerin varligi, Mentha cinsinin tiyelerinin tibbi ve ekonomik a¢idan 6nemini
gozler oniine sermektedir. Mentha cinsine ait bitkiler, epidermal kisimlarda bulunan
ucucu yaglarin ve cgesitli fenolik bilesiklerin, tanenlerin, terpenlerin, terpenoidlerin,
kinonlarin, kumarinlerin, flavonoidlerin, alkaloidlerin, sterollerin ve saponinlerin

kaynagidir. Bu bilesenlerin antimikrobiyal, antifungal ve antienflamatuar aktiviteler



gostermesi nedeniyle, diger aromatik bitkiler gibi Mentha tiirleri de tibbi agidan 6nem
tasimaktadir (Fatiha vd. 2015). Tirkiye florasinda Mentha pulegium L., Mentha piperita,
Mentha longifolia, Mentha aquatica, Mentha arvensis ve Mentha suaveolens tiirleri

yaygin olarak bulunmaktadir (Giilliice vd. 2007).

2.1.2 Mentha pulegium L. Tiiriiniin Taksonomisi

Tibbi ve aromatik bir bitki olan Mentha pulegium L. tiirii hem ekolojik hem de ekonomik
acidan degerli ve énemlidir. Ulkemizdeki yaygin Mentha tiirlerinden biri olan Mentha
pulegium L. bitkisi ¢ok yillik ve otsu bir bitki olup Tracheophtyta (damarli bitkiler)
subesinde yer alir. Spermatophytina (tohumlu bitkiler) alt subesinin Magnoliopsida
(kapali tohumlular) sinifinin bir tiyesidir. Mentha pulegium L. tiiriiniin giinliik hayatta
kullanilan adi yarpuz (filiskin, pennyroyal) olup detayli bilimsel taksonomisi asagida

verilmistir (Int. Kyn. 3).

Kingdom: Plantae

Division: Tracheophyta

Subdivision: Spermatophytina

Class: Magnoliopsida

Suporder: Asteranae

Order: Lamiales

Family: Lamiaceae

Genus: Mentha L.

Species: Mentha pulegium L. (pennyroyal)

2.1.3 Mentha pulegium L. Bitkisinin Giinliikk Hayatta Kullanimi

Mentha cinsinin birgok tiirii uzun yillardir bitki ¢ayi, diyet bileseni ve tibbi bitki olarak
kullanilmaktadir (Nickavar vd. 2008). Yarpuz bitkisi Catalca, Istranca, Ergene, Giiney
Marmara, Bat1 ve Orta Karadeniz, Ege, I¢ Bat1 Anadolu, Antalya ve Adana bolgelerinde
yayilis gostermektedir. Mentha pulegium L. tiiriiniin ilkemizdeki yerlesimi Sekil 2.1°de

gosterilmistir (Int. Kyn. 4).



Sekil 2.1 Mentha pulegium L. tiiriiniin {ilkemiz sinirlar {izerindeki yayilis1 (Int. Kyn. 4).

Cok yillik olan Mentha pulegium L. bitkisi olduk¢a keskin kokulu ve otsu formdadir.
Govde 10-30 cm uzunlugunda olup yapraklar 8-30 cm uzunlugunda ve 4-12 mm
kalinligindadir. Eliptik sekilli ve dar olan yapraklar tabanda daralir, kenarlar1 hafif disli
olan yapraklarin saplar1 ise kisadir. 0-1300 yiikseklikte yerlesim gosteren bu bitki
Haziran-Eyliil déneminde ¢igekli formu Sekil 2.2’de gostermektedir (Int. Kyn. 5).

Sekil 2.2 Mentha pulegium L (int. Kyn. 5).



Mentha pulegium L. i¢erdigi birgok biyoaktif madde sayesinde tibbi olarak hastaliklarin
tedavisinde oldukga etkilidir. Bu bitkinin toprak {istii kisimlarinin soguk alginliginin
tedavisi, akciger enfeksiyonlari, gida zehirlenmeleri, kolera, siniizit tedavisinde uzun
yillardir kullanildig1 bilinmektedir. Oksiiriigii kesme, balgam ve idrar sdktiirme, adet
gecikmesinde menstruasyonu tetikleme gibi etkileri yoniiyle 6nemli bir Mentha tiiriidiir.
Mentha pulegium L. tiiriiniin biyokimyasal igerigi Cizelge 2.2’de verilmistir (Mahboubi
ve Haghi 2008).

Cizelge 2.2 Mentha pulegium L. tiiriniin biyokimyasal bilesenleri

Bilesenler Ozellikleri

1,8 Cineole Antibakteriyel, temizlik {irtinleri
Menthone Aromatik tatlandiric

Borneol Aromatik tatlandirici ve parflimeri
Terpineol Koku ve tatlandirici

m-Ethyl cumene Antiseptik

Pulegone Aromatik tatlandirici, antibakteriyel, insektisit
Carvol Antioksidan, antiiskemik

Piperitone Insektisit

Bornyl acetate Antiinflamatuvar, antibakteriyel
Piperitenone Aromatik tatlandirici, gida katki maddesi
Piperitenone oxide Aromatik tatlandirict

1-Phenyl - 1,4 butanediol Endiistriyel ¢oziicii

trans - Caryophyllene Antiseptik, koku maddesi

2.2 Nanopartikiiller

Multidisipliner bir bilim dali olan nanoteknolojinin temelini olusturan ve boyutlar1 1 ile
100 nm arasinda degisen partikiillere nanopartikiil ad1 verilir (Raveendran vd. 1970).
Nanopartikiiller, sahip olduklar1 essiz ve sira dis1 6zellikler sayesinde insan ve ¢evre igin
oldukg¢a 6nemli olan materyallerdir. Insanlarin yasam kalitesinin artirilmast, gesitli saglik
sorunlarinin giderilmesi ve g¢evrenin siirdiiriilebilirligi acisindan bir¢ok kullanim alani
olan nanopartikiillerin {iretimine olan ilgi glinden giine artmaktadir. Nanopartikiillerin

kullanilmastyla tasarlanan nano Slgekteki cesitli materyaller ise giliniimiizde bilim ve



teknoloji basta olmak {izere bir¢ok alanin ilgi odagidir. Nanopartikiil temelli materyaller
sahip olduklar1 son derece kiigiik boyutlar1, yliksek yiizey alanlart ve biyouyumluluk
diizeyi yliksek kimyasal yapilar1 nedeniyle canli ve hatta hiicre i¢i kisimlarda aktivite
gerektiren biyo-goriintiilleme ve ilag dagilimi gibi biyomedikal uygulamalar1 agisindan
umut vaat etmektedir. Antikanser ilaglarin ve biyo-goriintiilemede kullanilan kontrast
maddelerin hedefe gonderilebilmesi, giiniimiizde mortalitesi yiliksek olan kanser basta
olmak tizere ¢esitli hastaliklarin tan1 ve tedavi siireclerinde nanopartikiiller, tip ve saglik

alaninda heyecan verici gelismelerin orjini niteligindedir (Sanna ve Sechi 2012).

Nanopartikiiller; organik, karbon bazli ve inorganik nanopartikiiller olmak iizere {i¢ gruba
ayrilarak siniflandirilmaktadir. Organik nanopartikiiller non-toksik olan ve biyo-bozunur
ozellikteki nanopartilkiiller olup protein, lipid ve karbonhidrat gibi c¢esitli organik
bilesiklerden kdken almaktadir. Termal ve elektromanyetik radyasyona duyarli olan bu

nanopartikiillere en iyi drnekler Sekil 2.3°de verilmistir (Joudeh ve Linke 2022).

Sekil 2.3 Organik yapili nanopartikiiller (A.Dendrimer, B.Lipozom, C.Misel, D.Ferritin) (Joudeh
ve Linke 2022).

Karbon bazli nanopartikiiller yalnizca C atomlarindan ibaret olan partikiiller olup elektrik
iletkenlikleri ve dayanikliliklari yiiksek olan ve sahip olduklar1 ekstrem optik, termal ve
absorbsiyon oOzellikleri sayesinde genis bir kullanim alani bulan nanopartikiillerdir.

Karbon bazli nanopartikiillere Sekil 2.4’te 6rnekler verilmistir (Joudeh ve Linke 2022).



Sekil 2.4 Karbon bazli nanopartikiiller (A. Fulleren, B. Karbon siyahi C. Karbon kuantum
noktalar1) (Joudeh ve Linke 2022).

Bir diger sinif olan inorganik yapili nanopartikiiller ise C ve organik bilesen icermeyen
nanopartikiiller olup metal, seramik ve yari iletken olarak ii¢ alt sinifa ayrilmaktadir.
Metalik nanopartikiiller tamamen metal onciillerinden meydana gelen mono, bi ve poli
metalik seklinde c¢esitlere sahip olup, rezonans yapilarindan dolay1 iistiin optik ve
elektriksel 6zellikleri bulunmaktadir. Ayrica termal, manyetik ve biyolojik dzellikler de
tagimaktadirlar. Dolayisiyla sahip olduklari1 bu o&zellikler sayesinde metalik
nanopartikiiller bircok alanda kullanilabilecek olan nano cihazlarin gelistirilmesi i¢in
baslica kaynak olarak goriilmektedir. Seramik nanopartikiiller karbonat, kalbiir, fosfat,
metal oksit ve kalsiyum temelli metaloitlerden meydana gelen inorganik katilardir. Sahip
olduklar1 yiiksek stabilite ve yilik kapasiteleri onlar1 biyomedikal uygulamalar igin
kullanilabilir kilmaktadir. Yar iletken nanopartikiiller ise genis bant araligina sahip
olmalarindan dolay1 kaynakli optik, fotokataliz ve elektronik cihazlar i¢in Onemli

materyallerdir (Joudeh ve Linke 2022).

2.2.1 Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

Nanopartikiiller bir¢ok alanda 6énemli olan materyaller oldugu i¢in iiretim yollar1 son
yillarda bilim insanlarinin ilgi odagi haline gelmistir. Metal nanopartikiil sentezi
yapilabilen yontemler iki farkli kategoride toplanmaktadir. Top-down (yukaridan asagi)
yaklagimi fiziksel ve fizikokimyasal metotlar1 igerirken bottom-up (asagidan yukari)

yaklagimi ise kimyasal ve biyolojik metotlar1 icermektedir (Jamkhande vd. 2019). Bu iki
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yaklagimin temel yonleri Sekil 2.5°te gdsterilmektedir. Yukaridan agagi yonlii yaklagimi
hacim olarak yiginsal malzemeye fiziksel veya kimyasal yontemler uygulayarak bu
materyalin nano boyuttaki parcaciklara indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Asagidan
yukar1 yaklagiminda ise atomik ya da molekiiler diizeydeki yapilarin birlestirilmesi
sonucu nanopartikiil eldesi saglanmaktadir (Daniel ve Astruc 2004). Yesil sentez yontemi
asagidan yukar1 yaklasim icinde yer alan biyolojik metotlardan biri olup, son yillarda
bilim insanlarinin ilgi odag1 haline gelmistir. Fiziksel ve kimyasal metotlara gore bircok
avantaj1 olan yesil sentez uygulamasi ekolojik a¢idan cevre dostu bir yontem olmasi

yoniiyle giiniimiizde tercih sebebidir (Shanmuganathan 2019, Xu vd. 2020).

—
Bulk Materyal é

Nanopartikiiller

Kiimelenme

Molekiiler / Atomik Seviye

Sekil 2.5 Nanopartikiillerin sentezlenmesindeki yaklasgimlar (Khanna vd. 2019).

Top-down ve bottom-up yaklasimlarinda etkin olan gesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik
metotlar Cizelge 2.3’de gosterilmistir (Hussain vd. 2016, Khanna 2019, Yaprak 2019).
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Cizelge 2.3 Nanopartikiil sentezinde kullanilan ¢esitli yontemler.

Top - down (yukaridan asagi) Bottom - up (asagidan yukari)
Mekanik 6giitme Aerosol prosesleri

Bilye 6giitme Lazer pirolizi

Piiskiirtme Sprey prolizi

Lazer uzaklastirma Sol-jel prosesleri

Kimyasal agsindirma Buhar biriktirme

Kimyasal / Elektrokimyasal ¢okeltme
Atomik / Molekiiler yogunlasma

Yesil sentez

2.2.1.1 Yesil Sentez Yontemi ile Nanopartikiil Sentezi

Nanopartikiil sentezi giinlimiizde énemli bir ¢aligma alani olup bilim insanlar fiziksel,
kimyasal ve biyolojik ozellikteki birgok cesitli yontemi kullanarak nanopartikiil elde
edebilmektedir. Cevrenin siirdiiriilebilirligi, yeryliziindeki tiim canlilarin yagam hakkinin
korunmasi i¢in oldukca elzemdir. Giiniimiizde tiim alanlarda yapilan faaliyetlerin ¢cevreye
olan olumsuz etkilerini minimuma indirmeye c¢alismak arastirmacilarin hassas
noktalarinin basinda gelmektedir. Nanopartikiil sentezinde kullanilan bir¢ok yontem
nanopartikiil eldesi hususunda basar1 saglasa da sentez siirecinde kullanilan maddeler ve
olusan yan iriinler ¢evreyi olumsuz etkilemekte ve ekolojik dengeyi tehdit etmektedir.
Bu sebeplerden dolay1 cevre dostu biyolojik ydntemlere olan ilgi giin gectikge
artmaktadir (Karnani ve Chowdhary 2013).

Yesil sentez yontemi; bir bitkinin yaprak, ¢igek gibi kisimlarindan elde edilen 6ziitiin
tiretilmek istenilen nanopartikiil ¢esidine ait metal tuzu ile karigtirilip uygun sicaklikta
yeterli siire bekletildikten sonra kullanilan metal tuzunun nanopartikiillere indirgenmesi
siirecine dayanmaktadir (Ronavari vd. 2021). Yesil sentez yonteminin agamalar1 Sekil

2.6’da gosterilmistir.
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Sekil 2.6 Bitki ekstraktlar: kullanilarak yapilan yesil sentez yonteminin asamalari.

Klasik yontemlerle nanopartikiil sentezi maliyeti yiiksek, zaman gerektiren, karmasik ve
cevreye zarar veren bilesenlerin kullanildigi bir yontem oldugu i¢in gliniimiizde bu
yontemin yerine yesil sentez yontemi tercih edilmektedir. Geleneksel yontemlere nazaran
yesil sentez yontemi sade, ucuz ve ¢abuk sonug¢ veren, ¢cevre dostu bir uygulamadir ve
elde edilen nanopartikiiller farmakolojik ve biyomedikal uygulamalarda kullanilabilir
ozelliktedir (Mourdikoudis vd. 2018). Bu yontemde bitkilerin yaprak, meyve, ¢igek ve
kok gibi cesitli kisimlarinda yer alan alkaloid, terpenoid, seker, protein ve alkol gibi
metabolitler, metal tuzlarini indirgeyebilen ve nanopartikiillere donligmelerini saglayan

indirgeyici ajan gorevi gormektedir (Khan vd. 2021).
2.2.2 Cinko Oksit Nanopartikiillerin Kullamm Alanlari
Nano bilim ve teknoloji son yillarda hizla 6nem kazanmaktadir. Nanopartikiiller, yiiksek

ylizey/hacim orani, oldukca kiiclik boyutlar1 ve essiz fizikokimyasal 6zelliklere sahip

olmalarindan dolay1, nanopartikiiller ile tasarlanan nano 6l¢ekteki malzemeler yeni nitelik
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ve dzelliklere sahip olup, bircok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir. Onemli bir agir
metal olan ¢inko (Zn), biitiin canli organizmalarin ihtiyag duydugu temel bir besin
kaynagi olup, ayn1 zamanda canlilik i¢in gerekli olan biyokimyasal reaksiyonlarda gorev
alan enzimlerin ¢alismasinda islevsel olan bir kofaktordiir. Yetiskin insanlarda giinliik
olarak diyetle viicuda alinmasi gereken Zn miktar1 8-10 mg diizeyindedir. ZnO
gliniimiizde yaygin olarak calisilmakta olan yari iletken bir materyaldir (Palmgren vd.

2008, Arig 2010, Kevenk ve Koluman 2021).

Glinlimiizde biyomedikal, endiistriyel ve ¢evresel bir¢ok uygulamada ZnO
nanopartikiillerden yararlanilmaktadir. Bu partikiillerin antikanser, antibakteriyel,
antifungal ve antidiabetik aktiviteler sergilemesi nedeniyle onlar1 c¢esitli tibbi
uygulamalarda ve ¢esitli hastaliklara aranan tedavi prosediirlerinin gelistirilmesi
stireclerinde vazgecilmez kilmaktadir. Ayni1 zamanda ZnO nanopartikiillerin hiicre
icindeki biyouyumlu davranislar gostermeleri ve toksik olmayislart sayesinde cesitli
biyolojik goriintiileme uygulamalarinda ve hedeflenen bolgelere ilag génderimlerinde bu
partikiiller kullanim alam1 bulmaktadir. ZnO nanopartikiillerin kullanildigi bazi

uygulamalar Sekil 2.7°de verilmistir (Liao vd. 2020).

