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Onsoz:

Bu projede dogal kaynakli yara iylestirme potansiyeli olan Plantago lanceolata bitkisi,
dogal kaynaklara, tabiat sartlar1 ve mevsimlere bagli kalmamak, materyale her an
ulagmak, dogal kaynaklar1 tahrip etme riskini ortadan kaldirmak amaci ile laboratuvar
ortaminda doku kiiltiirii yontemi ile iiretilmesi gergeklestirlmistir. Bitkinin oziitii elde
edilerek yara iyilestirmede etkisi oldugu diisiiniilen antimikrobiyal etkiye sahip giimiis
nitrat kullanilarak bitki 6ziitiinden nanoparcgacik sentezi geregeklestirlmistir. Sentezlenen
nanoparcacuiklarin (NP) UV ve FTIR yontemleri karakterizasyonu yapilmistir.
Sentezlenen NP’larin bakteriler lizerinde antimikrobiyal etkisi ve 6zel hiicre serileri
lizerinde yara iyilestirme etkisi incelenmistir. Sonug olarak sentezlenen AgNP’larin hem

antimikrobiyal hem de yara iyilestirme etkisi saptanmustir.

Bu cahsma, Yildiz Teknik Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii’niin FYL-2019-3590 numarah projesi ile desteklenmistir.
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OZET

Plantago lanceolata Bitkisinin Doku Kiiltiiriinde
Rejenerasyonu, Bitki Ekstraktindan Nanopartikiil Sentezi,

Antibakteriyel ve Yara lyilestirici Etkisinin Arastirllmasi

Sultan YILMAZ

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Prof. Dr. Musa TURKER

Bitki doku kiiltiirii ticari dneme sahip tibbi bitkilerin elde edilmesinde siirekli dogaya
bagimli kalmama, laboratuvar sartlarinda bitkiyi siirekli temin edebilme imkani
saglamaktadir. Gegtigimiz birkag yil boyunca anti-enflamatuvar, antimikrobiyal ve
antikanserojenik etkilere sahip bitkilere nanoteknoloji alaninda ilgi duyulmakta ve
biyomedikal uygulamalar i¢in Onemli ve umut verici Ozelliklere sahip oldugu
diisiiniilmektedir. Bu caligmada tibbi etkisi olan ve yara iyilestirmelerinde kullanilan
Plantago lanceolata ve Plantago major bitkileri, bitki doku kiiltiirii teknigiyle ¢ogaltildi.
Dogal ve kiiltiir ortamindan elde edilen 6rneklerin kimyasal kullanmadan dogal ortamda
su kullanilarak ekstraktlar elde edildi. Igerisinde kaplayici, indirgeyici, stabilize edici
molekiilleri bulunduran bitki ekstraktlari giimiis nanopartikiil sentezinde kullanildi. Bu
aragtirmada bitki doku kiltiirii teknigiyle tiretimi ve giimiis nanopartikiillerin (AgNP)

sentezi i¢in Plantago lanceolata bitkisi kullanilmistir.

Plantago lanceolata bitkisi doku kiiltiiriinde rejenere edilmistir. Dogadan toplanan ve
doku kiiltiirtinde tretilen bu bitkinin dogal ekstraktlarindan basarili olarak elde edilen
nanopargaciklarin karakterizasyonu i¢in UV-Vis spektroskopisi, Fourier Transforms

Infrared (FT-IR) spektroskopisi ve Zeta boyut analizi 6l¢timleri yapilmistir. Zeta boyut

Xii



analizine gore gilimils nanopartikiillerin ortalama boyutlar1 61-100 nm arasinda

Olciilmiistiir.

Ug farkli konsantrasyonda (0.1, 0.05, 0.01 mg/mL) hazirlanan AgNP, bitki ekstrakti ve
kanamisinin antibakteriyel potansiyelleri disk diflizyon yontemi ve mikrodiliisyon testi
kullanilarak Gram-negatif (Escherichia coli) bakterisi tizerinde incelenmistir. Disk
diflizyon yonteminde yiiksek konsantrasyon olan 0.1 mg/mL AgNP’de 10 mm,
kanamisinde ise 12 mm inhibisyon ¢ap1 gézlenirken bitki ekstraktinda inhibisyon ¢api
gozlenmemistir. Mikrodiliisyon testiyle; AgNP, bitki ekstrakti ve kanamisinin 500
mg/mL-15.6 mg/mL konsatrasyonlari arasinda seri diliisyonlar1 hazirlanmistir.
Sonuglardan yola ¢ikarak yiiksek konsantrasyonda AgNP ve kanamisinin ayn1 6l¢iide ve

etkin bir antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir.

