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OZET

YESIL SENTEZ YONTEMI iLE URETILEN GUMUS
NANOPARCACIKLARIN KANSER
ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Erdi BILGIC
Doktora Tezi, Fizik Anabilim Dal
Damisman: Do¢. Dr. Nina TUNCEL
Eyliil 2020; 76 sayfa

CA (biber-Capsicum annuum) ve SM (deve dikeni-Silypbum marianum)
bitkilerinin indirgen ve kapsiilleyici ajan olarak kullanildigi bu doktora tez ¢alismasinda,
yesil sentez yontemiyle giimiis nanopartikiil (Ag NP)’leri elde edilmistir. Ag NP’lerin
olusum kinetigi UV-vis spektrofotometresi ile ve morfolojik ozellikleri ise gecirmeli
elektron mikroskobu (TEM) ile belirlenmistir. SM ve CA bitkilerinin sulu ¢ozeltileri
icerisinde, farkli molar konsantrasyonlarda (1, 2 ve 4 mM) AgNOs c¢ozeltisi ile
sentezlenen Ag NP’ler 391,5-426 nm arasinda degisen yiizey plazmon rezonans (SPR)
pikleri sergiler. Bu pikler Ag NP’lere ait tipik absorbans pikleridir. TEM goriintiilerine
gore Ag NP’lerin 1-24 nm boyut araliginda ve kiiresel sekle sahip olduklart tespit
edilmistir. En kii¢iik Ag NP boyutlar1 1 mM AgNOs-deve dikeni karisimindan elde
edilmistir ve NP boyutlar1 2,5+1 nm’dir.

Farkl1 kiitle konsantrasyonlarinda Ag NP’lerle 24 ve 48 saat inkiibe edilen MCF-
7 hiicrelerinin sitotoksisitesi MTT testi ile belirlenmistir. MTT sonuglarina gore, Ag
NP’lerin konsantrasyona bagl: sitotoksisite gosterdikleri ve IC50 konsantrasyonlari; 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda biber 6ziitli igerisinde sentezlenenlerde 45,6 ug/ml,
deve dikeninde 42 pg/ml; benzer sekilde 48 saatlik inkiibasyon sonucunda biber ve deve
dikeninde sirasiyla 37,5 pug/ml ve 38 pg/ml olarak hesaplandi.

6 MV enerjili X 1s1nlart ile 6 Gy radyasyon dozunda 1sinlanan Ag NP’lerle inkiibe
edilen MCF-7 hiicrelerinin radyo-duyarliliklarinin arttig1 tespit edilmistir. Her iki bitki
Oziitlinlin de tek basina radyo-duyarliliklarinin olmadigi ve farkli bitkilerden sentezlense
de Ag NP’lerin tamaminin radyasyon duyarliliklarinin benzer sonuglar verdigi gézlendi.
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duyarlastirici
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS OF SILVER
NANOPARTICULES PRODUCED BY GREEN SYNTHESIS
METHOD IN CANCER

Erdi BILGIC
PhD Thesis in Physics
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nina TUNCEL
September 2020; 76 pages

In this PhD thesis, the plants of Ca (pepper- Capsicum annuum ) and SM (thistle-
Silybum marianum ) were used as reducing agents in order to obtain silver nanoparticles
( Ag NP) via green synthesis method. The formation kinetics of ( Ag NP) ' s were stated
by UV- vis Spectrophotometer and the morphological properties by Transmission
Electron Microscope (TEM). The Ag NP’s synthesized with different molar
concentrations of AgNOs solutions (1, 2 and 4 mM) in aqueous solutions of SM and CA
plants exhibit surface plasmon resonance (SPR) peaks ranging from 391,5-426 nm. These
are the typical absorbance peaks that belong to Ag NP’s. According to TEM images, Ag
NPs were found to have a spherical shape in the 2,5-24 nm size range. The smallest Ag
NP sizes were obtained from a mixture of 1 mM AgNOg- thistle and the NP sizes were
2,4+1 nm

The cytotoxicity of MCF-7 cells, which are incubated for 24 and 48 hours with
different mass concentrations of Ag NPs was determined by MTT test. According to
MTT results, Ag NPs showed dose-dependent cytotoxicity and IC50 doses; at the end of
the 24-hour incubation period 45.6 pg/ml in pepper extract and 42 pg/ml in thistle;
similarly, after 48 hours of incubation, it was calculated as 37.5 ug/ml and 38 pg/ml in
pepper and thistle, respectively.

It was determined that the radio-sensitivity of MCF-7 cells incubated with Ag NPs
irradiated with 6 MV energy X-rays at a radiation dose of 6 Gy was increased. It was
observed that both plant extracts alone were not radio-sensitive and, although they were
synthesized from different plants, the radiation sensitivities of all Ag NPs gave similar
results.

KEYWORDS: Nanoparticles, Anticancer, MCF-7, XRD, UV-Vis, Radiosensivity
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Kisaltmalar
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DMEM
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EMR
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LDH
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: Taramal1 Elektron Mikroskobu
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: Diinya Saglik Orgiitii
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GIRIS E. BILGIC

1. GIRIS

Nanoyapilarin ~ sentezlenme yontemleri fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yaklasimlari igerir. Bu yontemler arasinda biyolojik yontemler; ¢evre dostu ve ekonomik
olmalar1 nedeniyle son yillarda tercih edilmeye baglanmistir. Buhar yogunlastirma ve
molekiil demet biiyiitme (Molecular Beam Epitaxy, MBE) (Ishikawa vd. 1997), kimyasal
buhar yogunlastirma (Chemical Vapor Deposition, CVD) (Creighton vd. 2008) gibi
fiziksel yoOntemler son derece pahali teknoloji tiriinii ara¢ ve gereclere ihtiyag
duymaktayken hemen hemen higbirisi enerji etkin olmadigi gibi kitlesel tiretime de uygun
degildir. Kimyasal yontemler (Schmid 2011) her ne kadar fiziksel yontemlere gore ucuz
kitlesel tiretime elverisli olsalar da kullanilan toksik kimyasallar ¢evre agisindan son
derece zararlidirlar. Biyolojik yontemler ise bakteri (Ahmad vd. 2003), maya (Kowshik
vd. 2003) ve bitkileri (Nasar vd. 2019) kullandigi igin gevrecildir.

Dodonaea viscosa (Anandan vd. 2019), Juglans regia (Nasar vd. 2019),
Hydnocarpus pentandra (Shyam vd. 2019) ve Prosopis juliflora (Arya vd. 2019) gibi
bitkilerin kullanildig1 ¢alismalarda sentezlenen Ag NP’lerin S. aureus, E. faecalis, E.
Coli, S. typhi ve P. aeruginosa gibi bakteriler {izerine etkileri arastirilmigtir (Valsalam vd.
2019). Bu caligmalarimin ¢ogunda antibakteriyel aktivitenin nanopartikiil boyutu,
konsantrasyon ve sentez yontemi gibi parametrelerden nasil etkilendigi {izerine
yogunlasilmaktadir.

Krishnaraj vd. (2010) ¢alismalarinda Acalypha indica yaprak oziitleri igerisinde
Ag NP’leri sentezlediler. Sentezledikleri koloidal Ag NP’leri Escherichia coli ve Vibrio
cholerae hiicreleri tizerindeki antibakteriyel etkilerini arastirdilar. Minimum 10 pg/ml
konsantrasyonundaki konsantrasyonlarda bu bakterilere karsi etki gosterdigini
vurgulamiglardir.

Benzer sekilde 2010 yilinda Nabikhan vd. tarafindan yapilan bagka bir calismada
Sesuvium portulacastrum o&ziitleri icerisinde sentezlenen Ag NP’lerin Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteu ve
Klebsiella pneumoniae insan patojenlerine kars antibakteriyel aktivitelerine bakilmustir.
Calismada 5-20 nm arasinda degisen boyutlardaki Ag NP’lerin kristal yapilarina bakilmis
ve konsantrasyona bagl artan antibakteriyel aktivitenin vurgusu yapilmistir.

Ag NP’lerin antimikrobiyal etkileri de arastirilmaktadir. Son yillarda Ag NP’ler;
HIV-1 (Elechiguerra vd. 2005; Trefry vd. 2012), hepatit B (Lu vd. 2008), herpes simpleks
(Baram-Pinto vd. 2009), solunum sinsityal (Sun vd. 2008), maymun ¢icegi (Rogers vd.
2008), Tacaribe (Speshock vd. 2010) HIN1 influenza A viriisii (Mehrbod vd. 2009;
Xiang vd. 2011) gibi viriisler lizerinde arastirilmaya baslanmistir.

Lara vd. (2010) ¢alismalarinda, sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda aldiklar
Ag NP’lerin biiyiik olasilikla viral girisin bir inhibitdrii olarak viral replikasyonun erken
bir asamasinda anti-HIV aktivitesi uyguladigini gosterdiler. Bunun yaninda Ag NP’lerin
gp120'ye baglandiklarini, bu sayede viriise kars1 etkili bir viriiidal ajan olarak islev goren
CD4'e bagli viryon baglanmasini, fiizyonu ve enfektiviteyi dnledigini gosterdiler. Ayrica,
Ag NP’lerinin HIV-1 yasam donglisliniin giris sonrasi agsamalarini inhibe ettigini
vurguladilar.
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Bunlarin disinda Ag NP’lerin kanser hiicreleri lizerindeki etkilerini arastiran
calismalarda mevcuttur. Bu ¢alismalarin ¢ogu Ag NP’lerin sitotoksisitesi ve radyo-
duyarlastir1 etkilerini konu almaktadir.

Sitotoksisite ¢alismalarini konu alan literatiir ¢alismalarinda Ag NP’ler; A549
(Sharma vd. 2019), SGC-7901 (Lu vd. 2010), HepG2 (Jiao vd. 2014), MCF-7, HeLa ve
U937 gibi birgok hiicre hatti tizerine yogunlasilmistir (Liu vd. 2010; Kaba vd. 2015). Bu
caligmalarin benzer yanlar1 farkli konsantrasyonlarda kullanilan nanopartikiillerin
konsantrasyona bagli sitotoksisitelerinin arastirilmast ve IC50 konsantrasyonlarinin
belirlenmesini igerir. Bunun disinda Ag NP’lerin boyutlarinin sitotoksisitesini etkiledigi
yoniinde ¢alismalarda mevcuttur (Scherer vd. 2019; Wu vd. 2019; Liu vd. 2010; Kaba
vd. 2015; Fehaid vd. 2019).

Ag NP’lerin radyo-duyarlastiric etkileri olabilecegi yoniindeki ¢alismalar ise Ag
NP’lerin radyasyonla etkilesimi sonrasinda hiicre hatlarimin radyasyon hassasiyeti
olusturmasini konu alir. Jyot vd. (2020) yaptiklart ¢alismada yesil sentezledikleri Ag
NP’ler ile 1, 2 ve 3 saat inkiibe edilen HepG-2 hiicrelerinin 6 Gy gama radyasyonuna
maruz birakildiginda radyo-duyarliklarinin artigimi gostermislerdir. Liu vd. (2016) ise
yaptiklar1 calismada Ag NP’ler ve Au NP’lerin klinik olarak megavolt basamagindaki
iyonizan radyasyon ile uygulandiklar1 glioma hiicreleri iizerinde radyo-duyarlastirici etki
gosterdiklerini ve Ag NP’lerin radyo-duyarlastiric etkilerinin Au NP’lere oranla daha
fazla oldugunu gostermislerdir.

Bu c¢aligmalarin simnirhi sayida olmasi, bitkilerin icerigindeki fitokimyasallarin
farkli olmas1 ve nanopartikiillerin kendine 6zgii 6zelliklerinden dolay1 arastirmalarin
gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir. Ayni1 zamanda, biyolojik olarak sentezlenmis Ag NP'lerin
kanser hiicre dizilerine karst sitotoksik etkileri hakkinda smnirli sayida c¢alisma
bulunmaktadir.

AgNP’lerin yesil sentezi i¢in ¢esitli raporlarda, SM tohumu 06ziitii kullanilarak
AgNP’lerin sentezi ve karakterizasyonu rapor edilmistir (Mohammadinejad vd.
2013). SM; mor g¢icekler ve bazi ebegiimeci dikenleri ile soluk yesil yapraklari tagiyan
Asteraceae ailesinin bir bitkisidir. SM tohumlarindan elde edilen 6ziit % 65-80 silimarin
(Flavonolignan kompleksi), % 20-25 yag asitleri, az miktarda flavonoid (taksifolin) ve
diger polifenolik bilesikleri igerir (Ramasamy vd. 2008). SM'deki baslica biyoreaktif
bilesenler silil A, silibin B, izosilbin A, izosilbin B, sildianin ve silisristin dahil
flavonolignalandir (Zhao vd. 2005). Bu bitkinin icerdigi fitokimyasallar tibbi alanlarda
yillardir aragtirilmaktadir (Flora vd. 1998).

SM’nin memeli hiicreleri iizerindeki antioksidan aktiviteleri umut verici olup
karaciger gibi ilag sitotoksisitelerinden dogrudan etkilenen doku ve organlar {izerinde
onarim etkisi olduguna dair ¢calismalar mevcuttur. Flora ve digerlerinin (1998) yaptiklari
bir ¢calismada SM’nin karacigere baglanan toksinlerin yer degistirmesine ve karaciger
hiicrelerinin hizla yenilenmesine sebep oldugunu belirtmislerdir. Fanoudi vd. (2018) de
caligmalarinda SM’yi dogal ve kimyasal toksisitelere karsi dogal bir panzehir olarak
tanimlamislardir. Bunun yaninda Tzeng vd. (2013) SM’nin icerdigi bir fitokimyasal olan
silimarinin, karbon tetrakloriir ile tedavi edilen farelerde karaciger fibrozunu tedavi etmek
acisindan bag dokusu biiylime faktoriinii azalttigin1 sdylemislerdir. Baska bir caligmada
Shaker vd. (2010), silimarinin, antiradikal ve antikarsinojenik rollerini arastirmiglardir.
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Calismada hepatositlerin antioksidan yeteneginin silimarin gibi fitokimyasallarla
arttirtlmasi ile oksidatif/nitrosatif strese karsi koyulabilecegi ve karaciger hastaliginin
ilerlemesinin engellenebilecegi belirtmislerdir. Dahas1 dogal bitki {iriinleri i¢in artan
talebin biyolojik agidan zararli molekiilleri antioksidan potansiyeli ile degistirebilecegini
sOylemislerdir.

Ayrica silimarinin bazi kanser tiirlerinin olugma ihtimalini azaltmada da yararh
olabilecegi gosterilmistir. Bhatia vd. (1999) yaptiklar1 bir ¢alismada SM’nin
kemopreventif ve anti-kanserojen etkilerini aragtirmiglar ve SM’nin ana bileseni olan
silimarinin kemopreventif ve anti-kanserojen etkileri oldugunu 6nermislerdir.

Biber bitkisi de tilkemiz agisindan ticari 6neme sahip bir bitki olup kanser
tedavisinde kemopreventif ve antioksidan 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir. Maoka vd.
(2001) yaptiklar1 ¢alismada CA’nin kanser etkinligini aragtirmiglar ve CA meyvesindeki
karotenoidlerin kemopreventif etkilerinden bahsetmislerdir. Baska bir calismada
Materska vd. (2015) CA meyvelerinden elde edilen fenolik glikozitlerin X 111
radyasyonu ile indiiklenen insan hiicrelerinin oksidatif hasarina kars1 koruyucu etkileri
oldugunu vurgulamislardir.

Bir¢ok ¢alismada biyolojik sentez yontemleri arasinda yer alan bitkilerin yaprak,
tohum, meyve, kok ve govdelerini indirgen ve kapsiilleyici ajan olarak kullanan yesil
sentez yontemi tercih edilmistir. Bu yontemde sentez siirecinde kullanilan bitkilerin
icerdigi  fitokimyasallar ilag ¢alismalarinda  yillardir  arastirilmaktadir.  Bu
fitokimyasallarin olusturdugu sinerjik etki bu tez ¢alismasinin motivasyon kaynagini
olusturmaktadir. Bu yiizden sentez siireclerinde deve dikeni tohumu ve biber meyvesi Ag
NP’lerin sentezinde tercih edilmistir. Ayrica bu yontem ile sentezlenen metal
nanopartikiillerin hem ¢evreye hem de insan sagligina zararli olabilecek zehirli yan
tirtinleri ortadan kaldirma 6zelligi bir bagska motivasyon kaynagi olmustur.

Sunulan tez ¢alismasinda elde edilen AgNP’lerin MCF-7 hiicre hatlar1 iizerinde
24 ve 48 saat inkiibasyon siiresinin ardindan MTT canlilik testleri yapilmistir. I1C50
konsantrasyonlari belirlenen Ag NP’lerin MCF-7 hiicreleri {izerindeki radyo-
duyarlastirict  etkileri arastirilmistir.  Sentez siiregleri; UV-Vis  Spektroskopisi,
morfolojisi; Gegirmeli Elektron Mikroskobu (TEM) ve X Isin1 Difraktometresi (XRD)
ile belirlenmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI
2.1. Elektromanyetik Radyasyon

Radyasyon, elektromanyetik dalgalar ya da tanecikler halinde enerjinin yayimi
ya da aktarimidir. Atomdan cesitli sekillerde ortaya ¢ikan enerji tiirleri ve bunlarin
yayilma sekilleri elektromanyetik radyasyon olarak adlandirilir. Elektromanyetik
radyasyonlar iyonize edici ve iyonize edici olmayan radyasyon olarak ikiye ayrilir.
Iyonize edici olmayan radyasyonlar dalga boyu 1077 metreye esit ve daha biiyiik
olanlardir. Iyonize edici olmayan radyasyonlarin foton enerjileri 12 eV tan daha diisiiktiir
ve iyonize radyasyonun siniri olarak kabul edilir. Yiiksek enerjili elektromanyetik
radyasyon yani iyonize edici radyasyon atomdan elektron koparabilen dolayisiyla atomu
iyonize edebilen radyasyon tiiriidiir (Sekil 2.1.).

Dalga boyu
10°% nm 1077 nm 1nm 10% nm 10% nm 10° m 10° m
1 1 1 I E 1 1 1 I 1 1
Gama Hizil Mikro
1sinlan i o : otesi daigalar dalgalar

151K Bandi

Eneap

sekil 1.18; Elektromanyetik spekirum
Sekil 2.1. Elektromanyetik radyasyonun enerji spektrumu

2.2. X Isinlarinin Madde ile Etkilesimleri

X 1sinlari, maddeden gegerken sagilir veya madde tarafindan absorbe edilir. X
isinlar1 maddede eksponansiyel seklinde enerji kaybederek yavaslar. Bu azalma
etkilestigi maddenin yapisina, kalinligina ve foton enerjisine baghdir. Isinin siddetindeki
degisim ise mono enerjili fotonlar i¢in asagidaki formiille hesaplanabilir.

[=Ipe & (2.1)

Burada I, ¢ikan 1sin demetinin siddeti; Io= Gelen 151n demetinin siddeti; p=
sogurma (Ateniiasyon) katsayisi ve X, yapinin kalinligidir. Denklemden anlagilabilecegi
gibi ¢ikan foton siddeti, sogurucu madde kalinligi ile eksponansiyel olarak azalir ve
radyasyon siddeti, sogurma katsayisi ve yapinin kalinligina baghdir.
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X 1sinlarinin elektriksel yiikleri yoktur. Bu yiizden yiklii parcaciklar gibi
Coulomb etkisimi yapmazlar. Ancak Coulomb etkilesimi s6z konusu olmasa da madde
madde i¢inde iyonlagsmaya sebebiyet verebilirler. Fotonlarin (x-1s1nlari, gama 1sinlar)
madde igerisindeki davraniglar1 yiikli pargaciklarinkinden oldukg¢a farklidir. Fotonlar
atomun elektronlari ile etkilesmelerinde enerjisinin biiyiik bir kismini hatta tamamini bir
tek olayda kaybedebilir.