Anti-diyabetik

Kirletici :
dekontominasyonu Anti-kanser
Su antma Antifungal
Hasere kontrolii Biyomedikal Anti-inflamatuvar
Anti bakteriyel
Atik su antma J
Biyo-goriintiileme

\! flac tasima sistemleri
Gida koruma

Kimya

Kozmetik

Elektronik

Sekil 2.7 ZnO nanopartikiillerin kullanim alanlarina 6rnekler (Liao vd. 2020).

Bazi bitkiler ile yapilan gesitli ¢alismalar ve elde edilen ZnO nanopartikiiller ile bu
partikiillerin 6zellikleri Cizelge 2.4’te verilmistir (Prasad vd. 2021)
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Cizelge 2.4 Cesitli bitki tiirleri kullanilarak sentezlenen ZnO nanopartikiiller.

Kaynak Kisim Boyut Sekil / Morfoloji

Aloa vera Yaprak 15 nm Kiiresel, oval ve altigen
Polygala tenuifolia Kok 33-73nm Kiiresel

Vitex negundo Yaprak 75—80 nm Kiiresel

Anchusa italic Cigek 8.14 nm Altigen

Black tea Atik 19.5 nm Cubuk

Costus woodsonii Yaprak 20 — 25 nm Kiiresel ve dikdortgen
Carissa edulis Meyve 50 - 55 nm Cigek seklinde
Azaridachta indica Yaprak 9-25nm Kiiresel

2.2.3 Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Laboratuvar kosullarinda ¢esitli yontemler kullanilarak elde edilebilen nanopartikiillerin
kullanilabilirligi agisindan karakterize edilmesi gerekmektedir. Ozellikle biyolojik
stvilarda nanopartikiillerin diger biyolojik sivilar ile etkilesime girebilme ve 6zelliklerini
kaybedebilme ihtimali bulunmaktadir. Bu acidan elde edilen nanopartikiillerin;
morfolojisi, boyut ve dagilimi, kristal yapisi ve bilesimi, kimyasal yapisi, zeta potansiyeli,
optik Ozellikleri ve ylizey yikii gibi cesitli 0Ozellikleri bakimindan incelenmesi

gerekmektedir (Machado vd. 2015).

Kiigiik boyutlu nanopartikiil elde edebilmek nanopartikiil sentezinin baslica hedefleri
arasinda yer almaktadir. Nanopartikiillerin karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilan

yontemler Cizelge 2.5’te listelenmistir (Selmani vd. 2022).

Bu tez c¢alismasinda, nanopartikiillerin karaterizasyonunda Ultraviyole-Goriiniir
Spektrofotometrisi (UV-Vis), Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM), pH analizi,
Fourier Doniisiimlii Kizil Otesi Spektrometre (FT-IR) ve X Isim1 Difraksiyon (XRD)

spektroskopisi tekniklerinden yararlanildi.
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Cizelge 2.5 Nanopartikiil karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilan yontemler.

Analiz Teknik Analiz edilebilen 6zellikler
Elektron mikroskopisi ~ TEM Morfoloji, temel bilesim boyut
SEM Morfoloji, boyut
Spektroskopi XRD Bilesim, kristal yapi, kristalit boyutu
FT-IR Yiizey kimyasal bilesimi, baglar ve
islevsellik
Raman Kimyasal yapi, kristallik ve molekiiler
etkilesimler
UV-Vis Optik o6zellik, boyut, konsantrasyon ve
aglomerasyon
Sacilma teknikleri DLS Boyut, boyut dagilimi, aglomerasyon
NTA Boyut, boyut dagilim1
SAXS Boyut, boyut dagilimi, biiytime kinetigi
Yiizey yiikii tayini ELS Zeta potansiyeli

Akis Potansiyeli  Zeta potansiyeli

Yiizey analizi BET Belirli ylizey alani

2.2.3.1 pH Ol¢iimii

Yesil sentez teknigi ile ZnO nanopartikiiller sentezi, ¢ozeltinin pH degisimine neden
olmaktadir. Yapilan literatiir arastirmalarinda bitki ekstrakti ve ¢inko tuzu kullanilarak
yesil sentezlenmis ZnO nanopartikiillerin ortamin pH degerini yiikselttigi goriilmektedir.
Bu tez ¢alismasinda Mentha pulegium L. ekstrakti ve ¢inko asetat ¢6zeltisi kullanilarak
gerceklestirilen ZnO nanopartikiillerin pH degerini yiikseltmesi, nanopartikiil sentezinin

basariyla gergeklestiginin gostergesidir (Dutta ve Sugumaran 2021).
2.2.3.2 Ultraviyole Gériiniir Isik Spektroskopisi (UV-Vis)
Ultraviyole goriiniir 151k spektroskopisi, 200-400 nm aralifindaki UV 15181in molekiil

tarafindan absorbe edilmesine dayanmakta olan bir tekniktir. UV-Vis diizenegi Sekil
2.8’de gosterilmistir (Int. Kyn. 6).
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Sekil 2.8 UV-Vis diizenegi ve bilesenleri (Int. Kyn. 6).

Bu yontemde 151k kaynagi tarafindan gonderilen demetler, mercekler tarafindan toplanir,
odaklanir ve numune {izerine yansitilir. Bu teknikle materyallerde meydana gelen
elektriksel gegisler, nanoparcacik boyutlari, konsantrasyonu, toplanma dereceleri ve

kararliliklari gibi dzellikleri izlemek ve degerlendirmek miimkiindiir (Int. Kyn. 6).

2.2.3.3 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometresi (FT-IR)

Nanopartikiillerin karakterizasyonunda kullanilan 6nemli ydntemlerden biri FT-IR
teknigidir. FT-IR ile nanopartikiillerin konsantrasyon tayini, yiizey analizi ve fonksiyonel
gruplarin tespiti gergeklestirilebilmektedir (Mourdikoudis vd. 2018, Khan vd. 2021).
Kizil 6tesi 1sikla etkilesen dipol momente sahip bir maddenin i¢inde bulunan baglarin
titresimleri FT-IR teknigi ile analiz edilebilmektedir. Bu teknik sayesinde incelenen
ornekteki makro molekiillerin islevsel gruplarinin titresimlerine bagli olan yapisal,
kompozisyonel ve fonksiyonel bilgilerin analizini saglamaktadir. FT-IR teknigi ile
mevcut baglar tanimlanarak nanopartikiillerin yilizey kimyasal bilesimi, baglar1 ve

islevselliklerinin tespit edilmesi saglanmaktadir (Ates 2018).
2.2.3.4 X Isim1 Kirimmm Yoéntemi (XRD)
X 1sm1 kirinim yontemi, materyallerin kristal yapilari, tane boyutu, gerinimleri gibi

ozellikleri hakkinda bilgi veren ve kristal materyallerin karakterizasyonu icin yaygin
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olarak kullanilan bir yontemdir. XRD desenindeki yansimanin yogunlugu, sekli ve
pozisyonu takip edilerek nanomateryallerin sekil yapilarinda meydana gelen
farklilasmalar anlasilabilmektedir. Prensipte katot 1sin tiiplinde iiretilen 1sinlar
monokromatik radyasyon iiretmek amaciyla filtre edildikten sonra yogunlastirilarak
numune iizerine iletilmektedir. Bir sonraki asamada ise kirilan isinlar saptanarak
sayilmakta ve islenmektedir. XRD c¢alisma prensibi Sekil 2.9°da gosterilmektedir (Yakut
ve Kum 2022).

X 1sm kaynag Dedektor

Kirmm X - 1sm

Numune

Sekil 2.9 XRD teknigi ve bilesenleri (Yakut ve Kum 2022).

2.2.3.5 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramal1 elektron mikroskobu nano Olceklerdeki yapilarin morfolojik yapilarinin ve
boyutlarinin incelenmesinde ilk sirada tercih edilen yontemlerden biridir. SEM, diisiik
enerjili elektron demetleri ile materyal yiizeylerini tarayarak {i¢ boyutlu goriintii elde
edilmesine olanak saglamaktadir. SEM ol¢limleri 1 nm boyutundaki yiiksek ¢oziiniirliige
ve 400.000X degerindeki biiyiitmeye sahiptir. Bu yiiksek ¢6ziiniirliikk potansiyeli nano
skaladaki materyallerin calisilmasint miimkiin kilmaktadir (Dudkiewicz vd. 2011).
Elektronlar materyaldeki atomlarla etkilesime girerek kristal yapi, boyut, kimyasal
bilesim gibi 6zellikler hakkinda bilgi edinmeyi saglamaktadir (Dudkiewicz vd. 2011,
Shanks 2013, Sadik vd. 2014, Mayeen vd. 2018). SEM cihazinin yapist ve bilesenleri
Sekil 2.10°da gosterilmektedir (Int. Kyn. 7).
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Sekil 2.10 SEM cihazinin yapist ve bilesenleri (Int. Kyn. 7).

2.3 Kanser

Cok hiicreli organizmalarda, somatik hiicreler kendilerine 6zgii fonksiyonlar1 yerine
getirerek yasam1 devamli kilan temel canlilik birimleridir. Kendisinden 6nceki hiicrenin
boliinmesiyle meydana gelen hiicreler yaptiklari 6nemli isler sayesinde canlinin gevre ile
denge konumuna ge¢mesini saglamakta ve biyolojik aktivitelerin devamliligi i¢in gerekli
olan biyokimyasal reaksiyonlarin kesintisiz siirdiiriilmesine imkan vermektedir. Bazi
hiicreler smnirli bir yasama kapasitesine sahip olup, gorevleri bittiginde g¢esitli
mekanizmalarin kontroliinde dliirken, sinir ve kas gibi sistemlere ait bazi hiicreler ise
organizmanin yagami boyunca hayatta kalmaktadir. Hiicrelerin 6liimii de yasamas1 da
canlilik ve homeostazinin devami igin oldukga gerekli olaylardir. Kanser, hiicre siklusunu
diizenleyen mekanizmalarin bozulmasi sonucu kontrol edilemeyen anormal diizeyde
hiicre boliinmesi ile karakterize ve diinya genelinde yiliksek mortalite ve morbidite
oranlarina neden olan tehlikeli bir hastaliktir. Kanserin nedenleri ve tedavi yontemlerini
aydinlatmaya yonelik ¢aligmalar gliniimiizde tiim hiziyla siirmektedir. Bir hastalig1 tedavi
edebilmek i¢in o hastaligin iyi analiz edilmesi, nedenlerinin ve olasi etkenlerinin
arastirilmasi elzemdir. Hanahan tarafindan (2022) yapilan ¢alismada kanserin 6zellikleri

detaylica gozler oniine serilmektedir. Hiicrenin siirekli olarak maruz kaldig: proliferatif
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sinyaller, biiyiimeyi engelleyen faktorlere karsi kayitsiz kalma, hiicresel metabolizmadaki
diizensizlikler, hiicre Oliimiine kars1 kazanilan direng, genomik kararsizlik ve
mutasyonlar, tiimdre neden olan inflamasyon gelisimi, hiicresel yaglanmaya kars1 koyma,
invazyon ve metastaz gelisimi, immiin sistemden kacis, damar sistemindeki
diizensizlikler ve anjiyogenez gelisimi gibi olaylar kanserin ortaya ¢ikmasinda etkili olan
stireclerin baglicalaridir. Kanser gelisiminde rol oynayan siiregler Sekil 2.11°de

gosterilmistir (Hanahan 2022).

Proliferatif Buyimeyi engelleyen

sinyallerin sinyallere kars1

stirekliligi duyarsizlik
Bozulmus a Immiin sistemden
hiicresel Py kacis
metabolizma @

e

H" '? J‘=" "‘; -
iicre i o
Slimlerine .‘;ﬁ, . [g\‘b Relillka'flfr
d1 -y ‘H' . t.»,‘ vaslanmaya
e g ¥ direng
3
2 ~
Genomik

kararsizlik ve

Damar

sistemindeki

Timor indikleyici
inflamasyonlar

Invazyon ve
bO{T_UkIUklaf ve metastaz gelisimi
anjiyogenez

Sekil 2.11 Kanser gelisiminde rol oynayan siire¢ler (Hanahan 2022).

Kanserin genetik temeli iki 6nemli gen grubu ile yakindan iligkilidir. Bunlar saglikli
hiicrenin sagkalimi ve ¢gogalmasini kontrol eden “proto-onkogenler” ile iglevi son bulan
ya da genetik bir kararsizlik tasiyan ve bozulmus, yaslanmis, hasar almis ve ortadan

kaldirilmasi kagimilmaz olan hiicrelerin boliinmesini engelleyen ve gerekli durumlarda
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ortadan kaldirilmasi igin gereken siiregleri denetleyen tiimor baskilayici genlerdir

(Anderson vd. 2005).

Hiicrelerin hayatta kalmasini ve ¢ogalmasini kontrol eden genlere “proto-onkogen” adi
verilmektedir. Bu genlerin ifadesi sonucu iiretilen ¢esitli RNA molekiilleri translasyona
ugradiginda boliinmeyi kontrol eden protein ve enzimler sentezlenerek hiicre siklusunun
saglikll bir sekilde gerceklesmesi saglanmaktadir. Bu genlerin baslica iirtinleri arasinda
transkripsiyonel faktorler, biiytime faktorleri, biiyiime faktorii reseptorleri, apoptozisin
baskilanmasi, kromatin yapisinin yeniden modellenmesini saglayan faktorler, hiicre igi
haberlesmeden sorumlu sinyal faktorler ve hiicre membrani ile iliskili ¢esitli G proteinleri

yer almaktadir (Macleod 2000).

Kanserin nedenlerinden biri proto-onkogenlerde meydana gelen mutasyonlardir.
Mutasyona ugrayan bir proto-onkogen artik “kansere neden olan gen” anlamina gelen
onkogen adini alir. Bu genlerin asir1 ifade edilmesi hiicrenin kontrolsiizce bdliinmesine
neden olmaktadir. Diploid canlilarda bir kromozomun iki takimi bulunurken, bu iki
kromozomdan birindeki proto-onkogen allelinin asir1 ifadesi kanser gelisimi i¢in gerekli

stireglerin meydana gelmesinde baskinlik gostermektedir (Adamson 1987).

Tiimdr baskilayici genler, kanser gelisimiyle yakindan iligkili olan diger bir gen grubudur.
Bu genlerin temel islevi hiicre siklusunu kontrol altinda tutarak ihtiya¢ disinda meydana
gelebilecek bir hiicre boliinmesini engellemektir. Hasarli hiicrelerde siklusu bloke etmek
ve hasar1 onarilamayan hiicreleri apoptozise yonlendirmek gibi hayati rolleri vardir.
Genomik stabilizasyonun saglanmasi, minimal mutasyonun hedeflenmesi ve olas1t DNA
onarimlart agamalarinda hata oranini diigiirerek yeni kusak hiicrelere hasarli DNA
aktarimimin engellenmesinden sorumlu olan genleri igermektedir. Tiimor baskilayici
genlerde meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimiyle iliskilidir, ancak onkogenlerden
farkli olarak bu mutasyonun her iki allelde de olmasi1 gerekmektedir. Fakat heterozigosite

kaybi1 sonucu karsinogenez baskilanmasi devre dis1 kalabilmektedir (Macleod 2000).

Nokta mutasyonlari, tiimor baskilayici genleri inaktive eden siireglerden biridir.

Epigenetik siireclerden biri olan metilasyon organizmanin genlerinin inaktive edilmesini
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saglayan ve gereksiz ifadesini onleyen bir mekanizmadir (Kulis ve Esteller 2010).
Anormal sekilde meydana gelen ve tiimdr baskilayici genleri sessizlestiren metilasyon

artig1 da kanser gelisimine neden olan diger bir siiregtir (Bishop 1991).

Kanser gelisimine temel hazirlayan siireglerin basinda mutasyonlar gelmektedir. Kotii
huylu olarak bilinen malign timdr gelisimi genellikle birden fazla mutasyonun eslik
etmesiyle olusan siireclerin bir liriintidiir. Hiicrenin yonetiminden sorumlu niikleik asit
olan DNA molekiiliinde meydana gelen degisimler mutasyon olarak tanimlanmakta ve
mutasyona neden olan maddeler ise mutajen olarak adlandirilmaktadir. Birgok mutajen
ajanin kansere neden oldugu bilinmektedir. Kansere neden olan etkiler karsinojen olarak
adlandirilmakta, ancak her mutajen kansere neden olmazken her karsinojen ayni zamanda

mutajen olarak da tanimlanmaktadir (Int. Kyn. 8).

Bilim insanlari, insanin 6liimiine sebep olan bu hastaligin nedenlerini ve tedavi yollarini
ciddi bir disiplinle arastirmaktadir. Tiim diinyada baslica saglik sorunlari arasinda 6n
stiralarda yer alan kanser hastaligi, tedavi yollarinin arastirilmasi i¢in yapilan ¢alismalar
ve hastalarin tedavi siiregleri iilkelerin ekonomik biit¢elerini olumsuz ydnde

etkilemektedir (Torun ve Kutlar 2018).