Caligmada AgNP’lerin sitotoksik ve yara iyilestirici etkileri fare kas hiicreleri (C2C12)
tizerinde, WST hiicre canlilik ve ¢izik testi yapilarak incelenmistir. Yapilan hiicre canlilik
testinde, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde 0.1 ve 0.05 mg/mL’lik AgNP’nin
C2C12 hiicreleri tizerinde biiyiik olgiide sitotoksik etki gdsterdigi, ancak 0.01 mg/mL
AgNP’nin temas siiresinin azalmasiyla sitotoksik etki gostermedigi tespit edilmistir.
Yapilan calisma AgNP’iin C2C12 hiicre hatti iizerinde sitotoksik etkisi oldugunu

gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Bitki doku kiiltiirii, giimiis nanopartikiil, yesil sentez, Plantago

lanceolata, yara iyilestirme

YILDIZ TEKNIK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

In vitro Regeneration of Plantago lanceolata Plant,
Nanoparticle Synthesis from Plant Extract, Investigation of

Antibacterial and Wound Healing Effects

Sultan YILMAZ

Department of Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Dr. Musa TURKER

Plant tissue culture provides the opportunity not to be constantly dependent on nature in
obtaining medical and commercially important plants, and to provide the plant
continuously in laboratory conditions independently environmental conditions. Over the
past few years, plants with anti-inflammatory, antimicrobial and anticarcinogenic effects
have been interested in nanotechnology and are thought to have important and promising

properties for biomedical applications.

In the present study, Plantago lanceolata plant, which have a medical effect and used in
wound healing, were regenerated with the plant tissue culture technique. Extracts of
natural and in vitro regenerated plants were obtained using water in natural environment
without using chemicals. Plant extracts containing coater, reducing, stabilizing molecules

were used in silver nanoparticle synthesis.

UV-Vis spectroscopy, Fourier Transforms Infrared (FT-IR) spectroscopy and Zeta-Sizer
analysis were performed to characterize the nanoparticles successfully obtained from the
extracts of the plant, collected from nature and produced in tissue culture. According to
the Zeta-Sizer analysis, the average sizes of silver nanoparticles were measured between
61-100 nm.
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Antibacterial potentials of Silver nanoparticles (AgNP) prepared in three different
concentrations (0.1, 0.05, 0.01 mg/mL) were investigated comparing with Kanamycin on
Gram-negative (Escherichia coli) bacteria using disc diffusion method and microdilution
test. In disc diffusion method, 0.1 mg/mL AgNP, which is a high concentration, has an
inhibition diameter of 10 mm, while Kanamycin has an inhibition diameter of 12 mm.
With microdilution test; Serial dilutions were made between 500 mg/mL-15.6 mg/mL
concentrations of AgNP, plant extract and Kanamycin. Based on the results, it was
determined that high concentration AgNP and Kanamycin have the same and serious

antibacterial effect.

Cytotoxic and wound-healing effects of AgNPs were investigated on mouse muscle cells
(C2C12) by performing WST cell viability and scratch tests. In the cell viability test, it
was determined that 0.1 and 0.05 mg / mL AgNP had a great cytotoxic effect on C2C12
cells during 24 and 48 hours incubation period, but it did not show cytotoxic effect with
a decrease in exposure time of 0.01 mg/mL AgNP. The results revealed cytotoxic effect
AgNP on C2C12 cell line.