X- ve gama 1sinlart madde igerisinden gegerken temelde asagidaki etkilesmeleri
yaparlar (Sekil 2.2):

e Fotoelektrik olay
e Compton sagilmasi ( Thomson ve Rayleigh sagilmasini igeriyor.)
e Cift olusum

@ 100
n
g Foursun (Z=82) ?5—:_ Fotoeleldrik _
: Etki Gt
8 Oluzum
<1,
g ]
ﬁ —
. 2 1
§ Kemik (Z=13) —
é Vumusak doku —»
:-?'. (Z=1.3) a 100 1000 10000 { ka')

Gama va da X Isim Enerjisi

Sekil 2.2. Fotonlarin enerjilerine bagl olarak farkli maddeler ile etkilesimi

Bu etkilesmeler fotonlarin iki 6nemli 6zeliklerini agiklar. Bunlardan birincisi
fotonlarin madde igerisinde yiiklii pargaciklarla karsilastirildiginda daha uzun mesafelere
penetrasyonu, ikincisi ise belli bir kalinliktaki malzemeyi gecgince fotonlarin enerjilerinde
bir azalma meydana gelmemesi, sadece siddetinde azalmanin olmasidir (Sekil 2.3.).
Fotonlarin siddetlerindeki bu azalma kalinligin fonksiyonu olarak eksponansiyel
olacaktir (Denklem 2.1.).
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Diisiik
enerjili
fotonlar

Yiiksek
enerjili
fotonlar

Ince zayiflatica Kalin zaviflatica
Sekil 2.3. Fotonlarin siddetinde sogurucu madde kalinligina bagli olarak degisim

Fotonun karbon ve kursun i¢inde etkilesme tesir kesitine katkilar fotoelektrik olay
(ope), rayleigh sagilmasi (GRrayleigh), cOmpton sagilmasi (Gcompton), fotoniikleer sogurma
(og.d.r), ¢ekirdekten alaninda ¢ift olusum (Knuc) Ve elektron alaninda ¢ift olusum (Ke)’dan

gelmektedir (Sekil 2.4.). Herhangi bir ortamdaki fotonlarin sogurulmasina katki saglayan
proseslerden asagida bahsedilecektir.
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Sekil 2.4. Kursun ve karbonda enerjinin fonksiyonu olarak toplam foton tesir kesitleri
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2.2.1. Compton olay1

Fotonun madde ile etkilesmesinde en iyi anlagilan mekanizmalardan birisi
Compton sagilmasidir. Bu olay fotonun serbest bir elektronda esnek sagilmasidir. Tabiki
elektronlar madde ig¢inde bagli durumdadir. Fakat, gelen fotonun enerjisi elektronun
baglanma enerjisinden yiiksek ise, baglanma enerjisi goz ardi edilip elektronun serbest
oldugu diisliniilir. Gelen foton atomik baglanma enerjisinin énemli oldugu enerjiye
(<100 keV) sahipse bu olay gergeklesemez.

Foton enerji kaybeder ve yon degistirir.

Compton
» O elektronu

Sekil 2.5. Compton sa¢ilimi

Serbest bir elektron iizerine hv enerjili, hv momentumlu foton geldiginde, foton
c

0 acist altinda daha diisiik frekansta sacilmakta ve p momentumuna sahip elektron ¢
acisinda ortamdan yayinlanmaktadir (Sekil 2.5.). Fotonun sagilma agisi fotondan
elektrona aktarilan enerji miktarina baglhdir. Compton olayma enerji ve momentum
korunumu kanunlarin1 uygulayarak, sagilan foton ve yayimlanan elektronun enerjileri i¢in
asagidaki bagintilar elde ederiz;

|
r AV

W=— " burada y=hv/mc’
1+ 7(-cos8) : : 2.1)
K, =h-h =m~w
1+:-;E1_':DE€':] (2.2.)
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Compton sagilmasi tesir kesiti yaklasik olarak o ~ h£ ile verilir. Foton enerjisinin 0,1 ile
v

10 MeV oldugu aralikta ortamda enerji depolanmasinda Compton sagilmasi baskin olur.

2.2.2. Fotoelektrik olay

Diisiik enerjili bir fotonun sogurucu ortamdaki bagli elektron tarafindan
sogurularak Ke kinetik enerjisine sahip bir elektronun yaymlanmasidir. Atomun i¢
tabakalarindan elektron yayimlanirsa, dis tabakalardaki elektronlardan biri bu daha diisiik
bos seviyeyi doldurur ve bunun sonucunda elektronla birlikte X-1s1n1 da yayimnlanir(Sekil
2.6.).

v

Sekil 2.6. Fotoelektrik olay

Bir atomik elektronun serbest hale gelebilmesi igin gerekli enerji Ig ve gelen
fotonun enerjisi hv ise enerji korunumundan, fotoelektrik olayda asagidaki sekilde verilen
Einstein bagintis1 gecerli olacaktir;

E, =hv=1; +K,

Fotoelektrik olay, KeV Mertebesinde X 1sinlart biiyiik tesir kesitine sahiptir. Bu tesir
kesiti yaklasik olarak asagidaki sekilde tanimlanir;

o= - E, <m.” igin 23
(hv)2 (23)
o= Ey >m,C” igin (2.4)

(hv)

Bu etkilesme mekanizmas1 yiiksek atom numarali atomlar i¢in olduk¢a dnemlidir ve 1
MeV lik foton enerjilerinde 6nemini kaybetmektedir.

2.2.3. Cift olusum olay1

Foton yeterli enerjiye sahip oldugunda, madde tarafindan sogurulur ve zit elektrik
yiiklii pargaciklar meydana getirir. Kisaca, ¢ift olusum fotonun elektron-pozitron giftine
dontismesidir. Bu olay, momentum korunumunu saglamak i¢in {i¢iincii bir cismin
varliginda meydana gelir. Pozitronun kiitlesi elektronun kiitlesine esit oldugundan,
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elektron-pozitron ¢ift olusumu icin esik enerjisi hv ~ 2m_c* =1.02 MeV olacaktir (Sekil
2.7.).

Sekil 2.7. Cift olusum

Cift olusum tesir kesiti Z? ile degisir, burada Z ortamin atom numarasidir. Cift
olusum esikten hizlica yiikselir ve foton enerjilerinin 10 MeV den biiyiik oldugu
durumlarda enerji kayb1 mekanizmalarinda baskin olur. Cok yiiksek enerjilerde (>100
MeV), elektron-pozitron gifti tesir kesiti azalir ve sabit sogurma katsayist ile ifade edilir.
Olusan bu pozitronlar madde igerisinde ilerlerken elektronlar gibi enerji kaybederler.
Pozitron kinetik enerjisinin ¢ogunu kaybettikten sonra bir elektron yakalayarak
pozitronyum diye adlandirilan hidrojen benzeri bir atom meydana getirir. Hidrojen
atomunun aksine pozitronyum atomu kararsizdir ve 107° sn yari-6mre sahiptir.
Dolayisiyla, pozitronyum atomu bozunarak (anhilasyon) iki foton meydana getirir. Bu
yok olma islemi zit yonlii esit enerjili iki foton meydana getirir. Fotonlarin herbiri enerji-
momentum korunumunu saglamak i¢in 0.511 MeV lik enerjiye sahip olmalidir.

Sekil 2.8. Elektron-pozitron ¢ifti olusumu

Elektron-Foton saganag:

Elektronlar tarafindan Bremsstrahlung yayinlanmasi ve yiiksek enerjili ¢ift
olusumun fotonlar ile birlestirilmis etkisinin en iyi sonuglarinda biri elektron-foton
saganagmin olusumudur. Yiiksek enerjili bir foton madde igerisinde daha sonra enerjik
bremstrahlung foton yayinlayan elektron-pozitron ciftine doniistiiriiliir. Bremstrahlung
foton daha sonra tekrar elektron-pozitron g¢iftine doniistiiriilir ve boyle devam eder.
Sonugta foton, elektron-pozitron saganagi meydana gelir. Bu olay elektron-pozitron

10
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ciftinin enerjisi kritik enerjinin altina diisene kadar devam eder. Bu durumda enerjilerini
atomik carpismayla kaybederler (Sekil 2.9.).

Cift Olusum

foton ya da
_gama 1511

Bremsstrahlung

0 1 2 3

Sekil 2.9. Elektron-foton saganagi

Ozetle, gama 1gmlarinin madde ile etkilesmesine fotoelektrik olay, Compton
sacilmasi ve ¢ift olusum katki saglar. Bu nedenle, toplam lineer sogurma katsayist bu
proseslerin sogurma katsayilarinin ayri ayri toplamidir (Sekil 22).

B = Hpe+ Heomp * Hpair

E,(MaV)

Sekil 2.10. Toplam lineer sogurma katsayisinin gelen foton enerjisi ile degisimi

Eger gama 1511 bir bilesikten geciyor ise, sogurma katsayist;
He = Zwi/ui (2.5.)

ile verilir. Burada wi bilesikteki i. elementin agirlik kesri, pj i. elementin toplam sogurma
katsayisidir.

11
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2.2.4. Fotodisintegrasyon (fotoayrisma)

Bu etkilesim atom c¢ekirdegi ile foton arasinda olusmaktadir. Bundan dolay:
sadece 10 MeV enerjinin iizerindeki fotonlarda gbzlemlenir. Foton ¢ekirdek tarafindan
sogurulur. Meydana gelen bu etkilesim bir ya da birden ¢ok 33 niikleonun yayinlanmasina
ve niikleer reaksiyonlarin olusmasina sebep olabilir. Cogu defa bu olay c¢ekirdekten
nétronlarin yayinlanmasina sebep olur.

2.3. Radyasyonun Hiicre Uzerine Etkileri

Radyasyonun hiicre {izerine etkileri radyasyon tiirline ve uygulanan dozuna
baghidir. Absorbe doz birimi Gray (Gy) olarak ifade edilir. Gy bir madde iizerine ige
hapsedilen edilen enerji olarak tanimlanir. Ancak bu ifadede 1sinlanan voliimiin uzaysal
dagilimi goz Oniline alinmamaktadir. Oysa radyobiyolojide lineer enerji transferi (LET)
daha 6nemlidir. LET bir voliime birakilan enerji miktaridir ve diisiik LET ile homojen
dagilim saglanabilirken, yiiksek LET ile (partikiiler enerji) heterojen dagilim meydana
gelebilmektedir. Buna bagli olarak hiicre {izerinde farkli hasarlar olugmaktadir.
Radyasyonun temel hedefi hiicre i¢erisindeki DNA’dir. Normal sartlarda DNA kiriklar1
dakikalar ve saatler igerisinde tamir edilebilir ve hiicre 6liimii gerceklesmez. Ancak ¢ift
sarmal kiriklarindan sonra hiicre o6liimii gergeklesebilir. Radyasyonun DNA iizerine
etkisi, direkt etki ve endirekt etki olarak iki sekilde gergeklesebilmektedir.

2.3.1. Direkt etkileri

Iyonize radyasyon bir atom ya da molekiile carpip atomdan elektron kopararak
iyonizasyon olusturursa direkt etkilesim olur. Ozellikle alfa, beta ve yiiksek doz gama
1sinlarinin, hem diisiik hem de yiiksek birim mesafede LET, radyasyonun carpma
noktasinda bir molekiilii iyonlastirir. Bu da DNA’nin yapisinda reaktif iki komsu parca
olusmasmma neden olmaktadir. Bu ayrilan iki parca derhal ayni orjinal molekiilii
olusturmak {tizere tekrar birlesirse hasar olusmaz. Fakat DNA gibi biiyiik bir makro
molekiilde direkt etki ile bag kiriklar1 olusabilir. DNA iizerinde direkt etki eden iyonizan
radyasyon ile Purin halkalar1 agilabilir, fosfo diester baglari kirilabilir veya DNA’ nin tek
ya da cift sarmali kirilabilir. Radyasyonun DNA {izerinde olusturacagi kiriklardan
yararlanilarak, tipta iyonlastirici radyasyon kanser hiicrelerinin yok edilmeleri suretiyle
kanser hastalarinin tedavisi amaciyla kullanilmaktadir

2.3.2. Endirekt etkileri

Radyasyonun DNA’ya direkt etki etmeden, viicut igerisinde molekiillerle
etkilesime gegerek bu molekiilleri iyonize etmesi ve serbest radikaller olusturmasidir.
Olusan bu reaktif serbest radikallerin DNA’y1 etkilemesi endirekt etki olarak
tanimlanmaktadir. Serbest radikal, bir veya birden fazla tek elektron igeren yiiksek
reaktiviteli molekiil veya gruplardir. Ortaklanmamis tek elektron, serbest radikallere
karekteristik kimyasal 6zellikler kazandirir. Bu da serbest radikallerin canli hiicre i¢in
toksik olduklarini gosterir.

Ornek olarak; iyonize radyasyonun insan viicudunda yiiksek miktarda var olan su
molekiillerine etki ederek serbest radikal olusturmasi verilebilir. Suyun radyasyon ile
parg¢alanmasinda (Radyoliz):
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1. H20 +IR (iyonizan radyasyon) — e— + Ho0"
2.e +H0 -HO"
3. H:O" —-OH +H"
4. H,00 —H* + OH™

seklinde tepkime gercekleserek 4 serbest radikal iiriinii, H?, OH° H* ve OH- ortaya
cikmaktadir. Iyonizan partikiiller DNA ile reaksiyona girerler. Capraz baglanmalar,
kimyasal baglarin kirilmas1 ve yapisal par¢alanmaya neden olurlar. Oksijen varliginda
radyasyon hiicre i¢inde ¢ok yikicit olan reaksiyonlar olusturur. Bu toksik kimyasal
yapilarin dolayli yoldan DNA ile etkilesime gegmesi sonucu ya hiicre kendini onarir ve
yasamina devam eder, ya hiicre kendi kendini onaramaz ve 6liir (apoptozis) ya da hiicre
kendini onaramaz ve hiicrede mutasyon gerceklesir.

Iyonizan radyasyonun endirekt etkisinde, direkt etkiye oranla DNA hasar
yaklasik iki kat daha fazla olabilmektedir. Hasarin siddeti doza baglidir. DNA baz hasari,
DNA hasarinin en 6nemli tipidir. Baz hasarinda timidin en radyosensitif baz olarak ortaya
cikar. Sitozin, adenin ve guanin onu takip eder. Diisiik LET radyasyonunun 100 Rad’lik
(1 Gy) dozu her hiicrede 60-70 ¢ift zincir ve 1000 tek zincir kiriklari tiretebilir. Basit tek
ya da ¢ift zincir kiriklar hiicre 6liimiinden sorumludur.

DNA zincir hasar1 ciddi hiicresel bir olaydir. Fakat hiicre kromozomal tamir
mekanizmalari ile donatilmistir. Bu tamir mekanizmalar1 diger biyolojik mekanizmalar
gibi %100 etkili degildir. DNA tamir edici enzimler tek zincir kiriklarinda ¢ift zincir
kiriklarina nazaran daha etkilidir. DNA iki zincir de karsilikli hasar gérmiigse bunu
diizeltemez ve bu durumda hiicre 6liir.

Iyonize radyasyonun kromozom anomalileri genellikle kromozomal kiriklar ve
kromatid kiriklar1 olarak goriilmektedir. Kromozomal kiriklar genellikle interfaz hiicre
dongiistiniin ilk fazinda (G ya da erken S fazi) 1isinlanan bir hiicre sonucu ortaya ¢ikar.
Kromatid kiriklar1 ise interfazin son safhasinda alinan radyasyon sonucu goriiliir (ge¢ S
ya da G2 fazi). Kromozomlarda ki tamir mekanizmalari, hiicreler mitoz ya da mayoz
safhasina girmeden once kromozomal hasar1 tamir edemezlerse eslesme basarisiz
olacaktir. Sonug¢ olarak olay hiicre 6liimii ya da genetik olarak sorunlu nesillerle
sonuglanir. Genellikle mitoz sathasinda radyasyona maruz kalan hiicrelerin tamir i¢in
daha az zamanlari vardir. Mitoz sathasinda daha fazla genetik mutasyon ve anormal hiicre
fonksiyonlart tetiklenir. Daha az siklikta mitotik aktivite gdsteren hiicreler (sinir, lens,
kas, iskelet) tersine olarak daha az radyosensitivite gosterirler.

Radyasyon onkolojisinde hasta tedavisi fraksiyonlar halinde diisiik radyasyon
dozlar seklinde verilir (genelde 5 giin, 2 Gy/giin). Fraksiyonlar halinde verilen radyasyon
hem tek hem ¢ift sarmal kiriklarina sebep olur. Fraksiyonlar arasinda ortalama 0,3-3 saat
icerisinde tek sarmal kiriklar1 tamir edilirler. Normal dokularin tamir etme kapasiteleri
tiimor dokusuna gore daha yiiksektir. Boylece radyasyon tedavisi sirasinda normal
dokular korunmus olur. Radyasyonun fraksiyonlar halinde verilmesinin ¢esitli sebepleri
vardir. Bunlara bes R adi verilir;

1. Radyosensitivite: Organizma igerisinde dokular farkli duyarliliklara sahiptir,
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2. Repair: Hiicreler DNA tamir etme mekanizmalarina sahiptir. Ozellikle tek sarmal
kiriklar oldukga karisik biyolojik mekanizmalarla hizla tamir edilebilirler,

3. Repopulation: Fraksiyonlar halinde verilmesiyle hiicreler tekrar ¢gogalabilme firsatina
sahiptir,

4. Redistribution: Hizla ¢ogalan hiicreler hiicre boliinme siklusunun farkli fazlarinda
bulunurlar ve ¢ift sarmal kiriklarinin olusma sansi artar,

5. Reoksijenizasyon: Fraksiyonlar arasinda hipoksik hiicreler tekrar oksijen alabilirler ve
radyasyona daha duyarli hale gelebilirler.

Radyoniiklit tedavi sirasinda ise siireklilik olusturan bir radyasyon uygulamasi
vardir. Bu sirada hem tek hem de ¢ift sarmal kiriklar1 olusur. Bu siireklilik icerisinde tek
sarmal kiriklar1 tamir edilebilirler (6,7). Radyoniiklit tedaviler de fraksiyonlar halinde
verilirler. Ornegin; radyoaktif iyot tedavisi 3-6 aylik aralar ile, Lu-177 oktreotid ve
prostata spesifik membran antijeni tedavileri 6-8 hafta araliklarla verilir. Ancak, bu tiir
fraksiyonasyonun bilimsel bir temeli bulunmamaktadir.

2.3.3. Hiicre membranina radyasyonun etkisi

Hiicre membranlariin temel fonksiyonu hiicre i¢i ve hiicre dis1 madde aligverisini
kontrol etmektir. Radyasyon etkisi ile hiicre membraninin ¢ift tabakali lipid yapis1 ve
membran protein molekiillerindeki iyonizasyon sonucu molekiiller inaktive olarak tiim
transport mekanizmalari bozulur.

Bilesimlerindeki doymamis molekiillerin oksijenle yiikseltgenmesi, ¢ift baglarda
ve karbonil gruplarinda serbest radikal olusturur ve bu mekanizma hiicre i¢i zincir
reaksiyonlart ile diger organik molekiillerle etkileserek o molekiilleri de serbest
radikallere doniistiiriir. Bu zincir reaksiyonu yavaglatmak ve durdurmak ig¢in viicut
igerisinde ¢esitli savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir.

2.4. Nanopartikiillerin Uretim Yéntemleri

NP’lerin tretiminde fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak farkli yontemler
kullanilabilir. Buhar yogunlastirma ve molekiil demet biiyiitme (Molecular Beam
Epitaxy, MBE) (Ishikawa vd. 1997) gibi fiziksel yontemler son derece pahali ve
fabrikasyonu zor yontemlerdir. Kimyasal yontemler, NP’lerin morfolojisi ve iiretim
maliyeti acisindan yeterince uygun goriinse de kullanilan indirgen ve kapsiilleyici
ajanlarin kimyasal olmasi ¢evre ve insan sagligi acisindan sakinca olusturmaktadir.
Biyolojik sentez yontemleri ise maliyet ve ¢evre agisindan uygundur ancak NP’lerin
morfolojik 6zellikleri heniiz yeterince kontrol edilememektedir. NP biyolojik sentezini
konu alan daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

NP iiretimi sentez siirecindeki ¢ekirdeklenme durumuna gore asagidan yukari
“bottom up” ve yukaridan asag1r “top down” olmak iizere iki farkli temel yaklasimla
yapilir.

