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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

YESIL SENTEZ YONTEMIi UYGULANARAK Primula vulgaris EKSTRAKTI
YUKLU GUMUS NANOPARTIKULLERININ MCF-7 HUCRELERINE
ETKIiSININ ARASTIRILMASI
Burcu YAZICI

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii

Molekiiler Tip Anabilim Dal

Danisman: Prof. Dr. Harun CIFTCI

Bu ¢alismada, Primula vulgaris bitkisinin kurutulmus kok, yaprak ve ¢igek ekstrakti kullanilarak
yesil sentez yontemi ile giimiis nanopartikiill (AgNP)’ler sentezlenmistir. Elde edilen Primula
vulgaris ekstrakti yiikli giimiis nanopartikiiller (PVLAgNP)’in MCF-7 hiicre hatt1 {izerindeki
sitotoksik etkisi degerlendirilmistir. PVLAgNP'lerin sentez ve karakterizasyon islemlerinde Goriiniir
bolge spektrofotometresi (U-Vis), X-lsim Kirinimi (XRD), Fourier Doniisiimlii Infrared
Spektroskopisi (FTIR), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ve Zeta Potansiyel 6l¢iim teknikleri
kullanilmistir. Kok, ¢igek ve yapraktan sentezlenmis AgNP ¢ozeltileri i¢in maksimum absorpsiyon
dalga boyu 440 nm olarak bulunmugtur. PVLAgNP'lerin XRD spektrumlarina gore kristal yapi
oldugu belirlenmistir. PVLAgNP'lerin Zeta potansiyel degerleri ortalama -14 ila -28 mV araliginda
oldugu tespit edilmistir. SEM analizi, sentezlenen PVLAgNP'lerin agirlikli olarak kiiresel sekilli ve
parcacik boyutunun 22 nm ila 52 nm araliginda oldugunu gostermistir. PVLAgNP'lerin MCF-7'ye
karst sitotoksisite aktiviteleri i¢in iCELLigence (gercek zamanl hiicre analiz sistemi) kullanilmigtir.
PVLAgNP'lerin inhibitor konsantrasyonlarinin (ICsp), 24 saatlik inkiibasyonda yaprak, kok ve ¢icek
icin sirastyla 30.37, 36.74 ve 57.64 pug/mL oldugu bulunmustur. Bu g¢alismanin sonuglar
degerlendirildiginde, PVLAgNP’in MCF-7 kanser hiicre hatlar1 lizerine 6nemli bir sitotoksik

etkisinin oldugu tespit edilmistir.
Aralik 2020, xiii+90 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Primula vulgaris, Yesil Sentez, Giimiis Nanopartikiil, MCF-7,
Sitotoksisite.
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ABSTRACT

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF SILVER NANOPARTICLES
WITH Primula vulgaris EXTRACT ON MCF-7 CELLS BY APPLYING

THE GREEN SYNTHESIS METHOD
Burcu YAZICI

Kirsehir Ahi Evran University
Health Sciences Institute

Department of Molecular Medicine

Supervisor: Prof. Dr. Harun CIFTCI

In this study, silver nanoparticles (AgNP) were synthesized by green synthesis method using
dried root, leaf and flower extract of Primula vulgaris plant. The cytotoxic effect of the
obtained silver nanoparticles loaded with Primula vulgaris extract (PVLAgNP) on the MCF-
7 cell line was evaluated. Visible Spectrophotometry (U-Vis), X-Ray Diffraction (XRD),
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Scanning Electron Microscopy (SEM) and
Zeta Potential measurement techniques were used in the synthesis and characterization
processes of PVLAgNPs. The maximum absorption wavelength for AgNP solutions
synthesized from root, flower and leaf was found to be 440 nm. It was determined that
PVLAgNPs are crystalline structures according to XRD spectra. Zeta potential values of
PVLAgNPs were found to be in the range of -14 to -28 mV on average. SEM analysis
showed that synthesized PVLAgNPs were predominantly spherical in shape and particle size
ranged from 22 nm to 52 nm. For the cytotoxicity activity of PVLAgNPs against MCF-7,
ICELLigence (real time cell analysis system) was used. Inhibitory concentrations (ICso) of
PVLAgNPs were found to be 30.37, 36.74 and 57.64 ng / mL for leaf, root and flower at 24
hours of incubation, respectively. When the results of this study were evaluated, it was

determined that PVLAgNP has a significant cytotoxic effect on MCF-7 cancer cell lines.
December 2020, xiii+90 Pages.

Keywords: Primula vulgaris, Green Synthesis, Silver Nanoparticle, MCF-7, Cytotoxicity.
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1. GIRIS

Kanser, geri bildirim mekanizmasinin kontroliinden ¢ikmis olan hiicrelerin siirekli
ve hizli olarak ¢ogalmasi ile karakterize edilen ve normal dokuyu istila ederek 6liime yol
acabilen bir hastalik olarak tanimlanmigtir. Bu hastaligin asamalari, kontrolsiiz hiicre
cogalmasi, apoptoza karsi duyarsizlik, siirekli olusan anjiogenez, invazyon ve metastaz
yetenegini kapsamaktadir (1, 2). Kanser ¢esitleri, koken aldiklar1 dokuya gore
siniflandirilirlar. Kanser, doku ve organlar1 kaplayan epitelyal hiicrelerde meydana gelirse
karsinoma, kas, kemik vb. dokularda meydana gelen ¢esidine sarkoma, kemik iligi, lenfatik
sistem ve periferal kan boyunca yayilan ¢esidi 16semi ve lenfositlerde baglayan ¢esidi ise
lenfoma olarak adlandirilir (3). Diinya Saglik Orgiitiinii verilerine gére diinya genelinde
meydana gelen Oliimlerde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra kanser ikinci sirada yer
almaktadir. 2018'de 9,6 milyon insanin kanserden kaynaklanan hastaliklardan dolay1 61diigii
tahmin edilmektedir (4). Diinyada en ¢ok goriilen kanser tiirleri sirasiyla; mide, akciger,
meme, kolon, rektum, serviks ve orofarenks kanserleriyken; iilkemizde en sik goriilen kanser
tiirleri, erkeklerde akciger, prostat, kalin bagirsak, rektum, mide ve pankreas; kadinlarda ise
meme, serviks, kalin bagirsak, rektum, akciger, yumurtalik, mide ve pankreas kanserleridir
(5). Kadinlarda diinya genelinde meme kanseri en yaygin goriilen kanser ¢esididir ve kansere
bagl 6liimlerin yaklasik %18’1 meme kanseri kokenlidir ve meme kanserine bagli 6liimler;
akciger ve kolorektal kanserlerinden sonra tiiglincii sirada yer almaktadir (6, 7). Meme
kanserinde ana risk faktorleri, kalitim yolu ile aktarilabilen yatkinlik genleri (6zellikle
BRCAL ve BRCA?2), yiiksek dstrojen miktari, alkol kullanimi, obezite ve yastir. BRCAL ve
BRCA2 genleri, DNA onarim mekanizmasinda rol oynayan timor baskilayict genlerdir. Bu
iki genin meme kanseri vakalarmin yaklasik %10’unda mutasyona ugradigi yapilan
caligmalarda tespit edilmistir (8). Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi, hormon terapisi,
radyoterapi, biyolojik ve cerrahi tedaviler tek basina veya kombinasyon olarak
uygulanabilmektedir. Kanser kisiye 6zgii oldugundan, tercih edilen tedavi yontemleri kisiler
arasi1 farklilik gostermektedir. Meme kanserinin tedavisinde kullanilan yontemler hastaligin
sathasina, hiicrenin tipine ve kisinin 6zelliklerine bagli olarak degisiklik gdstermektedir.
Ancak, kanser tedavisinde kullanilan bu yontemler ciddi hepsi yan etkilere sahip oldugundan
hastalarin yasam kalitesini olumsuz yonde etkilemektedir (9). Meme kanseri i¢in kullanilan
mevcut yontemler metastaz ve edinilmis i¢sel endokrin direnci, meme kanseri tedavisinde
Klinik zorluklar olusturmaya devam etmektedir. Bu nedenle, meme kanserinde hiicre

Olimiini tetikleyen yeni mekanizmalara sahip kemoterapdtik ajanlara ihtiya¢ vardir.

1



Kemoterapideki ilerlemeler, hastaligin tekrarlamasmi ve Olim riskini 6nemli Olciide
azaltmis olsa da meme kanserinin niiksetmesi klinik ortamda 6nemli bir sorun olmaya devam
etmektedir. Bu nedenle, bu zorlugun istesinden gelmek i¢in, meme kanseri tedavisinde
kullanilabilecek yeni ilaglarin bulunmasi gerekmektedir (10, 11). Kanser ilaglarinin yan
etkilerinden dolay1 uygulanan tedavilerine destek olarak bitkisel kaynakli ve sitotoksititesi
az olan dogal biyoaktif maddelerin kullanimi 6nem kazanmistir. Kanser tedavisinde
nanoteknolojiye dayali kullanilan terapiler diisiik oranl1 yan etkiler ve yiiksek 6zgiinliikleri
ile son yillarda oldukga ilgi cekmektedir. Ozellikle tibbi bitkilerden sentezlenerek iiretilen
nanopartikiiller, antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser etkileri nedeniyle dikkat
¢ekmektedir (12, 13). Yapilan ¢alismalarda, yesil sentez yontemiyle sentezi saglanan giimiis
nanopartikiillerin farkli kanser tiirlerinde hiicre canliligini azaltma ve apoptoz oranini
arttirma yetenekleri yapilan ¢alismalarda bildirilmistir. Bu nedenle aragtirmalar daha ¢ok
kanser hiicrelerine kars1 yliksek aktiviteye sahip ancak normal hiicrelerde diisiik toksisite
gosteren yeni glimiis nanopartikiillerin sentezi igin antikanser etkili dogal bilesiklerin

secilmesine odaklanmistir (14, 15).

Son yillarda nanoteknoloji, benzersiz 0Ozellikleri ve biyolojik olarak da
uygulanabilen, nano boyutlu pargaciklari iiretme ve kullanma konusunda hizla biiyiiyen bu
alan tizerinde ¢aligmaktadir. Nanopartikiiller kimyasal, fiziksel ve biyolojik yontemler gibi
cesitli yaklasimlarla iretilebilir. Nanopartikiillerin sentezi i¢in fiziksel ve kimyasal
yontemler arasinda yer alan lazer ablasyonu, piroliz, kimyasal veya fiziksel buhar biriktirme,
sol-jel, litografi ve elektro-biriktirme iglemlerin gogunun insan sagligina zararh etkileri
vardir. Nanopartikiillerin biyolojik sentezi ise diger fiziksel ve kimyasal yontemlerle
karsilastirildiginda temiz, toksik olmayan, ekonomik ve ¢evre dostu bir yontem olarak kabul
edilir (16). Bu nedenle, saglik alaninda kullanilacak AgNP iiretimi i¢in basit, giivenilir,
diisiik maliyetli, zehirli olmayan, ¢evre dostu ve yesil sentez olarak bilinen teknoloji ve
yontemlerin tasarimi ve gelistirilmesi, biyoteknoloji ve biyomedikal uygulamalar i¢in biiyiik
onem arz etmektedir (17). AgNP’lerin islevi endositozla veya hiicre membranindan
partikiiliin ¢oziinmesiyle ortama saldigi Ag* iyonlarin hiicreye alinmasiyla mitokondri ve
cekirdek basta olmak {izere hedef organellere translokasyon gergeklestirdigi ve oksidatif
stres, kanserli hiicrenin ¢ogalma dongiisiinii bozmasi, mitokondriyal disfonksiyon, DNA
hasar1 ve daha sonra apoptoz gibi mekanizmalarla sitotoksisiteye neden oldugu bildirilmistir
(18).



Bitkiler, geleneksel tipta en ¢ok kullanilan dogal iirtinlerdendir (19). Bitkisel ajanlar anormal
hiicre ¢ogalmalarin1 engelleyen ve oksidasyondan dolay1 zarar goren hiicreleri koruyan bir
gorev istlenirler (20, 25). Bitki kimyasallarinin etki mekanizmalari, hiicre kiltiirleri ve
molekiiler hedefler diizeyinde arastirilabilmektedir. Ozellikle sitotoksisite goriintiileme
modelleri, anti-kanser ve sitotoksik 6zelliklere sahip olan bitkisel ekstraktlarin se¢imi igin
baslangi¢ verilerini saglamaktadirlar (21). Bitkiler aleminde yiiksek antioksidan igerige
sahip olan bir¢ok familya vardir. Bu bitki ailelerinden bazilari; Primulaceae
(cuhacicegigiller), Asteraceae (papatyagiller), Cornaceae (kizilcikgiller), Rosaceae
(giilgiller) ve Ericadeae (fundagiller) familyalaridir. Bu familyalardan biri olan Primulaceae
familyasinda yer alan Primula, Kuzey Yarimkiire’de nemli ve iliman iklim bolgelerinde
yetisen 400’den fazla tiir igermektedir (22). Ulkemizde de nemli alanlarda, findik
bahgelerinde, dere kenarlarinda, acik ya da golgeli taslik ya da ¢imenlik yamaclarda yayilis
gosterir. Primula tiirlerinin saponinler, alkaloidler, taninler, terpenler ve fenolik bilesiklerce

zengin oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmektedir (23, 24).

Primula vulgaris ile ilgili literatiir incelendiginde bu bitki ekstraktinin giimiis
nanopartikiil sentezinde kullanilmadigi ve dolayisiyla PVLAgNP’lerin sitotoksik etkisini
inceleyen bir ¢alismanin da yapilmadigi belirlenmistir. Bu yonleriyle ¢alisma 6zgiin deger
tagimaktadir. Bu c¢alismada AgNP’lerin sentezlenmesi i¢in Samsun ilinden toplanan,
Primula vulgaris bitkisinin yaprak, ¢icek ve kok kisimlarindan elde edilen PVLAgNP’lerin
sentezi, karakterizasyonu ve in-vitro olarak MCF-7 kanser hiicre serisi tizerindeki sitotoksik

etkisinin arastirilmasi amaglanmustr.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanserin Genellestirilmis Tanim ve Epidemiyolojisi

Organizmaya ait hiicrelerin farkli nedenlerden dolay1 kontrolsiiz sekilde ¢cogalmasi
kanser olarak tanimlanmaktadir. Bu nedenler, DNA hasar1 tamir mekanizmalarinda
meydana gelen genetik degisiklikler, bazi tiimor baskilayici genlerin islevlerinde meydana
gelen kayiplar, proto-onkogenlerin mutasyon sebebiyle onkogenlere doniismesi ve
apoptozda gorev alan genlerin ekspresyon diizeyinde degisiklik meydana gelmesi olarak
siralanabilir (28).

Kanser kalitsal ve genetik faktorler, mutasyonlar, tiitiin kullanimi, obezite, hormonlar
ve otoimmiin sisteme bagli anomaliler nedeniyle ortaya g¢ikabilmektedir (29). Saglikl
hiicreler, hiicrenin boliinmesi veya yok olmasi gerekip gerekmedigini belirten sinyallere
stirekli maruz kalarak kontrol altinda tutulabilirken, kanser hiicreleri bu sinyallerden
bagimsiz olarak kendi kendini yoneterek, kontrolsiiz bi¢imde biiylime ve ¢ogalma 6zelligine
sahiptirler (Sekil 2.1). Kanser hiicrelerindeki kontrolsiiz bicimde ¢ogalma ve otokontrol
mekanizmasindan bagimsiz hareket etme gibi durumlar kanser tiirlerinin tiimiinde goriilen
ortak Ozelliklerdir (30). Kanser premalign lezyonlarin yillar igerisinde malign tiimore
doniistimiiyle olusur. Tiimorler benign ve malign olarak iki gruba ayrilir. Benign tiimdrler
bulundugu dokuya yayilmayan ve metastaza ugramayan, biiytime hiz1 yavas ve ¢cok az tehdit
olusturan 1yi huylu tiimérlerdir. Bunun yaninda bir¢cok bening tiimoriin, malign tiimore
dontisme riski vardir. Malign tiimorler, hizli biiylime potansiyeline sahip, ¢evresindeki

normal dokuya yayilabilen ve metastaz yapabilen koti huylu tiimér ¢esididir (31).
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Sekil 2.1: Tek anormal orijinden kanser meydana gelmesi (30).

Kanser hiicrelerinin, olustugu organdan kan ve lenfatik sistem araciligtyla farkli doku

ve organlara yayilmasina “metastaz” denir. Metastaz yapan bu hiicreler ulastiklar1 doku ve
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organlarda yeni tiimorler olusturarak biiylimeye devam ederler (32). Kanser sebepli
Olimlerin ¢ogu metastaz siirecinin ilerleyisine baglidir (30). Metastaz siireci, timor
hiicrelerinin ilk olustugu kitleden ayrilip farkli dokulara invazyonu ile baglar ve
kolonizasyon asamasiyla devam eder (33, 34). Invazyon, doku ve organlarm tamir ve
yenilenmesinde, fetlisiin gelisimi gibi fizyolojik olaylarda gorev almaktadir. Kanserli
hiicreler, kontrol mekanizmasindan bagimsiz hareket ettikleri i¢cin dokulardan gelen
sinyallere ihtiyag duymadan kendi sinyalleriyle invazyona siirekli gergeklestirirler. Invazyon
olay1, tiimor hiicrelerinin bazal membrana adezyonuyla baslar, bazal membranin enzimlerle
eritilerek tiimdriin doku i¢ine gecisiyle devam eder. Metastaz olayinin meydana gelmesi i¢in
invazyon, timor hiicrelerinin ¢ogalmasi ve anjiyogenezis olmalidir (35). Timor
biiytimesinde hem hiicrenin kontrolsiiz gogalmasi hem de diisiik apoptoz etkilidir. Bu olaylar
arasindaki denge tiimoriin ¢ogalmast veya gerilemesinde etkilidir (36, 37). Timor
gesitlerinin ¢ogu bulundugu organa 6zgii bir yayilma ¢esidi meydana getirir (34, 38).
Ornegin meme kanseri metastazina bakildiginda, siklikla akciger, karaciger, kemik ve beyin
gibi organlara yayildigir goriiliir (39, 40). Kanser cesitleri koken aldiklar1 dokuya gore
siniflandirilirlar. Epitel hiicrelerden koken alan g¢esidi karsinom, mezensimal dokulardan
koken alan ¢esidi sarkoma, kemik iliginden koken alan ¢esidi 16semi ve lenfoma olarak

gruplandirilir (3).

Kanser 2018 yili Diinya Saglik Orgiitii verilerine gdre, 9,6 milyon 6liim orani ile
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6liim nedenidir (4). Ulkemizde en sik goriilen
kanser tiirleri; erkeklerde akciger, prostat, kalin bagirsak, rektum, mide ve pankreas;
kadinlarda ise meme, serviks, kalin bagirsak, rektum, akciger, yumurtalik, mide ve pankreas
kanseri’dir (5). Tirkiye’de en ¢ok karsilasilan ilk 5 kanser tiirii, diger tilkelerde karsilasilan

kanser tiirleri ile benzerlik gosterdigi yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir.
2.2. Hiicre Siklusu

Hiicre dongiisti, hiicrenin bdliinmesi, cogalmasi ve biiylimesi i¢in programlanmis bir
mekanizmadir (41). Hiicre dongiisii Gi1, S, G2 ve M (Mitoz) evrelerinden meydana gelir.
Hiicreler boliinme sinyali almadiklart zaman Go evresinde kalirlar. Hiicre siklusu; Gi
evresinin sonu, S evresi, G2 evresinden Mitoza gegis sirasinda ve Metafaz evresinden Anafaz
evresine gegiste toplamda 4 farkli noktada denetlenir (42). Denetim noktalarinin gorevi, ilgili
proteinlerce dongiiniin devam etmesi veya durmasina karar verilmektedir. Bu kararlar, hiicre

dongiisiiniin isleyisini kontrol eden siklin adli proteinler ve hedef proteinleri secerek



fosforile eden protein kinazlar tarafindan yapilir (43). ik kontrol noktasinin gecilebilmesi
icin DNA nin hasarsiz olmas1 gerekmektedir. DNA’da hasar varsa bu hasar onarilana kadar
hiicre bu kontrol noktasinda bekler. Hasar onarilamayacak durumda olursa p53 geni kontrol
noktasindaki bekleme siiresinin uzatilmasini saglar (44, 45). DNA hasar1 tamir edilemezse
hiicre apoptoza ugrayarak hasarli hiicrelerin S evresinde DNA replikasyonunu engellemis

olur (45).