Keywords: Silver nanoparticle, green synthesis, Plantago lanceolata, wound healing

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Plantago major ve Plantago lanceolata, Plantaginaceae familyasina ait ¢ok yillik
bitkilerdir. Yaklasik 15 cm yiiksekliginde olabilirler, ancak biiyiime habitatlarina bagh
olarak boyutlar1 degismektedir. Yakin zamandaki etnofarmakolojik ¢aligmalar, Plantago
bitkilerinin diinyanin birgok yerinde anestezik, antiviral, antienflamatuar, analjezik,
antihistaminik, antiromatizmal, antitimér oOzelliklerinden dolay1 tipta kullanildigini

gostermektedir [1]

Bitki doku kiiltiirii, aseptik ve kontrollii ortam altinda tanimli kat1 veya sivi ortam
tizerinde hiicrelerin, dokularin ve organlarin biiyiimesini ve ¢ogalmasini ifade eder. Ticari
teknolojisi; esas olarak aksiller tomurcuklarda, somatik embriyolardan, siispansiyon
kiiltiirlerindeki hiicre kiimelerinden ve biyoreaktorlerden hizli bir sekilde ¢cogalmanin
saglandig1 mikro-cogaltmaya dayanmaktadir [2]. In vitro kiiltiir teknikleri hastaliksiz
bitkilerin {iretimi, nadir bitki genotiplerinin hizli ¢ogaltilmasi, bitki genomunun
doniislimii ve Onemli ticari degere sahip bitki kaynakli metabolitlerin iiretimi icin

vazgegcilmezdir [3].

Nanoteknoloji, kelimenin tam anlamiyla nano Olgekte uygulamalari olan teknoloji
anlamma gelir ve tek tek atomlardan veya molekiillerden mikron alti boyutlara kadar
degisen olgeklerde fiziksel, kimyasal ve biyolojik sistemlerin iiretimini, uygulanmasini
ve sonugta elde edilen nanoyapilarin daha biiyiik sistemlere entegrasyonunu kapsar.
Nanopartikiil (NP); 1 ile 100 nm arasinda bir yarigapla birbirine baglanmis atomlarin

toplamidir ve genellikle 10-105 atomdan olusur [4].

Nanopartikiiller fizikokimyasal yontemler uygulanarak sentezlenebilir. Bununla birlikte
bu yontemler; toksik ¢oziiciilerin kullanimi, tehlikeli yan iirlinlerin iiretimi ve ylizey
yapisinin kusurlu olmasi da dahil olmak {izere bir¢ok dezavantaja sahiptir. Kimyasal
yontemler genellikle parcacik reaktivitesini ve toksisitesini artirabilecek kompozisyon
belirsizligi ve oOngoriilebilirlik eksikligi nedeniyle insan sagligina ve cevreye zarar

verebilecek birden fazla kimyasal tiir veya molekiilden olusur. Toksik, pahali kimyasallar
1



ve yiiksek enerji tiiketimi kullanmadan dogal indirgeyici, kapatici ve stabilize edici
ajanlar kullanan verimli yesil sentezin ilerlemesi arastirmacilari biyolojik yontemlere
cekmistir. Yesil sentezle iretilen partikiiller, fizikokimyasal yaklasimlardan farklidir.
Asagidan yukariya bir yaklasim olan yesil sentez pahali bir kimyasal indirgeyici ajanin,
metal veya metal oksit nanopartikiillerin sentezini saglamak i¢in agag, bitki yapraklar
veya meyveler gibi dogal bir iiriiniin 6zii ile degistirildigi kimyasal indirgemeye benzer.
Biyolojik varliklar nanopartikiil {iretimi igin biiylik bir potansiyele sahiptir. Biyolojik
sentezle iiretilen nanopartikiiller ¢evre dostu, siirdiiriilebilir, kimyasal kontaminasyon

icermeyen, maliyeti diisiik ve seri iiretim i¢in kullanilabilir durumdadir [5].

1.2 Tezin Amaci
Bu ¢aligmanin temel amaci:
1. Plantago lanceolata bitkisinin bitki doku kiiltiirii teknigiyle ¢ogaltmak.

2. Mikrodalga 1simasi altinda giimiis nanopartikiilleri (AgNP) biyosentezlemek

(yesil sentez yontemiyle).

3. Biyosentezlenmis giimiis (AgNP'ler) nanopartikiilleri kimyasal ve biyokimyasal

ozelliklerini detaylandirmak.

4. Escherichia coli bakterisine karsi biyosentezlenmis giimiisiin  (AgNP)

nanopartikiillerin antimikrobiyal potansiyelini arastirmak.