2.4.1.Yukaridan asadiya (top down) yaklasim

Bu yaklasimda NP’lerin daha biiylik haldeki pargaciklardan daha kiigiik
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parcaciklara ayrilmast amaclanir. Disaridan mekanik ve/veya kimyasal islemler
uygulanarak nanoboyutlu malzemelerin iiretimi saglanir. Bu yaklasima 6rnek olarak
mekanik Ogiitme ve asindirma yontemleri verilebilir. Yiiksek hiz degirmenlerinde
gerceklestirilen iglemler, klasik un degirmenlerinde unun 6giitiilmesi islemine benzer.
Biiylik boyuttaki bugday tanelerinin mikro Olgekteki un tanelerine ayrilmasi s6z
konusudur. Bu yontemin degirmenlerden farki 6giitme isleminin nano Slgekte olmasi ve
metal bloklar1 6glitmek zorunda olmasidir. Bu yoniiyle son derece yiiksek enerjiye ve
maliyete ihtiya¢ duyar.

2.4.2. Asagidan yukariya (bottom-up) yaklasin

Bu yontemin temeli atomik ya da molekiiler diizeydeki parcaciklari bir araya
getirerek nanoyapilar insa etmeye dayanir. Nanoyapilar olusturmak atomik boyutta etkisi
artan elektrostatik ve zayif kuvvetlerden, bununla birlikte DNA gibi kendi kendine
birlesme yetenegine sahip yapilardan yararlanilir. Kimyasal buhar yogunlastirma,
kimyasal buhar kaplama, sprey piroliz ve sol jel gibi yontemler bu yaklasima birer
ornektir.

Nanopartikiillerin koloidal olarak sentezlendigi cesitli yontemler gelistirilmistir.
Kimyasal  ¢oktiirme,  elektrokimyasal  sentez,  hidrotermal  sentez, ters
misel/mikroemiilsiyon metodu, kimyasal indirgenme gibi yontemler bunlara 6rnek
verilebilir. Bu yontemlerin tamaminda sentezlenen nanoyapilarin morfolojisinin diizenli
ve kararli olmalar1 hedeflenmektedir. Bunlarin yaninda yesil kimyanin benimsendigi
bitkileri mantarlar1 ve bakterileri indirgen ve kapsiilleyici olarak kullanan biyolojik sentez
yontemleri de giiniimiizde giderek talep géormektedir. Yesil sentez yontemi de denilen bu
yontemin; fabrikasyonunun kolay, ucuz ve c¢evrecil olmasi ydntemi avantajli hale
getirmektedir.

2.4.2.1. Yesil sentez yontemi

Nanopartikiillerin biyolojik sentezini konu alan birgok calisma mevcuttur. Bu
calismalarin ¢ogunda mantarlar, bakteriler veya bitkiler indirgen ve kapsiilleyici ajan
olarak kullanilmaktadir. Her birinin kendi igerisinde avantajlari olsa da bitkilerin i¢erdigi
zengin fitokimyasal 6zellikler giderek talep gormektedir. Son yillarda yesil (green) sentez
olarak adlandiran bu biyolojik yontemin maliyeti son derece ucuz, kolay ve ¢evrecidir.

Yesil sentez yontemi avantajlarindan dolay1 6zellikle tibbi uygulamalarda metalik
nanopartikiillerin kullanilmas1 6nem kazanmistir. Bu tip nanopartikiillerin antimikrobiyal
ve sitotoksik etkilerine bagli olarak tibbi ilag olarak kullanimlar1 6ne ¢ikmaktadir. Metalik
nanopartikiillerin yesil sentezinde sicaklik, olusum kinetigi, pH, calkalamali veya statik
uygulama, rediikleyici ajan ve giin 15181 gibi faktorler onemlidir. Calismalar, kullanilan
biyolojik ajana ve sentez kosullarina bagli olarak farkli morfolojilerde NP’ler elde
edilebilecegi daha 6nce gosterilmistir. Bu tez ¢alismasinda literatiirde genis yer alan yesil
sentez yontemini kullanildi. Yesil sentez siireglerinde in vivo olarak daha Onceleri
calistlmis SM’yi ve CA’y1 indirgen ve kapsiilleyici ajan olarak Ag NP’lerin sentezinde
kullandik.
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2.5. Sentez Bitkileri
2.5.1. SM/ Silimarin

SM’nin ¢i¢ek ve yaprak Oziitleri yiizyillardir, karaciger, dalak ve safra kesesi
bozukluklarini tedavi etmek i¢in kullanilmistir ( Rainone, 2005 ). 1960’11 yillarda tohum,
cicek ve yaprak oziitlerinin biyolojik ve kimyasal 6zellikleri arastirilmistir. 1990’11 yillara
gelindiginde Sonnenbichler ve vd. (1999) SM’nin yapisinda bulunan silimarin adli bir
fitokimyasali izole etti ve gogu laboratuvar ¢alismasina flavonolignan karisimi ile olanak
saglandi. SM’nin en fazla bileseni silibinin, izosilibinin, silisristin ve silidianindir. SM
givenli bir bitkisel {irtin olarak kabul edilir. Bu nedenle terapotik dozajlarin
uygulanmasiyla alakali ¢ok az sayida bilgi vardir. Son zamanlarda, silimarinin % 70-
80'ini olusturan ana bileseni olan silisyumun oksitlenmis tiirevlerinin antiradikal ve
antioksidan aktiviteler, antienflamatuar ve antikarsinojenik ozellikleri incelemistir. In
vivo c¢aligmalarda ise Karimi vd. (2005) farelerde oksidatif stres, inflamatuar yanitlar ve
benzoil peroksit kaynakli tiimor tanitimina karsi silimarin ile yapilan calismalarda
gosterilmistir.

2.5.2.CA

CA, genis cesitliligi ve lezzet bakimindan yiiksek kalitesi, vitamin konsantrasyonu
ve diger antioksidanlar nedeniyle diinya ¢apinda giderek daha 6nemli bir sebze mahsulii
haline gelen Solanaceae ailesinin bir {iyesidir. Diyet ve mutfak 6nemine ek olarak, ilag
endiistrisinde biber kapsaisin bilesikleri kullanilmaktadir (Korkutata vd. 2013). Biber bes
evcillestirilmis ve 15-20 vahsi gecebilir tiire sahiptir. Her bir tiiriin kendi icerisinde saglik
alaninda kullanim alan1 zamanla olusmustur. Ornegin, dolmalik biber geleneksel tip
alaninda; mide agrisi, ishal, dizanteri gibi semptomlarin tedavisinde kullanilir. Cogu
gastroenterit, kontamine gidalarin bir sonucu olabilir (Tchiegang vd. 1999). Gida
kaynakli gastroenterit diinya capinda yilda birka¢ milyon kisiyi etkilemektedir.
Bebeklerde, ¢cocuklarda ve yaglilarda mortalitenin ana nedenlerinden biridir (Ogunshe vd.
2006).

Bunun yaninda CA kanser gibi alanlarda da kendine yer bulmustur. CA, kanser
tedavisinde kemopretentif ve antioksidan 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir. Maoka vd.
(2001) yaptiklar1 ¢calismada CA’nin kanser etkinligini aragtirmislar ve CA meyvesindeki
karotenoidlerin kemopreventif etkilerinden bahsetmislerdir.  Bagka bir caligmada
Materska vd. (2015) CA meyvelerinden elde edilen fenolik glikozitlerin X 15101
radyasyonu ile indiiklenen insan hiicrelerinin oksidatif hasarina kars1 koruyucu etkileri
oldugunu vurgulamiglardir. 2016 yilinda yapilan bir bagska calismada ise yapay 151k
altinda biiyliyen CA’nin fitokimyasallarini, antioksidan baglanma ve antiproliratif
ozelliklerini incelemislerdir. Caligmalarinda, yapay 1sik altinda iiretilen CA’y1 iiretim
sartlarina gore kiyaslamislar, biberdeki antioksidan 6zelliklerin metabolizmasi gesitlilige,
151k kalitesine veya mevsimsellige bagli oldugu belirtmisler ve bu sartlara bagl olarakta
antioksidan, anti karsinojenik ve sitotoksik etkilerinin degisebilecegini vurgulamislardir.

2.6. Ag NP’ler

Koloidal olarak yesil sentezlenen Ag NP’ler kendine 6zgii 6zellikleriyle gesitli
alanlarda aragtirmalara konu olmustur. Tarim, elektronik ve saglik bu alanlardan
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bazilaridir. 2019 yilinda Lee ve vd. tarafindan elektronik alaninda yapilan bir ¢alismada
optik ve katalitik 6zelliklerin NP’lerin morfolojisiyle alakali oldugu vurgulanmigtir. Yine
2019 yilinda bir baska calismada tarim alaninda ticari bir tarim {iriinii zararlisi olan
Fusarium oxysporum fungusitine karst Ag NP’lerin aktivitesi arastirilmigtir (Duran vd.
2005). Ozellikle son zamanlarda saglik alaninda Ag NP’ler antibakteriyel, antiviral,
antifungal ve antikanser 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmakta ve yiiksek ilag olarak kullanim
potansiyellerinden dolay: ilgi ¢ekmektedir (Wypij vd. 2018). Bununla birlikte, Ag
NP’lerin hacimlerine gore yiiksek yiizey alanlarina sahip olmalar1 yiiksek antibakteriyel
ve antikanser aktivitesine neden olabilmekte bu 6zellikleri ile nanoilag uygulamalarinda
tercih edilmektedir.

2.6.1. Ag NP’lerin antibakteriyel etkileri

Cesitli bitkilerin kok, gévde, tohum ve yapraklarinin sentez siirecinde kullanildig:
bir¢cok caligma mevcuttur. Kaynak sorunu olmamasi, zengin fitokimyasal ozellikleri
sayesinde on plana g¢ikan bitkiler ve Ag NP’leri konu alan yesil sentez yontemlerinin
kullanildig1 bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Dodonaea viscosa (Anandan vd. 2019), Juglans
regia (Nasar vd. 2019), Hydnocarpus pentandra (Shyam vd. 2019) Prosopis juliflora
(Arya vd. 2019) gibi bitkilerin kullanildig1 ¢alismalarda sentezlenen Ag NP’lerin S.
aureus, E. faecalis, E. Coli, S. typhi ve P. aeruginosa gibi bakteriler iizerinde etkili
olduklar1 bildirilmistir (Valsalam vd. 2019).

Krishnaraj vd. (2010) calismalarinda Acalypha indica yaprak 6zleri ile Ag NP’leri
sentezlediler. Sentezledikleri koloidal Ag NP’leri Escherichia coli ve Vibrio cholerae
hiicreleri tizerindeki antibakteriyel etkilerini arastirdilar. Minimum 10 ug/ml
konsantrasyonunda bu bakterilere kars1 etki gosterdigini vurgulamiglardir.

Benzer sekilde 2010 yilinda Nabikhan vd. tarafindan yapilan baska bir ¢alismada
Sesuvium portulacastrum ile sentezlenen Ag NP’lerin Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Micrococcus luteu ve Klebsiella
pneumoniae insan patojenlerine karsi antibakteriyel aktivitelerine bakilmistir. Calismada
5-20 nm arasinda degisen boyutlardaki Ag NP’lerin Kristal yapilarina bakilmis ve
konsantrasyona bagli artan antibakteriyel aktivitenin vurgusu yapilmistir.

Son birkag yildir ise, antibakteriyel etkileri, antibiyotikle kiyaslanmaya baglanmus,
bununla birlikte insan/hayvan hiicreleri {izerinde olusturabilecegi sitotoksik etki
kontraendikasyonlarinin bilinmesi agisindan arastirilmaya baglanmistir. Korshed vd.
(2020) gram negatif bakterilere (E. coli ve P. aeruginosa) ve gram pozitif bakterilere
(Staphylococcus aureus) karst Ag NP’lerin antibakteriyel etkilerine bakmis, Ag NP’lerin
olas1 yan etkilerini degerlendirmek agisindan insan hiicreleri lizerinde sitotoksisitesini
arastirmislardir.

2.6.2. Ag NP’lerin antiviral etkileri

Son zamanlarda Ag NP’lerin antimikrobiyal etkileri HIV-1 (Elechiguerra vd.
2005; Trefry vd. 2012), hepatit B (Lu vd. 2008), herpes simpleks (Baram-Pinto vd. 2009),
solunum sinsityal (Sun vd. 2008), maymun ¢i¢egi (Rogers vd. 2008), Tacaribe (Speshock
vd. 2010), HINT1 influenza A viriisii (Mehrbod vd. 2009; Xiang vd. 2011) gibi viriisler
lizerinde arastirilmaya baglanmistir. Antifungal ve anti bakteriyel aktivitelerinin aksine
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Ag NP’ler, antiviral etkilerini, viriislerle konak hiicrelerin aralarindaki bagin
inhibisyonunu saglayarak gerceklestirirler. Antiviral etkilerin NP boyutlar1 arasindaki
iliski ise antibakteriyel ve antifulgal etkilerindekilere benzerdir. Bu haliyle daha kiiciik
boyutlardaki partikiillerin antiviral etkisi daha fazladir. Ornegin 10 nm’den daha kiiciik
Ag NP’ler HIV 1 viriisline kars1 daha etkindir.

Lara vd. (2010) ¢alismalarinda, sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda aldiklari
Ag NP’lerin biiylik olasilikla viral girigin bir inhibitorii olarak viral replikasyonun erken
bir agsamasinda anti-HIV aktivitesi uyguladigini gosterdiler. Bunun yaninda Ag NP’lerin
gp120'ye baglandiklarini, bu sayede viriise karsi etkili bir viriiidal ajan olarak islev goren
CD4'e bagli viryon baglanmasini, fiizyonu ve enfektiviteyi 6nledigini gosterdiler. Ayrica,
Ag NP’lerinin HIV-1 yasam donglsliniin giris sonrasi asamalarini inhibe ettigini
vurguladilar.

Benzer sekilde Qu vd. 2019 yilinda Ag NP'lerin solunum sinsityal viriisii
(SSV)’ne karst antiviral ve immiinomodiilator etkilerini arastirdilar. Caligmalarinda
enfekte olmus BALB / ¢ farelerinde SSV replikasyonunda Ag NP aracili bir azalmaya
isaret ettiler. Pro-enflamatuar sitokinlerde (yani, IL-la, IL-6, TNF-a) ve pro-enflamatuar
kemokinlerde (yani, CCL2, CCL3, CCL5) belirgin azalma gozlediler. Aksine, AgNP'lerle
tedavi edilen farelerde CXCL1, G-CSF ve GM-CSF, akciger dokusunda nétrofil alimi ve
aktivasyonundaki artigla tutarl olarak arttigini belirttiler.

Bunlarin yaninda giincel ¢alismalarda Ag NP’lerin antiviral uygulamalarina daha
cok ihtiyag¢ vardir. Toplumsal pandemik etkilere sahip viriisler giiniimiizde insan yasami
tizerinde tehdit olusturmaktadir. Dahasi giiniimiizde viriislere karsi etkinligi kanitlanmig
ilaclar mevcut degildir. Bu yiizden sitotoksik olmayan konsantrasyonlarda alinan Ag
NP’lerin 6nemi artmaktadir. Bu yoniiyle antiviral etkileri bilinen Ag NP’ler covid-19 gibi
pandemiler {izerinde etkin uygulama alanina sahip olabilir.

2.6.3. Ag NP’lerin antikanser etkileri

Biyolojik sentez veya nanopartikiillerin yesil sentezi, nanopartikiillerin tiretimi
i¢in alternatif ve ¢evre dostu bir yontemdir (Chung vd. 2016). Bitki yaprak 6zleriyle yesil
sentez, biyolojik uygulamalardaki toksisitenin komplikasyonlarmin iistesinden gelmek
i¢in alternatif bir yontem olabilir. Cesitli fitokimyasallari, dogal bilesikleri ve indirgeyici
enzim komplekslerini benimseyen Ag iyonlarinin indirgenmesinde koruyucu ve
indirgeyici aktivitelere sahiptir.

Son yillarda, potansiyel bir indirgeyici madde olarak kullanilan farkli bitki
Ozleriyle sentezlenmis Ag NP'lerin kanser tedavisinde kullanilmas1 yogun ilgi gérmiistiir
(Nayak vd. 2016). Yapilan caligmalarin ¢ogunda Ag NP’lerin sitotoksisitesi iizerine
durulmus, apoptoz ve nekroz mekanizmalar1 {izerine yogunlasilmistir. Stigmaphyllon
ovatum (Elemike vd., 2019), Abelmoschus esculentus (Mollick vd., 2019), Abutilon
indicum (Mata vd. 2015) ve Achillea biebersteinii (Baharara vd. 2014) gibi bitkilerle elde
edilmis Ag NP’lerin insan servikal karsinomu (HeLa) (Elemike vd. 2019), colo 205 (Mata
vd. 2015), MCF-7 (Baharara vd. 2014) gibi farkli hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksisitesi
arastiritlmistir. Deneyler farkli inkiibasyon zamanlarinda ve genellikle oda sicaginda
gerceklestirilmistir.
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Bu ¢alismalarin yani sira Ag NP’lerin apoptoz mekanizmasini anlamak amaciyla
yapilan caligmalarda vardir. Flores-Lopez ve digerlerinin derledigi calismada Ag
NP'lerin, Oksidatif stres (OS)’ten DNA ve kromozomlara verilen hasar nedeniyle
genotoksisite ile iligkili oldugu ve mutasyona neden olabilecegi sdylenmektedir.
AgNP'lerin hiicreler tarafindan alinmasi, biiyiikliigiine, sekline ve yiizey ylikiine baglhdir.
Niikleer zarftaki niikleer gozeneklerin ¢apr 9-10 nm'dir. Gozenek biiytikliigline uyan
¢Ozlinmiis NP'ler de dahil olmak iizere proteinlerin hiicre i¢inde ve disinda tasinmasina
izin verir. 10 nm’den daha kiigiik AgNP'ler, daha biiyliik NP'lere kiyasla daha verimli
igsellestirilir. NP'ler hiicreye yayildiktan sonra Ag(+) iyonlar1 ¢ekirdege birakilabilir,
DNA hasar1 ve kromozom anormallikleri tetikleyen reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
iiretilebilir. Avalos ve digerleri ise hepatoma ve lsemi hiicrelerinde farkli boyutlarda
AgNP'lerin DNA iplik¢ik kopmast ve DNA'ya oksidatif hasar verdigini gostermistir.
DNA hasar1 OS'e atfedilir. Biyosentezlenen Ag NP'ler tarafindan indiiklenen A549
akciger karsinomu hiicrelerinin DNA hasar1 ve mitokondri aracili apoptozisi bildirilmistir
(Sharma vd. 2019).

2.6.3.1. Ag NP'lerin alim mekanizmasi

Fagositoz, endositoz ve difiizyon gibi yontemlerle Ag NP’lerin hiicreye alimi
gerceklesir (Murugan vd. 2015). Makrofaj hiicrelerine fagositik ve fagositik olmayan
yollardan girebilirler (Haase vd. 2011). Bazi Ag NP'ler hiicreye fagositoz ile girerken bazi
daha kiiciik boyutlardaki Ag NP’ler farkli yollarla girebilir. Bu Ag NP'ler insan/hayvan
hiicreleri tarafindan yutulabilir. Bu durum truva atina benzetilmektedir. NP’lerin hiicreler
tarafindan alim sekli, hiicre tipine ve NP boyutuna baghidir. Bir bagka Ag NP’lerin alim
yontemi membran flip flopiyon kanali yoluyla dogrudan penetrasyon mekanizmasidir.
Bu durumda, pasif tagima ile aktif tasgtma da mevcuttur (Haase vd. 2011).