Hiicre dongiistiniin  kontrol noktalarinda meydana gelebilecek hatalar kanser
gelisimine neden olabilmektedir (46). Hiicreler normal sartlarda proliferatif uyaranlara bagh
olarak gereken durumlarda boliintirler. Kanserli hiicreler ise mutasyonlar sonucunda normal
hiicrelerde goriilen kontrollii biiyiime siireci yok olmustur (1). Mutasyonlar kanser
hiicrelerinde hiicre dongilisiiniin kontrol basamaklarindan herhangi birinin bozulmasina
sebep olur (43). Sonug olarak, kontrol noktalar1 genetik aksakliklarin diizeltilmesi igin
hatalarin saptanmaya ¢alisildigi 6nemli noktalardir. Bdylece, normal hiicrelerde DNA’sin1
sadece dogru bir sekilde replike etmis hiicrelerin dongiide ilerlemesine izin verilmis olur.
Kanserli hiicrelerde ise bu kontrol mekanizmasi olmadigindan hizli bir hiicre cogalmasi ve

dokunun biiyiimesi s6z konusudur (43).
2.3. Hiicre Oliim Mekanizmalar
2.3.1. Apoptoz

Apoptoz; DNA’sinda hasar olan, fonksiyonlarini kaybetmis, yaslanmis hiicrelerin,
genetik olarak kontrol edilerek giivenli bir sekilde yok edilmelerini saglayan hiicre 6liim
seklidir (48). Apoptoz; gelisim, yaslanma ve dokulardaki hiicrelerin devamliligini saglamak
icin denge mekanizmasi, ¢esitli hastalik ya da zararli ajanlar nedeniyle hiicreler zarar
gordiigiinde de savunma mekanizmas1 olarak gorev yapar. Apoptoz, hiicre i¢i kalsiyum
dengelerinin bozulmasi, reaktif oksijen tiirlerinin artisi, hiicre ici stres artisi, bagisiklik
sistemi hastaliklari, tiimor olusumu, X 1g1nlar1 ve radyasyon gibi sebepler nedeniyle meydana
gelir. Bu olaylar kontrol altinda tutulmazsa, hiicre i¢i dengesizlik, genetik bozukluklar ve
hatta kanser olusumu ile sonuglanabilecegi icin apoptoz bu tiir hiicreleri yok ederek
homeostatik dengeyi korumus olur (49). Kisaca, normal hiicreler DNA baz dizisinde olusan
hasarl1 niikleotidleri olmasi1 gereken dizilime getirme, onarimi olanaksiz DNA hasarinda ya
da herhangi bir bozuklugu olan DNA s6z konusu oldugunda ise apoptoz mekanizmasini

devreye sokan ve hatalar1 saptayan, yok etmeye ¢alisan mekanizmalara sahiptir (Sekil 2. 2).



Mekanizmada ortaya ¢ikan bir aksakliktan dolay1 apoptoz meydana gelmezse, neoplastik
hiicre popiilasyonunun kontrolsiiz artist ve tiimdr hiicrelerinin bagisiklik sisteminin denetimi
disina ¢ikmasi meydana gelir (50). Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ve radyoterapi
apoptozu tetikleyerek etki eder. Fakat apoptoza karsi direng kazanan kanser hiicreleri
terapiye de cevap vermeyebilir. Bu nedenle kanser hiicrelerinin hangi yollarla apoptoza karsi
direng kazandig1 ve apoptoz yolagindaki bozukluklarin kansere nasil yol agtigini iizerine
arastirmalar yapmak mevcut tedavi yoOntemlerinin gelismesine ve yeni yontemlerin

olusturulmasina katki saglayabilir (51).
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Sekil 2.2: Normal hiicre ve kanserli hiicrelerin ¢ogalmasi (47).
2.3.2. Nekroz

Nekroz; hiicre zarinin veya hiicrenin metabolizmasinin hasar gérmesi ve zar
gecirgenliginin bozulmasiyla sisen hiicrelerin, hiicre membranin1 patlatarak icindeki
maddelerin disar1 dagilmasiyla hiicrenin yok olmasidir (52). Apoptozda, hiicre 6liim
mekanizmasina aktif olarak katilirken, nekrozda, hiicre i¢in uygun olmayan ortamlardaki
degisiklikler sebebiyle hiicre 6liimii gerceklesmektedir. Bir hiicrenin apoptoza ya da nekroza
gidecegi ortamdaki uyaricinin ¢esidi ve miktarmma bagli olarak belirlenir. Hipoksi,
radyasyon, sicaklik ve sitotoksik antikanser ilaglar gibi uyaranlara hiicre diisiik oranlarda
maruz kaldiginda apoptoz, yiiksek oranda maruz kaldiginda ise nekroza neden

olabilmektedir (53).
2.3.3. Otofaji

Otofaji, hiicre i¢inde bulunan organel ve makro molekiillerin bir kesecik igine
alinarak lizozomlara transferi ve lizozomla birleserek burada par¢alanmasina neden olan bir
mekanizmadir. Kisa 6miirlii proteinler ubikitin-proteozom sisteminde parcalanirken, hiicre
i¢i organeller ve uzun Omiirlii proteinler ise otofaji sistemi tarafindan pargalanirlar ve olusan

yap1 taglar1 hiicre kullanimi igin degerlendirilirler (116, 174). Otofaji anormalliklerinin,



kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ve norodejeneratif hastaliklar gibi 6nemli saglik sorunlarinin

da nedenleri arasinda yer aldigini géstermektedir (99).
2.4, Meme Kanseri

Meme Kanseri; meme dokusunda yer alan siit bezlerini ve siit kanallarin1 kaplayan
hiicrelerin, kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasi ile hem bulundugu dokuda hem de metastaz
yoluyla ¢evre dokulara yayilarak farkli dokularda ¢ogalmaya devam eden sistemik bir
hastaliktir. Meme kanseri lobiiller ve duktal kanser olmak tizere iki ¢esittir. Kanserli meme
hiicreleri, kan dolagimina sizmadan 6nce saglikli olan komsu hiicreleri ve yakindaki lenf
diigiimlerine yerlesebilir. Meme kanseri hiicreleri kan yoluyla da metastaza uygun olan
akciger ve kemik dokularmi istila edebilir (56). Ulkemizde yapilan calismalarda, meme
kanserinin kadinlarda en sik goriilen kanser c¢esidi oldugu, en ¢ok 50 yas iistiindeki
bireylerde goriildiigi ve yasin artmasiyla birlikte ortaya ¢ikma olasiligmmin da arttig

bildirilmistir (57, 58).
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Sekil 2.3: Memenin dokusu boliimlerinin sematik gortiniimii (59).
2.4.1. Meme Kanseri Cesitleri

Kanserli hiicrelerin olusturdugu tiimorlii hiicreler ¢ogaldiklar: dokularda kaliyorsa bu
in sute ya da noninvaziv meme kanseri olarak tanimlanir. in sute kanser tiirii duktal ve
lobiiller olmak iizere iki c¢esittir. Kanserli hiicrelerin siit kanallar1 ve lobtilleri gecerek

viicuttaki diger organlara yayilmasina invaziv meme kanseri denir (55).



2.4.1.1. Noninvaziv Meme Kanseri

Memenin siit salgilayan boliimiinden gelisen kansere lobiiller kanser, siit
kanallarinda gelisen kanser ¢esidine ise duktal kanser adi verilmistir. En yaygin goriilen
meme kanseri ¢esidi duktal kanserdir ve tiim meme kanserlerinin %75“ini meydana
getirmektedir (54). Duktal karsinoma meme kanserinin erken evresinde ortaya g¢ikar ve
timor hiicreleri meme igindeki siit kanallarinda gelisir. Meme dokusunu cevreleyen
kanallarin duvarlarini agsma yetenekleri olmadigindan lenf ve dolasim sistemiyle diger
dokulara yayilma yetenekleri yoktur. Duktal karsinomanin metastaz yetenegi olmasada,
meme kanseri olarak kabul edilir. Kullanilan tedavi yontemi invaziv meme kanseri ile
benzerdir. Duktal karsinoma metastaz yapamayan lokal bir hastalik olmasi nedeniyle kiginin
hayatin1 degil meme dokusunu tehdit eder (60). Diger noninvaziv meme kanseri olan lobiiler

karsinoma ise siit bezleri iginde gelisen kanser ¢esididir (61).
2.4.1.2. invaziv Meme Kanseri

Invaziv meme kanseri, meme kanserinin en sik goriilen tiiriidiir. Duktal karsinoma
ve lobiiler karsinoma en ¢ok goriilen ¢esitleridir. Siit bezleri veya siit kanallarina yayilabilen
ve metastazla viicudun diger kisimlarina da yayilabilen kanserlerdir (62, 63). Meme
dokusundaki hiicrelerin kontrolden ¢ikmastyla ortaya ¢ikan bu hastalik, genellikle rontgende
goriilebilen bir yumru ya da tiimor meydana getirebilir. Meme kanseri tiirlerinin bir kismi
memede yumruya yol agabilirken bir kism1 da herhangi bir belirti vermeyip mamografi
taramalarinda kendini gostermektedir. Ayrica meme dokusunda gériilen her yumru kanserli
doku olmayip kontrolsiiz biiyiime ve yayilim gostermemektedirler. Hastaligin toplumda
siklikla gozlemlenmesi, giiniimiizde tanisinin miimkiin olmasi, hastaligin erken evrede
tedavi edilebilir olmast meme kanserinin 6nemini arttirmaktadir. Son yillarda teknoloji
sayesinde ortaya c¢ikan gelismelerle meme kanseri tedavisinde pek ¢ok yeni tedavi

firsatlarina ulasilmigtir (64).
2.4.2. Meme Kanseri Metastazi

Meme kanserinin metastazinda ii¢ asama goriilmektedir. Bu asamalar kanser
hiicrelerinin meme dokusuna ve dolasim sistemine invazyonu ve vaskiilatiirde sag kalimi
kolaylagtiran, uzak organ bolgelerinde kolonizasyonu saglayan bir epitelyal-mezensimal
gecis olayi, ikinci olarak ekstravazasyon olay1 ve son olarak proliferasyon ile daha biiytik

timorlere dogru ilerleyen mikrometastatik lezyonlarin olusumudur (65). Meme dokusundaki
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tiimdr hiicreleri, birincil timor gogiinden kagmalarina ve ¢evre dokulart iggal etmelerine,
damar sistemine girmelerine, dolasmasina ve ikincil bolgelere ulagmalarina,
ekstravazasyona ve metastatik odaklara ulagsmalarina imkan veren bu 6zellikleri kazandiktan

sonra metastatik potansiyellerini yerine getirirler (66).

Kanser ilerlediginde veya metastaz yapabilecek evreye ulastiginda, tiimor hiicreleri,
karaciger, akcigerler ve beyin gibi uzak organlarda ya da kemik ve deriye yeni tiimorler
yayma ve olusturma potansiyeline sahiptir. Bu hedef organlardaki malign hiicrelerin
durdurulmasi ve biiylimesi, tercihli bir dagitim ve konumun var olmasi, ‘organ tropizmi’
olarak adlandirilan bir siire¢ meydana getirir (65). Meme kanserinden 6liimlerin ¢gogunlugu
meme dokusunda meydana gelen kanserlesmeden degil, bu dokuda olusan kanserli

hiicrelerinin viicuttaki diger organlara metastazi ile meydana gelir (67).
2.4.3. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri aile dykisii, elektromanyetik alanlara ve radyasyona maruz kalma,
obezite, yas, tiitlin kullanimi, menopoz sonrast hormon kullanimi, alkol kullanimi, uzun
menstiirasyon Oykiisii, oral kontraseptif kullanimi1 ve yashlikta dogum gibi birgok faktor
nedeniyle ortaya ¢ikabilmektedir (68). Meme kanseri vakalarinin ¢ogu kendiliginden
gelisebilir ancak aile Oykiisii ve genetik egilim de meme kanseri olusum oranmi da
etkilemektedir. Yapilan ¢aligmalar, kalitsal BRCA1 ve BRCA2 mutasyonlar1 olan kadinlarda

meme kanseri riskinin yaklagik %80 civarinda oldugu ortaya konulmustur (69-71).
2.4.4. Meme Kanseri Tedavisi

Kanser tedavisi, Oncelikle kanserli dokunun kiigiilmesi i¢in kemoterapi uygulanmasi,
ameliyat gerektiren durumlarda tiimorlii dokunun c¢ikartilmasi, ardindan daha fazla
kemoterapi ve radyasyon tedavisi uygulanmasi gibi yontemlerden meydana gelir.
Kemoterapi ve radyasyon tedavisi uygulanmasinin amaci, kanserli hiicrelerin saglikli
hiicrelere gore ¢cok daha hizli biiylimeleri nedeniyle, bu yontemlerin etkilerine daha duyarl
oldugu i¢in tiimor hiicrelerini yok etmektir. Son yillarda kemoterapi uygulamasini
gelistirmek icin yapilan ¢alismalar, hastanin hayatta kalma oraninda artis saglamis, ancak
hala gelistirmeye ihtiya¢c duyulan bir alandir. Yapilan arastirmalar, alternatif dozlama
yollarina izin vermek icin tasiyicilarin gelistirilmesini, timdr bilylimesini besleyen kan
damarlar1 gibi yeni terapotik hedefleri ve aktivitelerinde daha spesifik olan hedefe yonelik

terapotikleri icermektedir. Kemoterapdtik tedavinin amaci, tedavinin miimkiin oldugu kadar
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az sayida saglikl hiicreyi etkilemesi ve kanser hiicrelerini hedefleme ve 6ldiirme kabiliyeti
ile dogrudan iliskilidir (72). Bu ag¢idan kemoterapinin, kanser tedavisinde 6nemli bir yer
tuttugu ve c¢esitli kanser tilirlerinin tedavisi ve kanserin gerilemesi yoniindeki onemi
unutulmamalidir (73). Timor hiicreleri saglikli hiicrelere gore daha hizli biiylime egrisi
gosterdiginden, antikanser ilaglar tiimorlii hiicrelere saglikli hiicrelere gore yiiksek oranda
etki ederler. Bununla birlikte boliinme hiz1 diger sagliklr hiicrelere gére daha hizli olan mide-
bagirsak mukozasi, kil folikiilleri, kemik iligi ve deri gibi saghkli dokularda kemoterapi
uygulamasiyla etkilenirler. Bu yan etkiler, tedavi sirasinda ve sonrasinda g¢esitli
komplikasyonlar1 beraberinde getirir (74, 75). Piyasaya daha gii¢lii antikanser ilaglari
tanitmak amaciyla yeni antikanser ajanlarinin olusturulmasi iizerine aragtirmalar halen
devam etmektedir. Bununla birlikte, tiim mevcut ve tasarlanacak olan antikanser ilaglar1 ayn
secicilik dist problemle karsi karsiyadir. Bu nedenle giincel calismalarda hedeflenen
kemoterapi i¢in nanoteknolojinin tanitimi, kanser biyo belirteglerinin kullanimi ve fiziksel
parametrelerin arastirilmasi gibi yeni trendler itizerinde durulmaya baslanmistir (76).
Hedeflenen kemoterapinin daha etkili bir sekilde uygulanmasi i¢in polimer ilaglarin ve
nanopartikiillerin yiizey modifikasyonlar1 da kullanilmaktadir (77). Kemoterapideki
ilerlemeler, hastalik niiksii ve 6liim riskini 6nemli 6l¢iide azaltmis olsa da meme kanserinin
niiksetmesi klinik ortamda 6nemli bir sorun olmaya devam etmektedir. Bu nedenle, bu
zorlugun tistesinden gelmek icin, meme kanseri tedavisinde kullanilabilecek yeni ilaglarin

bulunmasi gerekmektedir (11).
2.5. Cisplatin

Cisplatin (CloHeN2Pt), meme, akciger, kolon, rahim ve testis gibi pek ¢ok kanserin
tedavisinde, tek basina veya baska kemoterapdtik ilaclar ile kombinasyon seklinde
uygulanarak siklikla kullanilan bir ajandir. Molekiiler yapisinda, merkezde bir platin ve bu
platine bagl iki kloriir ile iki metil grubu yer almaktadir. Cisplatin, klor miktarina kars1
kararli yapisi sayesinde ve pasif difiizyon ve CTR1 gibi tasiyici proteinler araciligi ile hiicre
igerisine girig saglar. Hiicrenin sitoplazmadaki diisiik kloriir konsantrasyonu ile cisplatin
hidrolize ugramaktadir. Cisplatin niikleofilik olan molekiiller ile etkilesime girerek hiicresel
hasara neden olmaktadir. Cisplatinin hiicre i¢i hedefleri, metallotiyonein, indirgenmis
glutatyon, proteinler, metiyonin ve piirin bazlaridir (78, 79). Piirinlerin N7 reaktif merkezine
baglant1 kurarak, DNA’da sarmal i¢i ve sarmallar aras1 capraz baglar meydana getirerek

sitotoksik etkisini ortaya ¢ikartir. Meydana gelen bu DNA hasar1 nedeniyle hiicre siklusunu
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G2 ve S fazinda durdurarak, yanlig eslesme onarimi ve niikleotid eksizyon onarimi gibi tamir
mekanizmalarinin devreye sokulmasini saglar. DNA tamir edilemeyecek kadar hasarli ise
Fas, p73, p53 ve Chk2 proteinlerinin aktivasyonu saglanmakta olup, hiicrenin apoptoz ile
oliimii gergeklestirilir (80-82). Cisplatinin sitotoksik etkisinin bir diger nedeni de hiicrelerde

doz ve uygulanma siiresi ile dogru orantili bir sekilde oksidatif stres meydana getirmesidir
(83).