2.3.1 Akciger Kanseri

Akciger kanseri, akcigerdeki dokulari olusturan hiicrelerin ¢esitli nedenlerle kontrol dis1
ve anormal sekilde ¢ogalarak tiimor olusturmasi sonucu gelisen kanser ¢esididir. Diinya
genelinde 6liim orani1 en yiiksek kanser tiplerinin baginda gelen ciddi bir saglik sorunudur.
Ozellikle sigara tiiketiminin yaygin hale gelmesi hem iilkemizde hem de diinya genelinde
akciger kanserine baglh olarak meydana gelen 6liim oranlarinda ciddi artiglara sebep
olmaktadir. Tiirkiye i¢in yillik insidans erkeklerde yiiz binde 61.6 kadinlarda yiiz binde
5.1 olarak hesaplanmistir (Alar ve Sahin 2012).

Akciger kanserinin baglica nedenleri arasinda tiitiin ve tiitiin iirtinlerinin kullanimi, radon,

asbest, silika, agir metaller, klorometil eterler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve hava

kirliligi gibi etkenler yer almaktadir. Sigara kullanan kisilerde akciger kanserine
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yakalanma riskinin kullanmayan kisilere kiyasla 20-50 kat daha fazla oldugu
bilinmektedir. Tiitiin tirlinii kullanmayan bir bireyin disaridan maruz kaldig1 pasif igicilik
faktorii de akciger kanserine yol agabilmektedir (Malthora vd. 2016). Akciger kanserinin
baslica iki ana tipi bulunur. Bunlar kii¢lik hiicreli akciger kanseri ve kiiclik hiicreli
olmayan akciger kanseridir. Akciger kanserinin histolojik tipleri, radyolojik ve klinik
bulgularin farklarina goére siniflandirilmasi Cizelge 2.6’da gosterilmistir (Ergelen ve

Cagatay Cimsit 2013).

Cizelge 2.6 Akciger kanserinin histolojik tipleri ve cesitli klinik &zellikleri akciger kanserinin

histolojik tipleri ve ¢esitli klinik 6zellikleri.

Akciger kanseri tipleri Ozellikleri

Adenokarsinom En sik goriiliir
Sigara igmeyen kadin hastalarda goriiliir
Periferik yerlesim gosterir
Radyolojik olarak hava bronkogramlari
seklinde prezente olabilir

Skuamdz hiicreli kanser Ikinci en sik rastlanan tip
Sigara ile yakin iligkili
Siklikla santral yerlesimli
Kavitelesme gosterebilir

Biiyiik hiicreli kanser En nadir goriilen tiir
Siklikla periferik yerlesimli

Kiiciik hiicreli akciger kanseri Sigara ile yakindan iligkili
Siklikla santral yerlesimli
Mediastinal lenfedenopati birlikteligi siktir
En kot prognozlu tip

Biitiin akciger kanseri vakalarinin yaklasik olarak %85-90’1n1 olusturan kiiciik hiicreli
olmayan akciger kanserinin {i¢ alt tipi bulunmaktadir. Bunlar adenokarsinom, skuamoz

hiicreli karsinom ve biiytiik hiicreli karsinomdur (Herbst vd. 2008).
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Adenokarsinom, bu alt tiplerin iginde en yaygin goriileni olup, diger akciger kanseri
tiplerinden farkli olarak sigara kullanimu ile iligkisi diisiiktiir ve sigara igmeyen kadinlarda
yaygin olarak goriilmektedir. Genellikle skar dokusunun zemininde gelismekte ve
terminal bronsiyol epitelinden koken almaktadir. Histopatolojik olarak kompleks ve
heterojen bir yap1 sergileyen tiimor yapisi lepidik, papiller, asiner, mikropapiller ve solid

paternlerin bir ya da birkagini igermektedir (Diniz vd. 2017).

Skuamoéz hiicreli karsinoma, ana bronslarda santral yerlesim gosteren ve sigara ile
yakindan iligkili tiimorlerin gelisimiyle karakterize olan bir akciger kanseri tipidir.
Akcigerdeki hava yollarinin i¢ kisimlarini orten yasst seklindeki skuamoéz hiicrelerin
erken formlarindan gelismektedir. Periferik yerlesimlilerde nodiiler biiyiime, kavitasyon
ve santral nekroz gozlenmektedir. Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri olarak goriilen

olgularin %20-30’unu olusturmaktadir (Yener ve Apa 2014, Demiray ve Yaren 2016).

Biiytik hiicreli kanser genellikle periferal yerlesim gdstermektedir. Sitolojik
diferansiyasyon gdstermeyen ve kiigiik hiicreli karsinomun sitolojik izlenimlerini tasiyan
bu kanser tipi sigara ile yakin iligkilidir. Morfolojik acidan skuamdéz veya glandiiler
ayrimlagma gostermeyen, bliylik hacimli, iri ve poligonal niikleus igeren ve bu
niikleuslarin belirgin oldugu hiicrelerden meydana gelen tiimorlerdir. Kiiclik hiicreli
olmayan akciger kanserinin %3-51ni biiyiik hiicreli kanser tipi olusturmaktadir (Korkut
2018).

Kiiciik hiicreli akciger kanseri, biitiin akciger kanseri olgularinin yaklasik %10-15"in1
olusturur ve agresif seyirli olan noroendokrin kokenli, sigara kullanimi ile yakindan
iliskili bir tiimérdiir (Int. Kyn. 9). Tam sirasinda ¢ogu hastalarda metastaz ve ileri evre
kanser goriildiigiinden cerrahi tedavi sanst oldukca diisiiktiir. Timorii meydana getiren
hiicrelerde ince ve graniiler kromatin yapisi izlenirken niikleus fuziform kiigiik yapida,
niikleolus ise yuvarlak veya belirsizdir. Olgularda nekroza ve azzopardi etkisine sik
rastlanmaktadir. Damar duvarindaki timor hiicrelerinden ¢ikan artmis miktardaki DNA
materyalinden kaynaklanan bazofilik goriinlim “azzopardi etkisi” olarak tanimlanmakta

olup kiiciik hiicreli akciger kanseri i¢in tipik bir olgu kabul edilmektedir (Travis 2012).
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2.3.2 Akciger Karsinomu Hiicreleri (A549)

Giiniimiizde akciger kanseri ile ilgili yapilan hiicre kiiltiirli calismalarinda yaygin olarak
kullanilan A549 hiicreleri ilk olarak 1972 yilinda 58 yasindaki erkek bir hastanin tiimor
dokusundan Dr. D.J. Giard tarafindan alinarak kiiltiire edilmistir. A549 hiicreleri, kii¢iik
hiicreli olmayan akciger kanserine ait, erkeklerde sik olarak gelisen skuamoz hiicreli
karsinom tipte hiicrelerden biridir. Bu hiicreler, hipotriploid insan alveolar bazal epitel
hiicreleri igin bir in vitro model olusturmaktadir. Tek tabaka halinde yapisarak biiyiiyen
hiicreler transfeksiyon konake¢isi olarak uygunluk gostermektedir. Yiiksek miktarda
doymus yag asidi ve lesitin sentezleyen hiicreler membrandaki fosfolipitlerin muhafaza
edilmesini saglayarak diren¢ kazanmakta ve dayanikli hale gelmektedirler (Giard vd.
1973, Cooper vd. 2016).

Tiimor baskilayict gen olan p53 geninin yabanil tipine sahip olan A549 hiicrelerinin
cogunda iki tane X ve bir tane Y kromozomu bulunur. Bu hiicrelerde 2. ile 6.
kromozomlar1 i¢in birer kopya bulunurken N12 ve N17 i¢in genellikle dort kopya
bulunmaktadir. Uzun yillardan beri AS549 hiicre hatti solunum yollarinda gelisen
kanserler ile ilgili yapilan c¢alismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kanser
arastirmalariin yani sira solunum sisteminde meydana gelen enfeksiyonlar ve viroloji
alanindaki g¢alismalar i¢in de uygun olan bir c¢alisma materyali olarak da kabul
edilmektedir (Ulasli vd. 2013, Cooper vd. 2016, Giinay vd. 2016).

2.4 Hiicre Kiiltiira

Canlidan izole edilerek dogal ortamindan alinan hiicrelerin kontrollii sartlar altinda gesitli
uygulamalar yapmak amaciyla biiyiitiliip cogaltildigt ve dondurularak saklandig:
laboratuvar uygulamalarina hiicre kiiltiirii ad1 verilmektedir. Hiicre kiiltiiri ¢alismalari
giiniimiizde bilim insanlarinin kanser basta olmak {izere bircok konuda arastirma yapmak
amaciyla basvurdugu onemli tekniklerden biridir. Ayrica hayvan deneylerine olan
gereksinimi karsilamasi yoniinden de tercih edilir bir yontemdir. Tarihte ilk kez
Amerikali bir embriyolog olan Harrison’un 1907 yilinda kurbaga sinir liflerinin

biiyiimesini saglamasi hiicre ve doku kiiltiiriiniin baslangici olarak kabul edilmektedir.
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Hiicre kiiltiirliniin tarihsel ilerleyisinde meydana gelen gelismeler Cizelge 2.7°de

verilmistir (Griffiths 2007, Esmer Duruel vd. 2021).

Cizelge 2.7 Hiicre kiiltiiriiniin tarihsel geligimi.

Hiicre kiiltiiriindeki ilerlemeler

Bilim insanlar

In vitro kurbaga embriyonu sinir lifi {iretimi
Tavuk bag dokusunun eksplantlari

Fibroblastik hiicre soylarinin subkiiltiirii

Doku kiiltiiriinde antibiyotik kullanimi1

[k devaml1 hiicre soylari

Hiicre kiiltiiriinde viriisiin liretilmesi

Subkiiltiirde tripsin kullanimi

Servikal karsinomadan ilk insan hiicre soyu, HeLa
HeLa’nin klonlanmasi

Medyanin gelistirilmesi

Cin hamster hiicrelerinin serumsuz klonlanmasi
Laminer akim kabinlerinin gelistirilmesi

Ozel hiicre soylarmin gelistirilmesi

Erigkin insan mezenkimal kok hiicresinin kiiltiirti
Insan embriyonik k&k hiicre kiiltiirii

Insan genom projesi: genomiks, proteomiks

Harrison 1907

Carrel 1912

Carrel ve Ebeling 1923
Keilova 1948

Earle vd. 1943
Enders vd. 1949
Dulbecco 1952

Gey vd. 1952

Puck ve Marcus 1955
Eagle 1959

Ham 1965

Kruse vd. 1991

Peehl ve Ham 1980
Caplan 1991
Thomson vd. 1998
Dennis vd. 2001

Hiicre Kkiiltiiri, farkli deney kosullart ¢ercevesinde belirli bir biyolojik siireci
aragtirabilmek icin laboratuvar kosullarinda hiicrelerin biiylimesine olanak saglayan
modellerdir. Bu yontem ilk haliyle iki boyutlu (2B) bir uygulama iken, bilim ve teknoloji
alanindaki ilerlemeler ile giiniimiizde ii¢ boyutlu (3B) sekilde de uygulanabilmektedir
(Duval vd. 2017). Hiicre kiiltiirii calismalar1 sirasinda hiicrelerin biiytiyiip ¢ogalmak i¢in
ithtiya¢ duyduklart biyomolekiilleri i¢eren ve ilk defa Fischer tarafindan 1948 yilinda
hazirlanan ortama vasat ad1 verilmektedir. Diyalize ugratilmis serum igerisine bazi amino
asitleri ilave ederek hiicrelerin metabolik agidan desteklenebilecegi gosterilmistir. 1955
yilinda ise Eagle tarafindan Fischer’in yontemi temel alinarak tasarlanan ve hiicrelerin

ihtiya¢ duydugu biyomolekiilleri minimum diizeyde igeren EMEM (Eagle’s Modified
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Essential Medium) adindaki kimyasal olarak ilk kez tanimlanmig vasat gelistirilmistir.
EMEM igerisinde glikoz ve galaktoz gibi c¢esitli karbonhidratlar, amino asitler,
vitaminler, lipitler, yag asitleri, bakir ve ¢inko gibi eser elementler, serum ve hiicre
bliytimesi i¢in gerekli olan ¢esitli katki maddeleri bulunmaktadir. Ayrica Eagle, farkl
hiicrelerin ihtiya¢ duyduklari amino asit ¢esitlerini tespit ederek minimum temel ortami
(MEM) gelistirmistir. Giiniimiizde yaygin olarak tercih edilen bir¢ok hiicre kiiltiirii
vasatinin temelini EMEM olusturmaktadir. Dulbecco ve Freeman’in tasarladigt DMEM,
EMEM’e gore dort kat daha fazla vitamin ve amino asit konsantrasyonu iceren Eagle

ortaminin yeniden diizenlenmis bir versiyonudur (Esmer Duruel vd. 2021).
2.4.1 MTT ile Sitotoksisite

Tetrazolyum halkasinin mitokondri tarafindan par¢alanip MTT formazana gevirimine
bagli meydana gelen renk degisikligi izlenerek hiicre canliligi hakkinda veri elde etme
diisiincesi Mossman tarafindan 1983 yilinda giindeme gelmistir (Mossman 1983).
Gilintimiizde gegerliligini koruyan ve yaygin olarak kullanilan sitotoksisite testlerinin
basinda gelmektedir. Sar1 renge sahip olan MTT bir formazan tuz olup kimyasal bilesimi

Sekil 2.12°de verilmistir (Erkekoglu ve Baydar 2021).

N‘N\|

Br N / .
CH,
Sekil 2.12 MTT nin kimyasal bilesimi (Erkekoglu ve Baydar 2021).
Hiicrelerin proliferasyonundaki artis mitokondriyel dehidrojenaz enzim aktivitesindeki

artisa neden olarak, MTT’yi apolar Ozellikteki mor renkli formazan kristallerine

cevirmektedir. Olusan kristaller ise dimetil siilfoksit (DMSO) ya da izopropil alkol i¢inde
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cozlinmeye ugramaktadir. MTT analizi sonucu elde edilen boya yogunlugu ile canli hiicre

say1s1 dogrudan iligkilidir (Erkekoglu ve Baydar 2021).

Hlicre ekimi
_‘ o \‘
24 saat MTT ¢dzeltisinin
inkiibasyon eklenmesi
3saat \
inkiibasyon
> Formazon
Absorbans 540 kristallerinin
nm'de okutulmas: DMSO i¢inde
ve hiicre canlilignin ¢ozlinmesi
ylizde olarak
hesaplanmasi

Sekil 2.13 MTT basamaklari.

2.4.2 Tek Hiicre Jel Elektroforez Testi (Komet Testi, SCGE) ile Genotoksisite

Hiicrenin yasamu i¢in gerekli olan biyokimyasal reaksiyonlarin yonetimini gergeklestiren
kalitim materyali olan DNA molekiiliinde strese neden olan faktdrlerin bozulmaya neden
olup olmadigin1 anlamak amaciyla yapilan testler genotoksisite testleri olarak
adlandirilmaktadir (Ath Sekeroglu ve Sekeroglu 2011).

Komet testi (kuyruklu yildiz deneyi) olarak da bilinen “tek hiicre jel elektroforez”
yontemi giiniimiizde DNA hasarlarinin ve ayrica mevcut hasarlarin oranlarinin
saptanmasinda yaygin olarak kullanilan testlerin baginda gelmektedir (Mgller vd. 2020).

Komet yonteminin basamaklar1 Sekil 2.14’te verilmistir.

28



@,

24'l0k well plakamin her

I |
@O Vm

Well plaka inkiibatorde

@

&)

%80-90 {ireme orani

O Ve

Well plaka inkubatorde 24/48

kuyucuguna %80-90 Greme bekletildi olunca doz uygulamas! saat bekletild
oranmindaki flasktan 800 ul yapildi
hucre alinarak ekildi.
. = = e
¥ i - 3
N 8l _ N g YR
o) p > ”~ )
b = < \‘ 4 i' J
- Jﬂ'ﬁ'
® e

Kuyucuklardaki besiyeri
atildiktan sonra kuyucuklar
kazind: ve PBS eklenerek tiipe
alindi,

®©

Tupler santrif(j edildi ve
hucre sollsyonu lamlara

yayildi.

@,

Lamiar tanka
yerlestirilerek
elektroforez islemi
gerceklestirildi.

©

Lamlara etidyum
bromidir ile boyama
yapildh ve floresan

mikroskobunda

incelendi

Sekil 2.14 Komet testinin basamaklari.

Bu teknik elektroforez sirasinda hiicre icerisinden digariya ¢ikan denatire DNA

parcalarinin  miktarinin  Slglimiine dayanmaktadir. Yapilan analizler ile DNA
fragmentlerine ait hasar seviyesi tespit edilmektedir. Incelenecek olan DNA molekiillerini
iceren hiicreler izole edildikten sonra slaytlar hazirlanarak hiicreler lizis edilmektedir.
Elektroforez uygulamasi ile DNA’lar yliriitiilerek devaminda nétralizasyon yapilmakta
ve boyama islemi sonrasinda floresan mikroskop incelemesi ve komet analizi
gerceklestirilmektedir. DNA’larin agaroz jel i¢indeki elektroforetik ortamda yiirtitiilmesi
sirasinda hasar icermeyen DNA molekiilleri kuyruk olusturmazken, farkli elektriksel
yiiklere ve molekiil agirliklarina sahip olan hasarli DNA fragmentleri farkli hizlarda gog
ettikleri i¢in kuyruklu yildiz formunda bir goriintii meydana getirmektedirler. Floresan
olarak boyanmis DNA molekiilleri mikroskop altinda incelenerek kuyruk uzunlugu ve
kuyruk momenti, kuyruklu hiicrelerin yiizdesi, kuyruktaki DNA yiizdesi gibi
parametreler degerlendirilmektedir. Normal ve hasar igeren farkli DNA molekiillerinin

floresan mikroskop inceleme goriintiilerine 6rnekler Sekil 2.15°te verilmistir (Gurung vd.