2.6.3.2. AgNP’lerin sitotoksisitesi

Ag NP'lerin yaygin kullanim alanina sahip olmasina ragmen, insan/cevre sagligi
tizerindeki etkileri hakkinda cok az sayida calisma vardir. Ag NP’lerin toksikolojik
Ozellikleri hala yeterince arastirilmamustir. Yapilan az sayida ¢alismada Ag NP'lerin
sitotoksik etkilerinin ¢ozelti konsantrasyonlarina, Ag NP boyutuna, inkiibasyon
stirelerine ve ¢evresel faktorlere bagli oldugunu gostermistir. Ek olarak, sitrik asit, amino
asit gibi indirgen maddeler ile Ag NP’ler kovalent olmayan bir sekilde baglanir ve
biyolojik makro molekiillerle etkilesime girerek veya etkilesime girmeden ¢evresel ve
biyolojik ortama salmabilir. Inorganik/organik iyonlar Ag NP'lerin ortam iginde kararsiz
olmasina neden olur (Unrine vd. 2012; McShan vd. 2014). Dahast Ag NP’iin
ekzositozuyla, hem Ag (+) hem de Ag (0)'in ortama salinmasi, ortamda ve hiicrenin i¢inde
difiizyon yoluyla Ag (+) birikmesine, bu yiizden mitokondriyal fonkisyon bozukluguna
neden olur (Reidy vd. 2013). Sonrasinda Ag NP’ler hiicre zar1 proteinleri ile etkilesime
girerek ROS olusturmak i¢in sinyal yollarin1 aktive eder. Sonucunda apoptoz ve hiicre
proliferasyonunun inhibisyonuna neden olan protein ve niikleik asitlerin hasar gérmesine
neden olur (Haase vd. 2012).

Li vd. (2020) yaptiklar1 bir ¢alismada Ag NP’lerin mitokondiri tizerindeki
etkilerini arastirmiglardir. Caligmalarinda; hiicrelerdeki Ag NP'lerin kritik bir hedefi
olarak mitokondrileri gostermislerdir. Mitokondri fonksiyonlarinin, hiicrelerdeki Ag
NP'lerin sitotoksik etkilerin degerlendirilmesinde kullanilabilecegini vurgulamislardir.
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Bazi ¢alismalarda ise Ag NP'leri olusturan Ag (0)’larin degil de Ag (+) iyonlarinin
biyolojik sistemlerde toksisiteye neden oldugu konusunda tartismalar s6z konusudur. Ag
(+) iyonlarinin, NP’lerin yiizey oksidasyonu yoluyla salindigi buna bagli olarak biyolojik
molekiiller ile reaksiyona girdigi fikri tartisilmaktadir (Yu vd. 2013). Yani, Ag NP'lerinin
kendisinin degil, indirgen madde ile Ag (+) iyonlarmin yiizey etkilesimiyle alakali
kontrollii salinimiyla toksisite olusturdugu fikrini destekleyen giiglii kanitlar vardir (Xiu
vd. 2012).

2.6.3.3. Ag NP'lerin farkh toksikolojik yollari

Ag NP'lerin sitotoksisitesi farkli yollarla olabilir. Cogu ¢alismaya gore NP'lerin
toksisitesinin ROS olusumunu arttirmasiyla meydana geldigi gortisii hakimdir. (Foldbjerg
vd. 2009). Ag NP'lerin hiicreye in vitro olarak uygulanmasi p53, AKT ve MAPK gibi
hiicre 6liimiinii diizenleyen yollar1 aktive eden hiicre i¢i ROS'un asir1 diizeyde liretimine
neden olabilir (Li vd. 2016). Bu sekilde ROS iiretimi, proapoptotik kinaz p38
ekspresyonunu arttiran toplam AKT'nin agagi regiilasyonuna neden olur. Bu arada, PARP
(poli ADP riboz polimeraz) ekspresyonunda azalma, kaspaz-3, H2X, p-p53 ve toplam
p53 ekspresyonlarinda anlamli bir artigla sonuglanir (Li vd. 2016).

2.6.3.4. Ag NP'lerin neden oldugu ROS iiretimi

Ag NP’lerin neden oldugu ROS iiretimi ile olusan sitotoksisite, hiicresel ve
biyokimyasal degisikliklere neden olur. Bazi calismalarda, ROS, Ag NP’lerin
olusturdugu toksisitenin bir {iriinii olarak kabul goriir (van Aerle vd. 2013). Normalden
fazla tiretilen ROS, antioksidan savunma mekanizmasini ortadan kaldirarak protein, DNA
ve lipitlere zarar verebilir (Sriam vd. 2012). Mitokondri tarafindan salgilanan ROS, ATP
sentezinin bozulmasina, DNA hasarina ve son olarakta apoptoza neden olur (Li vd. 2020).

ROS miktarindaki artis ile glutatyon seviyesinde azaldigi goriiliir. Bu sirada
Laktat Dehidrogenaz miktar1 artar ve bu durum apoptozu indiikler (He vd. 2013). ROS
seviyesindeki artig, noronal hiicrelerde kalsiyum diizeyinde farkliliklara yol acan
oksidatif strese neden olarak nérodejenerasyon riski olusturabilir (Zieminska vd. 2014).
Ag NP'lerin neden oldugu oksidatif stres, DNA'ya zarar verebilir ve sonunda hiicrenin
apoptozuna yol agabilir (Li vd. 2020).

2.7. AgNP’lerin Morfolojik Ozelliklerinin Sitotoksisite Uzerine EtKisi
2.7.1. Partikiil biiyiKliigii

Ag NP ler i¢in sitotoksisiteyi etkileyen onemli faktdrlerden biri boyutlaridir.
Boyutlarin hiicre hatlar1 {izerindeki sitotoksisitesinin degerlendirildigi arastirmalarda
farkli boyutlardaki Ag NP’lerin hiicre canliligi, ROS (Li vd. 2020) iiretimi ve laktat
dehidrojenaz aktivitesi (LDH) (He vd. 2013) yoniinden onemli etkileri oldugu
gosterilmistir. NP boyutunun azalmasinin yiizey alanindaki artis, yiizey hacmi ve yiizey
aktivitesiyle 1iliskili oldugu vurgulanmistir. Dahasi, NP'lerin biyolojik ve kati
yiizeylerdeki sedimantasyon hizi, baglanma etkinligi, kiitle diflizivitesi ve birikme hiz1
NP boyutuyla ciddi oranda iligkili bulunmustur (Sharma vd. 2009). Bunlara ek olarak,
parcacik boyutlar1 memelilerde hiicre etkilesimleri iizerinde de etkili olabilir (Kennedy
vd. 2019). Ag NP'lerin partikiil biiyiikligii etkisini belirlemek i¢in degisen hiicre hatlari

20



KAYNAK TARAMASI E. BILGIC

kullanilarak yapilan bir¢ok ¢alisma mevcuttur.
2.7.2. Partikiil sekli

Degisen sentez siiregleri 1s181nda, tiggen, kiiresel, kare, dikdortgen, kiibik, ¢ubuk
ve oval gibi farkli tiirlerde Ag NP ler olusur (Benkhedda vd. 2019). Nano-toksikolojik
yonden, parcacik seklinin biyolojik sistem tizerindeki etkinligi heniiz tam olarak
bilinmemekte dolayisiyla daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir. Yapilan ¢alismalarda ise
NP sekillerinin multifaktoriyel 6zellikte olusu sitotoksik etkiye sebep olabilecegi yonde
goriisii 6n plana ¢ikmaktadir. Ornek vermek gerekirse, bazi calismalarda, Ag NP ve Ag
(H)'nmin  degisik sekillerine maruz birakilan A549 alveoler epitel hiicrelerinin
sitoplazmasinda aglomerasyon gosterdigi belirtilmistir (Stoehr vd. 2011).

Ag NP'lerin seklinin, sitotoksisitenin modiilasyonunu saglayan hiicresel alim
mekanizmasina etki edebilecegi hipotezi bilinmektedir. Stoehr ve digerlerinin 2011
yilinda yaptiklart ¢alismada Ag nanoteller ve kiiresel NP’ler uygulanmis, A549
hiicrelerine kars1 Ag nanotellerin sitotoksisite gosterdigi buna karsin kiiresel parcaciklarin
herhangi bir etki gostermedigi vurgulanmustir.

Makrofaj ve néron gibi farkli hiicre ¢izgilerinde belirli konsantrasyon ve boyutta
Ag NP uygulandig1 bir bagka ¢alismada ise her bir hiicre ¢izgisi i¢in essiz sonuglar elde
edildi ve makrofajlar en yiiksek Ag NP hassasiyeti gosterdiler (Singh vd. 2012). Bu
calisma sonucunda Ag NP'lerin makrofajlara igsellestirilmesinin, ¢Opgii reseptor
araciligiyla olustugu ortaya ¢ikmis ve sonrasinda Ag(+) salinimi ile sitoplazmada
sitotoksisite indiiklenmistir (Singh vd. 2012).

Ag NPlerin hiicreler iizerinde toksisite Ozelligi gosteren bir diger etkisi de
¢oztiniirliiktiir. Yapilan bir ¢alismada, 20-110 nm Ag NP'lerin asidik fagolisosomlarda
toksisite gosterdigi belirtilmistir (Hamilton vd. 2014). Ag NP'lerin (20 nm); HepG2 ve
Caco2 hiicrelerine maruz birakildiklarinda oksidatif strese, konsantrasyona bagh
toksisiteye, DNA defekti ve mitokondriyal hasara sebep olduklar1 vurgulanmustir.

Bir baska calismada ise, iki farkli boyutta Ag NP (10 ve 100 nm) kullanilmis ve
HepG2 hiicrelerine maruz birakilarak hiicrelerde proliferasyona, mitojenle aktiflestirilmis
protein kinazin (MAPK) aktiflesmesine ve mRNA'nin yukar1 regiilasyonunun
indiiklenmesine neden oldugu bildirilmistir (Jiao vd. 2014).

A2780, MCF-7 ve MDA-MB 231 ile birlikte diger hiicre ¢izgileri, 10 ug/mL'lik
bir konsantrasyon kullanilarak Ag NP'lere (40 nm) maruz kaldiginda degisen toksisite
ozellikleri gostermistir. Hassasiyet seviyeleri degerlendirildiginde; en yiiksek duyarlilik
ovaryum kanseri hiicrelerinde (A2780) tespit edilmis, meme kanseri hiicreleri (MDA-MB
231) ve MCF-7 hiicreleri bu siralamayi takip ederek daha az duyarlilik géstermislerdir. 4
nm boyutlarindaki pargaciklarla yapilan tedavinin akabinde U937 hiicreleri, en fazla
duyarliligi géstermis ve dahasi hiicre biiyiimesinde diisiis, oksidatif streste ve IL-8p'de de
yiikselme saglanmistir (Jiao vd. 2014).

Bagka bir calismada, boyutlar1 daha biiyiikk olan nanopartikiillerle yapilan

tedaviden sonra U937 hiicrelerinin daha diisiik hassasiyet gosterdikleri bulunmusgtur. Fare
makrofajlart 10, 20 ve 80 nm boyutlarinda olan giimis-polivinil pirolidon (Ag-PVP)
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parcaciklar1 kullanilarak yapilan bir ¢calismada, cinsel yolla bulagan hizli yayilabilen bir
enfeksiyon ¢esidi olan Chlamydia trachomatis'e karsi anti-enflamatuar etki
saglanabilecegi gosterilmistir (Yilma vd. 2013).

Biyolojik yolla sentezlenmis, boyutu 50 nm olan kiiresel Ag NP'lerin; kaspaz-3'iin
aktivasyonu araciligiyla olusan goci, hiicre sag kalimini, ¢cogalmasini, VEGF ile saglanan
hiicre canliligin1 ve Akt fosforilasyonunun retinal endotel hiicrelerinde baskilanmasini
inhibe ettikleri belirtilmistir (Kalishwaralal vd. 2009).

2.7.3. Konsantrasyonun etkisi

NP'lerin konsantrasyonu toksisiteyi etkileyen bir bagka onemli faktordiir.
Toksisiteyi indiikleyen NP'lerin minimum konsantrasyon seviyesini ve farkli deneklerde
varyasyonunu belirlemek onemlidir. Ag NP'ler ¢cogunlukla konsantrasyona bagli bir
sekilde sitotoksisite gosterir. Park ve digerleri tarafindan 2010 yilinda yapilan ¢alismada,
RAW 264.7 hiicreleri iizerine uygulanan 0,2 pl Ag NP'ler hiicre canliligint %20
azaltirken, 1,6 ppm Ag NP'ler canlilifi %40 azalttig1 gosterilmistir. Ayni egilim,
konsantrasyon ve konsantrasyona bagli olarak hiicre canliliginin azaldigi insan karaciger
hiicrelerinde de gézlenmistir (House vd. 2020). Bir sican karaciger hiicre hattinda (BRL
3A), 25 ul Ag NP'lerin en toksik konsantrasyon oldugu rapor edilmistir; toksisite, 1 ila
25 pl arasindaki konsantrasyonlarda gozlemlenmistir. Hiicre tipine bagli olarak, Ag
NP'lerin sitotoksisitesi onemli 6l¢iide degisir ve bu, tiiketici triinlerinde ve ¢evresel
etkilerin incelenmesinde dikkate alinmalidir.

2.7.4. Kaplamalarin etkileri

Ag NPlerin toplanmasinit 6nlemek igin, giimiis iyonlar1 arasinda elektrostatik
etkiyi azaltmak gerekir. Ag(+) iyonlar1 kullanilan bir kaplama malzemesi ile etkilesime
girerek Ag(0) olusturur. Bu sayede elektrostatik etki ortadan kalkmis olur. Kaplanmamis
Ag, hiicre yasaya bilirligini zamana ve konsantrasyona bagli bir sekilde 6nemli 6lgiide
azalttir. Bu yilizden kaplama, sitotoksisiteye karsi koruma saglamak i¢in kullanilir.
Kaplama tipi, organik kaplama ajanlari (polisakkaritler, sitratlar, polimerler, proteinler,
bitkiler vs.) ve inorganik kapatma ajanlar1 (stilfiir, klortir, borat ve karbonat) gibi kapatma
ajan1 Ozelliklerine baghdir. Kaplama malzemesi, stabilize ederek, belirli bir sekil vererek
ve Ag(+)'y1 azaltarak Ag NP'lerin yiizey kimyasinin korunmasinda rol oynadigindan,
kaplanmis Ag NP'lerin biyoaktivitesi 6nemlidir.

Ag NP'lerin neden oldugu sitotoksisite, kaplama malzemelerinin tipi de dahil
olmak tizere ¢esitli faktorlere bagli olarak degisebilir. Genellikle toksisite
indiiksiyonunda yer alan siirecler ROS olusumunu, antioksidan savunma sistemlerinin
tilkenmesini ve mitokondriyal membran potansiyelinin kaybini icerir. Ag NP'lerin ylizey
kaplamas1 sekil, kiimelesme ve ¢oziinme oranini etkileyebilir. Bununla birlikte, Ag NP
toksisitesinin yontemi ve kapsami kaplama malzemelerine bagl olarak degisir. Ornegin,
Kitosan tiirevi polisakkarit kapli Ag NP'ler, okaryotik hiicrelere toksisite olmaksizin
antimikrobiyal aktivite gostermistir (Travan vd. 2009).

2.7.5. Topaklanmanin etkileri

NP'lerin ¢06zelti ve ortam sartlarinda topaklanma potansiyeli yiiksektir. 100
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nm’den kii¢iik boyutlarda objeler zayif kuvvetlerin etkisiyle birlesme egilimdedir. Topak
bu zayif kuvvetlerin etkisi ile NP’lerin kontrolsiiz birlesmesi sonucunda olusur. Lankoff
ve ark. 20-200 nm biytikligiindeki Ag NP'lerin hiicre kiiltiir ortaminda topaklandigini ve
agregasyon araliginin NP'lerin siispansiyon preparasyonuna bagli olarak degistigini
ortaya koydu. Daha bu sekilde hiicre kiiltiir ortaminda topaklanan Ag NP’lerin yiizey
alanlar1 topaklanmadan dolay1 azalacagi icin hiicresel diizeyde daha az etki gosterir
(Lankoff vd. 2012).

NP'lerin hiicrelerle etkilesimi difiizyon olayina, zayif kuvvetlere ve aralarinda
olusan konveksiyona baghdir (Lison vd. 2008). Topaklanma hiicre kiiltiir ortamindaki
pH, tuz igerigini ve protein etkilesiminden etkilenir (Vippola vd. 2009). Bir¢ok ¢alisma
NP'lerin proteinle baglanma kapasitesinin hem NP'lerin hem de proteinin bilesimine bagh
olarak degistigini gostermistir (Ehrenberg vd. 2009).

2.8.Kanser

Kanser, hiicrelerin DNA'nin hasarina bagli olarak hiicrelerin mutasyona ugramasi
nedeniyle hiicrelerin kontrolsiiz veya anormal sekilde biiyiimesi ve cogalmasidir. Her giin
DNA iizerinde 10.000 civarinda mutasyon olmasina ragmen bunlarin ¢ok az1 kansere
neden olmaktadir. Bunun ¢esitli nedenleri vardir. Mutasyona ugrayan hiicrelerin yasam
kabiliyeti genellikle normal hiicrelere gore daha azdir. Bu nedenle kisa siirede oliirler.
Bunun disinda mutasyona ugrasalar bile mutant hiicrelerin ¢ogunda asir1 biiyiimeyi
Onleyen tiimor baskilayict genler hala bulunur. Bu nedenle hayatta kalan mutant
hiicrelerin ¢ok az1 kanser potansiyeli tasir.

Kanser potansiyeli tagiyan mutant hiicrelerinde ¢ogu insan/hayvan bagisiklik
sistemi tarafindan yok edilir. Mutant hiicreler, degisiklie ugrayan gen yapilarindan
dolay1 anormal protein olustururlar. Bu anormal proteinler bagisiklik sistemi tarafindan
fark edilerek kanserli hiicreye karsi duyarlilik kazanmis lenfositlerin olusmasina ve
antikor iiretimine, boylece kanserli hiicrelerin yok edilmesine neden olur. Boylelikle
mutant hiicrelerin biiylik boliimii bagisiklik sistemi tarafindan yok edilmis olur.

Bagisiklik sistemini zayiflatict durumlar kanser hazirlayici etmenler olarak bilinir.
Bagisiklik sistemi tarafindan yok edilmeyen mutant hiicreler kontrolsiiz sekilde cogalarak
bulunduklar1 dokuyu isgal ederler. Dahas1 sadece bulundugu dokuyla sinirli kalmayip
komsu dokulara yayilim gosterirler. Hatta kan ve lenf dolasimi araciligiyla viicudun diger
bolgelerine de tasinabilirler.

Ik evrelerinde kanser alaninda gozlenen onemli bir 6zellik, kitlenin cevre
dokulara yapisik ve girift olmasidir. Benign tiimdrlerin genellikle sinirlar1 belirginken
Malign tiimorler gevre dokuya sikica yapisik ve simirlari belirsizdir. Genel olarak ilk
evrelerde agrisizdirlar.

2.8.1. Meme kanserleri

Diinya genelinde ve iilkemizde kansere bagli oOliimlerin sayisi giderek artig
gostermektedir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 2018 yil1 verilerine gore, Tiirkiye de 210
bin yeni kanser vakasi ortaya ¢ikmis ve 116 bin kansere bagli 6lim meydana gelmistir
(WHO 2019). Tirkiye’de siklikla karsilasilan kanser vakalari, akciger (%16.5), meme
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(%10.6) ve kolon (%9,5) kanserleridir. Meme kanserinin iilkemizde goriilme orani ise
yiiz binde 43.8’dir (Saglik Istatistikleri 2017).

Tiim kanser vakalar1 arasinda 2. sirada goriilme orani ve 6liim oranina sahip olan
meme kanseri, meme dokusunu olusturan hiicrelerde malignitelerin olusmasini ifade
eder. Meme kanseri memenin farkli bolgelerinde baslayabilir, ancak genellikle siit
kanallarinin veya kanallara siit saglayan lobiillerin i¢ astarinda baglar. Ortalama bir gram
meme kanseri dokusunun sekiz yilda gelistigi tahmin edilmektedir (Aydintug 2004).
Gelisimsel olarak yavas seyreden meme kanserinde erken tani 6nem arz eder.