2.6. MCF-7 Hiicre Hatt1 ve Tarihgesi

MCF-7, in vitro meme kanseri ¢alismalarinda kullanilan bir hiicre hattidir. MCF-7
hiicreleri ilk defa 1970 yilinda 69 yasinda invaziv duktal karsinomali1 beyaz irktan bir kadinin
plevral eflizyonundan izole edilerek alinmistir (84). Michigian Kanser Vakfi’nin kisaltmasi
olarak MCF-7 ismi verilmistir. Epitelyal morfolojiye sahip hiicrelerdir (85). Soule ve
arkadaslari, viicuttaki bolgesel niiksetmeler icin hastaya 3 yil boyunca radyoterapi ve
hormon tedavisi uygulamislardir. Bu uyguladiklar1 tedavide; hastaya tamoksifen
uygulanmadan onceki giinlerde, hasta yiiksek dozlarda sentetik estrojen ve dietilstilbestrol
ile tedavi edilerek tiimoriin hormona duyarl oldugunu kanitlamak i¢in beklenenden daha
uzun siire kontrol edilmistir. Bu ¢alisma sonucunda hastaligin hormona duyarli oldugu tespit
edilmistir. Yaygin olarak goriilen nodiiler tekrarlama olaylarindan iki ay sonra, 1970 yilinin
haziran ayinda, laboratuvar caligmalari i¢in plevral efiizyondan 6rnekler alinmistir ve MCF-
7 hiicrelerinin insan kaynakli oldugunu kanitlamislardir. Sitogenetik agidan yapilan
caligmalar sonucunda, 88 kromozomun kok hiicre hatti oldugu tespit edilmistir (85, 86).
Kanser hiicre hatlari, kanser arastirmalarinin molekiiler tanisinda kullanilan temel
unsurlardandir ¢iinkii hiicre hatlar1 neredeyse sinirsiz bir sekilde kendi kendini ¢ogaltma
avantajina sahiptir. Ayrica, yiiksek derecede homojen 6zellik gostermekte ve kontaminasyon
olusmas1 sebebiyle hiicre hatt1 arastirmalarda kullanilamayacak hale gelirse donmus
stoklardan kolayca tekrar kullanim imkani1 saglamaktadir (86, 87). Cesitli antikanser ilaglar
ile ilgili olanlar da dahil olmak iizere, diinya ¢apinda meme kanseri arastirmalarinda
kullanilmaya devam etmektedir. Cogunlukla kullanilan bu MCF-7 hiicre hatti; Gstrojen
reseptorii (ER)-pozitif ve progesteron reseptorii (PR)-pozitif olup, liimen A molekiiler alt
tipinde olan hiicre hatt1 ¢esididir. Metastaz potansiyeli diisiiktiir, zayif agresif ve istilaci

olmayan bir hiicre hattidir (86).
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2.7. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirti, laboratuvar ortaminda; uygun sicaklik, kiiltiire uygun cihazlar ve 6zel
besin maddeleriyle ortam sartlarinin kontrolii saglanarak, ¢ok hiicreli organizmalara ait
hiicrelerin kontaminasyona ugramasini Onleyerek yasatilmasi ve cogaltilmasidir. Hiicre
kiiltiiri calismalari, canlilardan alinan hiicrelerin laboratuvar sartlarinda yasatilabilmesi ve
bircok etik kaygiy1 gidermesi agisindan in vitro ¢aligsmalarda siklikla tercih edilmektedir (88,
89).

2.8. Sitotoksisite

Hiicre dliimiine neden olan anlamina gelen sitotoksisite, ilag, bitki gibi maddelerin
hiicre 6liim potansiyelinin olup olmadiginin belirlenmesinde rol oynamaktadir. Sitotoksisite,
arastirilan maddenin doz ve maddenin hiicreye uygulandig: siireye bagh olarak hiicrelere
farkli miktarlarda zarar veren bir olaydir. Hiicreler, sitotoksik maddeye maruz kaldigi zaman
apoptoz, otofaji ve nekroz gibi olaylar sonucu Olebilir ya da ¢ogalabilme ozelliklerini
kaybedebilirler (89). Sitotoksisite ¢alismalarin en 6nemli basamagi hiicrelerin in vitro
sartlarda bazi etkenlere maruz birakilarak bu hiicrelerin canliliklarinin belirlenmesidir (90).
Hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan farkli yontemlerin amaci, ¢alisma sonundaki
canli/6lii hiicre miktarinin belirlenmesidir (91). Sitotoksisite aragtirma yontemleri genel

olarak kolorimetrik, liiminesans ve enzimatik metodlardan olusmaktadir (89, 92-94).
2.9. Primula vulgaris (cuha cicegi) Bitkisi ve Genel Ozellikleri

Primula vulgaris, Primulaceae familyasinin Primula L. cinsine ait bir iiyesidir.
Yapraklar1 tabanda rozet seklinde toplanmis, 6bek halinde biiyiiyen, soguga dayanikli, cok
yillik otsu bir bitkidir. Cicekleri beyaz, sari, pembe, leylak ve mor gibi degisik renk
yelpazesine sahiptir (Sekil 2. 4). Direk giines 15181, asir1 asidik ve asir1 su ¢ekmis
topraklardan ¢ogalmaktan kaginir (96). P. vulgaris’ in ¢iceklerine renk veren; epidermal
hiicrelerin vakuol 6zsuyunda bulunan, ortamin pH durumuna gore kirmizi, mavi, mor renkli

tepkime verebilen ve suda ¢oziinen bir flavonoid olan antosiyanindir (97).
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Sekil 2.4: Primula vulgaris bitkisi.

P. vulgaris tiiriiniin kokeni Avrupa-Sibirya olup, Bati, Giiney ve Orta Avrupa,
Kuzeybat1 Afrika, Transkafkasya ve Liibnan’a kadar uzanan genis bir cografyada yayilis
sergilemektedir (98). P. vulgaris tiirii diilnyada bes alttiirle temsil edilirken tilkemizde iki alt
tiirti bulunmaktadir. Bu alt tiirlerden P. vulgaris subsp. vulgaris taksonu Tiirkiye’nin Kuzey
ve Giiney kiy1 kesimlerinde, P. vulgaris subsp. sibthorpii (Hoffmanns) W.W.Sm. & Forrest
taksonu ise Tiirkiye nin yalnizca kuzey kesimlerinde yayilis gosterir (98). Tiirlin yayilisi
Avrupa’da genellikle deniz seviyesinden 1500 m’yi asmazken, iilkemizde deniz
seviyesinden 2400 m’ye kadar yayilis gosterebilir. Tiiriin ¢igeklenme zamani bulundugu
cevrenin iklim sartlarina baglh olarak genellikle Mart-Mayis aylar1 arasinda gerceklesir. P.
vulgaris subsp. vulgaris g¢ogunlukla ¢imenlik yamaglar, ormanlik bdolgeler ve alpin
cayirlardaki nemli alanlarda 500-2100 m yiikselti araliginda yetisirler. Buna karsilik alttiir
sibthorpii maki bolgeleri, mese ormanlari, findik bahgeleri, ¢ayirlik alanlar ve g¢alilik
yamaglardaki nemli alanlarda 0-850 m yiikselti araliginda yer almaktadir (98). P. vulgaris’
in Samsun ilinde yetisen popiilasyonlariyla yapilan bir ¢alismada, topragin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri bu iki alttiiriin fenotipik plastisitelerinin karsilagtiritlmasinda ayirt edici
bir parametre olarak kullanilmistir. Calisma sonucuna gore P. vulgaris subsp. sibthorpii’ nin
P. vulgaris subsp. vulgaris’e oranla pH ve topraktaki kire¢ agisindan daha genis bir toleransa
sahip oldugu, her iki alttiiriinde yayilis gosterdigi topraklarin N (azot) ve organik madde

yoniinden zengin, K (potasyum) yoniinden fakir ve killi topraklar oldugu tespit edilmistir
(100).
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P. vulgaris tiiriiniin sistematigi asagida sunulmustur.

Alem : Plantae (Bitkiler)

Boliim : Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Simif : Magnoliopsida (Iki ¢enekliler)
Takim : Ericales

Familya : Primulaceae (Cuha cigegigiller)
Cins : Primula

Tiir : Primula vulgaris

Alttiir 1 : Primula vulgaris subsp. vulgaris
Alttiir 2 : Primula vulgaris subsp. sibithorpii

P. vulgaris; ekonomik degerinin olmasi, halk arasinda tibbi kullaniminin olmasi,
dogal olarak hibritlesebilmesi, diinyanin degisik yerlerinde yayilis gosterebilmesi, farkli
iklim sartlarina uyum saglayabilmesi gibi pek c¢ok Onemli 6zelliginden dolay1 basta
sistematikciler olmak {izere, ekologlar ve genetik¢iler tarafindan arastirilmis ve halen
arastirilmaya devam eden bir tiirdiir (101). Primula tiirlerinin kaempferol, kuersetin, 5-
hidroksi pirogallol, apigenin, katesin tiirevleri, gallik asit, rosmarinik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit ve ellagik asit gibi fenolik bilesikler yoniinden zengin olduklari yapilan
caligmalarla gosterilmistir (23, 102). Bu bilesiklerin ¢esitli kanser tiirleri tizerine antikanser
Ozelliklerine dair literatiirler de mevcuttur (103). Bu bilesiklere sahip cesitli dogal
triinlerden hazirlanan ekstraktlarin sitotoksik oOzelliklerinin incelendigi c¢aligsmalarda,
ekstraktin biitlin haldeki etkisinin incelenmesiyle igerigindeki maddelerin sinerjik
durumuyla, sitotoksik etki gosterdigi goriilmiistiir. Ilerleyen g¢aligmalarda ise etkinin
goriildiigi fraksiyondan c¢esitli izolasyonlar yapilarak igerikteki bilesenlerin bireysel
etkileride degerlendirilerek maddelerin sitotoksik durumlar1 degerlendirilmistir (104).
Buradan hareketle P. vulgaris yaprak ekstratinin sitotoksik etkinliginin icerdigi biitiin bu

fenolik bilesiklerin katki verdigi diisiiniilm{istir.

Tiirlin yaprak ve koklerinden elde edilen 6ziitlerin bazi hastaliklarinin tedavisinde

eski tarihlerden bu yana kullanildig1 bilinmektedir (105). Ci¢ek ve yapraklarindan elde
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edilen oziitlerin idrar ve balgam soktiiriicii, okstiriik giderici, sakinlestirici ve uyku verici,
gbgiis yumusatici, terletici olarak ve romatizmaya karsi etkili oldugu bildirilmistir. Bitkinin,
s1v1 ekstrakt ve surup halinde uygulandigi bildirilmistir. Rizom kisimlari toz halinde aksirtict
ilag olarak kullanilmaktadir. Ezilmis rizomlarin iltihaplanmay1 azaltmak i¢in kompres
yapildigi da bazi1 calismalarda bildirilmistir (106-108). Primula vulgaris fenolik
bilesiklerden zengin bir dogal iiriin olup, yapisinda bulunan protokatekuik asit, p-oh benzoik
asit, gallik asit, p-kumarik asit, katesin, kaffeik asit, vanilik asit ve rutince zengin antioksidan
yapilarindan dolay1 biyolojik degeri yiiksek bir iiriin oldugu yapilan ¢alismalarda
goriilmiistiir (Tablo 2. 1) (109). Bitkinin sahip oldugu bu igeriklerden olan polifenoller
sekonder bitkisel metabolitlerin onemli bir smifi olup kuvvetli antioksidan 6zellik
sergileyebildikleri bildirilmektedir. Polifenolik bilesiklerin antioksidan 6zellikleri; reaktif
oksijen tiirlerine elektron verebilmeleri, radikal olusumunu hizlandiran agir metal iyonlarin
selatlayabilmeleri ve antioksidan/detoksifikasyon enzimlerini uyarabilmeleri mekanizmalari
ile aciklanmaktadir (110, 111). Ozellikle son yillarda polifenollerin kanser hiicrelerinin
cogalmasini engelleyebildigine ve bu hiicrelerde kontrollii hiicre 6liimii olan apoptozu
arttirabildigine dair ¢alismalar h1z kazanmistir. Fenolik bilesiklerin antikanser etkinliklerinin
ise; hiicre sinyalizasyonunu ve antioksidan enzimleri modiile edebilmeleri, hiicre dongiistinii
durdurabilmeleri ve apoptozu indiikleyebilmeleri 6zelliklerinden kaynaklandig1 ileri
stirilmektedir (112). Bu bilesiklerin dzellikle DNA sentezini inhibe edebilme 6zellikleri ile
mitozu durdurabilmeleri sonucunda antiproliferatif etki gosterdikleri de bildirilmektedir
(113). Yapilan bir ¢alismada P.vulgaris subsp. vulgaris taksonuna ait bireylerde salisilik asit,
P. vulgaris subsp. sibthorpii taksonuna ait bitkilerde ise palmitik asitin yiiksek oranda
bulundugu tespit edilmistir. Her iki alttiirde de en diisiik oranda bulunan yag asidinin laurik
asit oldugu belirlenmistir. Salisilik asit, laurik asit, arasidik asit alttiir vulgaris’de alttiir
sibthorpii’ye oranla daha yiiksek oranda bulundugu tespit edilmistir. Miristik asit, palmitik
asit ve stearik asitin ise alttiir sibthorpii’de daha yiiksek oranda bulundugu tespit edilmistir
(Tablo 2. 2) (101).

Primula tiirlerinin yapisinda bulunan saponinler, alkaloidler, tanninler, terpenler ve
fenolik bilesiklerin antioksidan, antimikrobiyal, antigenotoksik, anti-inflamatuvar,
hipoglisemik ve yara iyilestirici 6zellikleri ¢esitli ¢aligmalarla arastirilmis ve bu faydali
biyolojik 6zelliklerin bu bilesiklerin varligindan kaynaklandigi ortaya konulmustur (24, 114,

115, 117). Primula tiirleri, faydali biyolojik 6zelliklerinin belirlenmesinin ardindan 6zellikle
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son yillarda basta gida ve kozmetik sanayi olmak iizere ¢esitli ticari ¢evrelerin ilgisini

¢ekmistir (118).

Tablo 2.1: Primula vulgaris bitkisinin fenolik madde igerigi (109).

Standart TSB (g)e TSB (y-d)e ASM (y-d)e ASM (g)e MVS (y-d)e MVS (g)e MVM (y-d)e  MVM (c)e
(pg feolik/g numune)
1.Gallik Asit 3.23+0.06 3.32+0.01 3.07+0.18 3.23+0.76 2.1240.10 3.43+0.26 4.7640.14 11.13+0.41
2.Protokatekuik Asit 30.714+0.03 17.41+0.04 17.19+1.42 20.49+1.80 18.20+1.60 2511423 17.89+0.41 20.16+0.01
3.p-OH benzoik Asit 76.56+0.17 56.74+1.67 46.76+1.93 52.94+0.90 45.2240.78 57.87+0.75 45.3240.12 63.17+1.59
4.Katesin 53.97£1.31 TE. TE. T.E. 45.19+£1.26 39.45+4.92 T.E. TE.
5.Vanilik Asit 65.01+0.10 37.99+0.42 33.4441.51 T.E. 31.57+0.42 51.5344.05 44.33+0.53 38.50+0.70
6.Kaffeik Asit 53.1940.27 42.1840.19 TE. TE. 74.70+0.36 46.63+1.98 39.48+43.10 59.8640.05
7.8iringik Asit TE. TE. TE. TE. TE. TE. TE. TE.
8.Epikatesin TE. TE. TE. TE. TE. TE. TE. TE.
9.p-Kumarik Asit 848.03+£2.7 TE. TE. 29.13+0.61 74.68+3.71  450.84+3.20 TE. TE.
10.Ferulik Asit T.E. TE. 31.51.86 13.84£1.20 T.E. TE. 36.05+9.50 42.77£1.57
11.Rutin 336.52+15.32  226.82+15.97  199.07+1.39  540.38+£8.32  132.10+4.12  215.10+6.33 T.E. 102.19+5.66
12.t-sinnamik Asit TE. TE. 15.63+4.26 12.20+0.09 33.5740.25 13.91+0.11 85.88+18.67 21.8740.60
13.Luteolin TE. TE. TE. TE. TE. TE. TE. TE.

T.E: Tespit Edilemedi, MVM(¢): Magka bolgesi mor ¢igekli Primuia vulgaris subsp. vulgaris gigek kism, MVM(y-d): Magka bolgesi mor ¢igekli Primula vulgaris subsp.
viigaris yaprak-dal kismi, MVS(¢): Macka bolgesi sar ¢igekli Primula vulgaris subsp. vulgaris ¢igek kismi, MVS(y-d)y: Macka bolgesi san ¢igekli Primule vulgaris subsp.
vulgaris yaprak-dal kismi, TSB(¢): Bostanci bolgesi beyaz cigekli Prinnila vulgaris subsp. sibthorpii gigek kism, TSB(y-d): Bostanci bolgesi bevaz gigekli Primula vulgaris
subsp. sibthorpiiyaprak-dal kismi, ASM(¢): Akcaabat bolgesi mor gicekli Primuda vulgaris subsp. sibthorpii ¢igek kismi, ASM(y-d): Akcaabat bélgesi mor ¢igekli Primula
vulgaris subsp. sibthorpiiyaprak-dal kism.

Tablo 2.2: Primula vulgaris bitkisinin yag asidi igerigi (101).

= = = = = = = s
g %’ . « o - i o j «
2 C = & = = 2 g E
= 2 2 3 = E g & 2
- w — b &~ v o =i
o 8 B 8.88 0.45 1.93 6.6 3.2 1.15 0.7
E 8 M 2.67 0.1 1.07 743 3.33 1 0.47
R OB 211 B 53 0.55 1.15 4.35 2 1 0.7
§ £ 211 M 4.23 0.23 0.93 4.27 2.23 0.67 0.57
& & 404 B 5.93 0.53 1.5 5.6 3.03 1 0.63
=" 404 M 1.3 0.2 1.1 11.4 6.4 1.3 1
™ 685 M 6.55 0.3 2.36 6.4 39 0.95 0.37
Ortalama 56449 0358029  1.56£1.36 6.2042.24  3.23x1.14 0994039  0.60£0.29
211 S 9.7 0.7 1.7 7.95 345 0.75 0.85
404 S 11.5 0.45 0.9 5.1 24 0.8 0.55
- 600 S 2.2 0.2 1.2 3.25 1.7 1.25 0.25
§ . 600 B 09 0.3 1.5 5.2 31 1.6 0.6
= g8 S 1.2 0.2 1.5 5.4 29 0.7 0.6
T % 923 B 6.4 0.3 1 5.1 2.4 1.2 0.8
& 1300 S 12.5 0.5 0.65 3.95 2.6 1.35 0.6
£ 1300 B 11.6 0.5 0.5 37 1.4 1.1 0.5
A 1686 S 9.67 0.87 0.9 8.33 33 1.57 0.4
1686 B 0.8 0.5 1.1 9 a1 1.7 0.8
2120 § 10.43 0.45 0.48 5.5 23 0.8 0.63
Ortalama 8.17+5.87  0.50£0.32  0.9620.51  5.8042.51  2.62+0.93  1.13£0.82  0.58=0.63

M: mor, B: beyaz, S: san

2.10. Bitki Ekstraktsiyonu

Bitkilerden 6zel yontemlerle elde edilen oziitlere ekstrakt denir. Bitki
ekstraktsiyonunda bir¢ok yontem kullanilmaktadir. Bu yontemler geleneksel ve geleneksel

olmayan ekstraktsiyon teknikleri olarak iki gruba ayrilir. Geleneksel ekstraktsiyon
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teknikleri, Soxhelet esktraksiyonu, Maserasyon ve Hidrodistilasyon olarak 3 ana baslik
altinda incelenebilir. Ultrason Destekli Ekstraktsiyon, Darbeli-Elektrik Alan Cikarma,
Stiperkritik Akiskan Ekstraktsiyonu, Enzim Destekli Ekstraktsiyon, Basingli Sivi
Ekstraktsiyonu ve Mikrodalga Destekli Ekstraktsiyon teknikleri de giiniimiizde kullanilan

geleneksel olmayan ekstraktsiyon yontemleridir (120).

Bilimsel ¢aligmalarda istenilen verilerin elde edilebilmesi i¢in en 6nemli adimlardan
birincisi Orneklerin ekstraktsiyon yonteminin belirlenmesidir. Ekstraktsiyon bilimsel
calisgmanin ilk adimidir ve sonug ilizerinde 6nemli rol oynar. Bitkisel {irtinlerden istenilen
bilesenlerin ekstraktsiyonu i¢in zaman i¢inde ¢ok c¢esitli yontemler gelistirilmistir. Ancak
fenolik bilesenlerin  ekstraktsiyonu igin standart olarak tek bir yontem kabul
edilememektedir (121).