2010, Dikilitas ve Kogyigit 2010, Giiner ve Muranh 2013, Deniz 2017).
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Sekil 2.15 Komet testinde normal ve DNA hasar igeren iki hiicreye ait floresan mikroskop

gorintileri.

2.5 Antimikrobiyal Aktivite

Bakteri ve fungus gibi mikrobiyal organizmalarin etkinligini azaltan ve durduran
aktiviteler antimikrobiyal aktivite olarak tanimlanmaktadir. Bir maddenin ya da etkenin
antimikrobiyal etkinliginin 6l¢lilmesi amaciyla gerceklestirilen testlere “Antimikrobiyal
Duyarlilik Testleri” (ADT) adi verilir. ADT; enfeksiyona sebep olan etkenlere karsi
tedavi i¢in antibiyotiklerin etkinlikleri ve dozlar1 hakkinda onemli bilgilerin elde
edilmesini saglamaktadir. Etkene yonelik uygun ve dogru antibiyotigin se¢iminde ADT
uygulamalari oldukc¢a onemlidir. Yaygin olarak kullanilan ADT arasinda disk diflizyon
testi, gradient difiizyon testi (E-test, MICE), kat1 ya da sivi besiyerlerinde seyreltme
olarak bilinen diliisyon yontemleri ve antimikrobiyal etkinlik gosteren maddeleri inhibe

eden enzimlerin tespiti yer almaktadir (Behera vd. 2019).

2.5.1 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

Antimikrobiyal bir maddenin mikrobiyal gelisimini tamamen durdurdugu en diisiik
konsantrasyon MIK olarak adlandirilmaktadir. Kati agar veya sivi besi ortamlarinda
antimikrobiyal diliisyonlar kullanilarak MIK tayini yapilabilmektedir. MiK degerinin
belirlenmesinde inkiibasyon sicakli§i ve inokulum miktar1 gibi etkenler Gnemlidir.
Bioscreen Microbiological Growth Analyzer ekipmani ile es zamanli olarak ¢ok sayida

mikroorganizma ve antimikrobiyal madde calisilabilmektedir. Minimum bakterisidal
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konsantrasyon (MBK), inokulumun %99.9’unu o6ldiiren en disiik antibiyotik
konsantrasyonudur. Minimum 6liimciil konsantrasyon (MOK) olarak da adlandirilan bir
antibakteriyel ajanin MBK, son berrak MIK tiipiiniin biiyiime ortamina alt kiiltiirlenmesi
ve bakteriyel biiylimenin incelenmesiyle belirlenmektedir (Kim vd. 1995, Lambert ve
Pearson 2000, Tassaou vd. 2004, Aslan 2019, int. Kyn. 10). MIK tespitine bir 6rnek Sekil

2.16°da gosterilmistir.
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Sekil 2.16 MiK degerlerinin analizi.

2.5.2 Disk Difiizyon Testi

Disk difiizyon testi, antimikrobiyal etkinlige sahip oldugu diisiiniilen ya da bilinen bir
maddenin antimikrobiyal aktivitesini tespit etmek amaciyla gerceklestirilen ADT
arasinda yaygin kullanilan bir yontemdir. Kirby-Bauer disk difiizyon testi olarak da
bilinen bu teknik ilk kez 1961 yilinda W.M.M. Kirby tarafindan uygulanmaya
baglanmistir (Hudzicki 2009).

Bu yontemde belirli miktarlarda antimikrobiyal etkinligi arastirilacak olan madde ile
emdirilmis kagit diskler sterilize edilmis bir pens yardimiyla mikroorganizmalarin

bulundugu  besiyerlerine  yerlestirilerek ~ kagit  disklerdeki  antibiyotigin,
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mikroorganizmalarin oldugu ortama difiize olmasi saglanmaktadir. 18-24 saat siireyle ve
37°C’de inkiibasyona birakilan besiyerleri igindeki diskler ¢oziinerek agara dogru difiize
olmaktadir. Bir siire sonra ise antimikrobiyal maddenin inhibisyon konsantrasyonlarina
erisen diskin ¢evresinde mikroorganizmanin gelismedigi berrak bir zon olugmaktadir.
Mikroorganizmanin ¢alisilan maddeye duyarliligr ile disk g¢evresinde meydana gelen
inhibisyon bolgesinin genisligi yakindan iligkilidir. Testin verimliligi acisindan diskler
konumlandirilirken petri kabi ile disk arasinda 14 mm ve iki disk arasinda 22 mm
uzunlugunda mesafe ayarlanmalidir (Fidan 2016). Sekil 2.17°de disk difiizyon testine ve

inhibisyon zonunun ¢apinin 6l¢iimiine bir 6rnek verilmistir.
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Sekil 2.17 Disk difiizyon testi ve inhibisyon zonunun ¢apinin dl¢limii.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Cahismalarda Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1 Kimyasallar

e Sisplatin (Sigma, USA)

e (Cinko Asetat Dehidrat (Sigma, USA)

e DMEM High (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (Sigma, USA)

e DMSO (Dimetil siilfoksit) (Sigma, China)

e EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) (Sigma, USA)

e Etidyum Bromiir (Vivantis, USA)

e Etil Alkol (Sigma-Aldrich, Germany)

e FBS (Fetal Bovine Serum) (Sigma, USA)

e PBS (Fosfat Saline Buffer) (Sigma, Germany)

e L-glutamin Soliisyonu (Sigma, USA)

e LMA (Low Melting Agarose) (Sigma, USA)

e MTT (3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2-5-difeniltetrazolyum bromiir) (Sigma,
USA)

e Mueller Hinton Agar (Sigma, USA)

e NaCl (Sigma-Aldrich, Germany)

e NaOH (AppliChem, Germany)

e NMA (Normal Melting Agarose) (Sigma, USA)

e Nutrient Agar (Sigma, USA)

e Nutrient Broth (Sigma, USA)

e Penisilin / Streptomisin (Sigma, USA)

e Saf Su

e Siproflaksosin (Sigma, USA)

e Tripan Blue Soliisyonu (Sigma, USA)

e Tripsin-EDTA soliisyonu (Sigma, USA)

e Trisma Base (Sigma, USA)

e Triton X-100 (Sigma, USA)
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3.1.1 Cihazlar

e Azot Tanki

e Buzdolabi1 (Argelik, Tiirkiye)

e CO; Inkiibatérii (Panasonic, Japan)

e Elektoforez (Thermo Scientific EC 1000-90, USA)
e ELISA Cihaz1 (Absorbance Reader EIx800)

e Etiiv (Panasonic, Japan)

e Floresan Mikroskop (Olympus, Japan)

e Hassas Terazi (Sartorius, Germany)

e Hiicre Goriintilleme Cihazi (JULI Br, Korea)

o [sitic1 Plaka

e Inkiibator (Panasonic, Japan)

e Laminar Akim Kabini (JSR, Korea)

e Manyetik Karistirici

e Mikroplak Okuyucu Spektrofotometre (u-Quant, BioTek Instrument, USA)
e Otoklav (Jeio tech, Korea)

e Ogiitiicii (Warning Commercial Blender, Romania)
e pH Metre (Hanna instrument, Romania)

e Saf Su Cihaz1 (GFL 2102, Germany)

e Santrifiij (Hettich, Germany)

e Sicak Su Banyosu (Memmert WNB10, Germany)

e Ultrasonik Su Banyosu

e Ultraviyole-Goriiniir Spektroskopi (Uv-1700 Pharmaspec, Japan)
e Vakum Pompasi (KNF Neuberger, Germany)

e Vortex (IKA, USA)
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3.2 Mentha pulegium L. Bitkisinin Temini ve Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi

Mentha pulegium L. bitkisinin toprak tstii kisimlari, ¢iceklenme déneminde Kirsehir

ilinin Uzunaliusag1 kdyiinden, 2021 yilinin agustos ayinda toplandi.

Bitkiler laboratuvar ortaminda kurutuldu ve 6giitiiciiden gegirilerek toz haline getirildi.
Bir kaba alind1 ve 5 gr M. pulegium L. bitkisi tartilip behere koyuldu. Uzerine 100 mL
dH20 eklendi ve manyetik 1sitic tizerinde 60°C’de 15 dk boyunca bekletildi. Elde edilen
bitki 6ziitii daha sonra Whatmann No:1 filtre kagidindan siiziilerek deneyde kullanima

hazir hale getirildi ve ¢alismada kullanilana kadar +4°C’de sakland.

Resim 3.1 Bitki ekstraktinin hazirlanmasi.
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3.3 Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1 Cinko Asetat Cozeltisinin Hazirlanmasi

Cizelge 3.1 0.1 M Cinko asetat ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktar:
Cinko asetat 4389
dH20 200 mL

Cinko asetat ¢ozeltisi, ¢inko oksit nanopartikiillerinin sentezlenmesinde kullanilmak
tizere 0.1 M olacak sekilde hazirlandi. Cinko asetat 4.38 gr tartilarak balon jojeye alindi.
Uzerine dH,0 eklenerek 200 mL’ye tamamlandh.

3.3.2 Sodyum Hidroksit (NaOH) Cozeltisinin Hazirlanmasi

Cizelge 3.2 1 M NaOH ¢dzeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktari
NaOH 20.0¢
dH20 500 mL

1 M NaOH ¢ozeltisi hazirlamak igin, 20.0 g NaOH hassas terazide tartilarak erlen igine
koyuldu. Uzerine 500 mL dH.O eklendi ve manyetik karistiricida 1s1 uygulanmadan
homojen bir sekilde karisana kadar bekletildi. Erlen parafilmle kapatilarak +4°C’de

saklandi.

Cizelge 3.3 0.1 M NaOH c¢o6zeltisinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktar
NaOH 2.0¢
dH20 500 mL

2.0 g NaOH hassas terazide tartilip iizerine 500 mL dH20 eklendi ve manyetik karistirict
tizerinde 1s1 uygulanmadan homojen sekilde karisana kadar bekletildi. Erlen parafilm ile

kapatilarak +4°C’de saklandi.
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3.4 Cinko Oksit Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Elde edilen bitki ekstraktindan 20 mL alinarak bir behere koyuldu. Uzerine 100 mL ¢inko
asetat ¢ozeltisi eklendi. Is1 uygulanmadan manyetik karistirici tizerinde 1 saat karistirildi.
Karigimin pH’ 11 ayarlamak i¢in 1 M ve 0.1 M NaOH ¢ozeltileri kullanildi. Karigim 50
mL’lik falkonlara koyularak 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij bittikten
sonra siipernatant kisimlarr atildi. Falkonlarin tizerine 5 mL dH2O eklenerek tekrar
santrifiij edildi. Bu sekilde iki kez yikama islemi gergeklestirildi. Son olarak santifiijden
¢ikan falkonlarin siipernatant kisimlart atildi ve iizerine 2 mL etanol eklenerek santrifiij
edildi. Boylelikle karisimin safligi saglandi. Santrifiij sonrasi siipernatant kisimlari
atilarak dipte kalan pellet kisimlari cam petrilere ince bir tabaka halinde yayildi. Petriler
etiive koyularak 60°C’de 4 saat boyunca kurumaya birakildi. Pelletler kuruduktan sonra
petrilerin yilizeyinden kazinarak falkonlara alindi. Calismalarda kullanilmak {izere oda

sicakliginda, karanlik bir ortamda bekletildi.

Resim 3.2 Cinko oksit nanopartikiillerin hazirlanmasi.
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3.5 Sentezlenen ZnO Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

ZnO nanopartikiillerin karakterizasyonu pH, UV-Vis Spektrum Analizi, FT-IR, XRD ve
SEM testleri kullanilarak belirlendi.

3.5.1 pH Ol¢iimii

M. pulegium L. bitkisinin ekstraktinin ve ¢inko asetat ¢dzeltisinin manyetik karistirici
tizerinde homojen bir sekilde karistigindan emin olduktan sonra 1 M ve 0.1 M NaOH
cozeltileri ile birlikte pH degeri 6l¢iimii yapildi.

3.5.2 UV-Vis Spektrum Analizi

Sentezlenmis olan ZnO nanopartikiillerinin 6zellikleri, UV-1700 Pharmaspec cihazi
araciligiyla UV-Vis spektrumlari 190 ve 900 nm araliginda 6l¢iim yapilarak belirlendi
(Rad vd. 2019).

3.5.3 FT-IR Analizi

Sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin baglanma &6zelliklerinin belirlenmesi, yapilan FT-
IR analizi ile degerlendirildi. Bu karakterizasyon analizi 4000-400 cm™ spektral aralik
kullanilarak Perkin Elmer BX-Il FTIR spektrometre cihazinda gergeklestirildi (Darvishi
vd. 2019).

3.5.4 XRD Analizi
ZnO nanopartikiillerinin XRD desenleri, 1.5406 radyasyon dalga boyu ile Bruker marka
D8 Advance model cihaz kullanilarak belirlendi. Elde edilen pikler 20 acilarda

kaydedildi. En iist seviyedeki pik konumlari, kristal fazin belirlenmesi igin standart

Olgtimlerle karsilastirildi (Rajeshkumar vd. 2018).
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3.5.5 SEM Analizi

Toz haline getirilen ZnO nanopartikiillerinin taramali elektron mikroskobik goriintiileri
LEO 1430 VP model SEM cihazi ile incelendi. Pargaciklarin biiyiikliigii ve yapisal formu
SEM analiz yontemiyle kaydedildi (Rad vd. 2019).

3.6 Hiicre Kiiltiirii

Bu ¢alisma kapsaminda oncelikle deney yapilacak ortam ve malzemeler steril edildi.
Hiicre kiiltiirii caligmalarinda kontaminasyon riski yiiksek oldugundan dolay: cihaz ve
kimyasallarin sterilizasyonuna ektra 6zen gosterildi ve A549 hiicre hatt1 kullanild.
Inkiibatoriin, yapilan islemlerin tamaminda 37°C sicaklikta ve %5 CO; seviyesinde
olmasina dikkat edildi. Boylelikle hiicrelerin {iremesi i¢in optimum kosullar saglandi.
Deney siiresince ¢alismada kullanilan kimyasal, ¢ozelti ve dozlar sicak su banyosunda
37°C’de bekletildi. Santrifiij cihaz1 kullanildig1 tiim islemlerde 800 rpm’de 5 dakika
calistirildi.

3.6.1 Malzemelerin Sterilizasyonu

Deneylerde kullanilacak olan pipet uglari ve dH20 otoklav cihazinda 121°C’de 15 dakika
steril edildi. Deney ortaminda kullanilacak cihazlar %70’lik alkol ile silinerek steril
olmasi saglandi. Calisma yapilmadigi zamanlarda UV lamba kullanilarak laboratuvar

ortam1 ve biyogiivenlik kabini steril edildi.

3.6.2 Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlan Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicrelerin yeterli besinleri alarak gogalabilmesi i¢in gerekli olan besiyeri, 0.22 um
gbozenek boyutunda olan vakum pess membran filtre ile hazirlandi. Besiyeri
hazirlanmasinda kullanilacak olan Fetal Bovine Serum (FBS) %10 (v/v) oraninda,

penisilin/streptomisin %1 (v/v) oraninda ve L-glutamin %1 (v/v) oraninda eklendi.

500 mL’lik (DMEM) High Glukoz besiyeri, pess membran filtre i¢ine alindi. Sonra

tizerine 50 mL FBS, 5 mL penisilin/streptomisin ve 5 mL L-glutamin eklendi. Filtre
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vakum pompasina baglanarak ¢alistirildi ve besiyerinin siiziilmesi saglandi. Hazirlanmis
olan besiyeri, steril 50 mL’lik falkonlara alinarak +4°C’de saklandi. Caligma yapilacagi

zaman 37°C’de sicak su banyosunda en az 30 dakika bekletilerek kullanildi.

3.6.3 A549 Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi ve Ekilmesi

Siv1 azot tanki i¢inde donuk halde saklanan hiicreler ¢ikartilarak 15 dakika -20°C’de
bekletildi. Sonra sicak su banyosunda bir iki dakika bekletilerek buzunun ¢oziilmesi
sagland1 ve kabin i¢ine alindi. 15 mL’lik falkona 1 mL besiyeri koyularak {izerine
¢Oziinmiis tiipteki hiicrenin tamami eklendi. Yavag bir sekilde pipetaj yaparak hiicre ve
besiyerinin karigmasi saglandi. Falkon santrifiij cihazina koyularak 800 rpm’de 5 dakika
santrifiij yapildi. Santrifiij islemi sonrasinda falkonun {iist kisminda kalan besiyeri, dip
kisminda biriken hiicreleri hareket ettirmeden atik kabina atildi. Dipteki hiicrelerin
tizerine 1 mL besiyeri koyulup pipetaj yapilarak tekrar 800 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Santrifiijden ¢iktiktan sonra tekrar istte kalan besiyeri atilarak 1 mL besiyeri

eklendi ve ekim islemi i¢in hazir hale getirildi.