2.9. Hiicre Kiiltiirleri

Ag NP’lerin sitotoksik etkilerini aragtirmak amaciyla yapilan ¢alismalarin ¢ogu in
vitro uygulamalarini icerir. In vitro uygulamalar1 insan/hayvan hiicrelerinin canli
metobolizmasi diginda yagamsal faaliyetlerini gergeklestirebilen bazi hiicre kiiltiirleri ile
gerceklestirilebilir. Insan/hayvan metobolizmas1 disinda laboratuvar ortaminda
cogaltilabilen MCF-7 meme kanser hiicreleri ve HBL100 meme epitel hiicreleri; hiicre
kiiltlirleri i¢in iyi birer 6rnektir.

2.9.1. MCF-7 hiicreleri

MCF-7 hiicreleri ismini, Dr. Soule ve Michigan Kanser Vakfi'nmin adinin bas
harflerinden alir. 1973 yilinda 69 yasinda metastik evrede rahatsizligi olan bir kadinin
plevral efiizyonundan elde edilmistir. Primer hiicre kiiltiirli baglamadan 7 y1l 6nce hastaya
sag memesine benign bir timor icin ve 4 yil sonra da sol memesine malign
adenokarsinom i¢in mastektomi yapildi (Soule vd. 1973). Takip eden 3 yil boyunca
hormon tedavisi ve radyoterapi uygulandi (Levenson vd. 1997). Hastalik,
adenokarsinomun hormonal durumlarla alakali oldugunu gostermek i¢in normalinden ii¢
kat daha uzun siire incelendi. Yayginlasan nodiiler niikslerin belirmesinden iki ay sonra,
1973 yilinda laboratuvar aragtirmalart i¢in plevral efiizyon drnekleri alindi (Levenson vd.
1997).

MCF-7, giiniimiizde bir¢ok c¢alismada tercih edilen bir meme kanseri hiicre
dizisidir (Buguley vd. 2011). Antikanser ilag ¢alismalarini da i¢ine alan birgok meme
kanseri arastirmalarinda uygun hiicre hatlarindan biri oldugu bilinmektedir (Shirazi vd.
2011). Ayrica zamanla, diger meme kanseri hiicre dizilerine gére MCF-7 hiicreleri
hakkinda daha fazla literatiir bilgisi tiretilmistir (Sweeney vd. 2012).

2.10. Analiz Yontemleri
2.10.1. Parcacik boyut analizi

NP boyutlarinin dogru 6lgiilebilmesi icin diizgiin bir sekilde dagilmasi gerekir.
Nano 6lgege inildikge etkisi giderek artan zayif kuvvetler, NP’lerin topaklanmasina bagka
bir ifade ile birbirine yapismasina neden olur. Zayif kuvvetlerin neden oldugu g¢ekim
kuvveti 100 nm’nin altindaki boyutlarda ileri diizeydedir. Bu yiizden topak olusumlarin
engellemek zorlasir. Topak, malzemenin mukavemetinden c¢ok kiigiikk kayma
gerilmeleriyle yenilenebilecek zayif kuvvetlerin bir arada tuttugu parcaciklar kiimesidir.
Partikiil boyut analizi yapilmadan 6nce topaklar pargalanarak dagitilabilir. Ultrasonik
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calkalama veya mekanik karistirma topaklanmayr dagitmada c¢ok tercih edilen
yontemlerdir. Boyut analizi ¢esitli teknikler ile yapilabilir. Fakat dlgiilen parametrelerin
cesitliliginden dolayi, analiz tekniklerinin genellikle ayni sonucu vermedigi bilinmelidir.

Partikiil boyutlar1 belirlenirken partikiillerin sekilleri ¢ok 6nemlidir. Kiiresel bir
partikiil i¢in boyut gap olarak verilen tek bir parametreye sahiptir. Fakat partikliil sekli
daha karmasik oldugunda, partikiil boyutunu tek bir parametreyle belirlemek zordur.
Ornegin, yass1 ya da pul seklindeki bir partikiiliin boyutunu tanimlamak igin ¢ap ve
genisligin birlikte verilmesi gerekir. Sekil daha diizensiz oldugunda, olasi boyut
parametrelerinin sayisi artar.

Boyut analizlerinde genel olarak izdiisiimii alani, yiizey alani, en biiyiik uzunluk,
parcacik alam1 ya da en kiigiik kesit alani gibi parametreler kullanilir. Tercih edilen
yonteme gore bu parametrelerin biri ya da birka¢i kullanilabilir. Bu nedenle partikiil
boyutlar1 belirlenirken kullanilan parametrelerdeki farkliliklara bagli olarak boyut analizi
sonuclarinda kiigiik farkliliklar olabilir. Partikiil boyutlarinin belirlenmesinde;

* Elek Analizleri,

*  Mikroskobik Goriintii Analizleri,

Sedimantasyon Metotlari,

Elektriksel Alan Algilanmasi,

» Lazer Difraksiyon Teknikleri,

» Adsorpsiyon Teknikleri,

* Dinamik Isik Sacilimi gibi yontemler tercih edilebilir.
2.10.2. Mikroskobik goriintii analizi

Mikroskop, gozle gorillemeyecek kadar kiigiik nesnelerin goriintiilenmesini
saglayan alettir. Basta sadece goriiniir 15181n kullanildigi, birka¢ mercekten olusan bu
sistem, mikro Slgekte goriintii alabilmesinden dolayr mikroskop olarak adlandirilmistir.
Goriiniir bolge 1s1nlarint kullantyor olasindan dolayr maksimum ayirt edebilme yetenegi
mikro diizeyde kalmistir. Zamanla De Broglie dalga tanecik hipotezi ile farkli 1sin
kaynaklarimin kullanildigi daha fazla biiyiitme oranina sahip olan mikroskoplar
gelistirildi.

Biiyiitme orani ile 151n kayna@i olarak kullanilan elektromanyetik dalganin
dalgaboyu arasinda ters bir iliski vardir. Dalgaboyu azaldik¢a biiyiitme orani artar
bdylelikle daha kiigiik boyutlardaki objeler goriinebilir hale gelir. Elektron mikroskoplari
elektronlarin hedefe yonlendirilmesi ile bu kurala uyar. Elektron mikroskoplari ile
glinimiizde nanometre mertebesinde goriintii almak miimkiin hale gelmistir. Elektron
mikroskoplarinin Gegirmeli Elektron Mikroskobu (TEM), Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) ve Diisiik Enerjili Elektron Mikroskobu (LEEM) vs. olmak tizere ¢esitleri vardir.
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Sekil 2.11. Elektron mikroskobunda elektronlarin numune ile etkilesimi

2.10.3. Lazer 151m1 Kirimimm teknigi

Nanopargaciklarin pargacik boyut dagilimlart lazer kirinin teknigi ile
belirlenebilir. Lazer 1sinmin difraksiyonuna dayanan yontemde lazer 1gin1 nanopargaciga
carparak kirilir ve Kirtlma agis1 dedektor tarafindan belirlenir (Sekil 2.1.). Kirilma agisi
ile partikiil boyutu arasinda matematiksel bir iliski vardir. Bu iliskiye gore biiyiik boyutlu
parcaciklar i¢in Fraunhofer ve kii¢iikk boyutlu pargaciklar i¢in Mie teorisi tercih edilir
(Denklem 2.6.). Bu sayede kirilma agis1 verileriyle pargacik boyutlarina ulasilir.

Biiyiik ac1
dedektorleri
Mavi ik {4 4
kaynag ', i«
"\ ~ P = ;~ -
—@ | o
g o }‘ﬁze_vi" N
Kirmiziisik \‘\ dedeltorii
kaynag ;\ e
N
I »
Geri sacilm
dedektori

Sekil 2.12. Lazer kirinin teknigi ile parcacik boyut analizinin sematik gosterimi

Denklem 2.6’ya gore, bir NP’iin karakteristik boyutu (r) ile dalgaboyu (1) orantili
olarak iliskilendirilir.

2nr
X = —— (2.6)

A

Rayleigh dagilimi, elektromanyetik 1sinlarin, fotonun dalgaboyundan daha kiigiik
taneciklerin neden oldugu sacilimi ifade eder (x << 1). x degeri 1’den ¢ok daha kiigiik
olmasi durumunda bu rayleigh sagilimini ifade ederken bu deger biiyiidiikge, kiiresel
parcaciklar tarafindan rasgele bir x parametresinde Mie teorisi (Mie 1908) ile agiklanir.
Kiigiik x degerleri i¢in Mie teorisi Rayleigh tahminine indirgenir.
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Bir 151k 15101 i¢in gergeklesen Rayleigh dagiliminin miktar 15181n dalgaboyuna ve
parcacik boyutuna baglidir. Dagilan 15181 yogunlugu, parcacik boyutunun altinci kuvveti
ile dogru orantili, dalgaboyunun ise dordiincii kuvveti ile ters orantili olarak degisir (Clays
ve Persoons 1991). Tek bir kii¢iik parcacik tarafindan, dalga boyu 4 ve yogunlugu lo olan
polarize olmayan bir 1s1ndan sagilan 15181 yogunlugu

2
I 1+c0529(27r)4 n? —1 <d>6 27)
~ % 2Rz \1a) \n2+2) \2 -
seklinde ifade edilir (Barnett, 1942). Burada R parcaciktan uzakligi, € dagilim agisini, n
pargacigin kiricilik endeksini, d ise pargacigin ¢apini gostermektedir.

2.10.4. UV-Vis spektrofotometresi

Ultraviyole 1sinlar1 elektromanyetik spektrumun 200-380 nm, Visible (goriiniir
bolge) 1sinlar1 ise 380-800 nm dalgaboyu araligma karsiik gelir. UV-Vis
spektrofotometresi adindan da anlasilabilecegi gibi elektromanyetik spektrumun UV ve
goriiniir bolgesine karsilik gelen 1sinlari analiz siireglerinde kullanir. Spektrofotometrede
optik gecirgenlik, optik yansima ve optik sogurma niceliklerinin siddetleri dalgaboyuna
bagl olarak olgiilebilir. Isin kaynagi olarak doteryum ve tungusten lambalar bulunur.
Lambalardan gelen polikromotik 1sinlar giris yarigindan gegtikten sonra paralellestirici
mercege/aynaya gelir ve buradan prizmaya yonlenir. Prizmadan ¢iktiktan sonra
monokromotik hale gelen 1s1nlar odaklama mercegi/aynasi ile ¢ikis yarigina yonlendirilir.
Istenilen dalgaboyunda elde olusan monokromotik 1sinlar referans ve ornek ¢ozeltiye
yonlendirilir. Son olarak referansa gore degisimlerinin gozlendigi UV-Vis
Spektrofometresinde her bir dalgaboyuna bagl sogurma, yansima ya da gegis pikleri elde
edilir.

UV-vis absorbans spektrumlari genellikle nanopartikiil arastirmalarinda yiizey
plazmon rezonanslarinin belirlenmesi i¢in kullanilir. Yiizey plazmon rezonansi gelen
elektromanyetik 1sinlarin dalgaboyundan ¢ok daha kiiglik boyuttaki NP’leri bu 1sinlarla
etkilesime girerek iletim bandindaki elektronlarinin uyarilmas: ile olusur. SPR, NP
sentezi ve NP boyutu hakkinda bilgi igerir.

o /\/\/\/\

HyE'sE Ay

Sekil 2.13. iki farkli malzemenin ara yiizeyindeki yiizey plazmonlarinin sematik
gosterimi
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SPR’lar1 aym1 fazda salinan elektron maksimum genlikte salinimlaridir. Bu
salmimlar iki materyalin etkilesimi sirasinda dielektirik fonksiyonunun reel kisminin
isaretinin degistigi yerlerde olusur. Bu duruma ornek metal ile dielektrik yiizeyler
arasinda olabilecegi gibi tez ¢alismamizda yesil sentez esnasinda Ag atomlari ile bitki
Oziitleri arasinda da olabilir. Yiizey plazmonlar1 bulk (hacim) plazmonlarina gére daha
diisiik enerjiye sahiptirler. Bulk plazmonlar1 elektron gazinin (ya da plazma) hacmi
icinde pozitif yiiklii ¢ekirdeklerin boylamsal elektron salinimlari ile kuantize olmasidir

(Wikipedia, b.t.).
2.10.5. X 1s1m difraktometresi (XRD)

X 1sin1 kirmmimi (XRD) dogal ve iiretilmis materyallerin kimyasal bilesimi ve
kristal yapis1 hakkinda ayrintil1 bilgiler sunan ¢ok yonlii ve tahribatsiz bir yontemdir. Bu
yontem yalnizca nano karakterizasyon araci olarak tanimlanmaz; ancak nano diizeydeki
tiim uygun uzamsal ¢oziiniirliikler elde edilebilir dolayisiyla da nano parcaciklar da XRD
ile analiz edilebilir.

ﬂ .
_,/j d

Sekil 2.14. Iki atomik diizlem arasindaki x 1s1n1 kirmimi

A dalgaboyuna sahip bir monokromatik x 1simn1 demeti, 6 agisiyla bir kristal
materyal lizerine yonledirildiginde, x 1sinmnin kirmimi yalnizca ardisik diizlemlerden
yanstyan 1ginlarin kat ettigi mesafe, 1s1nin dalgaboyunun tam (n) katlar1 kadar oldugunda
gerceklesir. Sir W.L. Bragg tarafindan 1922 yilinda gelistirilen bu kural, bragg yasasi
olarak bilinir ve X 1s1m1 kirmimi i¢in temel yasadir. Bragg Yasasi asagida verilen
denklemle formiile edilebilir (Denklem 2.8.).

nA = 2dsinf (2.8.)
Burada; A x 1s1minin dalgaboyunu, 0 kirilma agisini, n pozitif bir tam sayiyi, d orgi

mesafesini vermektedir.
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X-151m1 difraksiyonu ile kristalin bilesiklerin kalitatif olarak tanimlanmasi ¢ok
kolaydir. Bu uygulama her kristal maddenin kendine 6zgii bir X-1s1n1 difraksiyon sekli
vermesine dayanir. Bilinmeyen madde icin elde edilen sekille ayni sekli veren referans
belirlenerek (kiyaslanarak) maddenin ne oldugu saptanir. Difraksiyon verilerinden bazen
bir karisimdaki kristalin bir maddeye gore kantitatif bilgileri de alinabilir.

XRD, tiim sentezlenmis ve dogal materyal tiplerinin mikro ve kristal yapilar ile
kimyasal bilesimleri hakkinda ayrintili bilgiler saglayan ¢ok yonlii ve tahribatsiz bir
yontemdir. Materyallerde x 1511 kirinimi sadece fazlarin tanimlanmasindan biriken
katmanlarin kalinlik 6l¢timiine kadar bi¢gim degisim miktarini incelemeye kadar ¢ok fazla
alanda kullanilmaktadir. Diger uygulamalar arasinda polikristallerin tanecik biiyiikligii
ile rezidiiel gerilimin 6l¢limii de vardir; gerinim 6l¢iimiinde belli bir kristalografik pikin
diizlemler aras1 mesafesi, atomik Ol¢ekte bir ekstensometre (uzamadlger) olarak
kullanilir.

Pik pozisyonlarmma bakarak kristal hiicrenin geometrisini 6grenmek ve
numunelerde mevcut kristal fazlarin tanimlamasini yapmak miimkiindiir. Piklerin siddeti,
hiicredeki atomlar1 ve bu atomlarin pozisyonu ile oncelikli yonelimlerini belirlemeyi
saglar. Piklerin sekli ve asimetrisi, kristal alanlarin ortalama boyutu hakkinda bilgi igerir.
Numune rotasyonuna bagli pik kaymasi, numunedeki rezidiiel gerilim ile iliskilidir.
Standart uygulama alanlar1 s6yledir:

e (Cevresel analiz: kayalar, topraklar, killer, mineraller, ince tozlar, serbest silisyum,
asbest ve lifler

Cimento, petrol, cam, tekstil, elektronik, niikleer endiistrisi

Katalizor ¢alismalari

Polimerler, patlayicilar, seramik materyaller ve yeni materyaller

Tarim, biyoloji ve kimya bilimleri

Farmasotik ve kozmetik

Adli tip bilimleri

Arkeoloji, arkeometri...

Son yillarda nanomalzemelerde XRD kullanimi gelismistir ve spesifik
uygulamalar yaymnlanmistir. XRD 06zellikle tek basina veya polimer, sivi ya da
biyomalzeme gibi farkli matrislerin i¢inde dagilmis nano tozlarin analizinde faydalidir.
Ayrica diisiik kristallige sahip karbon materyallerin nano yapilar1 da yiiksek enerjili x
1sint - kirmimi - kristal formlarin  kimyasal halleri kullanilarak analiz edilmistir.
Kristal/amorf oran1 nano toz karakterizasyonu i¢in de ¢ok dnemlidir. Ornegin tetrapod
yapisindaki nanomalzemeler ve benzer yapilar yaygin olarak XRD ile analiz edilir. Cok
miktarda materyal gereklidir ve nano diizeyde tiim lateral ¢oziiniirliikler saglanabilir.

2.10.6. X 151 floresans spektroskopisi

Yiiksek hizda anoda dogru yonlendirilen elektron ¢ekirdegin coulomb alanina
girdiginde enerjisinin bir miktarin1 kaybederek yolundan sapar. Bu durum elektronun
ivmesinin degismesine neden olur. Bu ivmelenme ile degisen enerjiye esit biiylikliikte
elektromanyetik 151ma yapacaktir. Bu 1s1ma belirli yoriingelerde olmadigi i¢in diizensiz
enerji aralifindadir ve stirekli spektruma sahiptir. Bu sekilde elektronlar1 cekirdek
yakinlarindan gegerken yayinlanan fotona bremsstrahlung (frenleme) x 1s1n1 denir (Sekil
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2.15). Diger bir x 1sm1 olusum sekli ise, anoda yonlendirilen elektronun yolculugu
esnasinda ¢ekirdek yerine i¢ yoriingelerdeki elektronlar ile etkilesimi sonucunda olusur.
Etkilestigi elektonun uyarilmasi ile olusan yoriinge hareketliligi Karakteristik x 151
yayinlanir. Karakteristik x 151ninin enerjisi enerji diizeylerindeki degisim kadardir ve anot
metalinin tiirii ile alakal1 sabit bir x 1s1n1 enerjisi elde edilir.

XRF cihazinda kalitatif, yar1 kantitatif ya da kantitatif analizler yapilabilir.
Kalitatif analizler bir veri kitab1 tlizerinde bulunan degerlere bagl olarak numunenin
icerisindeki elementlerin tespiti icin kullanilir. Kantitatif analizlerde ise, numuneyi
olusturan konsantrasyonlar1 ve bilesenleri tanimlamak i¢in kullanilir. Yar1 kantitatif
analiz ise temel parametreleri kullanarak standart numune takimlarina ihtiyag
duyulmaksizin teorik olarak siddetin belirlenmesi temeline dayanir. Standard numune
takimi s6z konusu olmadigi i¢in dogrulu hassasiyeti diisiik bir yontemdir. Kantitatif
analiz, ¢Ozelti konsantrasyonunu yiiksek hassasiyette Olgerek kesin ve net bir seklide
sonug veren bir yontemdir. Numune icerinde analizi yapilan element disinda kalan diger
elementlere matris denir. Numune ic¢inde analiz edilecek elementin karakteristik x 1s1n1
siddetini matrisler azaltic1 ve arttirict yonde etki yaparlar. Matris etkisi adi verilen bu
durum calisma egrisinde sapmalara bundan dolay1 hatalara neden olur. Matris etkisinden
dolay1 olusan hatalar1 6nlemek icin kantitatif analizler; ince film yontemi, standart
ekleme-¢ikarma yontemi, matris seyreltme yontemi, i¢ standardizasyon yontemi,
karsilastirma standart yontemi, sagilan X 1sinlariyla standardizasyon yontemi, deneysel
diizeltme ve matematiksel diizeltme yontemleri seklinde siniflandirilabilir.