Geleneksel ekstraktsiyon; kati veya sivi fazda bulunan bilesenlerin, farkli ¢oziintirlik
ozellikleri yardimi ile sivi faza aktarilmasidir. Sivi-sivi ekstraktsiyonu ve kati-sivi
ekstraktsiyonu olarak iki sekildedir. Sivi-sivi ekstraktsiyonunda; birbirine karigmayan iki
stvinin yogunluk farkindan yararlanilarak ayirma hunisinde yogun olan sivinin alta, daha az
yogun olan sivinin ise liste ¢ikmasi prensibi uygulanir. Kati- sivi ekstraktsiyonunda
ogitiilmiis kati ornegin sivi ¢oziicii ile birlestirilmesiyle kati drnegin bilesenlerinin sivi

¢oziicliye gecmesinin saglanmasidir. Kati-sivi ekstraktsiyonun ana agamalar1 su sekildedir;
1. Coziicliniin kat1 rnegin igine girisi,
2. Swvt yardimiyla bilesenlerin ¢éziinmesi,
3. Cozilinen bilesenlerin kat1 6rnegin disina ¢ikmast,
4. Coziinen bilesenlerin kat1 6rnegin dis ylizeyinden ¢ozeltiye gegisi,
5. Ekstraktin katiya gore hareketi,
6. Ekstrakt ve katinin ayrilmasidir (122).

Geleneksel ekstraktsiyon yontemlerinde kullanilan ¢oziiciiniin se¢imi, fenolik
bilesigin ozelligine, kullanilacak kromatografik ydntem igin c¢oziicii eslesmesine ve
ekstraktin iglenecegi son iiriin géz oniinde bulundurulmalidir. Kullanilacak olan ¢oziiciiler
tercih edilirken ozellikle saglik ve gida sektoriinde gliserol ve su gibi toksik olmayan

coziiciilerin ekstraktsiyonda kullanimi daha uygun olmaktadir. Hidrofilik karakterli fenolik
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bilesikler i¢in genellikle su veya sulu tamponlar kullanilabilir. Suda sinirli ¢ziiniirliige sahip
analitler icin, bazik bilesiklerin ekstraktsiyon verimini arttimak i¢in pH<7 olan sulu
tamponlar kullanilir. Bu sekilde analit molekiilleri ayrisir ve sulu ¢oziicli igindeki
¢ozintrlugl artar (123). Coziiciiler disinda ekstraktsiyon isleminde zaman 6nemli bir
kriterdir. Bu nedenle zaman kaybin1 6nlemek i¢in ekstraktsiyon oncesi diflizyon hizi, kati
fazin hazirlanmasi, sicaklik ve kat1 materyalin nemi de belirlenmesi gereken ve ekstraktsiyon

hizina etkileyen faktorlerdir (124).
2.11. Nanoteknoloji

Nanoteknoloji, molekiiler boyutlardaki maddelere yeni ve gelismis oOzellikler
kazandirmak amaciyla, gelismeye agik bir teknoloji dalidir (125). Fiziksel, biyolojik ve
kimyasal sistemlerin iiretimini ve uygulanmasini, ayrica nano boyutlardaki materyallerin
daha biiyiik sistemlere entegrasyonunu saglayan bir alandir (126). “Nano” kelimesi, fiziksel
bir biiylikliiglin milyarda biri anlamina gelmektedir. Nanoteknolojide Ol¢me birimi
nanometre (nm)’dir. Bu teknoloji alaninda 100 nm’den daha kiiciik materyallerin

karakterizasyonu, kullanim alanlari, liretimi ve islenmesi lizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir

(127-129).
2.12. Nanopartikiil

1-100 nm araliginda boyutlara sahip maddeler nanopartikiil olarak adlandirilir.
Nanopartikiiller, dokme malzemenin daha biiyiik partikiillerine oranla tamamen yeni veya
gelistirilmis Ozellikler ortaya ¢ikartirlar ve bu yeni 6zellikler, partikiillerin biiytkligi,
dagilimi1 ve morfolojisi gibi spesifik 6zelliklerde meydana gelen degisiklik nedeniyle elde
edilir (130, 131). Bu molekiiller, hacimsel yapili malzemelerden ¢ok daha farkli ve iistiin
olarak kabul edilen oOzellikler sergilemelerinden dolayi, giiniimiizde biyoteknoloji, tip,
biyomedikal, kozmetik, eczacilik ve kimya sektorleri basta olmak {izere birgok alanda aktif
ve etkili olarak kullanilmaktadirlar (132). Nanopartikiiller, nano &lgekli boyutlara
yaklastikca makro boyutlardaki 6zelliklerine kiyasla farkli ve iistiin kabul edilen ve makro
boyuttayken sahip olmadig1 yeni kimyasal ve fiziksel 6zellikler kazanmaktadirlar (133).
Nanopartikiillerin nano boyutta olmalar1 hiicre membranini daha kolay ge¢melerini, hiicre
ici materyallerle etkilesmelerini ve buna bagli olarak hiicreye zarar vermelerini

saglamaktadir (134).
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2.13. Giimiis Nanopartikiil (AgNP)

Metalik giimiis, beyaz renkli, parlak gdriinimde doviilebilir ge¢is metali olan bir
elementtir. Tiim metaller arasinda giimiis, en yiiksek elektriksel iletkenlige, en diisiik temas
direncine, termal iletkenlige, yiiksek optik yansima 6zelligine sahip olan metaldir. Saf
giimiis hava ve suda kararli bir yap1 gosterir. Ag°, Ag*, Ag®*, Ag®* olmak iizere dort farkls
yiikseltgenme basamagina sahiptir. Ag suda ¢éziinmez, ancak metalik tuzlari olan AgNO3
ve AgCl suda ¢oziinme 6zelligine sahiptir (13). Yiizey etkileri ve kuantum etkileri NP’leri
yigin formundan ayiran iki énemli faktordiir. Bu etkilerden dolayi, malzemelerin optik,
kimyasal, elektrik, mekanik ve manyetik O6zelliklerinde 6nemli degisiklikler meydana
gelmektedir. Bu nedenle nano-giimiis, yigin haldeki giimiis de bulunmayan ve tibbi
uygulamalarda ¢ok faydali olan benzersiz optik ve fiziksel 6zelliklere sahiptir (135). Giimiis
nanopartikiiller hiicrede, radikal olusumu tesvik etme, hiicre duvari tahribi, protein sentezi
engellenmesi, elektron tagima sistemini olumsuz yonde etkileme, DNA ve enzim sistemini
hasara ugratma gibi durumlarla etkilerini gosterirler (134). Son yillarda sahip oldugu
ozelliklerinden o6tiirti, endiistriyel, evsel ve saglikla ilgili iirlinlerde, gida endiistrisinde, optik
sensorler ve kozmetik iriinlerinde, klavyeler, yara bantlar1 ve biyomedikal cihaz
kaplamalarinda, ilag endiistrisinde, ortopedilerde, ilag saliniminda ve antikanser ajan

caligmalarinda kullanilmaktadir (136, 137).
2.13.1. Giimiis Nanopartikiillerin Sentez Yontemleri

AgNP’lerin sentezi i¢in fiziksel, kimyasal veya biyolojik yontemler kullanilabilir.
Yapisal olarak bakildiginda, NP’lerin sentez yontemlerinde “yukaridan asagi (top down)”’
ve “asagidan yukari (bottom up)” olarak adlandirilan iki ana yaklasim kullanilmaktadir
(Sekil 2. 5.). NP’lerin biyolojik ve kimyasal sentezi, atom veya molekiillerden nano boyutta
yap1 olusumunu saglayan asagidan yukariya (bottom up) yontemine dayanmaktadir. Metalik
NP’larin fiziksel sentezinde ise, hacimsel malzemeye disaridan mekaniksel veya kimyasal
islemler ile enerji verilmesi sonucunda malzemenin nano boyuta kadar kiiciik parcgalara
ayiran yukaridan asagi (top down) yoOntemine dayanmaktadir. NP’lerin iiretimi igin
“asagidan yukariya” teknigi hata oran1 diigilk monodispers nanoyapilarin elde edilmesi i¢in

daha uygun bir yontem olarak kabul edilmektedir (13, 138).
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Sekil 2.5: Nanopartikiil sentezinde top-down ve bottom-up yaklasimi (139).

2.13.1.1.Fiziksel sentez

Nanopartikiillerin fiziksel sentezinde, atmosferik basing altinda tiip firin1 kullanilarak
buharlasma yogunlastirma yoluyla gergeklestirilir (140, 141). Fiziksel yontemler sayesinde
dar boyutta NP elde edilmesi, iiretimin hizli olmasi, indirgeyici ajan olarak 1sin kullanilmasi
ve tehlikeli kimyasallar icermemesi gibi avantajlar1 olmasi yaninda, iiretimi sirasinda pahali
ekipmanlara ihtiya¢ duyulmasi, diisiik verim ve ekonomik olmayan yiiksek enerji tiiketimi,
¢oziicii kirliligi ve homojen dagilim goriilmemesi nedeniyle bircok dezavantaji da mevcuttur

(142, 143).
2.13.1.2.Kimyasal sentez

Nanopartikiillerin kimyasal sentezinde, sol-jel prosesi, elektrikle biriktirme,
kimyasal buhar biriktirme, kimyasal ¢6zelti biriktirme ve ¢okeltme gibi yontemler kullanilir
(144). Kimyasal sentez sonucunda, dallanmis polietilenimin pozitif yiiklii nanopartikiiller
meydana gelir (145, 146). Bu sentez yontemi fiziksel senteze gore biiylik 6l¢ekte tiretim daha
ucuzdur ancak cevreye zararli toksik kimyasallarin kullanilmasi yontemin dezavantajidir.

Kullanilan bu kimyasallar NP yiizeyine adsorbe oldugundan medikal kullanima sinir

olusturmaktadir (147, 148).
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2.13.1.3.Biyolojik (Yesil) sentez

Biyosentez diger adiyla yesil sentez; mantar, alg, maya ve bitkilerden elde edilen
ekstraktlar indirgeme, kaplama ve stabilize edici ajan olarak kullanilarak gercgeklestirilen
nanopartikiil sentezidir (149, 150). Nanopartikiillerin sentezi igin biyolojik materyaller
kullanimiyla ekonomik, ¢evresel agidan giivenli ve biyolojik olarak uyumlu prosediirlerin
gelistirilmesi arzu edilmektedir. Biyolojik yontemler ile nanopartikiillerin sentezi, gevre
dostu, ekonomik ve toksik olmayan 6zellikleri sayesinde fiziksel ve kimyasal yontemlere
gore daha avantajlidir (151). Yesil sentez yontemiyle iiretilen nanopartikiillerin bir¢ok
uygulama alani oldugundan ve g¢evresel olarak artan ihtiya¢ nedeniyle genis ilgi gormiistiir

(Sekil 2. 6.).
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Sekil 2.6: Metal nanopartikiillerinin biyolojik sentezi ve uygulamalari (152).
2.13.1.4.Bitki Ekstrakti Kullanarak Giimiis Nanopartikiil Sentezi

AgNP sentezinde bitki ekstraktlarinin kullanimi oldukca yaygin olan ¢evre dostu
tiretim yontemidir (153). AgNP’ler bitkinin tiimiinden, kok, govde, yaprak ve tohum gibi
bitkinin belirli kisimlarinin ekstrakti kullanilarak sentezi saglanabilir. Bitki ekstraktinin
kullanildig1 sentez ¢alismalarin sayis1 2009'dan bu yana giderek artmistir (154). Ozellikle
tibbi bitkiler kullanilarak AgNP'lerin biyolojik sentezleriyle ilgili rapor edilen ¢aligmalar
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gelecek vadetmektedir. Bitki ekstraktinda suda ¢oziinmiis olarak bulunan flavonoidler,
terpenoidler, ketonlar, aldehitler, fenol tiirevleri, amitler, karboksilik asitler, organik asitler,
kinonlar giimiisiin indirgenmesinden sorumlu temel fitokimyasallardir (155). Bilimsel
arastirmalar bitkilerin yliksek seviyede suda ¢oziiniir polifenol ve antioksidanlar igerdigini
ortaya c¢ikarmistir. Fenolik bilesikler, metallere baglanabilen ve selat etkisi gosteren
hidroksil ve ketonik gruplara sahiptir (156). Bazi arastirmacilar, quercetin gibi
flavonoidlerde bulunan -OH gruplarinin, gimiis iyonlarinin AgNP'lere indirgenmesinden
sorumlu olabilecegini belirtmistir (Sekil 2. 7). Muhtemelen flavonoidler enol formundan
keto forma tatomerik doniigiim sirasinda, giimiis iyonlarint AgNP’lerine indirgeyen reaktif
hidrojen atomu salimi yapmaktadir (157). Bitkiler diger canli organizmalara nazaran NP
sentezinde daha hizli bir reaksiyon c¢izgisine ve verimine sahip olduklarindan, biyolojik
sentezde kullanimlar1 ayrintili agsamalara, hiicre i¢i sentez veya ¢oklu saflastirma adimlarina
gerek duyulmadigi iginde avantajlidir (158, 159). Bitki ekstraktinin bioindirgeme potansiyeli
mikrobiyal senteze gore daha ytiksektir. Bununla birlikte AgNP sentez isleminden sonra elde
edilen atik tirtinler genellikle ¢cevre ile uyumludur. Bitki aracili sentez neredeyse sifir kirlilige
sahiptir. Ayrica bitki ekstraktinda bulunan fitokimyasallarin metal iyonlarini indirgemesi
disinda olusan NP’leri stabilize ettigi bilinmektedir (154, 160). Bu yontem ¢evre dostu,
giivenli, saglikl1 yapilara toksik olmayan ve diigiik maliyetli {iretimiyle, teropatik kullanim
icin ideal olmaktadir. Bu olumlu 6zellikleri sayesinde diger sentez yontemlerine alternatif

olusturmustur (161-163).
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Sekil 2.7: Bitki ekstraktinda bulunan polifenollerle kapli AgNP’ler (155).
2.14. Biyojenik Nanopartikiillerin Avantaji

Biyolojik yollardan elde edilen nanopartikiiller biyouyumlu ve diisiik

sitotoksisiteliyken, fiziksel ve kimyasal yontemlerle iiretilen nanopartikiiller, sentez
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sirasinda nanopartikiillere baglanan yan {irlinlerin toksik olmalar1 nedeniyle biyomedikal
uygulamalarda biyolojik olarak sentezlenmis nanopartikiilleri kullanmak daha avantajlidir
(165). Biyosentez yontemiyle iiretilen bu molekiiller hizli bir sekilde, ¢evreye zararsiz ve
ekonomik olarak {iretiminin saglanmasi yoniiyle de avantajlidir. Bu avantajlarin yan sira,
bitki, mantar ve alg gibi biyolojik yapilar ile sentez saglandiginda, bu yapilarin kendi
kendilerine kaplama ve stabilize etme ajanlari olarak hareket ettigi i¢in, bu yollardan
sentezlenen nanopartikiiller baska stabilize edici ajanlara ihtiya¢ duymadan firetilebilir
(152). Baska bir Ozellikleri ise, biyolojik nanopartikiillerin yiizeylerinde bulunan ve
biyolojik sistemler ile etkilesim halinde olan korona tabakalari, ciplak biyolojik
nanopartikiiller iizerinde etki oranini arttirarak, nanopartikiillerin kompleks biyolojik sivilar
ile temas ettigi zaman kademeli ve secici olarak biyomolekiilleri yiizeylerinde toplama
ozelligi kazandirirlar (167). Bu sayede biyolojik kaynaklardan sentezlenen nanopartikiillerin
aktif bilesenlere baglanmasi daha kolaydir. Tibbi bitkilerde, farmakolojik 6zelliklere sahip
metabolitlerin sentezlenen nanopartikiillere baglanarak daha etkili hale geldigini ve
nanopartikiillere daha fazla 6zellik kattigin1 yapilan ¢alismalarda ortaya konulmustur (168).
Nanopartikiillerin biyolojik sentezinin bir diger avantaji da fizikokimyasal sentezde
nanopartikiillerin aktif hale gelebilmesi i¢in yiizeylerine bazi fonksiyonel gruplarin
eklenmesi gerekirken biyolojik yollarda sentezlenen nanopartikiillerde bu durumun

gerceklesmesine gerek duyulmamaktadir (165).
2.15. Nanopartikiillerin Kanser Tedavisinde Kullanimi

Kanser tedavisinde kullanilan ajanlarin etkilerini maksimuma ¢ikarmak ve olusan
yan etkileri minimuma indirmek i¢in nanoteknoloji alanindan yararlanilmaktadir (169).
Matsumura ve Maeda tarafindan 1986’da yapilan ¢alismada, nanopartikiillerin tiimdr dokusu
icine girerek burada biriktigini kesfetmislerdir (170). Bu gelisme ile arastirmacilarin
dikkatini ¢ceken nanopartikiillerin antikanser ilaclarin taginmasi konusunda arastirmacilar
yeni calismalar yapmaya tesvik etmistir. Saglikli dokularda, vaskiiler endotelyal tabaka
yabanci molekiillerin hiicre igerisine gegisini engeller. Ancak kanserlesen dokularda
neovaskiiler yap1 yliksek oranda bozuldugundan ve vaskiiler endotelyal tabaka iizerinde
genis bosluklar meydana geldiginden, hiicre icinden madde ¢ikist ve hiicre ig¢ine yabanci
molekiillerin girisi meydana gelir (169). Normal saglikli dokunun tizerinde bulunan porlarin
cap1 yaklasik 9 nm ve 50 nm arasi olan siki duvarlara sahiptir. Ancak, kanserli dokular,

gevsek kilcal duvarlara sahiptir ve 100 nm’den kiiciik yabanci partikiillerin gecisine
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kolaylikla izin verirler. Kanserli dokularda lenf sistemi de bulunmaz. Bu durum sonucunda
da nanopartikiiller tiimorlii dokuya niifuz ettikten sonra bir daha buradan kolayca

¢ikarilamazlar ve kanserli dokunun yapisini bozarlar (171).
2.16. Bitki Ekstrakthh AgNP’lerin in-vitro Sitotoksik Etkileri

Hiicre kiiltlirii ¢alismalari, ¢ok hiicreli organizmalara ait hiicrelerin, laboratuvar
ortaminda, flasklarda, uygun nem, 1s1, besin gibi ortam sartlarinin saglanmasiyla
kontaminasyondan uzak bir sekilde c¢ogaltilmasinin saglanmasidir. Herhangi bir canli
organizmadan alinan hiicrelerin laboratuvar ortaminda yasatilabilmesi, alinan bu hiicrelerin
caligmalarda kullanilabilmesi ve bir¢ok etik kaygiy1 gidermesi hiicre kiiltiirii caligmalarinin
tercih edilme sebeplerindendir. Sitotoksisite testi, bir maddenin toksik potansiyelinin olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla yapilir. Hiicre diizeyinde yapilan sitotoksisite
caligmalari, uygulamasinin kolay olmasi ve in vivo ¢alismalardan elde edilen verilerle uyum
gostermesi sebebiyle, hayvan deneylerine alternatif olarak ortaya ¢ikmistir ve sikca tercih
edilir hale gelmistir (89). Son yillarda, NP’ler ve NP bazli ilag salim sistemleri, biyomedikal
alanda tam ve tedavi amagh yaygm olarak kullanilmaktadir. Oncelikle NP’lerin giivenli
kullanimi i¢in in vitro test uygulamalari yapilmalidir. Bu yapilarin hiicreler {izerinde hafif
sitotoksisite bile gostermesi, terapotik ¢alismalarda NP’lerin kullanimini sinirlayabilir. Bir
NP’nin toksisitesi, biiylik dlgiide fiziksel, kimyasal ve yapisal 6zelliklerine bagli olarak
ortaya cikar. AgNP'ler ile ilgili yapilan ¢aligsmalarda bir¢ok yarar sagladig1 goriilsede, genel
toksisiteleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. AgNP'lerin bakteri, virlis veya insan
hiicreleri tizerindeki toksik etkileri izerine yayinlanmis az sayida ¢alisma bulunmaktadir ve
bu c¢alismalarin bazilarinda farkli ve ¢eliskili sonuglar ortaya ¢iktigi bildirilmistir. Bu
nedenle NP’lerin toksisitesini incelemek i¢in yeni yontemler gelistirilmesi ve farkli biyolojik
sistemler tizerindeki etkilerinin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi bu molekiillerin
etkisinin daha iyi anlagilmasin1 saglayacaktir. Yapilan ¢alismalarda genel olarak NP’lerin
toksisitesinin ~ biyolojik  sistemlerin  karmasikligi arttikga hassasiyetin  azaldigi
varsayilmaktadir. Bununla birlikte ¢alismalarda AgNP'lerin etkisi arastirilirken kullanilan
biyolojik gruplarin sayisinin az olmasi, kiiltlir ortam1 ve kosullarinin farkliligi, sentezde
farkli kaplama ajanlarinin kullanilmasi toksisite karsilastirmalarinda zorluklara sebep
olmaktadir (172).
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2.17. Literatiir Arastirmasi

Farkli bitki ekstraktlar1 kullanilarak sentezlenen AgNP ile ilgili yapilan bazi

caligmalar agagida sunulmustur.