5. Biyosentezlenmis giimiis (AgNP) nanopartikiillerin in vitro sitotoksik ve yara

tyilestirici aktivitelerini arastirmak.

1.3 Hipotez

Bitki doku kiiltiirii teknigi kullanilarak dogada bulunmasi gii¢, nesli tiikenmekte ve tibbi
acidan degerli olan bitkilerin {iretimi saglanip bu arastirmadan standart bir protokol
olusturulabilir. Ayrica, giimiis nanopartikiillerin yesil sentezi i¢in kullanilan bir metod
olan mikrodalga 1s1ma yontemiyle standart bir protokol gelistirilebilir. Protokolde
biyoaktif molekiillere sahip bitki ekstraktlarindan, giimiis nanopartikiillerin (AgNP)
sentezi i¢in indirgeyici ve kaplayici ajan olarak yararlanilabilir. Biyolojik bir sentez olan
bu protokolde fizikokimyasal yontemlerden farkli olarak toksik olmamasi ve ekonomik

olmasi1 beklenmektedir.



Bu nanopartikiillerin Escherichia coli tiirtine karst ¢ok diisiik konsantrasyonda
antibakteriyel aktivite gostermesi de bu deneyden miimkiin olabilir. Bu protokolle ayrica,
fitosentezlenmis giimiisiin in vitro sitotoksik ¢calismalar1 ve migrasyon testleriyle 6zellikle

tip alan1 olmak tizere ¢esitli sektorlerde uygulanmasi ve gelistirilmesi saglanabilir.



2

BIiTKIi DOKU KULTURU

Bitki doku kiiltiirti, aseptik sartlar altinda suni hazirlanan kat1 veya s1vi besin ortamlarinda
bitki hiicre, doku ve organlarinin ¢ogaltilmasi ve biiyiitiilmesi teknigidir [2]. Bitki doku
kiiltiiriiniin temeli olan totipotensi kavrami 1902’de Haberlandt tarafindan 6ne stirtilmiis
olup; bu kavrama gore, her bir bitki hiicresi uygun cevresel kosullar saglandig siirece
birbirinden bagimsiz olarak ana bitkiye benzer sekilde bir bitki olusturmaya yetenegine
sahiptir [6]. Cevresel kosullar arasinda uygun besin kaynagi, pH, yeterli sicaklik, uygun
gaz ve sivi ortami bulunup bu kontrollii kosullar, kiiltiiriin biiyiime ve ¢ogalmasi i¢in
elverisli ortam saglar [7]. Uygun bir fitohormon rejiminin seg¢ilmesi kosuluyla, bitki
meristemleri, tomurcuklari, yapraklari, govdeleri, kokleri, vb. eksplantlar; kotiledon,
hipokotil, kok, govde, filizleme uclar1 gibi ¢esitli ve karmasik yapilarin olusumu ile

sonuglanan koordineli boliinme ve gelisime ugrayabilir [8].

Bitki doku kiiltlirii yontemlerinin, geleneksel tarimsal iiretim yontemlerine gore

avantajlari;

e Yiksek kalitede hastaliksiz ve tek tip bitki materyallerinin hizli tiretimi ve

cogaltilmasi

e Bitkilerin, iklim degisikligi ve toprak sartlarindan bagimsiz olarak her yerde

kontrollii bir sekilde iiretiminin saglanmasi
e Hasatin; hizli, temiz, dogru olmasi

e Herhangi bir tiire ait spesifik metabolitleri tiretmek i¢in hiicrelerin kolayca in vitro

ekilebilmesi

e Invitro bitki hiicreleri genellikle farkli profilde ve miktarlarda metabolit iiretir ve

bu iiretim tekniginin daha yonetilebilir, yeniden iiretilebilir ve giivenilir olmasi.

e Bircok bilesigin yiiksek verimde {iretimi i¢in organ, doku ve hiicrenin

secilebilmesi

e Yavas bilyiliyen ve seyrek dagilmis tiirlerle, zayif ¢cimlenme oranina sahip diigiik
tohum veya tohum tiretimi igin hizli gogalmanin miimkiin olmasi
4



e Bitki hiicrelerinin besin ortami igeren otomatik biyoreaktorlerde, yiiksek

verimlilik ve diisiik iscilik maliyetleri ile yetistirilebilmesi

e Polen, organ, doku ve hiicreleri (bir tohum bankasi olarak) uzun siire depolayarak

gen havuzunun korunmasini saglar [8].