Ikincil x-istm
8 1] 19} @ y
® P Fotoelektron 8 =
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' \ ,'/ N \ )
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Birincil x-5im

Sekil 2.15. Floresan X-1s1n1 olusumu

XRF’de numunelerin hazirlanmasi yiiksek hassasiyet gerektiren bir istir. Clinkii
numune hazirlama metotlart dogrudan analiz sonuglarini etkiler. Ideal bir numunenin,
homojenlik, tekrar olusturabilirlik, uygun tane boyutu, yiizey diizensizliklerinden
arinmiglik ve belli kalinliga sahip olma gibi 6zellikleri tasimasi gerekir. XRF i¢in eritis
(fiizyon) numune, sivi numune, toz pelet numune ve az miktardaki toz numuneler igin
mylar film ile sarim olmak tizere dort farkli numune hazirlama yontemi mevcuttur.
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Sekil 2.16. Bir molibden hedefinde X-1sin1 tiiptinde 35 keV’ dan elde edilen X-1sinlarinin

spektrumu

Sekil 2.16 da molibden hedefinde X 1s1m1 tlipiinde 35 KeV ile elde edilen x 15101
spektrumu verilmektedir. Sekilde verildigi lizere K, ve Kp tabakasindan gelen
karakteristik x 1sinlar1 elde edilmektedir.

Guinimiizde farkli alanlardaki uygulamalara yonelik c¢esitli  XRF
spektrofotometresi kullanilmaktadir. Bu XRF spektrofotometrelerine enerji ayrimli X-
1511 floresan spektrometresi (EDXRF), dalga boylu ayrimli X-1i51mm1  floresan
spektrometresi (WDXRF) en bilinen iki 6rnektir.

2.10.6.1. Enerji ayrimh XRF

Enerji aynimlhi XRF’de, dalgaboyuna bagli agilarda ayrim saglayan bir kristal
bulunmamaktadir. Bu yiizden, 6rnekler (Multi Channel Analyser, MCA) ve Silikon
lidyum dedektor ile enerjiye bagli olarak tespit edilir. Dedektorler, gelen 1ginin enerjileri
ile orantili sinyaller tiretir. Cok kanall1 analizor ise bu sinyalleri dalga boyu veya enerji
olarak degerlendirir (Sekil 2.17.).

X151 tlipd

Pl Binncil 151ma
A $2YaC| == == Cok kanall | Ikincil Isima
iz [~
" sa,ml 2 ) Ve L Numune
S1 (L1) dedektor

Sekil 2.17. Enerji ayrimli XRF spektrometresinin sematik goriiniimii
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2.10.6.2. Dalga boyu ayirimh XRF

Elemental analiz i¢in kullanilan bir XRF yontemidir (Sekil 2.18.). X 1s1n1 iireten bir
tipte uyarilan foton, anota ¢arpar ve atomun i¢ kabugundaki elektronlardan birini
yoriingesinden ¢ikararak atomu uyarir. ¢ yoriingede gerceklesmesi nedeniyle yiiksek
enerjili bir yoriingeden bir elektron diisiik enerjili orbitaldeki bosluga gecer. iki orbital
arasindaki enerji fark: karakteristik X-1sin1 adin1 alan foton yayinlanmasina neden olur.
Karakteristik x 1s1min enerjisi bu iki yoriinge arasindaki enerji farkina esittir. XRF
cihazinda X 1sinlar fiziksel olarak ayirim aygiti olarak tanimlanan Kristaller yardimiyla
dagitilir. Bu dagitim dalgaboylariyla alakali agilardadir. Kolimator araciligiyla ise gelen
1isinlarin toplanmasi saglanir. Ayrim aygitindan farkli agilarda yansiyan 1sin, detektdrde
toplanarak fotonlar sayilir.

Dedektor
IX — Istrt Kaynagt Kolimatorler
Q \ A
& Ayirim Aygiti
-—
Numune

Sekil 2.18. WDXREF sisteminin sematik goriiniimii

Kat1 6rneklerde numune haznesi deney siiresince hava molekiilleri tarafindan
olusabilecek Ol¢tim hatalarmi 6nlemek amaciyla vakum ortaminda tutulur. Sivi
orneklerde ise cihaz, helyum atmosferine alinarak analiz yapilir. Analiz sonucunda,
siddet-difraksiyon agis1 (20) egrisi elde edilir. Bu egri, Bragg yasas1 yardimiyla incelenir
(Sekil 2.19.).

[ ]

20

Sekil 2.19. Diizlemler arasi mesafesi (d) bilinen kristalde, numunedeki elementlerden
gelen karakteristik 1sinlarin difraksiyonu
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Sonuglar kalitatif olarak inceleniyorsa numuneler X-iginlar1 data (veri)
kitabindaki verilerle karsilastirilarak orneklerin igerdigi elementler bulunur (Cizelge
2.1.). Kantitatif olarak incelenecekse elde mevcut standart bir numune takimi olmalidir.

Cizelge 2.1. Bazi elementlere ait foton enerjileri
Element Kay Kay Kh Ly La; LA Lp Ln May

3L 343

4 Be 108.5

5B 1833

6C M

1N 3924

80 549

9F 676.8

10 Ne 848.6 848.6

11 Na 104098 104098 10711
12 Mg 125360 125360 13022
13 Al 148670 148627 155745
14 §i 173998 173938 183594
I5P 20137 20127 21391
16 S 230784 2306.64 246404
17 Cl 262239 262078 28156
18 Ar 295770 295563  3.1905
19K 33138 33111 3.580.6
20 Ca 369168 3,688.09 40127 3413 3413 349
21 Se 40906  4.086.1 4.460.5 3954 3954 399.6

2.10.6.3. XRF yonteminin avantajlari ve dezavantajlari

Cok sayida elementin dakikalar icerinde hizli bir sekilde analiz edildigi XRF
yontemi ile Kkalitatif, yar1 kantitatif ve kantitatif analizler elemental olarak
yapilabilmektedir. Numune hazirlama gereksiniminin az olmasi analiz esnasinda
numunenin herhangi bir sekilde zarar gérmemesi ve dolayisiyla tekrarlanabilir bir analiz
olmasiyla avantajlara sahip bir yontemdir. Ayrica hassasiyeti dogrulugu gayet iyidir.
Ancak, bu yontemin bazi1 dezavantajlar1 da s6z konusudur. Aliiminyum (Al), Oksijen (O),
Azot (N) gibi hafif elementlerin analizinde yeterince iyi sonu¢ vermemektedir, ayrica
yontemin maliyetli olusu ve analiz sonuclarinin elementler arasi etkilesimden etkilenmesi
bu yontemin dezavantajlarindandir.

2.10.7. MTT testi

Hiicre kiiltiir caligmalarinda genellikle tercih edilen bir yontem olan Metiltiazol
difenil tetrazolyum (MTT) hiicre proliferasyon testlerinde yaygmn olarak
kullanilmaktadir. MTT testi temel olarak proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan
dehidrojenaz enzim aktivitesinin tetrazolyumla etkilesimi sonucunda sar1 olan renginin
zamanla formazon boya iiretmesi ile mor rengine donmesinin ELISA ya da
spektrofotometre yardimiyla analiz edilmesine dayanir. ELISA ya da spektrofotometrede
okunan absorbans siddeti proliferasyon hakkinda bilgi verir. Hiicre kiiltiir caligmalarinda
MTT tek basina ¢oziilmeyebilir bu nedenle dimetil siilfoksit (DMSO) gibi ¢oziiciilerin
kullanilmasimi gerektirir[32]. MTT disinda tetrazolyum tuzlarinin kullanildig:r 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -5- (3-karboksimetoksifenil)- 2-(4 -su | fofen i I)- 2H-tetrazolyum
(MTYS), 2,3-Bis(2-metoksi4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (XTT), 2-(4-iyodofenil)-
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3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)- 2H-tetrazolyum (WST1) gibi test yontemleri de
vardir.
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3. MATERYAL VE METOT

NP’lerin sentezinde bitkilerin kullanildigi birgok ¢alisma mevcuttur bu
calismalarda benzer deneysel siirecler takip edilmektedir (Sekil 3.1). Benzer yontemlerle
karakterize edilen NP’ler ¢esitli uygulama alanlarinda arastirilmaktadir. Bu tez
calismasinda da benzer prosediirler takip edilmistir.

‘ metalik tuz ¢ozeltisi indirgen ajan NP'lerin Stabilizasyonu
— ' 9.0 O g
S0  0®
B, o =P ©
md B2 -G
=l ‘
Bitki materyali Reducing and capping agents " BACALCeriEasy

Uv-Vis, XRD, XRF,
elektron mikroskobu vs.

oziit

Sekil 3.1. NP'lerin yesil sentez siirecleri ve prosediirleri (Fierascu vd. 2019)
3.1. Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi ve Nanopartikiil Sentezi

SM tohumlart aktardan temin edilmis olup ege bdlgesinde yetistirilen SM
bitkilerinden elde edildigi 6grenilmistir. CA bitkisi ise Antalya ilinin Aksu ilgesinde
yetistirilmis biber bitkisinden olgunlagmis meyveler toplanarak elde edilmistir (Sekil
3.2.).

Sekil 3.2. Tezde kullanilan bitkiler; deve dikeni tohumu (solda), biber meyvesi (sagda)
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Biber meyveleri topanip yikanmasinin ardindan tohumlari ayrilarak giin 1s181indan
uzak ve oda sartlarinda kurutulmustur (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Biber meyvesi kurutulma sekli

CA meyvesi ve SM tohumlar1 dograyici ile 6giitiilerek partikiil biyiikligi 0,50-
1,00 mm arasinda degisen tozlar haline getirilmistir. Bu tozlar 06ziit eldesinde
kullanilmistir (Sekil 3.4.).

SM tohumlar1 200 ml distile suya 5 gr eklenerek manyetik karigtiricida 90 °C’de
30 dakika karistirildi. Sonrasinda 10 dakika dinlendirildikten sonra filtre kagidindan
gecirilerek SM 6ziitli hazirlandi. Benzer siirecler CA o6ziitleri i¢inde tekrarlandi. Ag
NP’lerin elde edilmesi igin gerekli deneysel ve laboratuvar ihtiyaclari Istanbul Gelisim
Universitesi Laboratuvarlarinda yapilmistir.
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Sekil 3.4. Kurutulan bitkilerin 6giitiildiikten sonraki toz halleri; deve dikeni tohumu

(solda), biber meyvesi (sagda)
3.2. Ag NP’lerin UV-Vis Absorbans Spektrumlari

Hazirlanan bitki 6zleri ile distile su igerisinde ¢oziilmiis, 4 mM, 2 mM ve 1
mM’lik AgNO3 ¢ozeltisi 1:1 oraninda karanlik ortamda karigtirildi. 24 saat indirgenme
sliresinin ardindan absorbans spektrumlari PGENERAL-T80+ marka/model UV-Vis
spektrofotometresinde 0,5 nm’lik adimlarla 300-800 nm araliginda, Yildiz Teknik
Universitesi Merkezi Laboratuvarlarmdan hizmet alimi yapilarak elde edildi.

3.3. Nanopartikiil Goriintiileri

TEM goriintiilerinin eldesi i¢in 6ziit-AgNO3 karisimi igerisinde sentezlenen
nanopartikiiller mikropipetle alinarak grid tizerine damlatildi. 3 giin beklendikten sonra
kurudugu diisiiniilerek TEM goriintiileri alinmak {izere randevu alindi. TEM goriintiileri
Eskisehir Osman Gazi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvart Uygulama ve
Arastirma Merkezi (ARUM)’nden hizmet alimi1 yapilarak elde edildi. TEM goriintiileri
almirken karbon grid’ler kullanildi. Gériintiiler 100 kV enerjide, 40000-215600 kat
biiylitme yapilarak elde edildi.

TEM goriintiilerinden nanopartikiillerin kiiresel formda oldugu tespit edildi. Bu
durum g6z 6nlinde bulundurularak nanoparikiil boyutlar1 ¢ap verisi olarak kaydedildi.
Her nanopartikiil ¢ozeltisinden elde edilen goriintiilerde en az 100 nanopartikiile ait
boyutlar manuel olarak elde edildi.

Ayrica nanopartikiillerin ¢evresini 6l¢en ve matematiksel olarak nanopartikiillerin
boyutlarina TEM goriintiileri tizerinden ulasan MATLAP programi yazildi. Kaynak
kodlar1 ekte paylasildi. Bu kaynak kodlar1 C++’da derlenerek EXE dosyasi halinde
giinliik kullanilabilir hale getirildi.

3.4. X-Isim Difraktometresi (XRD)

CA ve SM oziitleri igerisinde farkli tuz konsantrasyonlarinda sentezlenen koloidal
nanopartikiiller etiiv i¢erisinde 30 0C’de 3 giinde kurutuldu. Kurutma isleminin ardindan
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0,5 mm c¢apindaki elekten gegirilerek toz forma getirildi. Kurutulan AgNP’ler hizmet
alim1 yapilan YTU Merkez Laboratuvari’nda PANalytical X Pert PRO XRD cihazinda,
dalgaboyu 0,154187 nm olan monokromatik Cu Ka 1sinlar1 kullanilarak 0,020 adimlarla
elde edildi. 20 aralig1 100 ve 800 araligindadir.

3.5. Hiicre Kiiltiirleri ve MTT Canlilik Testleri

4 ™\

80mcg/ml lS ml
)
|
‘ 5 ml O Sml ‘
40mcg/ml lS ml
| € 5ml O 5 ml ,Oé
_____ Aa
20mcg/ml l5 ml =
|
m
| _sml O < Sml i
E
10mcg/ml lS ml
f—\
| <>l O _ Sml |
Smcg/ml
fﬁ
|
5 ml O 5 ml
N
Omcg/ml Il\
Sml oziit

.. v,

Sekil 3.5. 1 MM Ag molar konsantrasyonundan seyreltme islemleri

Ag NP’lerin konsantrasyonlarini belirlemek i¢in Sekil 3.5.’daki siiregler takip
edilmistir. Baslangigta alinan 12,4 ml 1 mM Ag NP ¢ozeltisinde ml’de 108 pg Ag
bulunur. Bu karigimin 5 ml alinarak sitotoksisite deneyinde kullanilir. Kalan 7,4 ml’lik
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kisma 2,6 ml distile su eklenerek seyreltme islemi yapilmistir. Bu yeni karigimin 5 ml’si
yine sitotoksisite deneyinde kullanilmak iizere ayrilmitir. Kalan karigima 5 ml distile su
eklenerek seyreltmeye devam edilmistir. Sekil 3.5’da gosterildigi iizere 1, 2, 3 ve 4 nolu
islem sirasi takip edilerek sirastyla 108, 80, 40, 20, 10, 5 ve 0 pg/ml konsantrasyonlarinda
5ml lik 6rnekler elde edilmistir. 0 pug/ml konsantrasyonunda Ag NP bulunmamakta ve
1:1 oraninda distile su ile seyreltilmis 0ziit bulunmaktadir. Hazirlanan 6rnekler MTT
testinde kullanilmis ve her 6rnekten 100 pl alinarak sitotoksisite testleri yapilmustir.

96 kuyulu plaka igine MCF-7 hiicre hatt1 her kuyuda 10° hiicre/ml olacak sekilde
ekildi. 24 saat 37 °C CO2’li inkiibatérde hiicreler tutunmaya birakildi. 24 saat sonunda
numuneler 3’er tekrar olacak sekilde kuyulara ekildi. Numuneleri kuyularda 24 saat
hiicrelerle etkisime birakildiktan sonra MTT canlilik testi yapildi. Pozitif kontrol olarak
DMSO ¢ozeltisi, Negatif kontrol olarak sadece DMEM medium kullaniimistir.
Fotometrik okuma: 570nm’de yapilmistir. Sonuglar negatif kontrol %100 canli kabul
edilerek hesaplanmustir.

MTT testleri YTU Merkezi Laboratuvarlarindan hizmet alimi yoluyla
gerceklestirilmistir.

3.6. Ag NP’lerin Radyo-Duyarlastiric1 Etkileri

MCEF-7 hiicreleri, % 10 Fetal sigir serumu, penisilin, L-glutamin ve streptomisin
ile DMEM ortaminda biyiitildii. 6 MV X-isim1 treten ELEKTA marka dogrusal
hizlandirict (LINAC) cihazi kullanilmistir. 15x15 cm alan boyutu ve 80 cm SSD alinarak
uygulama yapilmistir. 1C50 konsantrasyonlarindal00 pg Ag NP’lerle 1, 2 ve 4 saat
inkiibe edilmis MCF-7 hiicreleri 1 Gy/dk seklinde 96 kuyulu plate’lerde 6 Gy iyonizan
radyasyon ile bolus kullanilarak 1sinlandi. Kontrol grubu olarak alinan MCF-7
hiicrelerine 100 pl distile su eklenerek elde edilmistir. Bitki Oziitlerinin radyo-
duyarliliklart igin 100 pl 1:1 oraninda seyreltilmis 6ziit inkiibe edilmistir. Her bir bitki
oziitlinden elde edilen nanopartikiiller i¢in benzer deneysel siire¢ler uygulanmstir.
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4. BULGULAR
4.1. Ag NP’lerin UV-Vis Absorbans Spektrumlari

UV-Vis ol¢limleri nanopartikiillerin varligi, yaklagik olarak hangi boyutta
dagildigr ve sekilleri hakkinda bilgiler igerir. UV-vis 6l¢timleri ile nanopartikiillerin sekli
ve boyut dagilimlari ile alakali karakteristik plazmon bandi olusumu gdzlenir.

AgNO3 eklenen bitki Oziitiiniin (nanopartikiil ¢ozeltisi) ve sadece bitki 6ziitlinlin
distile suya gore absorbans spektrumlart alinmistir. Sekil 4.1-12’de verilen UV-Vis
spektrumlarinin pik konumlari gizelge 4.1°de verilmistir.

02 [ Deve Dikeni Tohum Oziitiinde 4 mM AgNO; ile Sentezlenen
| Ag Nanopartikiiller

0.15 ——SM  ——SM+Ag

Absorbans (a.u.)
o=

0,05 1

320 370 420 470 520 570 620 670 720 770

Dalgaboyu (nm)
Sekil 4.1. Deve dikeni tohum 6ziitiinde 4 mM AgNOs ile sentezlenen AgNP'lerin
absorbans spektrumlari

Sekil 4.2. Deve dikeni tohum 6ziitiinde 4 mM AgNOs ile sentezlenen AgNP'ler
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Deve Dikeni Tohum Oziitiinde 2 mM AgNOs; ile Sentezlenen

0,2 -
Ag Nanopartikiiller

0,15 A
= —sMm
"
% SM+Ag
o 0,1 A
=
]
2
sy

0,05 1

0 ..-.i---.i....i---.i...-i--.-i...-i--..i...-i--.
320 370 420 470 520 570 620 670 720 770

Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.3. Deve dikeni tohum oziitinde 2 mM AgNOs ile sentezlenen AgNP'lerin
absorbans spektrumlari

Sekil 4.4. Deve dikeni tohum 6ziitiinde 2 mM AgNOs ile sentezlenen AgNP'ler
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Deve Dikeni Tohum Oziitiinde 1 mM AgNO; ile

0.25 Sentezlenen Ag Nanopartikiiller
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g
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Sekil 4.5. Deve dikeni tohum oziitinde 1 mM AgNOs ile sentezlenen AgNP'lerin
absorbans spektrumlari

Sekil 4.6. Deve dikeni tohum 6ziitiinde 1 mM AgNOs ile sentezlenen AgNP'ler
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0.4 1 Biber Meyve Oziitiinde 4 mM AgNO; ile Sentezlenen
[ Ag Nanopartikiiller

CA+Ag

Absorbans (a.u.)

300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.7. Biber meyve o6ziitinde 4 mM AgNOs ile sentezlenen AgNP'lerin absorbans
spektrumlari

Sekil 4.8. Biber meyve oziitinde 4 mM AgNOz ile sentezlenen AgNP'ler
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BULGULAR

Biber Meyve Oziitiinde 2 mM AgNO; ile Sentezlenen
Ag Nanopartikiiller

04 T

CA+Ag

Absorbans (a.u.)