Ramar ve arkadaslari (173), Solanum trilobatum meyve ekstraktindan sentezledikleri
AgNP'lerin yiiksek antibakteriyel ve antikanser 6zelliklerini, patojenik bakteriler ve MCF-7
hiicre hatti iizerinde incelemislerdir. Glimiis nanopartikiillerin in vitro sitotoksisitesi, farkli
konsantrasyonlarda (5-50 pg/mL) MCF-7 hiicrelerine karst  degerlendirdikleri
caligmalarinda, 24 saat maruziyette bu AgNP'lerin MCF-7 hiicre hattina kars1 sitotoksik etki

gosterdigini bildirmislerdir.

Mukherjee ve arkadagslari (174), yaptiklar antikanser ¢alismalarinda, Olaxscandens
yapragindan elde edilen biyolojik giimiis nanopartikiillerin ilag dagitimi, biyo-uyumluluk ve
goriintiileme  hizlandiricr  aktivite acisindan kimyasal olarak sentezlenen giimiis
nanopartikiiller ile kiyaslandigi zaman daha iyi etki gdsterdigini belirlemislerdir. Bu
biyolojik nanopartikiiller A549 (insan akciger kanseri), B16 (fare melanom), ve MCF-7
(insan meme kanseri) kanser hiicresi hatlarinda yiiksek antikanser aktivite gosterdigini

bildirmislerdir.

Ivan ve arkadaslar1 (175), yaptiklar1 ¢aligmada giimiis nanopartikiillerin hem meme
kanseri (MCF-7) hem de akciger kanseri (A549) hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisini
tespit etmislerdir. Sonuglar, bu calisma sirasinda kullanilan AgNP'lerin, her iki hiicre hatt1
lizerine sitotoksik etkisinin oldugunu gostermistir. Bu sitotoksik etkinin, canliligi ve

proliferasyonu azalttigi, apoptoz yoluyla hiicre 6limiinii gergeklestirdigi saptanmustir.

Khorrami ve arkadaslar1 (176), yapmis olduklar1 ¢alismada yesil sentez yontemi
kullanilarak Juglans regia ekstrakti ile olusturduklari giimiis nanopargaciklarin MCF-7
kanser hiicre hattina kars1t sitotoksik etki ettigini gozlemlemislerdir. 60 pg/mL
konsantrasyonda AgNP'ler ve bitki ekstraktinin MCF-7 hiicrelerine kars1 sirastyla %70 ve
%42 sitotoksisite sergiledigi bildirilmistir.

Jang ve arkadaglar1 (177), Lonicera hypoglauca bitkisinin sulu ekstraktiyla
olusturduklar1 glimiis nanopartikiillerin MCF-7 hiicre hattina sitotoksik etkisini
arastirmiglardir. Glimiis NP'lerin apoptoz indiiksiyonu ile MCF-7 hiicrelerine 6nemli 6lgtide

toksik iken, normal bagisiklik sistemi hiicrelerine toksik etki olusturmadigini bildirmislerdir.
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Vivek ve arkadaglar1 (178), Annona squamosa ekstrakti kullanarak elde ettikleri
giimiis nanopartikiilleri HBL-100 ve MCF-7 hiicre hatti iizerine etkisini arastirdiklari
caligmalarinda, MCF-7 hiicrelerine kars1 biyosentezlenmis AgNP'lerin  inhibitor
konsantrasyonu (1Cso) 24 saatte 50 pg/mL ve 48 saatte 30 pg/mL oldugunu tespit etmislerdir.
Bununla birlikte, biyosentezlenmis AgNP'lerin HBL-100'e (normal meme epitel hiicreleri)
kars1 daha diislik konsantrasyonda anlamli sitotoksisite gostermedigini, 24 saatte 80 pg/mL

ve 48 saatte 60 pg/mL dozlarda arttiginda sitotoksisitenin arttigini bildirmislerdir.

Rashidipour ve Heydari ‘nin (179) yapmis olduklar1 ¢alismada, Zeytin yapragi
ekstrakt1 kullanarak sentezledikleri AgNP’lerin, MCF-7 kanser hiicre hattina kars1 sitotoksik
etkisini incelemislerdir.Calismada kullanilan saflastirilmis AgNP'lerin (dozlar 10 -50
ug/mL) ve zeytin yapragi ekstresini igeren AgNP’lerin (dozlar 0.008-0.040 ug/mL) MCF-7
hiicre hattina kars1 24 saatlik inkiibasyonunda inhibe edici konsantrasyonun (ICsp), sirasiyla

50 ve 0.024 pg/mL oldugunu bildirmislerdir.

Deveraj ve arkadaslart (180), Couroupita guianensis bitkisinin yapraklarini
kullanarak sentezledikleri AgNP’leri doza bagl olarak (0—100 pug/mL) MCF- 7 hiicre hattina
kars1 sitotoksik etkisini degerlendirmislerdir. Yiiksek oranda sitotoksik oldugunu tespit
edilen AgNP’lerin 24 saat sonucunda MCF-7 hiicreleri lizerindeki minimum inhibitor

konsantrasyonu (ICsp) 20 pg/mL'de oldugu bildirilmistir.

Sahin ve arkadaglar1 (181), nar ekstrakti ile sentezledikleri giimiis nanopargaciklarin
kombinasyon tedavisinin MCF-7 hiicre kiiltiirii tizerinde etkili olup olmadigini arastirdiklari
calismalarinda, sentezlemis olduklar1 nanopartikiillerin sitotoksik etki gosterdigini
bildirmislerdir. Elde edilen sonuglar, biyosentezlenmis AgNP'lerin, (ICsp) 12.85 pg/mL'lik
bir dozda MCF-7'nin proliferasyonunu inhibe edebilecegini ve anti-biiyiime durdurucu

MCEF-7 hiicre hattina kars1 AgNP'lerin proliferasyonunu inhibe edebildigini bildirmislerdir.

Anand ve arkadaglart (182), AgNP sentezi i¢in Malus domestica ekstrakti
kullandiklar1 ¢alismalarinda, AgNP’lerin MCF-7 hiicre hattina karsi sitotoksik aktivite
gosterdigini, antibakteriyel ve radikal siipiiriici potansiyele de sahip olduklarini
bildirmislerdir. Hiicre biiylimesi tizerindeki sitotoksisite etkisi farkli konsantrasyonlarda
(10-100 pg/mL) gozlenen MdAgNP'lerin ICsg degeri, MCF-7 hiicrelerinde 3.45 pg/mL ve
HEK-293 hiicrelerinde 6.01 pg/mL olarak tespit etmislerdir.
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Venugopal ve arkadaslar1 (183), Beta vulgaris ekstrakti kullanarak sentezledikleri
AgNP’lerin MCF-7, A549 ve Hep-2 hiicre dizisine kars1 doza bagli sitotoksisitesini (10-100
pug / mL) arastirdiklar1 galismalarinda, Beta vulgaris sulu ekstresinin MCF7, A549 ve Hep-
2 hiicre hattina kars1 sitotoksisite aktivitesi, 48 saatlik inkiibasyon i¢in ICso degerleri yaklasik
70 ug/mL olarak bulunmusken, Beta vulgaris’ten sentezlenen AgNP'lerin MCF7, A549 ve
Hep2 hiicre hattina kars1 sitotoksisitesi ise 48 saatlik inkiibasyon i¢in ICso degerleri 47.6,
48.2 ve 47.1 pg/mL oldugunu tespit etmislerdir.

Sudha ve arkadaslar1 (184), yaptiklari galismada giimiis nanopartikiilleri sentezlemek
icin indirgeyici ajan olarak Lippia nodiflora’nin hava kisimlarindan yapilan sulu
ekstraktlarini kullanmiglardir. Sentezlenen glimiis nanopartikiillerin 5-100 ug/mL dozlarinda
MCF-7 meme kanseri hiicre soylarmma karsi doza bagimli bir sekilde sitotoksik etki
gosterdigini ortaya koymuslardir. Biyosentezlenmis AgNP'lerin 24 saatlik uygulamasinda
elde edilen ICso degerini 40 pg/mL olarak tespit etmislerdir.

Krishnan ve arkadaslari (185), Piper nigrum oziitii kullanilarak indirgedikleri
AgNP’leri, MCF-7 ve Hep-2 hiicrelerine kars1 doza bagli (10-100 pg/mL) sitotoksik etkisini
aragtirmiglardir. MCF-7 hiicre hattina kars1 inhibe edici konsantrasyon (ICsg) Piper nigrum
bitki ekstrakti icin 54 pg/mL, fitom aracilt AgNP'ler icin 52 pg/mL , Hep-2 hiicreleri i¢in 43
pg/mL olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Kelkawi ve arkadaslar1 (186), AgNP sentezi icin Mentha pulegium &ziitlerini
indirgeyici ve stabilize edici ajanlar olarak kullandiklar1 calismasinda AgNP'lerin MCF-7
ve HeLa kanser hiicreleri lizerine antikanser etkinlik gosterdigini bildirmislerdir .48 saat
olarak 5- 100 pug/mL arasinda uyguladiklar1 dozlarda %58'den fazla 6liim tespit ettiklerini

bildirmislerdir.

Sathishkumar ve arkadaslar1 (187), yaptiklari ¢alismada Alternanthera tenella'nin
sulu yaprak ekstrakti kullanilarak AgNP sentezini gergeklestirmislerdir. Fitosentezlenmis

AgNP'lerin ICso degeri 67 pg/mL olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Aydin ve Pehlivanoglu’nun (95) giimiis nanopartikiillerin sentezi i¢in biberiye 6zlitii
kullandiklar1 ¢alismada, AgNP’lerin MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde sitotoksik etkisinin
oldugunu tespit etmislerdir. Giimiis nanopartikiillerin farkli konsantrasyonlarda (0-

10pg/mL) MCF-7 hiicreleri iizerinde in vitro sitotoksisitesi MTT testi ile
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degerlendirmislerdir. Inkiibasyonun 24. saatinde AgNP’lerin 5ug/mL ve daha yiiksek
konsantrasyonlariin %100 sitotoksik oldugu bildirmislerdir.

Kajani ve arkadaslar1 (188), Taxus baccata ekstresi kullanilarak sentezledikleri
anizotropik giimiis nanopartikiillerin, MCF-7 hiicre hattina kars1 giiclii antikanser etkilerini
inceledikleri c¢aligmalarinda, 48 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra AgNP’lerin ICso

degerini 0,25 pg/mL olarak tespit etmiglerdir.

Venugopal ve arkadaslar1 (189), Syzygium aromaticum bitki ekstrakti kullanilarak
sentezlenen glimiis nanopartikiillerin, in vitro ortamda MCF-7 ve A549 hiicrelerine karsi
farkli dozlar (10-100pg/mL) uygulanarak sitotoksik etkisini aragtirmiglardir. Bitki
ekstraktinin uygulanmastyla elde edilen ICso degerleri MCF-7 hiicleri i¢in 70 pg/mL, A549
hiicreleri igin 70pg/mL , fitom aracili AgNP'lerin ICso degerleri ise MCF-7 hiicre hatt1 i¢in
60 pg/mL, A549 hiicrelerine kars1 50 pg/mL olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Sre ve arkadaslar1 (190), AgNP’lerin yesil sentezi i¢in Erythrina indica kok ekstresi
kullandiklar1 ¢alismalarinda, AgNP’lerin in vitro antikanser ve antibakteriyel aktivitesini
aragtirmiglardir. Sentezlenmis AgNP’lerin 25 pg/mL dozda uygulanmasiyla, hiicrelerin
yasama ytizdesini MCF-7 hiicre hatti i¢in 23,89 + 0,39 ve HEP G2 i¢in 13,86 + 0,95 olarak

tespit etmislerdir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Bitki Orneklerinin Elde Edilmesi ve Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan Primula vulgaris bitki 6rnekleri 2019 yili Ilkbahar
mevsiminde Samsun’un Salipazar1 (enlem 41° 4' 50" N, boylam 36° 49' 36' E) ilgesinden
toplandi. Tiir teshisi, Kirsehir Ahi Evran Universitesi Ziraat Fakiiltesi Ogretim Uyesi
taksonomi uzmani Dr. Ekrem AKTOKLU tarafindan yapildi.

Bitki 6rnekleri kurutma islemine gecilmeden 6nce musluk suyu, sonrasinda ise saf
su ile yikanarak temizlendi (Sekil 3. 1). Bitki numuneleri yaprak, kok ve ¢icek kismi
ayrilarak 50 °C'de 24 saat etiivde kurutuldu ve mekanik miiller kullanilarak toz haline

getirildi.

Sekil.3.1: Primula vulgaris bitki ornekleri (A: taze ¢igek, B: kurutulmus ¢i¢ek C: kurutulmus
yaprak, D: kurutulmus kok).
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3.2. Primula vulgaris Bitki Ekstraktlarmin (PVE) Hazirlanmasi

Bitki ekstraktsiyonu i¢in 10 g toz haline getirilmis bitki 6rnegi 100 mL saf su ile 15
dakika kaynatildi (191). Kaynatma isleminden sonra 15 dakika bekletildi. Whatman Grade
No.l (11 um) filtre kagidindan siiziilerek (Sekil.3. 2) beherlere aktarildi ve sonraki
islemlerde kullanilincaya kadar agizlari kapali sekilde +4 °C’de saklandi. Bu islemler kok,
yaprak ve ¢igek i¢in ayr1 ayr1 uygulandu.

Sekil.3.2: Bitki ekstraktsiyonu sonrasi yaprak, ¢icek ve kok 6rneklerinin filtrasyonu.
3.3. Primula vulgaris Yiiklii Giimiis Nanopartikiil (PVLAgNP) Sentezi

10 mL PVE siiziintiisiine kademeli olarak (10 ila 102 mol/L) 90 mL AgNOs (Merck,
Almanya) ¢ozeltisi eklendi (Sekil 3. 3). Hazirlanmis olan 6rnek 151k almayacak sekilde oda
kosullarinda 24 saat bekletildi. Bu siire sonunda 6rneklerin renginin kahverengiye doniistiigii
(Sekil 3. 4) makroskobik olarak gozlendi. Renk degisimi PVLAgNP’lerin olusumunu
kamtlamaktadir (192, 193). Indirgenme islemi tamamlanmis olan bitki ekstrakti yiiklii
AgNP’ler falkon tiiplere aktarilarak 4500 rpm hizda 1 saat santifiij edildi. Ardindan falkon
tiipiin tist kismindaki sivi kisim atildi ve tiipiin dip kisminda biriken kat1 6rnek ependorf
tiplere (Sekil 3. 5) aktarildi. Bu adimlardan sonra liyofilizasyon islemiyle
(Labconco/FreeZone Plus 12 Liter) PVLAgNP’ler kat1 olarak elde edildi. Liyofilizasyon,
biyolojik iriinlerin bozulmadan kalmasini saglamak ve oda sicaklifinda daha kolay
depolayabilmek amaciyla azaltilmis basing altinda dondurulan numuneden suyun

uzaklastirilmasi prensibine dayanan bir kurutma yontemidir (194, 195).
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Sekil 3.3: AgNO3 ¢ozeltisi konsantrasyonunun AgNP olusumlarina etkisi.

Liyofilize bitki ornekleri (LPE), 10 mL PVE siiziintiisiine AgNOs c¢ozeltisi
eklenmeden yukarida belirtilen iglemler uygulandi ve liyofilizasyona tabi tutularak elde
edildi. Uygulamalar igin PVLAgNP’ler ve LPE’ler den 10 mg alinarak 50 mL’lik balon
jojeye aktarildi. 20 mL saf su eklenerek ultrasonik su banyosunda 2 dk boyunca sonikasyona
tabi tularak partikiillerin su icerisinde homojen dagilmasi saglandi. Boylece PVLAgNP’lerin
ve LPE’lerin 500 pg/mL konsantrasyonunda uygulama ¢ozeltileri elde edildi.
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Sekil 3.4: AgNOs eklenmis ekstraktsiyon 6rneklerinin 24 saat sonundaki goriintiileri.
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Sekil 3.5: Filtrasyon sonrasi santrifiijlenen bitki 6rnegi (A), Liyofilize edilmek i¢in ependorf

tiiplere aktarilmis 6rnekler (B).
3.4. AgNP Tozunun Uygulamaya Hazirlanmasi

Glimiis nanopartikiiliiniin tek basina etkisini arastirmak amaciyla AgNP tozu (Sekil
3. 6) kiyaslamada kullanildi. Toz halinde hazir olarak satin alinmig AgNP tozu (partikiil
boyutu, 48 nm-78 nm) (Nanografi,ABD), 10 mg tartilarak 20 mL saf suda ¢ozdiriildi,

boylece 500 ng/mL konsantrasyonunda uygulama ¢ozeltisi elde edildi.

Li?v"opowder
Mm,';;’:i-:?m Size: 48-780M
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Sekil.3.6: AGNP tozu.

3.5. Cisplatin Cozeltisinin Uygulamaya Hazirlanmasi

Meme kanseri tedavisinde kullanilan bir kemoterapi reaktifi olan Cisplatin (Sekil 3.
7) ¢ozeltisi (25 mg/50 mL-KOCAK FARMA) pozitif kontrol grubu olarak kullanilmak tizere
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satin alindi. Cozelti halinde temin edilen cisplatinden 0,5 mL alinarak saf suyla 20 mL’ye

tamamlandi ve boylece 500 pg/mL konsantrasyonunda uygulama ¢6zeltisi elde edildi.

1 Flakon _

Steril 50 ml

CISPLATIN
= KOCAK wm
25mg/50 ml

LV. INEUZYON ICIN KONSANTRE
SOLUSYON ICEREN FLAKON

Sisplatin
si :

onta
1 dinde kullanilir.