2.1 Bitki Doku Kiiltiirii Teknikleri

In vitro kiiltiir teknikleri artik hastaliksiz bitkilerin {iretimi, nadir bitki genotiplerinin hizli

cogalmasi, bitki genom transformasyonu ve onemli ticari degere sahip bitki kaynakli

metabolitlerin liretimi i¢in vazgegilmezdir [3].
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Sekil 2.1 Bitki in vitro doku kiiltiirii kullanilarak biyoaktif bilesiklerin biiyiik 6lgekli

iretimi i¢in kullanilan mevcut yontemlerin semast [3]

2.1.1 Kallus Kiiltiri

Kallus, bitki eksplantlarinin uygun hormonlart bulunduran biiyiime ortamina transfer

edilmesinden birkag hafta sonra eksplantlarda goriilen farklilagmamis bir doku kiitlesidir.
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Karasal bitkilerin tiim biiyiik ailelerinde yaralanmis doku, farklilagsmamis kallus hiicreleri
tarafindan geri kazanilir ve bu kallus hiicreleri, biyoteknolojik uygulamalar i¢in in vitro
olarak Kkiiltiirlenebilir. Bitkinin hemen hemen herhangi bir kismi kallus Kkiiltiirleri
olusturmak i¢in kullanilabilir. Bitki dokularindan alinan eksplantlar, mikrobiyal
enfeksiyonu onleyen steril kosullar altinda elde edilir ve biliylime hormonlar1 (oksin,
sitokinin vb.) ile takviye edilmis kati jel besiyeri lizerinde kiiltirlenirlerse yavas yavas in
vitro olarak amorf ve renksizden kahverengiye kadar degisen bir hiicre kiitlesine doniistir.
Hiicrelerin diizenli araliklarla pasajlanmasiyla kallus kiiltiirleri in vitro olarak siiresiz
olarak korunabilir. Farklilastirilmis bitki hiicreleri ve kiiltiirlenmis kallus hiicreleri dnemli
oOlgiide farklilik gosterir. Kallus hiicreleri, farklilasmamis meristemik hiicrelere benzeyip
sadece kiiciik bosluklar ortaya cikarirlar ve diger 6zelliklerin yani sira fotosentez i¢in
kloroplast icermezler. Kallus kiiltiirleri, standart kiiltiir ortamindan farkli uygun biiyiime
ortam1 altinda tutulursa tam bir bitkiye farklilasabilir. Baz1 kallus kiiltiirleri karanlik
biiyiime kosullarina ihtiyag duyarken, digerleri belirli giindiiz-gece kosullar1 altinda (6rn;
16 saat aydinlik, 8 saat karanlik) biiytir. Kallus kiiltiirleri genellikle (25 + 2) © C'de biiyiir

[9].

2.1.2 Organ Kiiltiirii

Organogenez; bitki organlarinin {iretimini, yani dogrudan meristemden veya dolayl
olarak farklilasmamis hiicre kiitlelerinden (kallus) ortaya c¢ikabilecek kok, filiz ve
yapraklarin tiretimini belirtir. Organogenez yoluyla bitki rejenerasyonu, kallus tiretimi ve
adventif meristemlerin besiyerinde bitki biiyiime hormonlarmin konsantrasyonunu
degistirerek organlara farklilagmasini igerir [10]. Ayn1 zamanda, organojenik govde
dogrudan eksplantlardan elde edilirse organogenez dogrudan olabilir veya organojenik

islem ilkin eksplantlardan olusturulmus kallustan meydana gelirse dolayli olabilir [11].