450 500 550 600 650 700 750
Dalgaboyu (nm)

Sekil 4.9. Biber meyve oziitinde 2mM AgNOs ile sentezlenen AgNP'lerin absorbans

spektrumlari

Sekil 4.10. Biber meyve oziitiinde 2mM AgNOs ile sentezlenen AgNP'ler
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0.4 v Biber Meyve Oziitinde ] mM AgNO; ile Sentezlenen

Ag Nanopartikiiller
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Sekil 4.11. Biber meyve oziitinde 1 mM AgNOs ile sentezlenen AgNP'lerin absorbans
spektrumlari

Sekil 4.12. Biber meyve oziitiinde 1 mM AgNOz ile sentezlenen AgNP'ler

Cizelge 4.1. Sentezlenen Ag NP'lerin UV-Vis spektrumlarinin pik konumlari

Bitki AgNOs Molaritesi (mM) Pik Konumlari (nm)
1 411,0+9,0
Biber 2 423,5+3,0
4 426+1,0
1 391,5+3,5
Deve Dikeni 2 402,5+9,5
4 417,5+4,0
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4.2. Nanopartikiil Goriintiileri

TEM goriintiilerinin eldesi i¢cin 6zlit-AgNO3 karisimi igerisinde sentezlenen
nanopartikiiller mikropipetle alinarak grid lizerine damlatildi. 3 giin beklendikten sonra
kurudugu diisiiniilerek TEM goriintiileri alinmak {izere randevu alindi. TEM goriintiileri
Eskisehir Osman Gazi Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvar1 Uygulama ve
Arastirma Merkezi (ARUM)’nden hizmet alim1 yapilarak elde edildi.

TEM goriintiileri lizerinden sentezlenen nanopartikiillerin kiiresel sekle sahip
olduklar1 gozlenmistir (Sekil 4.13-18). Nanopartikiil boyutlar igerisinde sentezlendigi
bitki ve AgNO3 konsantrasyonuna gore farkli boyut dagilimlan sergilemistir (Cizelge
4.2.).

01,02 un

Sekil 4.13. SM oziitinde 1 mM AgNOs3 ile sentezlenen AgNP'lerin TEM gérﬁntﬁsﬁ;
biiylitme 215000, 6l¢gek ¢ubugu 20 nm
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& : $ REAT ) '
Sekil 4.14. SM oziitinde 2 mM AgNO:s ile sentezlenen AgNP'lerin TEM goriintiisii;
biiytitme 200000, 6l¢ek 50 nm

Sekil 4.15. SM oziitiinde 4 mM AgNOs ile sentezlenen AgNP'lerin TEM goriintiisti;
biiylitme 200000, 6lgek cubugu 50 nm
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: ——
Sekil 4.16. CA oziitinde 1 mM AgNOs ile sentezlenen AgNP'lerin TEM goriintiisii;
biiylitme 200000, 6l¢ek ¢ubugu 20 nm

Sekil .17. CA oziitiinde 2 mM AgNOs3 ile sentezlenen AgNP'lerin TEM goriintiisi;
biiytitme 40000, 6lgek 200 nm
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Sekil 4.18. CA oziitiinde 4 mM AgNOQOs ile sentezlenen AgNP'lerin TEM goriintiisii;

biiylitme 215600, 6lgek ¢ubugu 50 nm

Cizelge 4.2. Sentezlenen nanopartikiillerin boyutlari

Bitki AgNOs3 Molar Konsantrasyonu Ortalama Boyut
(mM) (nm)
1 2,5+1
Deve Dikeni 2 8+7
4 13,548,5
1 9+4
Biber 2 22495
4 24+10

4.3. X-Isin1 Difraktometresi (XRD)

XRD analizleri yapilmak {izere bitki oziitleri igerisinde sentezlenen Ag NP’ler
kurutuldu. Kurutulan Ag NP’lerin XRD analizleri yapilmak iizere Yildiz Teknik
Universitesine gonderildi. Biber ve Deve Dikeni igerisinde farkli AgNOs molar
konsantrasyonlarinda sentezlenen AgNP’lere ait XRD grafikleri paylasilmigtir. XRD
verilene gore (111), (200), (220) ve (311) yiizeylerine ait ylizey merkezli kiibik yapilar
tespit edilmistir (Sekil 4.19-24). Bu degerler Cizelge 4.2.”de paylasilmistir.
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600 T
[ Biber Meyve Oziitiinde
i 1 mM AgNO; ile sentezlenen Ag NP'ler
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Sekil 4.19. Biber meyve oziitinde 1 mM AgNOs ile sentezlenen Ag NP’lerin XRD
sonuglari

Biber Meyve Oziitiinde

2 mM AgNO; ile sentezlenen Ag NP'ler
600 +

500 4

400 4
(111)

Siddet

300 1

200 4

100

Sekil 4.20. Biber meyve oziitinde 2 mM AgNO3 ile sentezlenen Ag NP'lerin XRD
sonugclari
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Biber Meyve Oziitiinde
4 mM AgNOs; ile sentezlenen Ag NP'ler

400 1 (a1

Sekil 4.21. Biber meyve oziitiinde 4 mM AgNOs ile sentezlenen Ag NP'lerin XRD
sonuglari

Deve Dikeni Tohum Oziitiinde
I mM AgNO; ile Sentezlenen Ag NP'ler

600 —

[ (111)
500 1

400 §

Siddet

300 +

200 1

100 +

Sekil 4.22. Deve dikeni tohum 6ziitiinde 1 mM AgNOz ile sentezlenen Ag NP'lerin XRD
sonugclari
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Deve Dikeni Tohum Oziitiinde
600 - 2 mM AgNO,; ile Sentezlenen Ag NP'ler

(111)

500 1

400 -

Siddet

300

200 4
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Sekil 4.23. Deve dikeni tohum 6ziitinde 2 mM AgNOs ile sentezlenen Ag NP'lerin XRD
sonuglari

Deve Dikeni Tohum Oziitiinde
600 1 4 mM AgNOQ; ile Sentezlenen Ag NP'ler

500 (111)

400 1

300 A

Siddet

200 -+

100 +

Sekil 4.24. Deve dikeni tohum 6ziitinde 4 mM AgNOs ile sentezlenen Ag NP'lerin XRD
sonuglari

Cizelge 4.3. Bitki tiirlerine gore nanopartikiillerin kristal yapisini isaret eden 20 degerleri

Ag Molar 20

Bitki Konsantrasyonu
(MM) (111) (200) (220) (311)
1 37,94 44,62 64,42 77,62
Biber 2 38,18 45,06 64,68 77,28
4 37,44 44,18 63,90 77,44
Deve 1 37,76 4472 64,42 77,36
Dikeni 2 37,96 44,52 64,24 77,60
4 37,48 44,60 63,98 78,16
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4.4, Hiicre Kiiltiirleri ve MTT Canlilik Testi

100
90
80 24 Saat
70
48 Saat
60
S0
40
30
20
10 I
0 11
SM 5 10 20 40 80 108

KNTRL- KNTL +
Sekil 4.25. SM tohum 6ziitli igerisinde sentezlenen AgNP’lerin MTT hiicre canlilik
testleri

% Hiicre Can

AgNP'lerin Konsantrasyonu (ng/ml)

Deve dikeni tohum ve biber meyve 6ziitleri igerisinde 2 mM AgNOs kullanilarak
sentezlenen Ag NP’ler sitotoksisite deneylerinde kullanilmistir. Ag NP’lerin meme
kanseri hiicrelerine (MCF-7) ve hiicre inhibisyonuna (%) kars1 in vitro sitotoksik etkisi
MTT canlilik deneyi ile gerceklestirilmis, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
negatif kontrol ve hiicre hatlar1 {izerinde sitotoksisitesi iyi bilinen Dimethyl Sulphoxyde
(DMSO) pozitif kontrol grubu olarak kullanilmistir. Kontrol gruplart AgNP’ler ile ayni
ortam sartlarina maruz birakilmislardir. Negatif kontrol grubunun %100 canliliga sahip
oldugu kabul edilerek pozitif kontrol ile AgNP’ler kiyaslanmistir. Sekil 4.25 ve Sekil
4.26°de verildigi gibi hiicre canliliklar1 Ag NP’lerin kiitle konsantrasyonlar1 azaldig:
gozlenmistir. MTT sonuclarina gore IC50 degerleri 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
biber oziitii igerisinde sentezlenenlerde 45,6 pg/ml deve dikeninde 42 pg/ml, benzer
sekilde 48 saatlik inkiibasyon sonucunda biber ve deve dikeninde sirasiyla 37,5 pg/ml ve
38 pg/ml olarak hesaplandi.
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Sekil 4.26. CA meyve 0ziitii icerisinde sentezlenen AgNP’lerin MTT hiicre canlilik
testleri

4.5. Ag NP’lerin Radyo-Duyarlastiric1 Etkileri

Biber bitkisi i¢in IC50 degeri 45,6 ug/ml ve deve dikeni i¢in 42pug/ml olarak
belirlenmisti. Radyasyon ¢aligmalar1 i¢in IC50 konsantrasyonlarinda Ag NP’ler ile
inkiibe edilmis MCF-7 hiicreleri 6 MV enerjili X-151m1 kullanilarak tek fraksiyonda 6
Gy’lik radyasyon dozu uygulandi. Radyasyon sonuglart Sekil 4.27 ve Sekil 4.28°da
verilmektedir.

Sekil 4.27°de verildigi gibi deve dikeni tohum o6ziitii icerisinde sentezlenen
nanopartikiillerin radyasyon uygulanmadan hiicre canliliklar1 %54,8 ve sadece radyasyon
uygulandiginda hiicre canliliklar1 % 60,2 olarak bulunmustur. Ag NP’ler ile farkh
stirelerde inkiibe edildikten sonra radyasyon uygulanan MCF-7 hiicrelerinin hiicre
canliliklar ise 1, 2 ve 4 saat inkiibasyondan sonra sirasiyla % 25,3; %8,4; ve %15,8
olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.27. Deve dikeni tohum 06ziitii igerisinde sentezlenen Ag NP'lerin MCF-7 hiicreleri
tizerinde radyo-duyarlastirici etkisi

AgNP'lerin MCF-7 hiicreleri iizerindeki
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Sekil 4.28. Biber meyve 0ziitii igerisinde sentezlenen Ag NP'lerin MCF-7 hiicreleri
tizerinde radyo-duyarlastirict etkisi
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Benzer sekilde sekil 4.28’de verildigi gibi biber meyve 06ziitii icerisinde
sentezlenen nanopartikiillerin radyasyon uygulanmadan hiicre canliliklart % 48,3 ve
sadece radyasyon uygulandiginda hiicre canliliklar1t % 60,8 olarak bulunmustur. Ag
NP’ler ile farkli siirelerde inkiibe edildikten sonra radyasyon uygulanan MCF-7
hiicrelerinin hiicre canliliklar ise 1, 2 ve 4 saat inkiibasyondan sonra sirasiyla % 5,2;
%18,4 ve %16,4 olarak elde edilmistir.
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5. TARTISMA
5.1. Ag NP’lerin UV-Vis Absorbans Spektrumlari ve NP Goriintiileri

Uv-Vis spektroskopisi nanopartikiillerin gelisimini ve stabilitesini belirlemek i¢in
onemli bir tekniktir. AgNP’lerin koloidal ¢ozeltileri, partikiillerin gaz fazindaki serbest
iletim elektronlarmin kolektif salinimindan kaynaklanan yilizey plazmon rezonansindan
(SPR) dolay1 genellikle yogun renklidir (Henglein 1989). Sharma vd. (2009)’a gore
goriiniir 15181n dalgaboyundan daha kiiciik boyutlardaki koloidal nanopartikiilleri i¢eren
¢ozeltiler sar1 renklidir ve genel olarak ¢aligmalara bakildiginda Ag NP’lerin 350-450 nm
araliginda yiizey plazmon bandi olusturduklar1 kaydedilmistir (Vivek vd. 2012; Arya vd.
2019; Elemike vd. 2019; Nasar vd. 2019; Shyam vd. 2019).

Nanopartikiil sentezinde morfolojik incelemelere gecilmeden 6nce nanopartikiil
koloidal ¢ozeltisinin UV-Vis spektrofometresi ile standardize edilmesi gerekmektedir.
Kumar ve Yadav (2008) nanopartikiillerin kendilerine 6zgii karakteristik absorbsiyon
pikleri verdigini ve bu 6zelligiyle nanopartikiillerin izlenebilecegini; Ag NP’lerin 450
nm civarinda absorbsiyon piki verdigini belirtmislerdir. Mie (1908) ayni sekle sahip
nanopartikiillerin ortalama boyutlar1 artik¢a pik maksimumlarinin da daha uzun dalga
boylarinda gozlenecegini soylemektedir. SPR bandlar1 ayrica Ag NP’lerin morfolojisiyle
de alakalidir. He vd. (2002) Ag NP’lerin koloidal ¢ozeltilerinde bir tek SPR pikinin
varliginin Ag NP’lerin sekillerinin kiiresel oldugunu belirttigini sdylemislerdir (He ve vd.
2002).

Tez ¢alismasinda deve dikeni tohumu ve biber bitkisi 6ziitleri ile sentezlenen Ag
NP’lerin UV-Vis spektrumlari 300-800 nm araliginda 0,5 adim araliklarla tarama
seklinde alindi. Bitki 6ziitlerine AgNOs eklendikten 24 saat sonra alinan absorbans
spektrumlarinda pik maksimumlarinin 391,5-423,5 nm arasinda degistigi gézlenmistir.
Sentezlenen Ag NP’lerin tamaminda; AgNOs molar konsantrasyonlari ile alakali
absorbans piklerinin konumlarinda kirmiziya kayma s6z konusudur. Mie (1908) bildirdigi
tizere ayn1 sekle sahip nanopartikiillerin ortalama ¢aplari arttik¢a pik maksimumlar1 daha
uzun dalga boylarinda gdzlenmektedir. Baska bir deyisle nanopartikiillerin ortalama
caplar arttik¢a pik maksimumlar1 kirmiziya kaymaktadir. Ayrica He vd. (2002) belirttigi
lizere absorbans spektrumlarinda bir tek pik maksimumunun bulunmasi nanopartikiil
boyutlarinin kiiresel olabilecegi konusunda bilgiler icermektedir. Bu haliyle UV-Vis
Ol¢timleri, TEM goriintiileriyle uyum igerisindedir ve Ag NP’lerin kiiresel sekle sahip
olduklart dogrulanmaktadir.

AgNO3 konsantrasyonu arttikca nanopartikiill boyutlariin degistigi TEM
goriintlilerinden belirlenmistir. 1 mM, 2mM ve 4 mM tuz konsantrasyonu uygulanan
sentez siire¢lerinde; Deve dikeni tohumu i¢in nanopartikiil boyutlar: sirastyla 2,5+1 nm,
8+7 nm ve 13,5+8,5 nm, biber meyve 0ziitii i¢in ise sirastyla 9+4 nm, 22+9,5 nm ve 24+10
nm olarak bulunmustur.

5.2. Ag NP’lerin XRD Analizleri

X 151 difraksiyonu ile Ag NP’lerin olusumu dogrulanmis ve ICDD (Uluslararasi
Kirmim Verileri Merkezi) glimiis kiitiiphanesi verileri ile Ag NP’ler yorumlanmistir. Ag
NP’ler, ICDD’de belirtildigi lizere XRD analizlerinde (111), (200), (220) ve (311)
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yiizeylerinden gelen pikler sergiler ve pik konumlar1 ICDD’ye gore sirasiyla 38,00;
44,21; 64,44 ve 77,33 tiir.

Literatiir ¢calismalariyla uyumlu olarak yesil sentez siiregleri gerceklestirilen tez
calismasindaki tiim Ag NP’ler yiizey merkezli kiibik yapiya ait (111), (200), (220) ve
(311) yiizeylerinden gelen 20 degerleri sirasiyla 37,81+0,37; 44,62+0,44; 63,29+0,39;
77,72+0,44 seklindedir. Bu haliyle ICDD’de verilen degerlerle uyum igerisindedir.

5.3. Ag NP’lerin Sitotoksisite Calismalari

Tez c¢alismasinda yesil sentez yontemi ile olusturulan AgNP’lerin in vitro
sitotoksik etkisi MTT testi ile degerlendirildi. AgNP’ler ve 6ziit olmadan muamele
edilmis MCF-7 hiicreleri + kontrol grup olarak kabul edildi. MTT sonuglar
biyosentezlenmis AgNP’lerin artan konsantrasyona bagl olarak 24 ve 48 saatte MCF-7
hiicrelerinin canliliginda 6nemli bir azalma oldugunu gosterdi. MTT sonuglarina gore 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda biber 6ziitii igerisinde sentezlenenlerde 45,6 pg/mi
deve dikeninde 42 pg/ml, benzer sekilde 48 saatlik inkiibasyon sonucunda biber ve deve
dikeninde sirasiyla 37,5 pug/ml ve 38 pg/ml olarak hesaplandi.

Cesitli calismalarda benzer sekilde farkli kiitle konsantrasyonlarinda Ag NP’ler
caligilmistir. MCF-7 hiicre hatlarinda yapilan gesitli galismalarda 1C50 konsantrasyonlari
hesaplanmistir. Vivek vd. (2012) Annona squamosa oziitii i¢erisinde sentezledikleri Ag
NP’lerin 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda IC50 konsantrasyonlarinin
sirasiyla 50 pg/ml ve 30ug/ml olarak bulmuslardir. Benzer sekilde yapilan bir baska
calismada Venugopal vd. (2017) Syzygium aromaticum 6ziitii kullanarak tirettikleri Ag
NP’lerin 48 saat inkiibasyon siiresinin ardindan IC50 konsantrasyonlarinin 60 pg/ml
oldugunu belirtmislerdir. Baharara vd. (2014) ise Achillea biebersteinii gigeklerinin
oOziitlerini kullanarak biyosentezlenen Ag NP’lerin kaspaz aktivasyonu ile bax ve bcl-2
gen exspresyonunun diizenlemesi yoluyla MCF-7 hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonunu
arastirmislar, calismalarinda Ag NP’lerin kiitle konsantrasyonuna bagl sitotoksisitesini
belirlemisler ve Ag NP kiitle konsantrasyonu ile azalan MCF-7 hiicre canlilig1 tespit
etmislerdir. Bu tez ¢alismasinda da benzer siiregler takip edilmistir, literatiir verilerine
benzer sekilde Ag NP’lerin konsantrasyonu artttkga MCF-7 hiicrelerinin hiicre
canliliklarinin azaldig tespit edilmis, ayrica ¢alismada IC50 degerleri literatiir verilerine
yakin degerlerde oldugu hesaplanmaigtir.

Literatiirde IC50 degerlerinin daha yiiksek ¢iktigi ¢alismalarda mevcuttur. Farah
vd. (2016) Adenium obesum 6ziitii igerisinde sentezledikleri Ag NP’leri ve satin aldiklari
Ag NP’lerin MCF-7 hiicre hatlar1 {lizerinde sitotoksisitelerini kiyaslamislar ve IC50
degerini sirasiyla 217ug/ml ve 73 pg/ml olarak bulmuslardir. Calismada yesil sentezlenen
Ag NP’lerin IC50 degeri bu tez caligmasina gore daha yiiksek kiitle konsantrasyonunda
goriinmektedir. Benzer sekilde Jyoti vd. (2020) Picrasma quassioides yaprak Oziitleri
icerisinde sentezledikleri Ag NP’lerin HepG-2 hiicrelerine karsi sitotoksistelerini
arastirmiglar ve IC50 degerini 200 pg/ml olarak bulmuslardir. Bu g¢alismalarin ortak
yonleri IC50 degerlerinin birgok calismaya gore yiiksek olmasidir. Bunun nedeni Ag
NP’lerin kiitlesini, 6ziit ve AgNOs’lin toplam Kkiitlesi olarak almalari olabilir. Bu
calismalardan farkli olarak tez calismasinda Ag’lerin kiitle konsantrasyonlari temel
alinarak deneysel siiregler tamamlanmistir. Bu hali ile IC50 degerlerimizin daha diisiik
¢ikmis olmasi nedeni ile sunulan tezin bu ¢alismalarla da uyumlu oldugu kanisindayiz.
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Cizelge 5.1. Ag NP'lerin boyut bagimliliklar

Partikiil
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10, 20, 51,73

5,20,50,100

5, 20,50

13+4.7

10,200
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Bulgular
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bagli hiicresel alimina sebep olur.