Sekil.3.7: Cisplatin ¢ozeltisi.
3.6. Sentezlenen PVLAgNP’lerin Karekterizasyonu

Bu ¢alismada AgNP’lerin karakterizasyonu i¢in temel teknikler olan SEM, UV-Vis,
XRD, FT-IR, ZETA Potansiyeli testleri kullanilmistir.

3.6.1. UV-Vis Spektrum Analizi

UV-Vis spektrometre ile nanopartikiillerin yiizey plazmon rezonans (SPR)
ozelliklerini belirlemek amaciyla kullanilan 6nemli ve giivenilir bir yontemdir. Bunun
sebebi, her metalin SPR 0zelligi nedeniyle benzersiz ve aywrt edici optik ozellikler
gostermesidir (196). Bu calismadaki UV-Vis spektrometre analizleri Kirikkale Universitesi
KUBTUAM’de hizmet alimi seklinde yaptirildi. 1.0 mL indirgenmis AgNP c¢ozeltileri
alinarak 300-700 nm arasindaki dalga boyu araliginda UV-Vis spektrofotometre (Perkin
Elmer, Lambda 35) ile 6lgiildii.

3.6.2. FT-IR (Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi) Analizi

FT-IR, 15181n dalga boyuna gore nanopartikiiller ile biyolojik ekstraktlarin iligkili
fonksiyonel gruplarin yapisini ve yapisal 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanilan bir 6l¢lim
yontemidir (197). Bu g¢alismadaki FT-IR analizleri (Thermo Scientific, Nicolet 6700)
Kirsehir Ahi Evran Universitesi AHILAB’e hizmet alimi seklinde yaptirilda.
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3.6.3. ZETA Potansiyeli

Zeta potansiyeli, kayma diizlemindeki elektrik potansiyeli olarak tanimlanmaktadir
(198). Bu galismadaki Zeta Potansiyel analizleri (Malvern/Zetasizer, Nano ZSP) Kirikkale
Universitesi KUBTUAM’de hizmet alim1 seklinde yaptirildi.

3.6.4. SEM

SEM, nanopartikiillerin dogrudan gorsellestirilmesiyle boyut, yiizey ve sekil
morfolojisini belirleyen bir goriintiilemedir (199). SEM goriintiileri (FEI/Quanta FEG450)
Bozok Universitesi’nde hizmet alimi seklinde yaptirildi. Gériintiileme igin, ¢ift tarafli
yapiskan karbon iletken bandin bir tarafina 0,5 mg 6rnek koyularak, 8 mm ¢apindaki
aliminyum plakaya monte edildi. Ornek farkli biiyiitmede gdzlemlenerek numunenin

resimleri alindu.
3.6.5. XRD

XRD, dogal ve yapay olarak sentezlenen nanopartikiillerin elemental bilesimi veya
kristalografik yapisi hakkinda bilgi almak i¢in kullanilan bir yontemdir (200). XRD analizi
(PANanalytical, Empyrean) Bozok Universitesi’nde hizmet alim1 seklinde yaptirildi. XRD

cihazi ile 10° ile 90° arasinda 20 araliginda 0,02 adim biiyiikliigi ile analiz edildi.
3.7. Hiicre Kiiltiirii
3.7.1. Hiicre Kiiltiir Medyumunun Hazirlanisi

%10 FBS (Fetal Bovin Serum, HyClone ™), %1 Penisilin-Streptomisin (HyClone
™) RPMI-1640 (25mM HEPES, L-glutamin medium, HyClone ™) maddeleri oda

sicakliginda steril ortamda eklenerek kullanima hazir final hiicre kiiltir medyumu elde
edildi.

3.7.2. Hiicre Kiiltiirii inkiibasyon Kosullari

MCF-7 hiicre hatt1 14. pasaj olarak Baskent Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dali’ndan temin edildi. RPMI-1640 besiyeri medyumu igerisinde %5 CO2 ve 37
°C sicakliktaki inkiibatorde (Biotek NB-203XL (Sekil 3. 8)) T 75 cm? flasklarda steril

sartlarda inkiibe edilerek hiicrelerin ¢cogalmasi saglandi.
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Sekil 3.8: CO; Inkiibatorii.

3.7.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Cogalmakta olan hiicreler flasklarin zemininin %80’in1 kapladiginda hiicreler
pasajlandi. Bu amagla {iremekte olan hiicreler yeteri kadar cogaldiginda flask i¢indeki tiim
besin steril kosullarda pipet yardimiyla ortamdan g¢ekildi. Zemine yapisan hiicreleri
kaldirmak i¢in 5 ml tripsin-EDTA (Capricorn) soliisyonu ilave edildi ve inkiibatorde 5 dk
bekletildi. 5 dk sonunda flask invert mikroskopta (OLYMPUS CKX53/ DP22) incelenerek
hiicrelerin zeminden kalktigi gézlendi (Sekil 3. 9). Soliisyonun tizerine tripsin-EDTA nin
inhibisyonu i¢in tripsin-EDTA hacminin 2 kati medyum eklendi. Falkon tiipe aktarilan
siispansiyonun 1200 rpm’de 10 dk.’lik santrifiij (BECKMAN COULTER/Microfuge®20 R)
islemine tabi tutulmasinin ardindan iist kisimda bulunan tripsin-EDTA soliisyonu
uzaklastirildi. Tiipiin dibinde pellet seklinde bulunan hiicrelerin {izerine taze medyumdan
ilave edilerek olusan siispansiyon 2 adet T 75 cm? flasklara béliinerek her flaskin medyum
miktar1 15 mL’ye tamamlanarak tekrar ekim islemi saglandi. Pasaj islemi tamamlanan

hiicreler 37 °C’de %5 CO2 ortaminda inkiibasyona birakildi.
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Sekil 3.9: MCF-7 hiicre hattinin invert mikroskop goriintiisii (A: pasaj dncesi, B: pasaj sonrasi).
3.7.4. Hiicrelerin Besin Degisimi

Flasklardaki besin renginin degisimi baz alinarak, rengin turuncudan sariya
dontisiimiiyle birlikte, 2 giinde 1 besin degisimi sagland1 (Sekil 3. 10). Kiiltiir igerisindeki
tiim besin steril ortamda pipet yardimiyla uzaklagtirildiktan sonra 15 mL taze besin flasklara

eklendi ve hiicreler 37 °C’de %35 CO2 ortaminda inkiibasyona birakildu.

Sekil 3.10: MCF-7 hiicre hattinin besin degigimi.
3.7.5. Hiicrelerin Dondurulma ve Saklanma Islemleri

Hiicrelerin dondurulabilmesi i¢in 6ncelikle pasajlama prosediirii uygulandi. Bu islem

sonunda santrifiij edilmis hiicrelerin iizerinden tripsin-EDTA soliisyonu uzaklastirildi.
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Falkon tiipteki hiicreler cryo tiiplere aktarildi. Hiicrelerin iizerine 450 pL hiicre medyumu,
450 pL FBS ve 100 uL DMSO (dimetil siilfoksit) ‘den olusan 1 mL ‘lik soliisyon eklendi.
Tiipler dondurma kabinine yerlestirilerek -80 °C’de derin dondurucuda gerektiginde

kullanilmak tizere saklandi.
3.7.6. Hiicrelerin Cézdiiriilme Islemi

Cozdiirme islemi icin hiicreler -80°C derin dondurucudan ¢ikarilarak 37°C’lik su
banyosunda yaklasik 1- 2 dk boyunca ¢oziilene kadar bekletildi. Cryo tiipteki hiicrelerin
tizerindeki stipernatant uzaklastirilarak dipteki pellet ependorf tiipe aktarildi. Oda
sicakligidaki hiicre medyumundan 1 mL pellet tizerine eklendi. 13000 rpm de 5 dk santrifiij
(BECKMAN COULTER/Microfuge®20 R) edildi. Santrifiij isleminden sonra T-75 cm?

flasklara ekilerek iizeri 15 mL taze hiicre medyumu ile tamamland.
3.7.7. Hiicre Sayilarinin Hesaplanmasi

Pasajlama prosediirii uygulanan falkon tiipteki hiicre kiiltiiriiniin {izerindeki
stipernatant uzaklastirildiktan sonra pelletin tizerine 5 mL taze hiicre medyumu eklendi.
Pipetaj yapildiktan sonra 1 mL 6rnek almarak ependorf tiipe aktarildi. Ornegin iizerine
%0,1’lik metilen mavisinden 1 mL eklendi. Metilen mavisi gibi bazi boyalar hiicre
membraninin zarar gérmesi durumunda sitoplazmaya gecerek hiicrenin maviye boyanmasini
saglamaktadir. Thoma laminin her iki yaninda bulunan kanallarin arasinda kalan sayim
alanina 50 pL hiicre siispansiyonu pipetlendi. Mikroskopta 40 x biiyiitmede goriilen canli
hiicrelerin sayimlar1 3 tekrarli sekilde yapildi. Thoma laminda 16 biiyiik kare, her biiyiik
karede 25 kiigiik kare olmak iizere toplam 400 kiiciik kare vardir (Sekil.3. 11). 16 biiyiik
karede bulunan canli hiicreler (Sekil 3. 12) sayild1 ve asagidaki formiile gore hiicre sayisi

belirlendi.
Canli Hiicre Sayisi= Hiicre say1s1 x Diliisyon katsayis1 X 10.000

Cikan sonu¢ 1 mL medyumda ka¢ milyon hiicre oldugunu gosterdi. Boylece sitotoksisite

testi icin e-plakalara ekilecek hiicre sayis1 belirlendi.
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Sekil 3.11: Thoma Lami goriintisii.

Sekil 3.12: Mikroskop altinda Thoma Lamu hiicre goriintiisii (40x Biiyiitme).
3.8. Hiicre Sitotoksisitesinin Belirlenmesi
Bu calismada sitotoksisite analizi i¢in iCELLigence Sistemi kullanilmistir.
3.8.1. iCELLigence Sistemi ile Ger¢cek Zamanh Hiicre Canlihg: Tayini

ICELLigence sistemi (Sekil 3. 13), mikroelektronik biyosensor igeren, gergek
zamanli ve silirekli sonu¢ almayr saglayan ila¢ gelistirmelerinden toksikolojiye, kanser
arastirmalarindan tibbi mikrobiyolojiye vb. bir¢ok farkli uygulama alanlar1 olan bir sistemdir
(201). iCELLigence sisteminde, sisteme 6zel e-plateler kullanilmaktadir. 8°li kuyucuklar

iceren e-plateler tek kullanimliktir. E-plakalarin tabaninda altin elektrodlar bulunmaktadir.
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Bu elektrodlar mikroeletrod sensorler igerirler ve bu elektrodlarin iizerine yapisan hiicreler
bir empedans olusturmaktadir. Mikroelektrod sensorleri sayesinde hiicrelerin biiylimesi,
hiicre morfolojisinin degisimi ve hiicre 6liimii hakkinda empedans bilgileri vermektedir
(202). iCELLigence sisteminin ¢alisma prensibi; adherent (yapisan) hiicrelerin bu e-platelere
eklenmesi ve ardindan platelere tutunmasi, e-platelere tutunan adherent hiicrelerin plateler
tizerinde bulunan mikroelektrodlardan gegen empedans (6z direng) degerinde degisiklik
olusturmasidir (203). Hiicre kaplamasi, hiicre indeksi degeri 0,5’ten az olmayacak ve ideal
olarak hiicre indeksi degeri 1 veya daha yiiksek olarak belirlenmistir (204). Calismada
kullanilacak hiicre sayisinin belirlenmesi hiicre indeksi ile iligkili olup her hiicre hattinin
morfolojilerinin birbirinden farkli olmasindan dolayr farkli hiicre sayilar1 secilebilir. E-
platelerdeki kuyucuklardan alinan empedans degerleri; kuyucuga tutunan hiicre miktarina

kuyucugun elektrod yapisina ve kuyucuktaki iyon konsantrasyonuna bagli olarak

degismektedir (205).

Sekil.3.13: iCELLigence cihaz1 (A), iCELLigence cihaz1 E-plateleri (B).
3.8.2. Hiicrelerin E-platelere Ekilmesi

Hiicrelerin e-platelere ekilmesinde asagidaki siirecler sirasiyla izlenmistir.

E-platenin her bir kuyucuguna 200 pL komplet medyum pipetlendi.
E-plateler cihaza kondu ve 2 dakika siireyle arka plan 6l¢iimii yapildi.
Pasajlama prosediiriine uygun olarak MCF-7 hiicreleri hazirland.

Thoma lamu ile 3 tekrarli olarak hiicre sayimi yapildi (0,64x10% /uL hiicre).
E-plate de her kuyucuga 40 puL hiicre pipetlendi ve nazikce al ver yapildi.

© o k~ w N e

Her kuyunun toplam voliimii 240 pL ‘ye ayarlandi.

40



7. Hicre ekimi bittikten sonra e-plateler cihaza konmadan 6nce 30 dk inkiibatérde

bekletildi.
3.8.3. iCELLigence Hiicre indeksi Ol¢iimii ve Madde Eklenmesi

ICELLigence cihazinin yazilimini i¢eren iPad cihazi ile hiicre indeks degerlerine
bakildi. Hiicre indeks degerleri 24 saat sonunda istenilen seviyeye ulastiginda hiicrelere 2
tekrarla PVLAgNP’lerin ¢o6zeltileri farkli dozlarda (12,50-120 pg/mL) uygulandi.
PVLAgNP’ler 20 mg tartilarak hacimsel siselerde 50 mL saf su ile tamamlandi. Boylece 500
pug/mL  konsantrasyonda PVLAgNP ¢ozeltisi elde edildi. Cozeltiden 500 g/mL
konsantrasyonda farkli dozlarda (12,50-120 pg/mL) kullanildi ve hiicrelere 2 tekrarla
uygulandi. Son hacimler hiicre medyumu ile 600 pL ‘ye tamamlandi. EKkstreler
uygulandiktan sonra her 15 dakikada bir iCELLigence cihazi ile dl¢iim yapilarak 96 saat
boyunca ger¢ek zamanl hiicre canlilig1 analizi gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar RTCA
yaziliminda hiicre indeks degerleri baz alinarak degerlendirildi. PVLAgNP’ler
uygulandiktan sonra RTCA yazilimi1 (RTCA Data Analysis Software 1.0) kullanilarak 24.
ve 48. saatlerde zamana bagli empedans degerleri ile hiicre indeksi degerleri (ICso: hiicrelerin
yarisini inhibe eden doz degeri) elde edildi. Pozitif kontrol i¢in kullanilan Cisplatin, LPE ve
AgNP  tozunun uygulama dozlari, Primula vulgaris bitkisinden sentezlenen
PVLAgNP’lerden 6n ¢alisma yapilarak elde edilen en diisiik etken dozu olan 57.64 ug/mL
olarak iki tekrarli olacak sekilde uygulandi. Normal hiicre biiylime egrisini gérmek igin
herhangi bir madde uygulanmayan sadece MCF-7 hiicresi ekili 2 kuyucuk olusturuldu.

1CELLigence sistemi ile sitotoksisite tayini yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. Primula vulgaris yiiklii AgNP’lerin Karakterizasyonu (PVLAgNP)

4.1.1. UV-Vis Sonuclan

Yesil sentez yontemiyle Primula vulgaris bitkisinin kok, c¢icek ve yaprak
kisimlarindan elde edilen PVLAgNP’lerin UV-Vis spektrumlar1 Sekil 4. 1, 4. 2 ve 4. 3’te

gosterilmektedir.

dalga boylar1 kok 6rnegi i¢in 430 nm, ¢igek 6rnegi i¢in 440 nm ve yaprak Oornegi i¢in 440

PVLAgNP’lerin UV spektrumlarinda maksimum absorbsiyonun oldugu

nm olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.1: (PVLAgNP)k’nin UV-Vis spekturumu.
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Sekil 4.2: (PVLAQGNP): nin UV-Vis spekturumu.
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Sekil 4.3: (PVLAgNP)y’nin UV-Vis spekturumu.

4.1.2. SEM Analiz Sonuclari

Primula vulgaris bitkisinin kok, ¢igek ve yaprak kisimlarindan elde edilen
PVLAgNP’ler ve toz bitki drneklerine ait SEM goriintiileri Sekil 4.5-4.9°da verilmistir.
AgNP’lerin kiiresel sekilde olduklar1 ve boyutlarinin kok, ¢icek ve yaprak icin sirastyla
22.93-39.28 nm, 22.48-49.46 nm, 22.48-52.44 nm arasinda oldugu tespit edilmistir.

Y {
vac mode det 5/29/2020 ——— 100 pm
10.00kv | 3.5 | 1000x | 11.1 mm | High vacuum | ETD = 12:21:28 PM Bozok University - BILTEM

Sekil 4.4: Primula vulgaris yaprak 6rneginin SEM goriintiisti.
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pm —

10.00 kv | 3.5 0. :144:2 M Bozok University - BILTEM

3 pm
10.00kV | 3.5 [ 1000x | 11.2 mm g C Bozok University - BILTEM

Sekil 4.6: Primula vulgaris ¢igek drneginin SEM goriintiisii.
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(] Wi vac mode
3.5 | 60000 x | 10.9 mm | High vacuum | ETD | 11:14:52 AM

e, 7 SN

t  mag [ ‘
10.00kV | 3.5 1000x | 11.2 mm | High vacuum | ETD | 12:59:30 PM Bozok University - BILTEM

D c mode det ) — 100 pm —

Sekil 4.8: Primula vulgaris kok 6rneginin SEM goriintiisti.
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Sekil 4.9: (PVLAgNP)k’nin SEM goriintiisii.
4.1.3. FT-IR Analizi Sonuclari

FT-IR spektral analizi ile, standart kizil6tesi (IR) tablosu baz alinarak, AgNP'lerin
sentezinde kullanilan bitki ekstraklarinda bulunan ve NP’lerin indirgenmesinde ve
kaplanmasinda sorumlu olan fitokimyasallara ait olast fonksiyonel gruplarin varlig
gosterilmistir. AgNP’lerin sentez Oncesi bitki drneklerinin (PVE) ve AgNP sentezinden
sonra yiizey yapisini karakterize etmek icin gerceklestirilen FT-IR analiz sonuglari sonuglari
Sekil 4.10- 4.15’te gosterilmistir. Primula vulgaris yaprak, ¢icek ve kok kismindan elde
edilen AgNP’lerin pik degerleri sirastyla 3301, 2881, 1715, 1595, 1349, 1021, 826 cm™,
3336, 2919, 1607, 1355, 1147, 1075 1018 cm™, 3306, 2882, 1715, 1594,1350, 1021 cm™

dalga sayisindadir.
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Sekil 4.11: (PVLAgNP)y’ nin FT-IR spektrumu.
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Sekil 4.15: (PVLAgNP)k’nin FT-IR spektrumu.
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4.1.4. Zeta Potansiyeli Sonuclar

Sentezlenen nanopartikiillerin elektriksel yiikii zeta potansiyeli analizi sonuglari

Sekil 4. 16-4. 18’de verilmistir. Yapilan 6l¢iim sonuglarina gére Primula vulgaris bitkisinin

yaprak, ¢icek ve kok kisimlarindan sentezlenen AgNP’lenin elektriksel yiikii sirasiyla -14

mV, -16.9 mV ve -28.3 mV olarak tespit edilmistir.