Ekim yapilacak flask 25 cm? boyutunda ise 4 ile 7 mL aras1 besiyeri, 75 cm? boyutunda
ise 7 ile 10 mL aras1 besiyeri flask i¢ine koyuldu. Falkon igindeki hiicreler pipet ile
alinarak flask i¢indeki besiyerine homojen bir sekilde yayildi. Ekim yapilmis olan flask,

hiicrelerin lireyebilmesi i¢in inkiibatore kaldirildi.

3.6.4 A549 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

A549 hiicreleri, inkiibatérden c¢ikarilarak goriintiileme cihazinda flask tabanindaki

tireme/yapigma oranina bakildi. Bu oran en az %80-90 oldugunda hiicre pasaji islemine
baglandi.

» Pasaj icin besiyeri, FBS ve Tripsin-EDTA sicak su banyosunda bekletilerek

1sinmast saglandi ve kabin i¢ine alindi. Flaskin icindeki besiyeri atik kabina atildi.

» Flaska 3 mL Tripsin-EDTA koyularak hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmasi i¢in

inkiibatérde 5 dakika bekletildi. Bu siire sonunda flask, goriintiileme cihazina

40



alinarak hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadigina bakildi. Ayrilmamigsa
flaska yavasg bir sekilde vurularak ayrilmasi saglandi.

Flask kabine alindi ve iginde var olan 3 mL Tripsin-EDTA’nin {izerine 1:1
oraninda olacak sekilde 3 mL besiyeri eklendi. Sonra flaskin igindeki hiicre,
besiyeri ve Tripsin-EDTA karisimi falkona alinarak sanrtifiij edildi.

Santifiij islemi sonrasinda falkonun iist kisminda olan besiyeri, dip kismindaki
hiicreleri hareket ettirmeden pipetle alinarak atildi.

Dipteki hiicrelerin iizerine 1 mL besiyeri koyularak yavas bir sekilde pipetaj
yapild1 ve tekrar santrifiij edildi.

Santrifiijden ¢iktiktan sonra tistteki besiyeri atilarak dipteki hiicrelerin iizerine 1
mL besiyeri koyularak yavase¢a pipetaj yapildi.

25 cm? boyutundaki flaskin igine 4-7 mL aras1 besiyeri koyuldu ve iizerine falkon
icindeki hiicre-besiyeri karisimindan pipet ile 500 pL cekilerek homojen bir
sekilde flasklarin yiizeyine eklendi.

Pasajlanmis olan flasklar inkiibatoére koyuldu.

b) &

Resim 3.3 (a) A549 hiicrelerinin flaska ekildigi andaki goriintiisii, (b) A549 hiicrelerinin

inkiibasyon sonrasi pasaja hazir haldeki goriintiisii.

3.6.5 Tripan Blue Boyama Yontemi ile Hiicre Sayimi

Inkiibatérden alinan flask, goriintileme cihazina koyularak hiicrelerin {ireme/yapisma

oranina bakildi. Bu oran %80-90 oldugu zaman boyama yontemiyle hiicre sayimi

gerceklestirildi.

Flask kabine aliarak i¢indeki besiyeri atik kabina atildi. Flaskin i¢ine 3 mL
Tripsin-EDTA eklenerek hiicrelerin yilizeyden ayrilmasi i¢in inkiibatérde 5 dakika
bekletildi.
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* Hiicrelerin flask tabanindan ayrilmasi saglandiktan sonra i¢inde var olan 3 mL
Tripsin-EDTA’nin iizerine 1:1 orani olacak sekilde 3 mL besiyeri eklendi ve
falkona alinarak santrifiij islemi yapildi.

» fslem sonrasinda falkonun iist kismindaki besiyeri atik kabina atildi ve dipteki
hiicrelerin tizerine 1 mL besiyeri eklenerek tekrar santrifiij edildi.

* Santrifiij sonras1 falkonun iist kismindaki besiyeri atilarak dipteki hiicrelerin
tizerine 1 mL besiyeri eklendi ve yavas bir sekilde pipetaj yapildi.

» Ependorftiip i¢erisine 90 uL besiyeri, 10 uL Tripan Blue ve 10 uL falkon i¢indeki
hiicre-besiyeri karisimi eklendi. Pipetaj yapilarak tamamen karigmasi saglandi.

* Thoma lam1 goriintiileme i¢in hazirland1 ve ependorf tiip i¢indeki karisimdan 10
uL alinarak koyuldu.

* Thoma lami goriintiileme cihazinda incelenerek canli hiicrelerin sayis1 belirlendi.

= Canli hiicrelerin sayis1 hesaplanirken;

(Toplam hiicre say1s1 (mL) = ortalama hiicre sayis1 X 10* x diliisyon faktérii)

formila kullanildi.

3.6.6 A549 Hiicrelerinin Dondurularak Sivi Azotta Saklanmasi

Flasktaki hiicrelerin iireme/yapisma oranina goriintiileme cihazinda bakildi ve bu oran
%80-90 oldugunda hiicre dondurma islemi i¢in kullanilacak olan kriyotiip -20°C’ye
koyuldu. Flasktaki besiyeri atik kabina dokiildii ve flaska 3 mL Tripsin-EDTA koyulup
inkiibatorde 5 dakika bekletilerek hiicrelerin tabandan ayrilmasi saglandi. Sonra flaskta
var olan Tripsin-EDTA ’nin {izerine 1:1 oraninda 3 mL besiyeri eklendi ve falkona alindu.
Hiicreler santrifiij edildi ve sonrasinda istteki besiyeri atik kabina dokiilerek
uzaklastirildi. Dipteki hiicrelerin tizerine 1 mL besiyeri koyulup yavasca pipetaj yapilarak
santrifiij edildi. Santrifiij islemi sonrasi, listteki besiyeri atilarak dipteki hiicrelerin {izerine

750 uL besiyeri eklendi ve yavas bir sekilde pipetaj yapildi.

-20°C’de bekletilen kriyotiip kabin i¢ine alind1 ve falkon igerisinde hazirlamis olan 750
uL hiicre-besiyeri karigimi kriyotiipe koyuldu. Sonra kriyotiip i¢ine 675 uL FBS
eklendikten sonra 75 uL. DMSO yavas yavas ilave edildi. Kriyotiip, -20°C’de 15 dakika

bekletildikten sonra sivi azot tankina kaldirildi.
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3.7 MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

Bu ¢alismada A549 hiicrelerinin MTT yo6ntemi ile hiicre canlilig1 belirlenirken 24 ve 48
saatlik gozlemler yapildi. Bu 24 ve 48 saatlik gézlemler icin yapilan iglemlerin siras1 ve
kullanilan kimyasallarin miktarlar1 ayn1 tutuldu. Yapilan dl¢timlerde hiicrelerin canlilik

oranlar1 ve 6liim oranlar1 karsilastirilarak LDso dozlar1 belirlendi.

3.7.1 MTT’nin Hazirlanmasi

Toz halde olan MTT kimyasali, hassas terazi lizerinde 10 mg tartildi ve 10 kat seyreltilmis
olan Fosfat Buffer Salin (PBS) 10 mL eklenerek homojen sekilde ¢6ziinmesi saglandi.
Hazirlanan MTT soliisyonu, steril falkon igerisine 0.22 pm membran filtre kullanilarak

aktarildi. Calismalarda kullanilmak iizere -20°C’de bekletildi.

3.72 MTT Yontemi ile Mentha pulegium L. Ekstrakti ve Cinko OKksit

Nanopartikiiliiniin LDso Dozunun Belirlenmesi

Flasktaki hiicrelerin {ireme/yapisma orant %80-90 oldugunda, 3 mL Tripsin-EDTA
kullanilarak inkiibatorde bekletilen hiicrelerin flask tabanindan ayrilmasi saglandi.
Hiicrelere 3 mL besiyeri eklenerek santrifiij edilip list kistmdaki besiyeri atik kabina
atild1. Falkona 1 mL besiyeri eklenerek tekrar santrifiij yapildi. Falkonun iist kismindaki
besiyeri atik kabina atilip dipteki hiicrelerin {izerine 1 mL besiyeri eklendi. Boylelikle
hiicreler well plaka ekimi i¢in hazir hale getirildi.
* MTT soliisyonu, canlilik analizinde kullanilmak iizere uygun sicaklifa gelmesi
i¢in 37°C’deki sicak su banyosuna koyuldu.
= Steril petri, kabine alinarak igerisine 20 mL besiyeri eklendi.
» Sonra thoma laminda sayilarak hesaplanan hiicre sayisi kadar hiicre-besiyeri
karisimi, ekim i¢in hazir edilmis olan falkondan alinip petrideki besiyerine
koyuldu.

» Petrideki hiicre dagiliminin homojen olmas i¢in pipetaj yapildi.
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48’lik well plakanin her kuyucuguna petriden 400 pL hiicre-besiyeri karigimi
alinarak ekildi.

Well plaka inkiibatorde 24 saat bekletildi ve hiicrelerin ireme/yapisma orani %50-
60 oldugunda doz uygulamasi yapildi.

Bitki ekstrakti, M. pulegium L. tartilip dH20 ile demleme yapilarak M. pulegium
L. ekstrakti (MPE) hazirlandi.

Dozlar MPE25 (25 mg/mL), MPE18.5 (18.5 mg/mL), MPE12.5 (12.5 mg/mL),
MPE7.5 (7.5 mg/mL), MPE5 (5 mg/mL), MPE2.5 (2.5 mg/mL) ve MPE1.25 (1.25
mg/mL) konsantrasyonlarinda hazirlanarak kuyucuklara 4 ulL uygulama yapildu.
Nanopartikiil dozlar1 (NP) hassas terazide tartilip DMSO eklenerek hazirlanda.
Dozlar NP5 (5 mg/mL), NP3.75 (3.75 mg/mL), NP2.5 (2.5 mg/mL), NP1.5 (1.5
mg/mL), NP1 (1 mg/mL), NP0.5 (0.5 mg/mL) ve NP0.25 (0.25 mg/mL)
konsantrasyonlarinda hazirlanarak kuyucuklara 4 pl uygulama yapildi.
Hiicrelere kontrol grubu icin kuyucuktaki besiyerinin %1’i oraninda DMSO
kullanilirken, pozitif kontrol grubu igin ise yine besiyerinin %1’i oraninda
sisplatin uygulandi.

Doz uygulamalarinin sonrasinda well plakalar 24 ve 48 saatlik gézlemler i¢in
inkiibatore koyuldu.

24 saat sonrasinda well plakanin tiim kuyucuklarina %10 oraninda olacak sekilde
40 uL MTT soliisyonu eklenerek 3 saat inkiibatérde bekletildi. 48 saatlik gézlem
icin de ayni1 islem uygulandi.

Well plakalar inkiibatorden alindiktan sonra tabandaki hiicrelere temas etmeden
iist kisimdaki sivi karisimi pipetle cekilerek atik kabina atildi.

Tiim kuyucuklara 400 uLL DMSO eklenerek well plakanin 1-2 dakika ¢alkalayici
tizerinde karigmasi saglandi.

Plaka, ELISA mikroplak okuyucu spektrofotometre kullanilarak 540 nm

absorbans degerinde dl¢iimler yapildi.
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Resim 3.4 ZnO nanopartikiilii ve M. pulegium L. ekstrakti uygulanan A549 hiicrelerinin MTT
gorlntisti.

3.8 Komet Yontemi ile Genotoksisitenin Belirlenmesi
Bu ¢alismada hiicrelere doz uygulamasi yapilarak, hiicrelerde olugsmus ya da olusabilecek

DNA hasarinin 24 ve 48 saatlik sonuglar1 gozlemlendi. 24 saatlik gézlem igin yapilan

calismadaki islem sirasi, 48 saatlik ¢alismada da ayni sekilde uygulandi.
Calisma oOncesi, ¢alismada kullanilacak c¢ozeltiler ve kimyasallar asagida verilen
cizelgelerde belirtildigi gibi hazirlandi. Elektroforez tanki ve preparatlarin yerlestirilecegi

diiz kutular, buzdolabinda bekletilerek ¢aligma zamanina kadar sogumasi saglandi.

Cizelge 3.4 Elektroforez tamponunun hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar:
NaOH 6.0g
EDTA 0.18¢g
dH20 500.0 mL

NaOH ve EDTA, hassas terazide tartilip cam bir siseye koyuldu ve iizerine 500 mL dH20O
eklendi. Homojen bir sekilde elde edilen ¢ozeltinin pH’1nin 13.2 olmasi saglandi. Cozelti

+4°C’de ¢alisma zamanina kadar saklandi.
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Cizelge 3.5 Notralizasyon ¢ozeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar:
Trizma Base 1455¢
dH20 300.0 mL

Trizma Base, hassas terazide tartilarak cam bir siseye koyuldu ve tizerine 300 mL dH20

eklendi. Homojen olarak hazirlanan ¢6zeltinin pH’1nin 7.5 olmasi saglandi.

Cizelge 3.6 Lizis ¢0zeltisinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar:
Trizma Base 069
EDTA 18.6 g
NaCl 7359
Triton X-100 5.0 mL
DMSO 50.0 mL

Trizma Base, EDTA ve NaCl hassas terazide tartilarak balon jojeye koyuldu. Uzerine
dH20 eklenerek son hacmi 500 mL’ye tamamlandi. Homojen olmasi saglanan ¢ozelti,
calisma zamanina kadar +4 C’de bekletildi. Calismadan 1 saat 6nce oda sicakligina alinip
tizerine ¢ozelti miktarinin %1°1 oraninda olacak sekilde 5 mL Triton X-100 ve %10’u

oraninda olacak sekilde 50 mL DMSO eklendi. Cozeltinin pH’1nin 10 olmasi saglandi.

Cizelge 3.7 NMA hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar
NMA 0.03 g
PBS 3.0mL

%1 oraninda hazirlanacak olan NMA, hassas terazide tartilip cam bir tiipe koyuldu.
Uzerine 10 kat diliie edilmis olan PBS’den 3 mL eklendi. Cam tiip bek alevi iizerinde
tutularak seffaf bir NMA elde edilmesi saglandi. Lamlar, 1sitici tabla iizerinde el
yakmayacak kadar 1sitildiktan sonra tizerine 110 pLL NMA dokiiliip pipetin ug kismu ile

ince tabaka halinde yayildi. Hazirlanan lamlar oda sicakliginda kurumaya birakildi.
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Cizelge 3.8 LMA hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar:
LMA 0.016 g
PBS 2.0mL

%8 oraninda hazirlanacak olan LMA, hassas terazide tartilip cam bir tiipe koyuldu.
Uzerine 10 kat seyreltilmis olan PBS’den 2 mL eklendi. Cam tiip, bek alevi iizerinde
tutularak saydam bir LMA elde edildi. Calisma sirasinda da sicak su igerisinde

bekletilerek jel haline gelmesi engellendi.

Cizelge 3.9 Etidyum bromiir hazirlanmasi.

Kimyasal Miktari
Etidyum bromiir 0.01g
dH20 50.0 mL

Etidyum bromiir hassas terazide tartilarak steril bir falkon i¢ine koyuldu. Uzerine 50 mL
dH20 eklenerek ¢oziinmesi saglandi. Falkon +4°C’de bekletildi ve ¢alismada kullanilmak

tizere 10 kat seyreltildi.

Bu c¢alisma icin flasklara ekilip 24 saat inkiibe edilen hiicreler %80-90 oraninda
tireme/yapisma gosterdigi zaman, flasktaki besiyeri uzaklastirildiktan sonra Tripsin-
EDTA eklenerek hiicrelerin tabandan ayrilmasi saglandi. Falkona alinan tripsin-hiicre
karisimi santrifiij edilerek hiicrelerin saflagsmasi gerceklestiridi. Steril bir petri i¢ine 20
mL besiyeri koyuldu. Daha sonra thoma laminda bakilip belirlenen hiicre sayisi kadar
hiicre-besiyeri karisimi falkon igerisinden alinarak petriye eklendi. 24’liikk well plakanin
her kuyucuguna 800 uL ekim yapilarak inkiibe edildi. Bu siire sonunda, MTT yo6ntemi ile
belirlenmis olan LDso dozlari ile birlikte se¢ilen NP50 (5 mg/mL), NP37.5 (3.75 mg/mL)
ve NP25 (2.5mg/mL) konsantrasyonlarindaki nanopartikiil dozlar1 ve M. pulegium L.
ekstraktinin MPE25 (25 mg/mL), MPE18.5 (18.5 mg/mL) ve MPE12.5 (12.5 mg/mL)
konsantrasyonlarindaki dozlar1 kuyucuk hacminin %1°1 oraninda uygulanip 24 saat
inkiibatorde bekletildi. Aynmi islemler 48 saatlik gozlem igin yapilan ¢alismada da
uygulanda.
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» Inkiibatérde beklemesi gereken siirenin sonunda well plaka disar1 alinarak
kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirildi ve dipteki hiicreler kaziyici ile kazindi.