IC 50 degerleri boyuta baglhidir

Ag NP'ler hem HelLa hem de U937
hiicre hatlarinda sitotoksisiteye neden
oldu

100 daha
nanopartikiillerin ~ farkli  bir
mekanizmasini indiikleyebilir.

nm’den biiyiik

alim

Ag NP'lerin neden oldugu sitotoksisite
hiicre tipine ve Np boyutuna baglidir

Ag NP'ler HepG2 hiicresinde oksidatif
degisikliklere neden oldu

Ag NPmin toksisitesi  parcactk
boyutuna ve ylizey potansiyeline
baghdir

Ag NP'lerin HIV viriisii ile etkilesimi
boyuta baglidir

Hem A431 hem de HT-1080 hiicre
hatlarinda uyarilmis apoptoz

Boyuta bagl bir sekilde tiretilen ROS

ve ve LDH

Referanslar

Scherer vd.
2019

Wu vd. 2019

Liu vd. 2010

Kaba vd. 2015

Fehaid vd.
2019

Park vd. 2010

Lankkoff vd.
2012

Le vd. 2010

Elechiguerra
vd. 2005

Aroravd. 2009

Sriram vd.
2012

Sunulan tez calismasinda IC50 degerleri Ag NP’lerin icerisinde sentezlendigi
biber ve deve dikeni bitki oziitlerine gore degisiklik gostermektedir. Igerdigi Ag
miktarlar1 ayni1 olan bitki 6zlerinin icerdigi fitokimyasallar birbirine gore farklilik
gostermektedir. Bu yilizden calismada bitki 6zlerinin sitotoksik etkilerine de bakilmistir.
1:1 oraninda seyreltilmis biber ve deve dikeni bitki oziitleri bulgular kisminda da
paylasildig1 gibi MC-7 hiicreleri lizerine uygulanmustir. Her iki bitki 6ziitli de uygulandigi
konsantrasyon degerinde tek basina onemli sitotoksik etki gdostermedi. Fakat her iki
bitkininde igerisinde sentezlenen Ag NP’lerin sitotoksisiteleri az miktarda farklilik
gosterdi. Bunun nedeni sentez bitkilerinin farkliliginin neden oldugu nanopartikiillerin
boyutlarindaki farkliliklardan dolayi olabilir.
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Ag NP'lerin sitotoksisitesi parcacik boyutundaki degisiklikten etkilenir (Galiga
vd. 2014). Ag NP'ler hiicre canliligi, LDH aktivitesi (Carlson vd. 2008) ve ROS {iretimi
(Chen vd. 2012)- tizerinde farkli hiicre soylarinda boyuta bagl bir sekilde hayati bir etki
gostermistir. Yiizey alani, hacim orani ve ylizey reaktivitesinin pargacik biiyiikliigi ile
degistirilebilecegi aciktir (Chen vd. 2012; Lankoff vd. 2012). Ayrica, NP'lerin biyolojik
veya kati ylizeyler iizerindeki sedimantasyon hizi, kiitle difiizivitesi, baglanma etkinligi
ve birikme hiz1 partikiil biiyiikliigiinden 6nemli 6l¢lide etkilenir (Sharma vd. 2009; Jiang
vd. 2005; Petosa vd. 2010; Liu vd. 2010).

Partikiil biliytikligli ayrica memeli hiicre etkilesimini de etkileyebilir (Lu vd.
2010). Ag NP'lerin farkli hiicre hatlar1 tizerindeki partikiil biiyiikliigii etkisini belirlemek
icin cesitli caligmalar yapilmistir (Cizelge 5.1.). Farkli boyutlardaki Ag NP’lerin
sitotoksik etkileri farkli caligsmalarda calisilmis farklr sitotoksik etki goriilmiistiir.

Calismalarin ¢ogunda, daha kiigiik partikiillerin daha fazla toksisiteye neden
olabilecegi hipotezini yansitmaktadir. Bu ifadeyi desteklemek i¢in Carlson ve ark. 15 nm
ve 55 nm hidrokarbon kaplt Ag NP'lerle ¢alistt ve 15 nm Ag NP'lerin bir makrofaj hiicre
cizgisinde 55 nm Ag NP'lere kiyasla daha fazla ROS iiretebildigini buldu. Dort hiicre
cizgisi (A549, HepG2, MCF-7, SGC-7901) kullanarak, Liu vd. (2010), 5 nm Ag NP'lerin
20 ve 50 nm Ag NP'lerden daha toksik oldugunu bulmuslardir.

Yukarida bahsedilen ¢alismalar 1s181nda nanopartikiil boyutlarinin sitotoksisiteye
etki edecegi goz oOniinde bulundurularak deneysel siirecler takip edilmigtir. Tez
calismasinda boyuta bagli sitotoksisiteye bakilmamis olsa da ayn1 bitki 6ziitleri igerisinde
sentezlenen nanopartikiillerin boyutlar1 belirlenmis ve farkli konsantrasyonlarda alinan
AgNP’lerin boyutlarinin benzer olmasina dikkat edilmistir.

5.4. Ag NP’lerin Radyo-Duyarlastiric1 Etkileri

Fathy (2019) 5-10-15-20-25 pg/ml konsantrasyonlarindaAg NP’ler ile inkiibe
edilen MDA-MB-231 hiicrelerine, radyasyon dozu olarak 400 MU/dakika ve 6 MV
enerjili X 11 uyguladilar. Calismada Ag NP’lerin radyo-duyarlastirici etkilerinin Ag
NP’lerin konsantrasyonlarina bagli olarak arttigini gosterdiler.

Lui vd. (2013) ise, glioma hiicreleri lizerinde AgNP’lerin etkili olabilecegini
gostermislerdir. Ag NP’ler ile tedavi edilen malign tiimorlerin, radyasyona bagl
sitotoksisiteye yol agtigini gosterdiler. C6 glioma tasiyan siganlarin radyasyon tedavisi
tedavisi i¢in klinik olarak MV enerjilerindeki iyonlastirict radyasyon ile kombinasyon
halinde kii¢iik boyutlu AgNP'lerin intratiimoral uygulamasinin etkinligini, glivenligini ve
radyo-duyarlastirici etkilerini degerlendirmislerdir.

Jyoti vd. (2020) Picrasma quassioides yaprak oziitleri igerisinde sentezledikleri
IC50 konsantrasyonunda Ag NP’ler ile 1, 2 ve 3 saat inkiibe ettikleri HepG-2 hiicrelerine
6 Gy gama 1sinlar1 uyguladilar. Yaptiklar ¢alismada 6 Gy'lik gama radyasyon dozu ile
hayatta kalan fraksiyonun keskin bir sekilde azaldigini gosterdiler. Benzer bir ¢alismada
Liu vd. (2016) Ag NP'lerin U251 glioblastoma hiicrelerine karsi radyo-duyarlastirict
etkileri olabilecegini belirttiler.
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Elshawy vd. (2016) bir tiir bitki patojeni olan Penicillium aurantiogresium
kullanarak sentezledikleri Ag NP’lerin radyo-duyarlastirici etkilerini MCF-7 hiicreleri
tizerinde aragtirdilar. Belirledikleri IC50 konsantrasyonunda Ag NP’lerin MCF-7
hiicrelerinin tedavisinde kullanilmasinin hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, laktat
dehidrojenaz (LDH) ve kaspaz-3'iin aktivasyonu yoluyla radyasyon dozunun (6 Gy)
etkisini arttirdigini belirtmislerdir.

Literatiirde Ag NP’lerin radyo-duyarlastirici etkileri daha once literatiirde sinirh
sayida ¢alisilmistir. Bu tez ¢alismasinda Ag NP’ler deve dikeni tohum ve biber meyve
Oziitleri igerisinde sentezlenmistir. Bu bitkileri kullanilarak sentezlenen Ag NP’lerin ilk
kez radyo-duyarlastirici etkileri arastirilmistir. Calismada 1-2 ve 4 saat siireyle Ag NP’ler
ile inkiibe edilen MCF-7 hiicreleri X 1sm1 radyasyonuna maruz birakilarak hiicre
canliliklart aragtirilmig, Ag NP’lerin radyo-duyarliliklar1 degerlendirilmistir. Literatiir
verilerine benzer sekilde radyasyon dozuna bagli olarak sunulan tez ¢alismasinda radyo-
duyarlastirict etki gézlenmistir.

Bu tez calismasinda biber bitkisi i¢in IC50 degeri biber meyve 0ziitii igerisinde
sentezlenen Ag NP’ler i¢in 45,6pg/ml ve deve dikeni igerisinde sentezlenen Ag NP’ler
icin 42 pg/ml olarak kullanildi. Uygulanan radyasyon dozuna bagl olarak her iki IC50
degeri iginde sonuglar hemen hemen ayni ¢iksa da literatiir verilerine gore degisiklik
gosterebilir. Ornegin Elshawy vd. (2016) calismalarinda IC50 konsantrasyonlarmi 10
ug/ml olarak kullanmiglardir. Bu tez calismasi ile IC50 konsantrasyonlari arasinda
farkhiliklar s6z konusudur. Fathy (2019) gosterdigi gibi Ag NP’lerin farkli kiitle
konsantrasyonlarinda alinan uygulama dozlari radyo-duyarliliklart etkileyebilir yani Ag
NP miktarina bagl olarak hiicrelerin radyo-hassasiyeti degisebilir.
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6. SONUCLAR

Tez caligmasinda biber meyve ve deve dikeni tohumu sulu 6ziitlerinden elde
edilen ¢ozeltilere 1:1 oraninda 4-2 ve 1 mM AgNOs ¢ozeltisi eklenip karanlikta 24 saat
karismasinin ardindan Ag NP’ler elde edilmistir. Nanopartikiillerin eldesi UV-Vis
Spektrofotometresi ile dogrulanmistir. UV-vis sonuglarina gore pik maksimumlar1 391-
423 nm arasinda degismektedir. XRD incelemeleri sonucunda tiim nanopartikiillerin
yiizey merkezli kiibik kristal orgliye sahip olduklar1 belirlenmistir. Ag NP’lerin kiiresel
yapida olduklar1 TEM goriintiileri ile belirlenmis olup XRD sonuglari ile uyumludur.
Nanopartikiil ¢aplar1 2,5-24 nm arasinda degismektedir ve en kiiciik Ag NP boyutlar1 1
mM AgNOzs-deve dikeni karigimindan elde edilmistir ve NP boyutlar1 2,5+1 nm’dir.

Ag NP’lerin sentezleri literatiir 6rnekleriyle uyum igerisinde gerceklestirilmis ve
sentezlenen Ag NP’lerin farkli konsantrasyonlart MCF-7 hiicrelerine uygulanmuistir.
Literattir ornekleri ile esit konsantrasyonlarda alinan deve dikeni ile sentezlenen Ag
NP’ler MCF-7 hiicrelerine kars1 konsantrasyona bagl sitotoksisite gostermistir. Biber
meyve oziitleri icinde benzer sonuglar elde edilmistir. Sitotoksisite ¢alismalar1 24 saat ve
48 saat’lik inkiibasyon siiresine gore yapilmistir. 48 saat Ag NP’ler ile inkiibe edilen
hiicrelerdeki hiicre canliliginin daha ¢ok azaldig1 gézlenmistir.

Ag NP’lerin radyo-duyarliliklar1 6 Gy X 1511 radyasyonuna maruz birakilarak
elde edilmistir. AgNP’ler ile inkiibe edilen MCF-7 hiicrelerinin radyasyon maruziyeti
sonrasinda hiicre canliliklarinda 6nemli 6l¢iide azalma oldugu gézlenmistir. Sadece biber
ve deve dikeni 6ziitleri uygulanan radyasyon ¢alismalarinda ise; biber bitkisinin her hangi
radyo-duyarlastirici etki gostermedigi, deve dikeninin ise ihmal edilebilir oranda radyo-
koruyucu etki gosterdigi sonucuna varilmistir. Ayrica, 1 saat, 2 saat ve 4 saatlik AgNP’ler
ile inkiibasyon siirecinin ardindan radyasyon uygulanan hiicrelerin 24 saat sonra
sitotoksisitelerinde farklilik gézlenmistir. Ancak inkiibe MCF-7 hiicrelerine radyasyon
dozlarmin uygulandigi zamanin sitotoksisiteyi nasil etkiledigi yoniinde veri elde
edilememistir.

Bu tez calismasinda yesil sentez yontemleri benimsenmis, sentez siirecinde deve
dikeni tohumlarinin ve biber meyvelerinin sulu ¢ozeltileri tercih edilmistir. Elde edilen
Ag NP’lerin MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksisitesi belirlenmis, radyo-duyarlastirict
etkilerine bakilmistir. Radyo-duyarlastirici etkileri gosterilmis bu nanopartikiiller sentez
siirecinde uygun maliyeti ile tercih edilebilir durumdadir. Ayrica deve dikeni ve igerdigi
fitokimyasallarin yaygin bir sekilde literatiirde arastirilmis olmasi, sentez siirecinde
kullanilan bitkilerin ve fitokimyasallarin olusturacagi komplikasyonlarin azaltilmasi
yoniinden avantajdir.

Gerek ucuz maliyeti, gerekse zengin fitokimyasal 6zellikleri ile bitkiler 6nemli bir
sentez ajanidir. Heniiz kesfedilmemis ya da olumlu yonleri iyi bilinen fitokimyasallarin
kullan1ldig1 nanoparcaciklarin kanser tedavisinde arastirilmasi dnem arz etmektedir.
Yesil sentez yontemi ile elde edilen nanopartikiillerin kanser tedavisinde kullanimi ile
ilgili daha fazla ¢alisma yapilmasina ihtiya¢ vardir.
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8. EKLER
8.1. Matlap Kaynak Kodu

Parcacik boyutlarinin  kiiresel oldugu sonucu {izerinden boyut dagilimlarinin
belirlenmesinde kullanilan MATLAB programina ait kaynak kodu asagida verilmistir.

olcek=input('dl¢ek gir:")
piksel=input('dl¢cegin piksel olarak uzunlugunu gir:")
M = imread('C:\Users\erdi\Desktop\incir\i1E1 Agx77500-4.jpg’);
bw=im2bw(M); N=(bw-1)*(-1);
bw=im2bw(N);
figure,imshow(N);
hold on [B,L] = bwboundaries(bw,'noholes’);
for k = 1:length(B) boundary = B{k};
plot(boundary(:,2),
boundary(:,1), 'b', 'LineWidth', 2) end stats = regionprops(L,'Area’,'Centroid’);
% simurlar iizerinde dongii
for k = 1:length(B)
%k etiketine uygun XY sinir koordinatlarini saglar
boundary = B{k};
%nesnelerin ¢evresinin tahmini olarak hesaplanmasi
delta_sq = diff(boundary)."2;
perimeter = sum(sqgrt(sum(delta_sq,2)));
cp=perimeter/(3.14);
cap=(cp*olcek)/piksel,
% sonuglar1 gosterir
metric_string = sprintf('%1.2f'yaricap);

% txt dosyasi olarak kayit yapmay1 saglar.
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diary sonuc.txt
disp(metric_string)
diary end

text(boundary(1,2)-15,boundary(1,1)+3,metric_string,'Color','r',...
'FontSize',5,'FontWeight','bold");

end

'

title(['nanoparcaciklar ve ',... ‘'herbir nanoparcacigin ortalama caplari(nanometre
olarak));

clear all,clc
n=textread('sonuc.txt’);
a=n>1,00;

%dizinin terimlerini toplar.
b=sum(a);

% boyutu 100nm’nin iizerinde olan nanopartikiillerin frekanst sonuglarda goriinmesede
“%” degerlerinde dahil edilmistir.

a2=n>2; ad=n>4; ab=n>6; a8=n>8; al0=n>10; al2=n>12; al4=n>14; al6=n>16;
al8=n>18; a20=n>20; a22=n>22; a24=n>24; a26=n>26; a28=n>28; a30=n>30:
a32=n>32; a34=n>34; a36=n>36; a38=n>38; ad40=n>40; a42=n>42; add=n>44;
a46=n>46; a48=n>48; ab50=n>50; ab2=n>52; ab54=n>54: a56=n>56:; a58=n>58;
a60=n>60; a62=n>62; ab64=n>64; a66=n>66; a68=n>68; a70=n>70; a72=n>72;
ar4=n>74; a76=n>76; a78=n>78; a80=n>80; a82=n>82; aB84=n>84;: a86=n>86;
a88=n>88; a90=n>90; a92=n>92; a94=n>94; a96=n>96; a98=n>98; a100=n>100;

b2=sum(a2); b4=sum(a4); b6=sum(a6); b8=sum(a8); b1l0=sum(al0); bl2=sum(al2);
bl4=sum(ald); bl6=sum(al6); bl8=sum(al8); b20=sum(a20); b22=sum(a22);
b24=sum(a24); b26=sum(a26); b28=sum(a28); b30=sum(a30); b32=sum(a32);
b34=sum(a34); b36=sum(a36); b38=sum(a38); 36 b40=sum(ad40); b42=sum(ad2);
b44=sum(ad4); b46=sum(a46); b48=sum(a48); b50=sum(a50); b52=sum(a52);
b54=sum(ab54); b56=sum(a56); b58=sum(a58); b60=sum(a60); b62=sum(a62);
b64=sum(a64); b66=sum(a66); b68=sum(a68); b70=sum(a70); b72=sum(a72);
b74=sum(a74); b76=sum(a76); b78=sum(a78); b80=sum(a80); b82=sum(a82);
b84=sum(a84); b86=sum(a86); b88=sum(a88); b90=sum(a90); b92=sum(a92);
b94=sum(a94); b96=sum(a96); b98=sum(a98); b100=sum(al00);

c2=((b-b2)*100)/b; c4=((b2-b4)*100)/b; c6=((b4-b6)*100)/b; c8=((b6-b8)*100)/b;
c10=((b8-b10)*100)/b; c12=((b10-b12)*100)/b; cld=((b12-b14)*100)/b; c16=((b14-
b16)*100)/b; c18=((b16-b18)*100)/b; c20=((b18-b20)*100)/b; c22=((b20-b22)*100)/b;
c24=((b22-b24)*100)/b; c26=((h24-b26)*100)/b; c28=((h26-b28)*100)/b; c30=((h28-
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b30)*100)/b; c32=((b30-b32)*100)/b; c34=((b32-b34)*100)/b; c36=((b34-b36)*100)/b;
c38=((b36-b38)*100)/b; c40=((b38-b40)*100)/b; c42=((b40-b42)*100)/b; c44=((b42-
b44)*100)/b; c46=((b44-b46)*100)/b; c48=((b46-b48)*100)/b; c50=((b48-b50)*100)/b;
c52=((b50-b52)*100)/b; c54=((b52-b54)*100)/b; c56=((b54-b56)*100)/b; c58=((b56-
b58)*100)/b; c60=((b58-b60)*100)/b; c62=((b60-b62)*100)/b; c64=((b62-b64)*100)/b;
c66=((b64-b66)*100)/b; c68=((h66-b68)*100)/b; c70=((b68-b70)*100)/b; c72=((b70-
b72)*100)/b; c74=((b72-b74)*100)/b; c76=((b74-b76)*100)/b; c78=((b76-b78)*100)/b;
c80=((b78-b80)*100)/b; c82=((h80-b82)*100)/b; c84=((b82-b84)*100)/b; c86=((h84-
b86)*100)/b; c88=((b86-b88)*100)/b; c90=((b88-b90)*100)/b; c92=((b90-b92)*100)/b;
€94=((b92-b94)*100)/b; c96=((b94-b96)*100)/b; c98=((h96-b98)*100)/b; c100=((h98-
b100)*100)/b; diary sonucc.txt disp(c4); disp(c6); disp(c8); disp(cl0); disp(cl2);
disp(c14); disp(cl6); disp(cl8);disp(c20); disp(c22); disp(c24); disp(c26); disp(c28);
disp(c30); disp(c32); disp(c34); disp(c36); disp(c38); disp(c40); disp(c42); disp(c4d);
disp(c46); disp(c48); disp(c50); disp(c52); disp(c54); disp(c56); disp(c58); disp(c60);
disp(c62); disp(c64); disp(c66); disp(c68); disp(c70); disp(c72); disp(c74); disp(c76);
disp(c78); disp(c80); disp(c82); disp(c84); disp(c86); disp(c88); disp(c90); disp(c92);
disp(c94); disp(c96); disp(c98); disp(c100);

diary end
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