Mean (mV)
Zeta Potential (mV): -14,0 Peak1: -140
Zeta Deviation (mV): 7,88 Peak2: 000
Conductivity (mS/cm): 0,129 Peak3: 0,00
Result quality : G
Zeta Potential Distribution
80000
70000
60000 7
£ 50000
3 |
© 40000 1
E 30000 ¢
20000 1
10000
o+ +
-200 -100 0 100 200
Zeta Potential (mV)
Record 3: 11
. . 5 H H
Sekil 4.16: (PVLAgNP)y’ nin Zeta potansiyeli.
Mean (mV)
Zeta Potential (mV): -169 Peak1: -247
Zeta Deviation (mV): 255 Peak2: -390
Conductivity (mS/cm):  0,0722 Peak3: 411
Result quality : See result quality report
Zeta Potential Distribution
120000 1

Zeta Potential (mV)

Record 7: 31

Sekil 4.17: (PVLAgNP): nin Zeta potansiyeli.
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Mean (mV) Area (%) Width (mV)
Zeta Potential (mV): -283 Peak 1: 649 401 9,65
Zeta Deviation (mV): 825 Peak 2: 351 176 8,35
Conductivity (mS/cm): 0,0993 Peak 3: -231 148 8,79
Result quality : See result quality report
Zeta Potential Distribution
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700m? """
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Sekil 4.18: (PVLAgGNP)k’ nin Zeta potansiyeli.
4.1.5. XRD Sonuclari

PVLAgNP’lere ait X-1g1m1 kirinim desenleri 20 = 20—80 a¢1 araliginda elde edilmistir.
XRD grafikleri Sekil 4. 19-4. 21°de verilmistir.

20000

eersity [counts]
1

Sekil 4.20: (PVLAgGNP).’nin XRD grafigi.
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Sekil 4.21: (PVLAgNP)’nin XRD grafigi.
4.2. MCF-7 Hiicre Calismasi Sonuclari

PVLAgNP’lerin MCF-7 hiicre hatt1 lizerine sitotoksik etkileri iCELLigence sistemi
ile degerlendirilmistir. Hiicrelere uygulanan dozlar in vitro salim calismasi 24 ve 48 saat
sonuclart uygulanan maddelerin 6n calismalar1 ile konsantrasyonu ve nanopartikiillerin
etken madde yiikleme kapasitesi yardimiyla hesaplanarak belirlenmistir. iCELLigence
sisteminde 16 kuyucuklu e-platelere ekilen MCF-7 hiicre soylarina, Primula vulgaris bitkisi
kok, yaprak ve ¢igek kisimlarindan elde edilen LPE’ler ve bu bitki kisimlarindan elde edilen
PVLAgNP’ler i¢in kosullar saglandiktan sonra hazirlanan (12.5-120 pg/mL) farkh
konsantrasyonun uygulandigi grafikler verilmistir. Bu konsantrasyonlarin hiicreler
tizerindeki canlilik tayini Sigmoidal dose response (variable slope) yontemiyle

hesaplanmistir ve ICsp degerleri elde edilmistir.
4.2.1. MCF-7 hiicre serisi iizerine (PVLAgNP)¢ uygulamalar:

Primula vulgaris bitkisinin ¢igek kismindan elde edilen AgNP’lerin farkli
konsantrasyonda olusturulan (30- 120 pg/mL) dozlarinin 24 saatlik uygulamalart Sekil
4.22°de, 48 saatlik doz uygulamalar1 Sekil 4.24’te verilmistir. Hiicre ekimini takiben 24.
Saatinde madde ilavesi yapilmistir. Madde ilavesinin yapilmasindan 24 saat sonra (kiiltiiriin
48. saati) Sigmoidal dose response (variable slope) yontemiyle hesaplanan ICso degeri 57.64
pug/mL’dir (1= 1). Normalize edilmis hiicre indeksinin madde konsantrasyonunun
logaritmik dagilimi Sekil 4. 23’te verilmistir (Normalizasyon siiresi 24. saatten itibarendir).
Madde ilavesinin yapilmasindan 48 saat sonra (kiiltiiriin 72. saati) Sigmoidal dose response

(variable slope) yontemiyle hesaplanan ICso degeri 64,72 pg/mL’dir (r?= 1). Normalize
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edilmis hiicre indeksinin madde konsantrasyonunun logaritmik dagilimi Sekil 4. 25°te

verilmistir (Normalizasyon siiresi 24. saatten itibarendir).

20 E

»

[N)

Normal Hiicre indeksi

o

24 f=reeeene

E 60 pg/mlL
E : W 90 pg/mL

26

o4 E A A Y i, ...

326 Zaman (Saat) 426

Sekil 4.22: (PVLAgGNP): nin 24 saatlik doz uygulamast.

\

<

Normalized Cell Index

AN
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Sekil 4.23: (PVLAQGNP): nin ICs degerinin grafigi (24 saat).
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Sekil 4.24: (PVLAQNP): nin 48 saatlik doz uygulamasi.
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Sekil 4.25: (PVLAQGNP): nin ICs degerinin grafigi (48 saat).
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Sekil 4.26: (LPE)./ (PVLAgNP)./ AgNP tozu/ cisplatin ve hiicre grubu 48 saatlik doz uygulamasi

karsilagtirmasi.
4.2.2. MCF-7 hiicre serisi iizerine (PVLAgNP)y uygulamalari

Primula vulgaris bitkisinin yaprak kismindan elde edilen AgNP’lerin (30-120
pug/mL) dozlariin 24 saatlik uygulamalart Sekil 4. 27°de verilmistir. Hiicre ekimini takiben
24. Saatinde madde ilavesi yapilmistir. Madde ilavesinin yapilmasindan 24 saat sonra
(kiiltiirtin 48. saati) Sigmoidal dose response (variable slope) yontemiyle hesaplanan ICsg
degeri 30.37 pg/mL’dir (r’= 1). Normalize edilmis hiicre indeksinin madde
konsantrasyonunun logaritmik dagilimi Sekil 4. 28°de verilmistir (Normalizasyon siiresi 24.

saatten itibarendir). 48 saatlik 1Cso sonucu %100 6liimden dolay1 elde edilememistir.
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Sekil 4.27: (PVLAgGNP)y nin 24 saatlik doz uygulamasi.
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Sekil 4.28: (PVLAQNP)y’ nin ICso degerinin grafigi (24 saat).
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Sekil 4.29: (LPE),/ (PVLAgNP),/ AgNP tozu/ cisplatin ve hiicre grubu 48 saatlik doz uygulamasi

karsilagtirmasi.
4.2.3. MCEF-7 hiicre serisi iizerine (PVLAgNP)k uygulamalari

Primula vulgaris bitkisinin kok kismindan elde edilen AgNP’lerin (30-120 pg/mL)
dozlarimin 24 saatlik uygulamalar1 Sekil 4. 30°da 48 saatlik doz uygulamalar1 Sekil 4. 32°de
verilmistir. Hiicre ekimini takiben 24. Saatinde madde ilavesi yapilmistir. Madde ilavesinin
yapilmasindan 24 saat sonra (kiiltiirlin 48. saati) Sigmoidal dose response (variable slope)
yontemiyle hesaplanan ICso degeri 36.74 pg/mL’dir (1= 1). Normalize edilmis hiicre
indeksinin madde konsantrasyonunun logaritmik dagilimi Sekil 4. 31°de verilmistir
(Normalizasyon siiresi 24. saatten itibarendir). Madde ilavesinin yapilmasindan 48 saat
sonra (kiiltiirlin 72. saati) Sigmoidal dose response (variable slope) yontemiyle hesaplanan
ICso degeri 54,55 upg/mL’dir (r>= 1). Normalize edilmis hiicre indeksinin madde
konsantrasyonunun logaritmik dagilimi Sekil 4. 33’te verilmistir (Normalizasyon siiresi 24.

saatten itibarendir).
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Sekil 4.30: (PVLAQGNP)«’ nin 24 saatlik doz uygulamasi.
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Sekil 4.31: (PVLAgNP)k’nin ICso degerinin grafigi (24 saat).
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Sekil 4.33: (PVLAQgNP)k’nin ICso degerinin grafigi (48 saat).
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Sekil 4.34: (LPE)«/ (PVLAgNP)/AgNP tozu/ cisplatin ve hiicre grubu 48 saatlik doz uygulamasi

karsilastirmasi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada, Primula vulgaris bitkisinin ¢igek, yaprak ve kok kisimlarmin sulu
ekstraktt kullanilarak PVLAgNP’lerin yesil sentezi gerceklestirilmistir. Calismanin ilk
boliimiinde yesil sentez yontemiyle olusumu saglanan PVLAgNP’lerin karakterizasyonunun
saglanmasi, ikinci kisminda ise bu PVLAgNP’lerin MCF-7 hiicre hattina sitotoksik etkisinin

incelenmesi yer almaktadir.

Aragtirmada sentezlenen nanopartikiillerin karakterizasyonu, SEM, UV-Vis, FT-IR,
Zeta Potansiyeli analizi ve XRD analizleri kullanilarak yapilmistir. Bitki oziitlerinde
bulunan biyomolekiillerin metal iyonlariyla reaksiyona girerek metalik nanopartikiilleri
indirgeme Ozellikleri oldugu bilinmektedir (206). Primula vulgaris ekstraktinda bulunan
biyomolekiillerin, Ag* iyonlarmin tek bir adimda Ag®a indirgenmesinden sorumlu oldugu
rapor edilmistir. Bu indirgeme, reaksiyonu takiben ¢dzeltinin renginin saridan kahverengiye
degisiminin olmasiyla AgNP’lerin meydana geldiginin makroskobik gdstergesi oldugu
kabul edilmektedir. Cozeltinin renk degisiminin AgNP’lerin sentezini destekleyen bir delil

oldugu daha 6nce yapilan ¢alismalarda da bildirilmistir (207, 208, 210).

AgNP’lerin UV-vis spektrofotometre ile karakterizasyonu olduk¢a Onemli bir
tekniktir (207-209). Ol¢iim sonucunda sentezlenen AgNP’lerin UV spektrumlari kok drnegi
i¢in 430 nm, yaprak 6rnegi i¢in 440 nm ve ¢icek ornegi i¢in 440 nm olarak belirlenmistir
(Sekil 4.1-4. 3). Giiclii ve genis yiizeyli plazmon pikleri, 2-100 nm genisliginde ¢esitli metal
nanopartikiillerin olusmasi durumunda gézlemlendigi farkli ¢alismalarda bildirilmistir (207,
208). Kelkawi ve arkadaslar1 (186), Mentha pulegium 6ziitlerini kullanarak sentezledikleri
AgNP'lerin maksimum absorbansin oldugu dalga boyunu 450 nm olarak tespit etmislerdir.
Jang ve arkadaglar1 (177), Lonicera hypoglauca ¢igeginden sentezledikleri nanopartikiillerin

maksimum absorbansin oldugu dalga boyunun 437 nm oldugunu tespit etmislerdir.

Sentezlenen AgNP’lerin sekil ve boyutlart SEM analizi ile belirlenmistir.
Goriintiileme sonucu AgNP’lerin kiiresel sekilde olduklar1 ve boyutlarinin kok, ¢icek ve
yaprak i¢in sirastyla 22.93-39.28 nm, 22.48-49.46 nm, 22.48-52.44 nm arasinda oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4. 5, 4. 7, 4. 9). Deveraj ve arkadaglar1 (180), Couroupita guianensis
bitkisinin yapraklarim1 kullanarak sentezledikleri AgNP’lerin SEM analizinde bu
molekiillerin kiiresel sekilde olduklarin1 ve 13 nm ile 61 nm arasi degisen boyutlarda

bulunduklarini tespit etmislerdir. Logeswari ve arkadaslart (211), Ocimum tenuiflorum,
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Solanum trilobatum, Syzygium cumini, Centella asiatica ve Citrus sinensis bitki 6ziitlerini
kullanarak sentezledikleri AgNP’lerin SEM analiz sonucunda O. tenuiflorum, S. cumini, C.
sinensis, S. tricobatum ve C. asiatica bitkileri ile elde edilen nanopartikiillerin ortalama
olarak sirasiyla 28 nm, 26,5 nm, 65 nm, 22,3 nm ve 28,4 nm boyutunda oldugu
belirlenmislerdir. Premkumar ve arkadaslari (212), Sterculia foetida 6ziitii ile sentezledikleri
AgNP’lerin SEM analizi sonucunda 20-30 nm arasinda degisen boyutlarda kiiresel
goriiniimde nano partikiiller olustugunu tespit etmislerdir. Literatiirdeki caligmalar

incelendiginde ¢alismamizdaki SEM sonuglarimin uyumlu oldugu goriilmiistiir.

AgNP’lerin gesitli fonksiyonel gruplarin varligimni tespit etmek i¢in FT-IR analizi
yapilmistir. Gozlenen siddetli bantlar fonksiyonel gruplar1 belirlemek icgin standart
degerlerle karsilastirilmistir. Primula vulgaris yaprak, kok ve ¢igek kismindan elde edilen
AgNP’lerin pik degerleri sirastyla 3301, 2881, 1715, 1595, 1349, 1021, 826 cm™; 3306,
2882, 1715, 1594,1350, 1021 cm™ ve 3336, 2919, 1607, 1355, 1147, 1075 1018 cm™ dalga
sayisindadir (Sekil 4. 11, 4. 13 ve 4. 15). Primula vulgaris bitkisinin kurutulmus yaprak, kék
ve cicek kisimlarinin FT-IR spektrumlariyla, sentezlenen AgNP ‘lere ait spektrumlarda
goriilen degisiklik fenolik gruplarin iyon degisim reaksiyonuna katilmasindan
kaynaklanmaktadir. Calismada, AgNP'lerin sentezi i¢in kullanilan bitkilerdeki,
fitokimyasallara ait farkli fonksiyonel gruplarin varligi dogrulanmigtir. Bitkide bulunan
hidroksil, karboksil, fenol ve amin gruplari metalle bag olusturarak Ag* iyonunu Ag ‘ye
indirgesinde etkili olmus ve olusan AgNP’lerin kaplayici ve stabilize edici ajan olarak
davranmistir. Bu nedenle, bitki igeriginde bulunan fitokimyasallarin ve biyomolekiillerin,
yesil sentezlenen AgNP'lerin olusumunda ve stabilizasyonunda ikili bir rol oynadig:
sonucuna varilmistir. Mevcut literatiirlerde, FT-IR c¢aligmalarinin sonucunda farkli
metobolitlerin fonksiyonel gruplarinin  metal iyonlariyla reaksiyona girdigi ve
biiytikliikklerini nano araligina indirgedigi tespit edilmistir (150). Lonicera hypoglauca
ciceginin sulu ekstrakti kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin FT-IR sonuglarinda 3432'de
bulunan keskin bantlar -OH esnemesine ve 1621 cm™ N-H biikiilmesine, 2924, 1384, 1071,
803 ve 566 cm™'de bulunan kiigiik pikler C -H gerilmesine, N=0 kivrimi; C-N gerilmesi; C-
H ve C-Cl gerilmesi tespit edilmis bu gruplarin giimiis NP'lerin olusumundan veya
stabilizasyonundan sorumlu olabilecegini bildirilmistir (177). Bir¢ok arastirmada bitki
ekstrakti kullanilarak AgNP sentezi yapilmis ve Primula vulgaris yiiklii AgNP’lerin FT-IR

sonuglart literatiirle benzer 6zellik gostermistir (149, 213).
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AgNP’lerin elektriksel yiikii Zeta potansiyeli analiziyle belirlenmistir. AgNP’lerin
elektriksel yiikii kok, yaprak ve ¢igek ornekleri i¢in sirastyla, -28.3 mV, -14.0 mV ve -16.9
mV olarak tespit edilmistir (Sekil 4. 16-4. 18). Yiiksek negatif potansiyel degerin olmasi
negatif-negatif itme kuvvetinden dolayr AgNP’lerde yiiksek dagilim, uzun siireli kararlilik
ve iyi kolloidal yapmin olustugunu gostermektedir (166). Deveraj ve arkadaslari (180),
nanopartikiiller ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada sentezlenen nanopartikiillerin -34.8 mV Zeta
potansiyeline sahip oldugunu tespit etmislerdir. Rashidipour ve Heydari (179), Olea
europaea yapragi ekstrakti kullanarak yesil sentez yontemiyle glimiis nanoparcaciklarin
hazirladiklart AgNP’lerin Zeta potansiyelini, -25.3 mV olarak tespit etmislerdir. Anand ve
arkadaglar1 (182), giimiis nanopartikiillerin sentezi i¢in Malus domestica 6ziitii kullandiklari

calismada Zeta potansiyelini —12.9 mV olarak tespit etmislerdir.

Calismamizda sentezledigimiz AgNP’lerin XRD sonuclarinda kristal yapida oldugu
20 ile 80 derece arasinda degisen 20 degerlerinin tiim spektrumlarda karakteristik pik
degerleri olan (111), (200), (220) ve (311) piklerini sergiledigi gézlenmistir (Sekil 4. 19-4.
21). Ramar ve arkadaglari (173), Solanum trilobatum bitkisinin kullanildigi AgNP sentezinin
XRD analizinde (111), (220) ve (311) Braggs yansimasina karsilik gelen yogun pik
degerlerini rapor etmislerdir. Vivek ve arkadaslart (178), Annona squamosa ekstrakti
kullanarak elde ettikleri glimiis nanopartikiillerin XRD analizlerinde benzer sonuglar
bildirmislerdir. XRD analizlerinde pikin yogunlugu, AgNP’lerin yiiksek kristallik derecesini
yansitmaktadir. Bununla birlikte, piklerde goriilen genisleme kristalit boyutun kiigiik
olmasindan kaynaklanmaktadir. (200), (220), (311) ve (222) Bragg yansimalari, yogun (111)
yansimasina gore zayif ve genis oldugu gorilmektedir. Bu 6zellik nanokristallerin
anizotropik oldugunu gostermektedir. Braggs piklerinin genislemesi nanopartikiillerin
olusumunu ve elde edilen XRD desenlerinin 6nceki c¢alismalarla tutarli oldugunu

gostermektedir (164).

Primula vulgaris bitkisinin kuru kok, ¢igek ve yaprak kisimlarinin yesil senteziyle
elde edilen AgNP’lerin farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis (12.5-120 pg/mL) 6ziitleri 24
ve 48 saatlik periyotlarda MCF-7 hiicre hatti iizerine sitotoksik etkisi incelenmistir.
PVLAgNP’lerin MCF-7 hiicre hatt1 iizerine doza bagl sitotoksik etki gosterdigi tespit
edilmistir. Tiim dozlar uygulandiktan 24 saat sonu ICso degerlerinin kokte 36.74 pg/mL,
yaprakta 30.37 pg/mL, ¢gigekte 57.64 pg/mL oldugu saptanmustir (Sekil 4. 22, 4. 27, 4. 30).
48 saat sonu ICso degerlerinin kokte 54,55 pg/mL, cicekte 64,72 pg/mL olarak hesaplanirken

yaprak 6rnegi uygulanan hiicre grubunda %100 6liim meydana geldiginden 48 saat sonu ICso
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degeri hesaplanamamustir (Sekil 4. 24, 4. 32). Hiicre gruplarina uygulanan diger doz gruplari
cigek, kok ve yaprak orneklerinden elde edilen LPE’ler, AgNP tozu ve pozitif kontrol grubu
olan cisplatin ¢ozeltisidir. Bu 6rnek gruplari, PVLAgNP’lerden elde edilen en diisiik etken
doz olan 57.64 pg/mL dozu baz alinarak MCF-7 hiicre gruplarina uygulanmistir. Tek doz
uygulanan (57.64 pg/mL) Cisplatin, AgNP tozu ve LPE'ye gore PVLAgNP'lerin ayn1 dozda
daha etkili oldugu saptandi (Sekil 4. 26, 4. 29, 4. 34). En yiiksek sitotoksisite yaprak
ekstraktindan sentezlenen AgNP’lerde goriliirken, en dislk sitotoksisite ¢icek

ekstraktindan elde edilen AgNP’lerde goriildii.