= Kuyucuklara 250 uL PBS eklendikten sonra tamami ¢ekilerek ependorfa alindi ve
1000 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiij edildi.

» Santrifiij islemi sonrasi iist kismi1 az miktarda g¢ekilerek atildi. Dipte biriken
hiicrenin yogunluguna bakilip 10-12 pL ¢ekilerek bos bir ependorf i¢ine koyuldu
ve 100-110 uL LMA ile karigmasi saglandi.

= Ependorfun i¢indeki hiicre-LMA karisiminin tamami ¢ekilerek NMA yayilmis
olan lamlarin ilizerine damlatildu.

» Lamlarin {izerine lamel kapatildiktan sonra buz kasetlerinin iistiinde 4-5 dakika
kadar bekletilerek damlatilan 6rneklerin sabitlenmesi saglandi. Bu siire sonunda
lameller dikkatli ve 6zenli bir sekilde kaydirilarak ¢ikarildi.

» Lamlar, diiz kutulara dizilerek iizerini tamamen kaplayacak sekilde lizis ¢ozeltisi
dokiildii ve 1 saat boyunca buzdolabinda tutuldu.

= Bu siire sonunda lamlar, pens ile kutu icerisinden alinarak elektroforez tankina
yerlestirildi ve lamlarimn tizerini kaplayacak sekilde elektroforez tamponu eklendi.

= 20 dakika bekledikten sonra tanka bagli olan gii¢ kaynagi ¢alistirilarak 25 V ve
300 mA’de elektroforez islemi gerceklestirildi.

» [slemden sonra lamlar nétralizasyon tamponu ya da dH20 kullanilarak yikandi ve
70 pL etidyum bromiir damlatilip lamelle kapatildi.

* Boyanan lamlar, floresans mikroskop altinda incelenerek her bir doz i¢in 100

hiicre sayimi1 yapildi.

3.9 Antimikrobiyal Aktivite

Yesil sentez yoluyla elde edilen ZnO nanopartikiillerin antimikrobiyal aktivitesini
belirlemek amaciyla Escherichia coli (ATTC 25922), Staphylococcus aureus (ATTC
29213), Candida albicans (ATTC 90028), Klebsiella pneumoniae (ATTC 700603) ve
Salmonella enteritidis (ATTC 13076) mikroorganizma suslar1 kullanildi. Suslar her iki
deneyde de kullanilmak iizere 6ncelikle Nutrient Broth sivi besiyerine ekildi ve iiremeleri

i¢in 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
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3.9.1 Kullamlacak Malzemelerin Sterilizasyonu

Deneyde kullanilacak erlen, beher, pens, cam tiip ve pipet ucu otoklav cihazinda
121°C’de 15 dakika siiresince steril edildi. Ekiivyon, drigalski, plastik petri ve
antibiyogram diski steril paket i¢erisinde olup tek kullanimlik malzeme olarak kullanildi.
3.9.2 Besiyeri ve Cozelti Hazirlanmasi

3.9.2.1 Nutrient Broth Sivi Besiyerinin Hazirlanmasi

Cizelge 3.10 Nutrient Broth siv1 besiyerinin hazirlanmasi.

Kimyasal Miktari
Nutrient Broth 40¢g
dH20 500.0 mL

Sivi besiyerini hazirlamak i¢in Nutrient Broth tartilip tizerine dH20 eklenerek erlende
homojen karisim elde edildi. Cam tiiplerin her birinin i¢ine 5 mL olacak sekilde serolojik
pipet kullanilarak aktarildi. Otoklav cihazina yerlestirildi ve 121°C’de 15 dakika

stiresince steril edildi. Calismada kullanilabilmesi ig¢in optimum sicakliga ulasmasi
beklendi.

3.9.2.2 Nutrient Agar Kati1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Cizelge 3.11 Nutrient Agar kat1 besiyerinin hazirlanmasi

Kimyasal Miktari
Nutrient Broth 409
Nutrient Agar 754
dH,0 500.0 mL

Kat1 besiyerini hazirlamak i¢in Nutrient Broth ve Nutrient Agar tartildi. Karigtm 1000
mL’lik erlen i¢ine koyuldu ve iizerine 500 mL dH20 eklenerek homojen olmas1 saglandi.

Sonra otoklav cihazina yerlestirildi ve 121°C’de 15 dakika siiresince steril edildi.
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Calisma yapilacak alan %70’1ik alkol ile steril edilerek plastik petriler steril alan iizerine
dizildi. Besiyeri optimum sicakliga ulastiginda, bek alevinin yaninda petrilere yaklasik
20-22 mL olacak sekilde dokiildii. Oda 1sisinda bir giin bekletilerek homojen bir sekilde

katilagsmasi saglandi. Uygulama zamani kullanilmak tizere +4°C’de bekletildi.

3.9.2.3 Antibiyotik Cozeltisinin Hazirlanmasi

500 mg Siproflaksosin tableti havanda ezilerek toz haline getirildi ve erlen igine alindi.
Uzerine 100 mL dH-O eklendi. Erlen manyetik karistiricinin iizerine alindi ve 1s1

uygulanmadan homojen bir sekilde karisana kadar bekletildi.

3.9.3 Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu Belirlenmesi

*  Minimum inhibisyon konsantrasyonunu (MIK) belirlemek icin 24 saat ncesinde
inkiibasyona birakilmis olan bakteri suslari sivi besiyeri igerisinde 0.5 McFarland
standardina ayarlandi.

» Daha sonra bu suslara uygulanacak ZnO nanopartikiillerin dozlar1 hesaplandi.

» Inhibisyonu belirleyebilmek i¢in 50 mg/mL, 40 mg/mL, 30 mg/mL, 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
tizere toplam 10 doz belirlendi.

» Dozlar hassas terazide tartilip cam tiiplere alinarak her tiipe esit miktarda olacak
sekilde 5 mL Nutrient Broth koyuldu ve tiipler otoklav cihazinda steril edildi.

= Steril edilen tiipler optimum sicakliga ulastiginda tiiplere broth miktarinin %1’
olacak sekilde 50 puL 0.5 McFarland standardina ayarlanmis bakteriler eklendi ve
24 saat etlivde inkiibasyona birakildi.

» Inkiibasyon sonrasinda cam tiiplerde seffaflik ve bulaniklik oranina bakilarak

MIK degeri belirlendi.
3.9.4 Disk Difiizyon Yontemi
Bu ¢aligsmada disk diflizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivite belirlenirken 24, 48 ve 72

saatlik uygulamalar degerlendirildi. Pozitif kontrol grubu igin antibiyotik olarak

Siproflaksosin kullanilirken, negatif kontrol grubu i¢in dH2O kullanild:.
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= ZnO nanopartikiillerin bakteri suslar1 iizerindeki etkisini belirlemek i¢in ilk
olarak 24 saat Oncesinde inkiibasyona birakilmis olan bakteri suslari, sivi
besiyerinde 0.5 McFarland standardina ayarlandi.

= Daha sonra suslara uygulanacak dozlar hesaplandi ve hassas terazide tartim
islemi yapildi. Dozlar ependorflara alinarak iistiine 250 pL. DMSO eklendi.

» Dozlar ¢alismaya baglamadan 1 saat dnce ultrasonik su banyosuna koyuldu ve
dozlarin homojen bir sekilde karisimi elde edildi.

» Dozlarin aktivitesini belirleyebilmek i¢in 500 mg/mL, 250 mg/mL, 125
mg/mL ve 62.5 mg/mL, 31.2 mg/mL ve 15.6 mg/mL olmak {izere toplam 6
doz belirlendi.

= Uygulama yapilacak petriler kodlandi ve her bir kati besiyerinin yiizeyine 0.5
McFarland standardina ayarlanmis olan bakteri suslar1 500 pL olacak sekilde
ekim yapildi.

= Petrilerin ylizeyine antibiyogram diskleri yerlestirildi. Disklere pozitif kontrol
icin 5 mg/mL antibiyotik, negatif kontrol i¢in dH20 ve uygulama dozlarindan
ise 10’ar pL uygulandi.

= Petriler etiivde 37°C’de inkiibasyona birakilarak 24, 48 ve 72 saatlik

uygulamalarin sonuglar 6l¢iildii.
3.10 Istatistiksel Analiz
Bu tez ¢alismasindaki tiim deneyler en az ii¢ tekrarli olacak sekilde yapildi. MTT yontemi
kullanilarak elde edilen veriler % orani olacak sekilde ifade edildi. LDso dozlarinin

belirlenmesinde probit analizi kullanilirken, komet calismasinda gézlemlenen degerler

Duncan testi kullanilarak ve anlamlilik diizeyi p<0.05 kabul edilerek yapildu.
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4. BULGULAR

4.1 ZnO Nanopartikiillerinin Sentezi

ZnO nanopartikiillerinin sentezinde M. pulegium L. bitkisinin ekstraktt ve 0.1 M ¢inko
asetat ¢Ozeltisi karigtirilip santrifiij islemleri yapildiktan sonra petri yiizeyine yayilarak
etiivde kurumasi saglandi. Nanopartikiil eldesi sirasinda, ilk 6nce sar1 olan rengin beyaza
yakin bir renge doniistiigii goriildii. Daha sonra kazinarak, 1.09 g nanopartikiil elde

edilmis olup eppendorf tiipe alinarak oda sicakliginda saklandi.

4.2 ZnO Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

4.2.1 pH Ol¢iimii Sonuglar

Elde edilen M. pulegium L. bitkisinin ekstrakt1 ve ¢inko asetat ¢ozeltisi karistirilarak ilk
pH 6l¢iimii 5.98 olarak saptandi. 1 M ve 0.1 M NaOH cozeltileri kullanilarak son pH

degeri 6lgtimii 11.68 olarak belirlendi.

4.2.2 UV-Vis Analizi Sonuclari

M. pulegium L. bitkisinin ekstrakti ve ¢inko asetat ¢6zeltisi karistirilarak sentezlenen ZnO
nanopartikiiller, 350 ve 650 nm araliginda ol¢ciim yapilarak UV-Vis spektrumlari

incelendi. Maksimum seviyedeki absorbans degeri 385 nm olarak belirlendi.
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Sekil 4.1 ZnO nanopartikiillerinin UV-Vis sonucu.
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4.2.3 FT-IR Analizi Sonuclar:

Sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin FT-IR analizi 4000 cm™ ve 400 cm™ araliginda
yapilmis olup 464 cm™’de absorbsiyon bandi1 goriildii. 3424 cm™’de goriilen pik O-H
gerilme titresimleri, 1576 cm™’de gériilen pik C-O titresimleri ve 1409 cm™°de goriilen
pik aromatik C-C titresimlerinin oldugu belirlendi (Rad vd. 2019, Erol vd. 2023).
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Sekil 4.2 ZnO nanopartikiillerinin FT-IR sonucu.

4.2.4 XRD Analizi Sonuclari

Sentezlenen ZnO nanopartikiillerin XRD analizinde kristal yapist ve boyutlari incelendi.
20 yansima agisinda ve 1.5406 dalga boyunda ol¢tim yapildi. Elde edilen pikler 100
(31.77°), 002 (34.42°), 101 (36.25°), 102 (47.53°), 110 (56.60°), 103 (62.86°), 200
(66.38°), 112 (67.96°), 201 (69.10°), 004 (72.56°) ve 202 (76.95°) olarak belirlendi. Bu
Ol¢gtim sonuglart literatiirdeki ZnO nanopartikiiliiniin JCPDS (36-1451) 260 agilariyla
karsilagtirildiginda uyumlu bulundu. 26 agisinda en siddetli pik 36.253 olarak belirlendi.

Gozlemlenen pikler ve kristal boyutunun 28.16 nm olmasi, numunenin saf ZnO
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nanopartikiilii oldugunu dogruladi. Partikiil boyutu hesaplanirken Deybe-Scherrer

denklemi (5.1) kullanildi.
K&
- [cosO

(5.1)

d = Partikiiliin boyutu (nm)

K = Deybe Scherrer sabiti (0.94)

A = X-1s1minin dalga boyu (1.54 A°)

S = Maksimum pikin yar1 uzunlugunun genisligi (FWHM)

0 = Maksimum pikin 20 degerinden elde edilen Bragg acisidir.
(Vijayaraghavan ve Ashokkumar 2017, Bozkurt 2022)
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Sekil 4.3 ZnO nanopartikiillerinin XRD sonucu.

4.2.5 SEM Analizi Sonuglari
ZnO nanopartikiillerin SEM analizi sonrasi elde edilen sonuglarda kiiresel sekilde oldugu

belirlendi. Sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin analizinde yapilan EDX 6l¢timleri

sonrast kiitlesel olarak Zn atomu i¢in %61.45 orani goriiliirken O atomu i¢in %30.76 orani
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ve C atomu i¢in de %7.80 oran1 goriildii. Analizin atomik degerlerine bakildiginda Zn
atomu %26.77 oraninda goriiliirken O atomu i¢in %54.75 oran1 ve C atomu igin de
%18.49 orani goriildii. SEM analizi sirasinda partikiil boyutlar1 farklilik gostermis olup,
Olctimlerdeki en siddetli pikin 28.16 nm boyutundaki partikiile ait oldugu belirlendi ve
Sekil 4.4°de verildi. Morfolojik olarak kiiresel, yiizeyi diiz yapil1 ve karakteristik 6zelligi

olan altigen sekline sahiptir.

12843
MAG: 1000 x "HV:20.0 kV' WD: 18.9 mm

Sekil 4.4 ZnO nanopartikiillerinin SEM sonucu.
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Sekil 4.5 ZnO nanopartikiillerinin EDX sonucu.

4.3 Sitotoksisite Sonuclari

AS549 hiicreleri, M. pulegium L. ekstrakt1 ve ZnO nanopartikiil dozlarina maruz birakildi.
Olusan sitotoksik etkiler 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda goézlemler yapilarak

540 nm’de dlgiimler yapilarak belirlendi.

431 MTT Testi

A549 hiicrelerine, M. pulegium L. ekstraktinin 7.5-25 mg/mL araligindaki yedi farkli
konsantrasyonu ve ZnO nanopartikiiliniin 1.5-5 mg/mL arahigindaki yedi farkl
konsantrasyonu uygulandi. Kontrol grubu ve pozitif kontrol grubu da dahil olmak iizere

toplamda on alt1 farkli grubun 6lgtimleri alindu.
Sentezlenen ZnO nanopartikiilleri (ZNONP), A549 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda

uygulandi. Nanopartikiil dozlarinin yiizde hiicre canliliginin azalmasinda en az etkiyi 0.25

mg/mL dozu gosterirken, en fazla etkiyi 5 mg/mL dozu gosterdi. Uygulanan tim

56



nanopartikiil dozlarinin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicre canliligini azalttigi
goriildii. ZnO nanopartikiillerinin A549 hiicreleri tizerindeki LDso degeri 5 mg/mL olarak
belirlendi. Sitotoksik etkilerinin 24 ve 48 saatlik sonuglar1 Sekil 4.6’da gosterildi.
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Sekil 4.6 ZnO nanopartikiillerinin (ZnONP) MTT sonucu.

M. pulegium L. ekstrakti (MPE), A549 hiicrelerine yedi farkli konsantrasyon olacak
sekilde uygulandi ve en fazla hiicre canliligini azaltan dozun 2.5 mg/mL oldugu goriildii.
MPE dozlarmin hiicre canliligina etkisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, yiizde

canlilik oranim diisiirdiigii goriildii. Bu uygulama sonrast MPE nin sitotoksik etkilerinin

UYGULANAN DOZLAR (mg/mL)

24 ve 48 saatlik sonuglar1 Sekil 4.7°de gosterildi.
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Sekil 4.7 M. pulegium L. ekstraktinin (MPE) MTT sonucu.
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4.4 Genotoksisite Sonuclari

DNA hasar1 analizi i¢in A549 hiicreleri, bitki ekstrakti ve ZnO nanopartikiil dozlarina

maruz birakilarak 6l¢iimleri yapildi.

4.4.1 Komet Testi

AS549 hiicrelerine, M. pulegium L. bitkisinin ekstraktinin (MPE) 12.5-25 mg/mL
araligindaki ti¢ farkli konsantrasyonu ve ZnO nanopartikiiliiniin (ZnONP) 2.5-5 mg/mL
araligindaki ii¢ farkli konsantrasyonu uygulandi. Bitki ekstrakti ve nanopartikiil dozlarina

ek olarak kontrol grubu ve pozitif kontrol grubunda da genotoksik etkilerine bakildi.

Cizelge 4.1 A549 hiicrelerinde Komet yontemi ile DNA hasarmin belirlenmesi.