Demir ve arkadaslar1 (26), Primula vulgaris bitki 6ziitiinii 0-500 ug/mL dozlarinda,
pozitif kontrol grubu cisplatini 0-10 pg/mL dozlarinda hiicrelere kars1 72 saat muamelesi
sonucu, S fazinda hiicre dongiilerini durdurarak ve apoptotik hiicre sayisini indiikleyerek
insan serviks (HeLa) kanser hiicreleri lizerinde secici bir sitotoksik etkiye sahip oldugunu,
uygulanan 6ziitiin 1Cso degeri 182.4 ug/mL, cisplatinin ICso 0,73 pg/mL olarak tespit

ettiklerini bildirmislerdir.

Turan ve arkadaslar1 (27), Primula vulgaris yaprak ekstraktinin sitotoksik etkisi ise
insan akciger (A549), karaciger (HepG2), meme (MCF-7), prostat (PC-3) ve kolon (WiDr)
kanser hiicre serileri ile normal insan fibroblast hiicre serisi lizerinde MTT yOntemi
kullanilarak degerlendirdikleri calismalarinda, ekstraktin ¢alisilan tiim kanser hiicre serileri
tizerinde normal fibroblast hiicrelerine gore secici sitotoksik etki gosterdigini ve ICso

degerleri 133.3-253.8 pg/mL arasinda hesaplandigini bildirmislerdir.

Demir ve arkadaslar1 (118), P. vulgaris ¢igek ekstraktlarinin DMSO ile farkli
dozlarda (0-500 pg/mL) hazirlanan ve cisplatin ¢ézeltisi (0-10 ug/mL) farkli dozlarda 72
saat boyunca uygulanmis insan karacigeri (HepG2), prostat (PC-3), akciger (A549), meme
(MCF-7) ve kolon (WiDr) kanser hiicreleri ile normal insan fibroblast hiicre serisi iizerinde
MTT yontemi kullanilarak degerlendirildi. Ekstraktin ¢alisilan tiim kanser hiicre serileri
izerinde normal fibroblast hiicrelerine gore secici sitotoksik etki gosterdigi belirlendi
Primula vulgaris ¢igek ekstraktinin kuvvetli antioksidan 6zelliklerini ve kanser hiicre serileri
tizerindeki secici sitotoksik etkisini ve ICsp degerleri 191.8-375.3 pg/mL arasinda
hesaplandigini bildirmislerdir.

Behzad ve arkadaslart (119), Primula auriculata’nin metanollii ekstraktini 100
ug/mL konsantrasyona kadar A549, MCF-7, HepG2 ve HT-29 hiicre serilerinde ve normal

bovin bobrek hiicrelerine karsi sitotoksik etkisini degerlendirmislerdir. Primula
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auriculata'dan elde edilen ekstrakt, 25.79 pg/mL ICso degeri ile en yiiksek sitotoksisiteyi
MCEF-7 hiicre hattina gosterdigi, HepG2 ve HT-29 hiicrelerine kars1 ise sirasiyla 35.79 ve
43.34 pg/mL ICsp degerine sahip oldugunu, A549 hiicre serisinde herhangi bir sitotoksik
etkisi goriilmedigini ve normal bovin bdbrek hiicrelerine toksisite gostermedigini

bildirmislerdir.

Rashidipour ve Heydari (177), Olea europaea yapragi ekstraktt kullanarak
sentezledikleri AgNP’lerin insan meme kanseri hiicresi (MCF-7) iizerine 24 saat sonraki
etkisini MTT testi ile degerlendirmis ve ICso degerlerinin, saflastirilmis AgNP’ler i¢in 50
ug/mL, ekstrakt yikli AgNP’ler igin ise 0.024 ug/mL oldugunu tespit etmislerdir (179).
Jang ve arkadaslar1, Lonicera hypoglauca ¢i¢eginin sulu ekstrakti kullanarak sentezledikleri
AgNP'lerin MCF-7 hiicrelerine kars1 %80’¢ yakin toksisite meydana getirdigini, RAW264.7
(normal bagisiklik sistemi hiicreleri) hiicrelerine karsi ise toksik olmadigini rapor

etmislerdir.

Ramar ve arkadaslari (173), yesil sentez yontemiyle tirettikleri Solanum trilobatumun
sulu ekstrakti sentezlenen AgNP'lerin glimiis nanoparcaciklarin in vitro sitotoksisitesini
belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda (5-50 pg/ml) MCF-7 hiicrelerine karsi
uygulamiglardir. Biyolojik olarak sentezlenmis AgNP’lerin konsantrasyonu 5 pg/mL’den 50
pg/mL'ye artirildiginda  MCF-7'nin  hiicre canlilifinda yiiksek oranda diisiis tespit
etmislerdir. Venugopal ve arkadaslari (189), Syzygium aromaticum’den sentezlenen
AgNP’lerin konsantrasyonlariin artmasiyla birlikte kanser hiicrelerinin biiylimelerinin
inhibe edildigini, bitki ekstratlarindan sentezlenen AgNP'lerin ICso degerlerinin MCF-7
hiicrelerine kars1 50 pg/mL, A549 hiicrelerine kars1 60 pg/mL oldugunu bildirmislerdir.
Ayrica sadece bitki ekstraktlariin uygulandigi deneysel ¢calismada elde etmis olduklar1 ICso
degerlerinin, MCF7'ye karst 70 pug/mL ve A549 hiicreleri i¢in 70 pg/mL olarak rapor
etmiglerdir. Venugopal ve arkadaslar1 (183), Beta vulgaris ekstrakti ile sentezlenmis
AgNP’lerin MCF-7, A549 ve Hep2 hiicre dizilerinin sitotoksisitesini belirlemek i¢in kanser
hiicrelerine nanopartikiillerden 10 -100 pg/mL arasi dozlar1 uygulamiglardir. Beta vulgaris
bitkisinin sulu ekstraktinin MCF7, A549 ve Hep2 hiicre dizisine karsi ICso degerini, 48
saatlik inkiibasyon i¢in 70 pg/mL olarak belirlemislerdir. Beta vulgaris'ten sentezlenmis
AgNP'lerin MCF-7, A549 ve Hep2 hiicre dizisine karsi sitotoksik aktivitesinin ICsg
degerlerini 48 saatlik inkiibasyon i¢in sirasiyla 47.6, 48.2 ve 47.1 ng/mL olarak tespit
etmiglerdir. Aydin ve Pehlivanoglu (95), Biberiye Oziitiinden sentezledikleri AgNP’leri

farkli konsantrasyonlarda hazirlayarak MCF-7 hiicreleri iizerinde 24 saat boyunca muamele
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etmiglerdir. AgNP’lerin MCF-7 hiicrelerinde doza bagimli olarak hiicre canliligini
azalttigini, inkiibasyonun 24. saatinde AgNP’lerin 5 upg/mL ve daha yiksek
konsantrasyonlarinin %100 sitotoksik oldugu belirlemislerdir. Sre ve arkadaslar1 (190),
Erythrina indica kok ekstresinden sentezledikleri nanopartikiillerin MCF-7 ve HEP G2
hiicreleri tizerindeki sitotoksisitesini MTT deneyi ile incelemislerdir. MCF-7 ve HEP G2
hiicreleri konsantrasyon artis1 ile hiicrelerin canlilifinda azalma oldugunu tespit etmislerdir.
AgNP'lerin 1Cso degerlerini, MCF-7 i¢in 23.89 + 0.39 pg/mL ve HEPG2 igin 13.86 + 0.95
ug/mL olarak bildirmislerdir.

Kelkawi ve arkadaslar1 (186), HeLa ve MCF-7 hiicrelerini 100 pg/mL dozda Mentha
pulegium 6ziitlerini kullanarak sentezledikleri AgNP'lere 48 saat boyunca maruz birakmislar
ve sirastyla %47 ve %58'den fazla mortalite elde etmislerdir. Nanopartikiillerin MCF-7
hiicrelerinde Hela hiicrelerine gore daha yiiksek mortalite sagladigi ve AgNP'lerin antikanser
aktivitesinin konsantrasyona bagl olarak artis gosterdigini bildirmislerdir. Agik literatiirler
dikkate alindiginda bu tez calismasinin sonuglarina paralel olarak bitki 6ziitlerinden
sentezlenen AgNP’lerin kanser hiicreleri iizerine sagaltici etkisi oldugu goriilmektedir. Buna
karsin diger calismalarda kullanilan madde miktarlari, bitki tiirii farkliliklari, kullanilan
analiz yonteminin farkli olmasi ve pozitif kontrol grubunun degiskenligi gibi etmenlerden
dolay1 birtakim uyusmazliklar goze ¢arpmaktadir. Primula vulgaris bitkisinden elde edilen
AgNP’lerin kullanildig1 antikanser ¢alismalari olmadigindan bu arastirma literatiirde ilk

olma niteligi tagimaktadir.

Primula vulgaris ekstraktiyla hazirlanan AgNP’lerin, meme kanseri tedavisinde
tedaviyi destekleyici ajanlar olarak kullanilabilecegi, ancak elde edilen sonuglarin tam
anlamiyla uygulanabilmesi ve insan viicudunda nasil bir etki gdstereceginin belirlenebilmesi
icin deney hayvanlarinda in vivo ¢alismalarin yapilmasinin gerekli oldugu sdylenebilir.
Ayrica bu arastirmada kullanilan iCELLigence sisteminin klasik yontemlere (MTT, XTT
vb.) gore daha az hataya mahal vermesi sebebi ile yapilacak antikanser calismalarinda
kullanilmast onerilmektedir. Kanser tedavisi alanindaki yeni yaklagimlardan biri olan
nanopartikiiller sayesinde biyouyumlu tedaviyi destekleyici ajanlarin gelistirilebilecegi
diisiiniilmektedir. Nanopartikiil tiretiminde bitki ekstraktlarinin kullanimi toksik kimyasallar
icermemesi, iretimlerinin daha ucuz ve kolay olmasi biyolojik yontemle iiretilmesi
nedeniyle oldukc¢a avantajlidir. Primula vulgaris yiiklii giimiis nanopartikiillerin sitotoksik
etkisinin hangi mekanizmalar iizerinden gerceklestiginin belirlenebilmesi igin genetik

materyal ve fizyolojik agidan daha kapsamli calismalar gerekmektedir. Kullanilan
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numunelerin i¢eriginin aydinlatilip, ¢aligmalarin farkli kanser hiicre serilerinde ve deneysel
yaklagimlarla devam ettirilmesinin, klinik ¢alismalarin 6niinii acabilecegi diisliniilmektedir.
Ozellikle destekleyici tedavide yeni etken maddelerin gelistirilmesine katk1 saglayacagi én
goriilmektedir. Bu konu ile ilgili yapilacak olan detayli ¢alismalar ile nanopartikiillerin

kullanim alanlar1 daha da genisletilebilir.
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BITKI EKSTRAKTLARI KULLANILARAK METAL ESASLI
NANOPARTIKULLERIN SENTEZI VE BIVOAKTIF OZELLIKL ERI
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Amae: Bitkilerm; saghklh vasam, hastaliklardan komumma, hastahklann tedavisine yardimer olma, yagam
kalitesmi ve siresimi yikseltme gibi amaglarls kullanmm gin gectikge artmaktzdw Son yillarda sentetik ilaglann
kullannm somucn mevdana gelen eiddi van etkiler ve bimlann vol aghf medikal ve ekonomik serunlar,
endiistrilesmis iilkelerm gevre kirlilizini Snlemek amaeivla ekolojik dengeyi koruyucn vaklagimlan ve aynea
dogal aglarm etkin ve aym zamanda yan etkiden annouy oldufu diginces: gibi faktdrler somucu bitalerle
tedawi tekrar popiiler hile gelmistir.

Tartizma: Tibb batkilerde bulinan flavonoidler, fenolik asitler ve tanenler gibi fenolik bilesiklenn biyik
gofungu serbest radikal sipiricn dzsllif dolayisryvla antioksidan fonksiyonu zayesinds bryozknf maddeler
clarak adlandnlmaktadw. Tibbi bitki ekstraktlan, kwutulbm; wveyz taze bitkilerin  vapraklanndan,
meyveleneden, gigeklenmden ¢ekirdekleninden, reginelerinden ve odunlanndan bir takim metotlarla elde edilen
kansmlardw Bitkilerden degizik vintemlerle elde edilen ekstreleri bem ndirzeyen hem de stabilizatdr olarak
kullanarak 100 nm’den daha kiigiik boyutta, suda ¢ozilebilen gevrect, biyo-uyumlu, toksik olmayvan ve gekillen
kontrol edilebilen altm, gimeiy; ve paladyum nznopartikillerde senmterlensbilrr Yesil zentezr olarak da bilmen
biyolojik sentez; wvitksek basmng, mwcakhk, ensri ve zehih kimyasallanm kullamlmazina gerek olmadan
nanopartikiillerin kolay ve ¢evre dostn elarak elde edilmesi igin kullamlan en pratik yéntemdir Boyutun 100
nanomefrenin altinda olan nanopartikiller, hacimsel yapih malzemelerden gok daha farklh ve istin olarak kabul
edilen Gzellikler sergilemelerinden dolayy, gindmizde fip, bivoteknoloji, bivomedikal, ve kimya sektdrler bagta
clmak iizere birgok alanda etkili olarak kullamlmaktadular.

Somug: Bu gahymada, tibbi ve aromatik bilejikler, bitk: skstrasyon yintemlsn nanopartikil sentezryle ilzili
gabsmalar ve bithi ekstrakn yukla nanopartikiillenin yegil senteziyle ilgilli kooularda literativdeki gimeel
gabgmalar aragtmbmgtr.

Anahtar Kelimeler: Nanopartikiil, Yezil Sentez, Bitki Ekstrasyonu, Bryoaktivite
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SYNTHESIS AND BIOACTIVE PROPERTIES OF METATL-BASED
NANOPARTICULES USING PLANT EXTRACTIONS

Introduction: Plants; It has been mereazing day by day for healthy life, protechion from diseazes, helping to
treatment of diseases, improving the quality of hife and duration. In recent years, senous side effects caused by
the use of synthetic drugs and medical and economic problems cansed by them mdustrialized couniries to
prevent environmentzl pollution to protect the ecological balance as well as the effect of natural drgs as well as
effective and also free from side effects has bacome.

Discussion: The majonity of phenclic compounds, sueh as flavoneids, phenclic acids and tarmms found in
medicmal plants, are called bioactive substances due to ther free radical scavengmg properties and therefors
antioxidant function Medicinal plant exfracts are the mixiures obtained from a number of methods from the
leaves fruits, flowers, seeds, resins and wood of dried or fresh plants. It can be synthesized i gold, silver and
palladivmn nanoparticles that are less than 100 nm in size, water-soluble, environmentally-biocompatible, non-
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Ozet: Manoteknololl, bilimin tim alanlannda vpgulanan vmut verdd teknolofilerden bid haline gelmigtir. Blyoteknaolojik alarak
retilen metallk nancpartikdlller (NF), biyomedikal ve fizyckimyasal alankardakd kapsamh uygulamalan nedeniyle bilimesl uygalama
wve teknolojl platformlarinda llgl gérmektedir. Sea willarda sentetlk Haglarm kullammi sonoon meydana gelen yan etidler we banlann
yol agtify medikal ve ckonomik sorunlar tedavilerde bitkd kullansmans tekrar popdler hale getirmigtir, Bitkllerden de@iglk yéatemlere
elde edilen bitkl ekstraktlan ile 100 nm'den daha kighk boyutta, ekoloflk, tokslk clmayan metal esash [altn, gimis, palladyum,
mangan, ¢inke ghi) NPler sentezlenebilmektedir. NFlerin boyutian ve gekiller] degigtikee partiiillerin fiziksel, kimyasal, biyoalktif,
optlk, elektriksel, katalitfk ve twicdsite Gzellikler] de degismektedir. Yegil sentez olarak da bilinen biyolojik sentez; ylksek basing,
ylksek sicaklik degerierine ve tolesik kimyasallara gerek duyulmadan NFlerin kolay ve ekolojik clarak elde edlimesinde kullamlan
pratik yontemdir. NFlerin yegll sented bakter], mantar, maya, virlls, mikroalg ve bitki hiyokdtlesi/ézd gibl &rkh blyomateryaller
kullanilarak gerceklegtiriimektedir. Metalik NFlerin bitkl aracilh biyesentesd, bitkide bulunan organik fonksiyonel gruplar Igeren
biyomolekiller [proteinler, vitaminler, amino asitler, enzimler, polisakkaritler, sitratiar, arganik adtler gihl]) arolsiyla gerpeklesir.
Medikal alanlarda NFlerin artan uygalamasi, NFerin biyolojik etkilegmilerinin mebantrmalanmnin ve potansiyel toksidtelerinin dabha
Iyl anlagl gerekll kilmaktadir. By deremede, fidkse], kimyasal ve yegll sentez dikil NPlerin sentez yollan apklanmaktadir.
Ayrica literatiirde gincel @ligmalarda verilen partiki] karzkterizasyonu yintember ve partikiilerin antibakteriyel, antifungal ve
antiviral aktivite gibl &zellikier| aymintih olarak tartiplmakesdir,

Anabtar kellmeler: Nanopartikil, Yegl sentez, Nanopartikillern stk mekanlzmalan, Biyoaktlf Szellider
Bioactive Nanoparticles Synthesized By Green Method

Abstract: Nanotedhnalogy has become one of the promising technclogles applied In all fields of sdence. Blotechmologlcally produced
metallic manopartcles (NP) attract attention in scientific application and technology platforms due to thelr extensive in applications
bicmedical and physicochemical fields. In recent years, the side effects caused by the use of synthetic drugs the medial and economic
problems caused by them have made the use of plants in the treatment popular again. Non-toxic, ecologial, metal-based and size of
less than 100 nm NPs (such as gold, silver, palladium, manganese, rinc) udng ohtained plant extracts from plants by diferent methods
can be gynthesized. Ax the size and shape of the NPs change, the physical, chemicl, bicactive, optical, electricl, mtalytic and woxdcity
properties of the particles also change. Blological synthesis, also known as green synthesis; It Is the preferred practical method for
obtalning NPs easily and ecologically without the need for high pressure, high temperatures values and toxic chemicals Green
synthesis of NPs s performed using different blomaterlals such as bacteria, fungl, yeast, viroses, microalgae and plant blomass fextract
Plant-medlated blosynthesis of metallic NPx cocurs through biomolecules [sudh as proteins, vitaming, amino adds, emeymes, arganic
aclds, polymccharides and citrates] contalnlng organic functenal groups In the plant. Incressing application of NPs in medical flzlds
requires a better understanding of the mechanisms of blologial Interactions and potentlal toxlcites of thelr. In this review, synthesis
ways of NPs including physical, chemicl and gresn synthesis are explained. In addition, the particle characterization methods given in
current studies In the ltemture and the propertles of partides such as antibacterial, antfungal and antiviral activity are discussed in
detall.

Keywords: Manopartide, Green synthesls, Mechanisms of effect nanoparticles, Bicactive properties
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1. Giris teknolojik ilerlemeler ve ileri dizeydeld arajarmalarn
Manoteknoleji; fizik, kimya, biyolefi, ¢evre, malzeme destefiyle kilit disiplinlerden biri olarak ortapa qkmugtr
bilimi, tip ve eczacihk gibi cesitli biim alanlarmdaki  (fiftpive ark, 2019). Nanoteknoloji, madde boyutumn 1-

100 nm arahfma dijecek sekilde manipile edilmesi ve
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