DNA Hasar (Arbitrary Unit)

Uygulama Ko?;agr}:;?_s))/ on Ortalama + Standart Sapma

94 Saat 48 Saat
Kontrol - 31.00+3.002 38.67+0.58%
Pozitif Kontrol 0.5 52.33+14.50°¢ 46.67+11.55¢
ZnONP 50 5 55.00+7.55° 63.00+13.00¢
ZnONP 37.5 3.75 60.67+3.79° 66.67+10.79"
ZnONP 25 2.5 17.67£6.51° 16.67+1.53"
MPE 50 25 31.67+2.52%® 28.33+3.51%
MPE 37.5 18.5 26.67+3.79% 25.3345.03%
MPE 25 12.5 21.00+3.00° 22.3342.52°

* Siitunlarda belirtilen harfler p<0.05 anlamlilik diizeyinde 6nemlidir (Duncan dagilim testi).

Sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin A549 hiicreleri lizerindeki DNA hasarinin en
yiiksek degeri (66.67+£10.79), 48 saatlik sonuglarda 3.75 mg/mL doz uygulamasinda
goriildii. Bu sonuca en yakin bir diger DNA hasar1 (60.67+3.79), 24 saatlik 3.75 mg/mL
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doz uygulamasinda goriildii. En az DNA hasarinin goriildiigii deger (16.67+£1.53), 48
saatlik sonuglarda 2.5 mg/mL doz uygulamasinda belirlendi. Bu c¢alismada kullanilan
nanopartikiil dozlari, bitki dozlarina kiyasla A549 hiicreleri iizerinde daha fazla DNA

hasar1 gosterdi.

Resim 4.1 M. pulegium L. ekstraktinin ve ZnO nanopartikiillerinin A549 hiicre hatt1 tizerindeki
etkilerinin Komet goriintiileri.

4.5 Antimikrobiyal Aktivite Sonuc¢lar:

ZnO nanopartikiillerinin antimikrobiyal aktivitesi, MIK testi ve disk diflizyon testi

kullanilarak belirlendi.

4.5.1 MiK Testi

ZnO nanopartikiillerinin MIK degeri, kullanilan E. coli, S. aureus, C. albicans, K.
pneumoniae ve S. enteritidis mikroorganizma suslarina uygulanan dozlar sonucunda elde
edilen veriler degerlendirilerek, nanopartikiillerin bakteri suslarinin tiremelerini belirli
oranlarda inhibe edici etkiye sahip oldugu goriildii. Bakteri suslarinin her birine 50
mg/mL, 40 mg/mL, 30 mg/mL, 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 on doz uygulandi. Bu dozlarin

bakteri suslar1 {izerindeki etkisi ve MIK degerleri Sekil 4.8’de verildi.

59



w B B (O]
[, o (] o

w
o

N
o

UYGULANAN DOZLAR (mg/mL)
7 o

10
5
0 s=S== == ==
S. aureus C. albicans K. pneumonia S. enteritidis
MiKROORGANIZMA SUSLARI
Sekil 4.8 MIK sonuglar.

ZnO nanopartikiilleri, E. coli, S. aureus, C. albicans, K. pneumoniae ve S. enteritidis
mikroorganizma suslarina on farkli konsantrasyonda uygulandi. MiK degerleri sirasiyla
15, 12.5, 30, 25 ve 25 mg/mL olarak belirlendi. Verilere gore inhibisyon degeri en yiiksek

C. albicans’da goriiliirken, en diisiik S. aureus’da gorildii.

4.5.2 Disk Difiizyon Testi

ZnO nanopartikiilleri, farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak E. coli, S. aureus, C.
albicans, K. pneumoniae ve S. enteritidis mikroorganizma suslarina uygulandi.
Uygulanan dozlarin bu suslara kars1 gosterdigi etkiler Olgiilerek belirlendi. ZnO
nanopartikiillerinin bakteri suslarina etkisine bakildiginda, nanopartikiillerin farkl

oranda antimikrobiyal etkiye sahip oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.2 ZnO nanopartikiillerinin disk difiizyon testi inhibisyon zonlarinin 6l¢iim sonuglari

(mm).

Bakteri Suslari

Uygulanan Doz (mg/mL)

500 250 125 62.5 312 15.6 (+)
Sigt 8+1.15 | 8.3+£1.45 | 9.3+1.2 9+0.5 11.3£1.2 9+0.5 2240

E. coli sigt 8+1.15 | 8.6£1.2 10+1 9.6+0.3 | 12.3+1.2 | 9.6+£0.3 | 22.3+0.3
ngt 8.3£0.8 | 9+1.15 | 10.3%+1.2 10+0 13+0.57 | 10£0.57 | 22.3+£0.3

siit 10+0.57 | 9.6£0.33 | 9+0.57 | 9.33+0.3 | 9+0.57 8.6£0.6 | 22.6+0.6

S. aureus Siit 10+0.57 10£0 | 9.33+£0.6 | 9.6+0.3 9+0.57 9.3+0.6 | 22.6+0.6
sgit 10+0.57 10+0 9.6+0.3 | 10£0.57 9+0.57 10+£0.57 | 22.6+0.6

Sigt 9.6+0.3 | 10.3+0.3 | 9+0.57 | 9.6+0.3 8.3+0.3 | 8.6£0.3 | 22.3+0.3
pneuriioniae sizt 10+0 10.6+0.3 | 9.3+0.6 | 9.6+0.3 8.6+0.3 9+0 22.3+0.3
S:ét 10+0 10.6+0.3 | 9.6£0.3 | 9.6+0.3 9+0 9.3£0.3 | 22.3+0.3

siit 10.3£0.6 | 11.6+0.8 | 9.3+0.3 | 10.6+0.3 | 11.3+1.45 | 8.3+0.6 | 22.6+0.3

entefi.tidis Si?lt 11.3+0.8 | 11.6+0.8 | 9.6+0.3 11+0 11.6+1.2 9+0 22.6+0.3
szlt 12.3£0.6 | 12+0.57 10+0 11.3+0.3 12+1 9+0 22.6+0.3

Sigt 7.3£0.3 | 7.6£0.3 | 9+0.57 | 10+0.57 | 10.6+0.8 | 8.6+£0.8 | 22.6+0.3

C. albicans sigt 8+0.57 | 8.3+0.3 | 9.6+0.3 | 10.6£0.3 | 12£1.15 | 9.6+0.8 23+0
S:ét 8.320.3 | 8.6+£0.3 | 9.6+0.3 11+0.5 12.6+£0.6 | 10£0.5 23+0

ZnO nanopartikiilleri, E. coli, S. aureus, C. albicans, K. pneumoniae ve S. enteritidis

mikroorganizma suglarina alt1 farkli konsantrasyonda uygulandi. Verilere gore en yliksek

inhibisyon zonu E. coli’nin 31.2 mg/mL dozunun 72 saatlik uygulamasinda goriiliirken,

en diistik inhibisyon zonu ise yine C. albicans’in 72 saatlik uygulamasinin 31.2 mg/mL

dozunda saptandi.
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E. coli S. aureus C. albicans K. pneumoniae S. enteritidis

Resim 4.2 Farkli bakteri suslar1 iizerinde ZnO nanopartikiiliiniin antimikrobiyal aktivitesinin
goriintiileri.
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5. TARTISMA ve SONUC

M. pulegium L. igerigindeki birgok biyoaktif madde sayesinde alternatif tipta hastaliklarin
tedavisinde olduk¢a yaygin olarak kullanilan bir bitki olup, toprak istii kistmlarindan
soguk alginligi, akciger enfeksiyonlari, gida zehirlenmeleri, kolera ve siniizit gibi pek ¢ok
hastaligin tedavisinde uzun yillardir faydalanilmaktadir. Buna bagli olarak bu bitki
tizerinde ¢esitli deneysel calismalar yapilmakta ve farklt metotlar kullanilarak bitkinin
hedef organizma ve hiicreler tizerindeki etki mekanizmasina bakilmaktadir. Bu ¢alismada
M. pulegium L. bitkisinin hem yesil sentez yoluyla elde edilen ZnO nanopartikiilii hem
de sulu ekstrakti kullanilmis olup bu iki metot arasindan en yiiksek seviyede aktivite

gosteren formunun hangisi oldugunun arastirilmasi amaglanmaistir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, M. pulegium L. bitkisinin ekstrakti kullanilarak ZnO
nanopartikiilleri sentezlendi. Sentez sonrasinda karakterizasyon analizleri, sitotoksisite

testi, genotoksisite testi ve antimikrobiyal aktivite testleri yapildi.

Bu ¢alismada ZnO nanopartikiiliiniin sentezinde kullanilan M. pulegium L. bitkisinin
ekstrakti, kurutulmus olan bitki yapraklarindan 5 g tartilp 100 mL dH20 ile

kaynatildiktan sonra filtre kagidi ile siiziilerek elde edildi.

Mata ve arkadaslar1 (2007), ZnO nanopartikiiliiniin sentezinde kullanilan M. pulegium L.
bitkisinin sulu ekstraktini hazirlarken 5 g kurutulmus bitkiyi 100 mL dH20 ile 20 dakika
kaynatmis ve ardindan siizerek kullanima hazir hale getirmistir. Calismada M. pulegium
L. bitkisinin sulu ekstraktinin ve etanol ekstraktinin etkilerine bakilmistir. Calisma
sonucunda bu iki ekstrakt karsilastirildiginda sulu ekstraktin daha aktif oldugunu
gormiislerdir (Mata vd. 2007). Darvishi ve arkadaslar1 (2019), ZnO nanopartikiiliiniin
sentezi igin Juglans regia L. bitkisinin kurutulmus yapraklarindan 2 g tartip 100 mL dH>O
ile karistirmistir. Daha sonra 5 dakika 100°C’de sitmistir ve filtre kagidi ile stizmiistiir
(Darvishi vd. 2019). Rad ve arkadaslar1 (2019), ZnO nanopartikiillerinin sentezinde
kurutulan M. pulegium L. yapraklarindan 5 g tartarak 100 mL dH20 ile karistirmistir.
Daha sonra 60°C’de 10 dakika kaynatarak filtre kdgidindan siizmiislerdir (Rad vd. 2019).

Elumalai ve arkadaslarinin (2023) kullandig1 yonteme gore ZnO nanopartikiil sentezinde
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20 g kurutulmus Moringa oleifera yapraklari 100 mL ¢ift dH20 ile 60°C’de 20 dakika
kaynatilmis ve filtre kagidindan siiziilmiistiir (Elumalai vd. 2023). Majeed ve arkadaslari
(2019), kurutulmus Artocarpus heterophyllus yapraklarini 4 g tartarak 100 mL dHO ile
karistirmistir. 10 dakika 60-80°C’de kaynatarak sogumaya birakmis ve ardindan filtre
kagidi ile stizmiislerdir (Majeed vd. 2019). Bu kaynaklarda goriildiigi gibi prosediirler
tizerinde kiiciik farkliliklar olsa da genel hatlariyla bu tezde uygulanan yonteme benzer

teknikler ile bitki ekstraktlarinin eldesi saglanabilmektedir.

Bu calismada ZnO nanopartikiilleri elde edilirken 20 mL M. pulegium L. ekstrakti ile 100
mL c¢inko asetat ¢ozeltisi karistirildiktan sonra pH’1 11.63’e ayarlanip santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasinda pellet kisimlar petrilere yayilarak etiivde kurumaya birakilmistir.

Rad ve arkadaslar1 (2019) yaptig1 ¢alismada ZnO nanopartikiillerinin sentezinde 20 mL
M. pulegium L. sulu ekstraktin1 60-80°C’de kaynatmis, lizerine 2 g ¢inko nitrat
hekzahidrat eklemis ve etiivde 400°C’de 1sitarak bu karisimi toz haline getirmislerdir
(Rad vd. 2019). Darvishi ve arkadaslar1 (2019), 20 mL J. regia L. bitkisinin ekstraktini
50°C’de 10 dakika isitmis ve iizerine 500 mL ¢inko asetat dihidrat eklemislerdir.
Karigimin sarimsi renginin krem rengine donlismesi reaksiyonun gerceklestigini
belirtmektedir. Bu karisim 8000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenmistir. Cokelti iki kere
dH20 ile yikanmistir ve etiivde kurutulmustur (Darvishi vd. 2019). Yapilan diger
calismalarda da ZnO nanopartikiil sentezinde farkli bitkiler kullanmilarak degisik
kaynatma-kurutma siireleri ve sicaklik degerleri uygulanmis olup ayni formda
nanopartikiil eldesine ulasilmistir (Qi vd. 2008, Majeed vd. 2019, Elumalai vd. 2023).
Tiim bu ¢alismalarda kullanilan teknikler tez ¢alismamizdaki sentez yontemi ile benzerlik

gostermektedir.

Bu calismada sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin karakterizasyonu i¢in UV-Vis
spektrumlari, FT-IR, XRD ve SEM analizleri ger¢eklestirildi.

Calismamizda UV-Vis spektrumlari igin maksimum seviyedeki absorbans degeri 385 nm

olarak belirlendi. Darvishi ve arkadaslar1 (2019), yesil sentez ve kimyasal sentez yontemi

kullanarak elde ettikleri ZnO nanopartikiillerinin UV-Vis spektrumlarindaki keskin
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absorbsiyon tepe noktasini 355-370 nm arasinda oldugunu tespit etmislerdir (Darvishi vd.
2019). Majeed ve arkadaslar1 (2019), A. heterophyllus ekstraktiyla sentezlenen ZnO
nanopartikiillerinin UV-Vis spektrofotometre sonuglarinda absorbsiyon zirvesinin 235
nm’de oldugunu belirlemislerdir (Majeed vd. 2019). Rajeshkumar ve arkadaslarinin
(2018) yaptig1 ¢alismada ise Mangifera indica bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen
ZnO nanopartikiillerinin UV-Vis spektrumlar1 355 nm’de absorbsiyon tepe noktasi
gosterdigini tespit etmislerdir (Rajeshkumar vd. 2018). Bir diger ¢alismada ise; Rad ve
arkadaslar1 (2019), M. pulegium L. ekstraktiyla elde edilen ZnO nanopartikiillerinin UV-
Vis spektrumlarii 370 nm’de keskin absorbsiyon bandi oldugunu saptamislardir (Rad
vd. 2019). Yine Hoseinzadeh ve arkadaslar1 (2013), kimyasal sentez ile elde edilen ZnO
nanopartikiillerinin UV-Vis spektrumlarini yaklasik 245 nm’de yar1 keskin tepe noktasina
sahip oldugunu rapor etmislerdir (Hoseinzadeh vd. 2013). Literatiir g¢alismalari
gostermistir ki farkli bitkilerle sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin UV-Vis spektrumlari
235-370 nm araliklarinda degiskenlik gostermektedir. Calismamizda ise 385 nm olarak
tespit ettigimiz UV-Vis degerleri literatiirle uyumluluk gostermektedir. Elde edilen farkli
UV-Vis spektrumlarinin ¢alismalarda kullanilan farkli bitki ekstraktlarindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Bu ¢alismada sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin FT-IR analizi sonuglarina gore 464
cm™°de absorbsiyon band1 goriildii. 3424 cm™’de goriilen pik O-H gerilme titresimleri,
1576 cm™’de goriilen pik C-O titresimleri ve 1409 cm™de goriilen pik aromatik C-C

titresimlerinin oldugunu gostermektedir.

Darvishi ve arkadaslarinin (2019) yaptig1 calismada ZnO nanopartikiillerinin FT-IR
spektrumunda 439 cm™’de zirve yaptig1 goriilmiistiir. O-H pik degeri 3244.27 ve 3417.68
cm’de yiiksek yogunlukta gériilmiistiir. Fenolik C-O piki 1087.85, aromatik C-H piki
1465.90 ve aromatik C-C piki 1624.06’de yogunlastigi belirlenmistir (Darvishi vd. 2019).
Rad ve arkadaslarimin (2019) yaptigi ¢alismada ise M. pulegium L. ekstraktiyla
sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin FT-IR spektrumunda Zn-O baginin karakteristik
belirtisi olarak 495 cm™’de absorpsiyon bandi gériilmiistiir. Yaprak ekstraktinin analiz
spektrumlar1 3440 ve 2890 cm™’de pik gostermistir. Organik halkalar ve fonksiyonel
gruplar oldugu diisiiniilen 1591, 881 ve 1382 cm™°de pikler goriilmiistiir (Rad vd. 2019).
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Erol ve arkadaslarinin (2023) yaptigi ¢alismada ise M. pulegium L. ekstraktinin ZnO
nanopartikiillerinin FT-IR spektrumunda kiiresel ZnO gerilme titresimini temsil eden
absorbsiyon bandi 520 cm™’de goriilmiistiir. ZnO yiizeyinde olusan O-H gerilme
titresimleri 3500 cm™’deki genis pikte goriilmiistiir. Aromatik C-C titresimlerinin 1630
cm’de piki goriilmiistiir. Bitkinin aktif bilesenlerinden olan pulegon ve menton 1720
cm?de goriilmiistiir (Erol vd. 2023). Mohammad ve arkadaslar1 (2019), Hyssops
officinalis L. ekstrakti kullanilarak sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin FT-IR
spektrumunda O-H gruplarina ait pik 3463 cm™’de, C-H gruplarma ait pik 2917 cm™’de,
C-O gruplarna ait pikin 1029 cm™’de oldugu ve organik safsizlik sebebiyle 1410 cm™’de
pik oldugu gorilmiistir (Mohammad vd. 2019). Bu baglamda elde edilen verilere
bakildiginda, FT-IR spektrumlarinin 439-520 cm™ araliginda oldugu ve ¢aligmamizda
sentezlenen ZnO nanopartikiiliiniin FT-IR spektrumlarinin bu aralikta yer aldigi

belirlenmistir.

Bu ¢alismada sentezlenen ZnO nanopartikiillerin XRD analizinde elde edilen pikler 100
(31.77°), 002 (34.42°), 101 (36.25°), 102 (47.53°), 110 (56.60°), 103 (62.86°), 200
(66.38°), 112 (67.96°), 201 (69.10°), 004 (72.56°) ve 202 (76.95°) olarak belirlendi. Bu
Ol¢tim sonuglar1 literatiirdeki ZnO nanopartikiilin JCPDS (36-1451) 20 acilariyla
karsilastirildiginda uyumlu bulundu. Gézlemlenen siddetli pikler ve kristal boyutunun

28.16 nm olmasi, numunenin saf ZnO nanopartikiilii oldugunu dogruladi.

Darvishi ve arkadaslarinin (2019) yaptiklar1 ¢alismada, ZnO nanopartikiillerinin XRD
analizinde 26'de (100), (002), (101), (102), (110), (103), (112), (202) ve (023) degerlerine
bakildiginda nano yapisinda oldugu goriilmektedir (Darvishi vd. 2019). Rajeshkumar ve
arkadasglar1 (2018), ZnO nanopartikiillerinin XRD analizinde 26 degerlerindeki pikleri
31.86°, 34.72°, 36.57°, 47.66°, 56.89°, 61.74°, 68.69° olarak tespit etmistir. Bu piklere
karsilik gelen (100), (002), (101), (102), (110), (103), (112) degerler literatiirdeki JCPDS
degerleriyle benzerlik gostermektedir. Nanopartikiiliin safligi (100), (002) ve (101)
piklerinde goriilmiistiir. Nanopartikiiliin ortalama boyutu 47.70 nm olarak belirlenmistir
(Rajeshkumar vd. 2018). Erol ve arkadaslari (2023) yaptiklart ¢alisma ile ZnO
nanopartikiillerinin XRD analizinde karakteristik tepe noktalari ile nanopartikiiliin altigen

yapisint dogrulamigtir. Bu durum literatiirdeki 36-1451 numarali JCPDS verileriyle uyum
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gostermistir. Nanopartikiillerin kristal boyutunun 34.17 nm oldugu belirlenmistir (Erol
vd. 2023). Rad ve arkadaslarinin (2019) yaptig1 calismada ise ZnO nanopargaciklarinin
XRD modelinde 26 agilarindaki piklerin 31.74°, 34.41°, 36.23°, 47.53°, 56.60°, 62.86°,
66.43°, 67,96°, 69,10°, 72,54° oldugu goriilmiistiir. Bu piklere karsilik gelen degerlerin
de (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200), (112), (201), (004) ve (202) diizlemleri
oldugu tespit edilmistir. Nanopartikiillerin ortalama boyutu 44.94 nm olarak saptanmistir
(Rad vd. 2019). Sevlakumari ve arkadaslar1 (2015) ise, ZnO nanopartikiillerinin XRD
analizinde goriilen piklerin literatiirdeki JCPDS verilerine uyumlu oldugunu rapor
etmislerdir. Bu calismada da nanopartikiillerin saflig1 belirlenmis ve altigen yapisiyla
uyumlu oldugu gorilmiistir. Ortalama boyutu yaklasik olarak 16-17 nm olarak
belirlenmistir (Sevlakumari vd. 2015). Tim bu literatiirlerle karsilastirildiginda
caligmamizda sentezlenen nanopartikiiliin altigen yapisinda ve kristal boyutunun 28.16

nm olmas1 numunenin saf ZnO nanopartikiilii oldugunu dogrulamistir.

Bu calismada yapilan SEM analizi sonucunda ZnO nanopartikiillerin kiiresel sekilde
oldugu belirlendi. Sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin analizinde yapilan EDX
Olctimleri sonras kiitlesel olarak Zn atomu igin %61.45 oran1 goriiliirken, O atomu i¢in
%30.76 oran1 ve C atomu i¢in de %7.80 orani1 goriildii. Analizin atomik degerlerine
bakildiginda Zn atomu %26.77 oraninda goériiliirken, O atomu i¢in %54.75 oran1 ve C

atomu i¢in de %18.49 oran1 goriildii.

Rad ve arkadaslar1 (2019), ZnO nanopartikiillerinin SEM analizi verilerine gore
partikiillerin yar1 kiire seklinde ve parcacik c¢aplarmin 38-49 nm oldugunu tespit
etmislerdir. Ayni ¢calismada yiiksek ¢inko degerinin %56.26 ve oksijen degerinin %43.74
oldugu goriilmiistiir (Rad vd. 2019). Majeed ve arkadaslar1 (2019), ZnO nanopartikiillerin
SEM analizi partikiillerinin yiizeylerinin piiriizsiiz oldugunu gostermistir. Yapilan EDX
Olgtimlerinde kiitlesel olarak C atomu %27.32, O atomu %51.68 ve Zn atomu %20.99
oldugu saptanmistir. Atomik degerlerin ise C atomu %39.05, O atomu %55.44 ve Zn
atomu %5.51 oldugu goriilmiistiir (Majeed vd. 2019). Rajeshkumar ve arkadaslarinin
(2018) yaptig1 ¢alismaya gore ise ZnO nanopartikiillerin SEM analizinde kiiresele yakin
altigen seklinde oldugu tespit edilmis ve bu analiz sonucunda boyutun yaklasik 60 nm
oldugu goriilmiistiir (Rajeshkumar vd. 2018). Yaptigimiz c¢alismada Zn, O ve C
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atomlariin ylizde oranlari, sekilsel yapisi, nanomateryalin kiitlesel ve atomik degerleri

diger calismalardaki verilerle uyumlu bulunmustur.

Biyolojik, fiziksel ve kimyasal faktorler hiicreleri farkli derecelerde etkileyerek
sitotoksisiteye neden olabilmektedir. Hiicreler, herhangi bir sitotoksik maddeye maruz
kaldiginda otofaji, apoptoz ve nekroz gibi sebeplerden dolayi 6lebilir ya da proliferasyon
Ozelliklerini kaybedebilirler (Galluzzi vd. 2009). Sitotoksisite ¢aligmalar1 sayesinde test
edilen herhangi bir maddenin sitotoksik etkileri hakkinda fikir sahibi olunabilir (Riss vd.
2006). Bu ¢alismada sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin karakteristik analizlerinin yan1
sira sitotoksik ve genotoksik etkileri de degerlendirilmistir. A549 hiicrelerine, M.
pulegium L. ekstraktinin 7.5-25 mg/mL araligindaki yedi farkli konsantrasyonu ve ZnO
nanopartikiiliiniin 1.5-5 mg/mL araligindaki yedi farkli konsantrasyonu uygulanarak 24
ve 48 saatlik uygulamalar sonucunda MTT testi ile sitotoksik etki belirlendi. Nanopartikiil
dozlarmin yilizde hiicre canliliginin azalmasinda en az etkiyi 0.25 mg/mL dozu
gosterirken, en fazla etkiyi 5 mg/mL dozu gdsterdi. MPE dozlarinin hiicre canliligina
etkisi kontrol grubu ile karsilastirildiginda, yiizde canlilik oranimi disiirdiigii goriildii.
Hiicre canliligimi 6nemli 6lgiide azaltan dozun 2.5 mg/mL oldugu belirlendi. Bu

uygulama sonrasi ZnO nanopartikiillerinin LDsg degeri 5 mg/mL olarak tespit edildi.

Rajeshkumar ve arkadaslarinin (2018) yaptiklar1 ¢calismada ZnO nanopartikiillerinin 1-
100 pg/mL arasindaki konsantrasyonlarinin sitotoksik etkileri arastirilmustir.
Uyguladiklar1 nanopartikiil konsantrasyonunun artisina bagli olarak antikanser
aktivitesinde artis oldugu goriilmiistiir. MTT analizi sonucunda ZnO nanopartikiillerinin
sitotoksik aktivitesi degerlendirilirken doza bagli dalgalanmalar oldugu tespit edilmistir
(Rajeshkumar vd. 2018). Nikounezhad ve arkadaslar1 (2014), A549 hiicre hattina M.
pulegium L. ekstraktini sulu, etanol ve metanol olmak iizere ti¢ farkli sekilde uygulayarak
sitotoksik etkilerine bakmiglardir. Ekstraktlar arasinda sulu ekstraktin, en fazla antikanser
aktiviteye sahip oldugunu tespit etmislerdir. A549 hiicre hattindaki canlilik oram 25, 15,
ve 25 pg/ml sulu fraksiyonunun iizerindeki konsantrasyonlarda goriilmiistir
(Nikounezhad vd. 2014). Alarifi ve arkadaslari (2013), A375 hiicrelerine ZnO
nanopartikiilini 5, 10 ve 20 pg/ml konsantrasyonlarinda uygulayarak MTT analizi

yapmuslardir. Hiicre canliligindaki diisiisiin 24 saatlik sonuglari sirasiyla %2.4, %16 ve
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%358.6 oldugu goriiliirken, 48 saatlik sonuglarda %3.2, %38 ve %76.6 oldugu
goriilmiistiir. A375 hiicrelerinin canlilifindaki azalmanin 5 pg/ml ZnO nanopartikiil
konsantrasyonu ile basladigi anlagilmaktadir (Alarifi vd. 2013). Sharma ve arkadaslar1
(2012), HepG2 hiicrelerinde ZnO nanopartikiiliiniin MTT testi ile sitotoksisitesini
belirlerken 0.8-20 pg/mL  konsantrasyon araligindaki nanopartikiil dozlarimi
uygulamiglardir. 12 saat sonucunda canlilik ytizdesi, 14 ve 20 ng/mL dozlarinda sirasiyla
%80 ve %74 olarak belirlenmistir. 24 saat sonucunda ise bu canlilik yiizdelerinin sirasiyla
%353 ve %43’e geriledigi goriilmiistiir (Sharma vd. 2012). Jeng and Swanson (2006),
CCL-131 fare ndroblastomu hiicreleri tizerinde ZnO nanopartikiiliiniin 10, 25, 50, 100 ve
200 pg/mL konsantrasyonlardaki dozlarini uygulamislardir ve sitotoksik etkilerini MTT
testi ile analiz etmislerdir. 24 saatlik sonuglarda 100 pg/mL konsantrasyondaki ZnO
nanopartikiil dozu, kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda mitokondriyal islevi %80
oraninda azalttig1 goriilirken, 10 pg/mL dozunda mitokondriyal fonksiyon iizerinde
onemsiz etkiler gostermistir (Jeng and Swanson 2006). Calismamizda doz artisina bagl
olarak canlilik oranlarinda diisiis tespit edilmesi LDso degerine yakin olan

konsantrasyonlarda antikanser aktivitenin varligini diisiindiirmektedir.

Genotoksisite, c¢esitli ajanlarin genetik materyal iizerinde olusturdugu hasarin
belirlenmesi olarak tanimlanmaktadir. Genotoksisite testleri; kimyasal maddelerin
DNA’ya zarar verip vermedigini belirlemek ve bu kimyasallarin etki mekanizmalarini
anlamak i¢in uygulanan in vivo ve in vitro test yontemleridir (Yiizbasioglu vd. 2014). Bu
calismada M. pulegium L. ekstrakti kullanilarak sentezlenen ZnO nanopartikiillerinin
AS549 hiicre hatt1 lizerindeki genotoksisitesi belirlenirken Komet yontemi kullanildi. 24
ve 48 saatlik doz uygulamasi sonucunda DNA hasarinin en fazla goriildiigii doz 3.75
mg/mL olarak belirlendi. Caligma sonucunda nanopartikiil dozlarin bitki dozlarindan

daha fazla genotoksik aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Sharma ve arkadaslar1 (2012), HepG2 hiicrelerine ZnO nanopartikiiliinii 8, 14, 20 pg/mL
konsantrasyolarda uygulayip Komet testi ile genotoksik aktivitesine bakmislardir.
Kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda 14 ve 20 pg/mL dozlar1 uygulanan hiicrelerde,
onemli Olglide DNA hasar1 goriilmiistiir. ZnO nanopartikiillerinden kaynaklanan bu

6liimiin apoptoz yoluyla oldugu belirlenmistir (Sharma vd. 2012). Alarifi ve arkadaslari
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(2013), A375 hiicrelerine ZnO nanopartikiiliini 5, 10 ve 20 pg/ml konsantrasyonlarinda
uygulayarak Komet analizi ile genotoksisitesini tespit etmisler ve uyguladiklari bu
nanopartikiil dozlariin kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda 6nemli 6l¢iide DNA hasar1
gosterdigini  saptamiglardir. Yaptiklar1 calisma sonucunda hiicrelerin nanopartikiil
dozlarina maruz kalma siiresi arttikga olusan DNA hasarinda da dogrusal olarak artis
gozlenmis ve en fazla DNA hasar1 20 pg/mL konsantrasyonundaki dozda goriilmiistiir

(Alarifi vd. 2013).

ZnO nanopartikiilleri, E. coli, S. aureus, C. albicans, K. pneumoniae ve S. enteritidis
mikroorganizma suslarina farkli konsantrasyonlarda uygulandi. MiK degerleri sirastyla
15, 12.5, 30, 25 ve 25 mg/mL olarak belirlendi. inhibisyon degeri en yiiksek C.
albicans’da goriiliirken, en diisiik S. aureus’da goriildii. Hoseinzadeh ve arkadaglari
(2013), ZnO nanopartikiiliiniinii Pseudomonas aeruginosa, E. coli, Staphylococcus
epidermidis ve S. aureus bakteri suslarina (10.000, 5.000, 2.500, 1.250, 625, 312.5,
156.25, 78.125, 39.0625, 19.53, 9.765 ve 9.883 pg/mL) seri diliisyon ile uygulayarak
MIK belirlemislerdir. Elde edilen sonuglarda 156.25 pg/mL ile en yiiksek konsantrasyona
sahip MIK degeri P. aeruginosa’da, en diisiik konsantrasyona sahip MIK degeri ise 1.250

pug/mL ile E. coli ve S. aureus’da goriilmiistiir.

Bu c¢alisgmada ZnO nanopartikiiliiniin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla
disk difiizyon yontemi kullanildi ve verilere gore en yiiksek inhibisyon zonu E. coli’nin
31.2 mg/mL dozunun 72 saatlik uygulamasinda goriiliirken, buna yakin ikinci en yiiksek
inhibisyon zonu ise C. albicans’in 72 saatlik uygulamasimin 31.2 mg/mL dozunda
saptandi. Hoseinzadeh ve arkadaslar1 (2013), ZnO nanopartikiiliinii P. aeruginosa, E.
coli, S. epidermidis ve S. aureus bakteri suslarina 10000, 5000, 2500, 1250, 625, 312.5,
156.25 ve 78.125 pg/mL konsantrasyonlarinda uygulamislardir. Disk difiizyon yontemi
ile inhibisyon bolgesinin boyutlarini belirlemislerdir. P. aeruginosa bakterisinde 10000
ve 5000 pg/mL dozu, antibiyotik disklerde goriilen degerden %4-7 daha yiiksek oldugu
goriilmistiir. Buna benzer olarak S. aureus, S. epidermidis ve E. coli bakterilerinde
yaklagik olarak 312.5 pg/mL dozu ve lizerindeki dozlarda inhibisyon bolgesi olustugu
belirlenmistir (Hoseinzadeh vd. 2013). FElumalai ve arkadaslar1 (2023), ZnO

nanopartikiiliiniini S. aureus, Bacillus subtilis, P. aeruginosa, Proteus mirabilis, E. coli
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gibi ¢esitli mikroorganizmalara ve C. albicans ve Candida tropicalis disk difiizyon
yontemi gibi mantar suslarina karst 200 pg/mL konsantrasyonunda uygulayarak
antimikrobiyal aktivitesini belirlemislerdir. S. aureus, Bacillus subtilis, P. aeruginosa ve
E. coli suslarinda 22.8 + 0.76 ve 23.8 + 0.76 mm araliginda degerler gézlenmistir. Proteus
mirabilis, C. albicans ve Candida tropicalis suslarinda ise 13.54+ 0.50 ve 19.6 + 0.76 mm

araliginda degerler gozlenmistir (Elumalai vd. 2023).

Bu calismada elde edilen biitiin bulgular goz Oniine alindiginda, M. pulegium L.
ekstraktini kullanarak uygulanan yesil sentez teknigi ile liretilen ZnO nanopartikiillerinin
cesitli mikroorganizmalar iizerinde neden oldugu antimikrobiyal ve antifungal
aktivitelerinin yeni ila¢ gelistirme ve tedavi yontemleri i¢in temel bir ¢alisma olacagi
kanaatindeyiz. Ayrica bu nanopartikiillerin farkli kanser tiplerine kars1 alternatif tedavi
yontemlerinin gelistirilebilmesinde etkili olabilecegini ve gelecekteki ¢alismalar igin bir

basamak teskil edecegini diisiinmekteyiz.
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