2.1.3 Embriyo Kiiltiirii

Cicekli bitkilerde ¢ift dollenme, tek hiicreli bir zigotun ve endospermin ilk hiicresinin
olugsmasina neden olur. Daha sonra zigot gelisimi, zigotun bir embriyoya doniismek tizere
bir dizi karmasik hiicresel, molekiiler, biyokimyasal ve morfolojik olayr boldiigli ve
gecirdigi embriyogenez olarak adlandirilir. Embriyogenez ayrica maternal dokudan veya
dollenmemis bir yumurta hiicresinden olusan apomiktik embriyolar olarak adlandirilan
aseksiiel embriyolarin iiretilmesi yoluyla dollenmeden de ortaya c¢ikabilir. Asekstiel
embriyolarin olusumu, in vitro kiiltiir teknigi olan gametofitik veya somatik embriyojenez

yoluyla da elde edilebilir. Gametofitik embriyojenez, erkek veya disi gametofitlerden
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haploid embriyolarin iretilebilecegi bir islemken somatik embriyojenez, somatik
(sporofitik) hiicrelerden yani gametler disindaki hiicrelerden embriyolar1 baslatir. /n vitro
sistem, kisa siirede senkron gelisimli ¢ok sayida embriyo tiretimi de dahil olmak tizere in
Vivo embriyolarin kullanimina gére bir¢ok avantaj sunar [12]. Somatik embriyogenez ise,
tam bir bitki elde etmek i¢in somatik bitki hiicrelerinden (herhangi bir cinsel olmayan
hiicre) embriyo iiretimidir. islem ilk eksplantlardan veya daha 6nce indiiklenen kallustan

kaynaklaniyorsa, dogrudan veya dolayli da olabilir [11].

2.1.4 Hiicre Siispansiyon Kiiltiirii

Bitki hiicre kiiltiirii, bitki biyokimyasi ve molekiiler biyoloji ile ilgili temel ¢aligmalar i¢in
onemli bir aragtir ve farklilagmis kiiltiirler (tiim bitki ve organ kiiltiirleri, filizler, kokler)
veya farklilasmamig kiiltiirlerin (kallus, hiicre siispansiyonlar1 ve protoplastlar)
rejenerasyonunu iceren mevcut yontemlerdir. Farklilagtirilmis kiltiirler, hiicre
stispansiyon kiiltiirlerinde her zaman eksprese edilmeyen dokuya ozgii biyosentetik
yolaklar1 calismak icin faydali olabilir. /n vitro ayristirilmis bitki hiicre siispansiyon
kiiltiirleri, biyoreaktorlerde 6nemli kimyasallarin biiyiik 6lgekli tiretimi i¢in ve bitkilerin
incelenmesi i¢in basitlestirilmis bir model sistemin avantajini sunduklarindan hiicresel ve
molekiiler proseslerin incelenmesi i¢in daha uygun bir yontemdir. Hiicre siispansiyon
kiiltiirleri; hiicrelere yonelik beslenme, oOnciiler, biiyiime hormonlar1 ve sinyal
bilesiklerine hizli ve diizgiin erisim saglayan nispeten homojen bir hiicre popiilasyonu

icerir [13].

Kallus dokusu, bitki hiicre kiiltiirii sistemlerinde 6nemli bir malzemedir. Si1v1 bir ortama
konuldugunda ve ¢alkalandiginda hiicreler, hiicre siispansiyon kiiltiirii olusturmak tizere
stvinin i¢inde yayilir. Bu tiir hiicreler teorik olarak totipotenttir ve ayrica normalde saglam
bitki ile iligkili bilesiklerin herhangi birini sentezleme potansiyeline sahiptir. Yeni
hiicreler olustukca sivi ortama dagilirlar ve kiimeler haline gelirler. Siispansiyondaki
hiicreler, kallus kiiltlirlindeki hiicrelere gore ¢ok daha yiiksek hiicre bdliinme oranlari

sergileyebilir [14].

2.1.5 Protoplast Kiiltiirii
Protoplastlar, hiicre duvari enzimatik veya mekanik islemle uzaklastirilmis Dbitki

hiicreleridir. Bununla birlikte bu yaklasimi ge¢miste kullanmanin temel amaci; tiirler



arasi hibritlesmelerdir. Mekanik izolasyon miimkiin olmasina ragmen zarar gormiis
hiicrelerden salinan maddeler nedeniyle kiiltiirde diisiik verim, kalite ve performansla
sonuglanir [13]. Enzimatik izolasyon genellikle yiiksek ozmotikumlu (bir bitkideki veya
bitki hiicre kiiltiirindeki ozmotik basinci takviye eden bir madde- 6rn; sukroz) basit bir

¢ozeltide, hiicre duvari pargalayici enzimleriyle yapilan giivenli bir yontemdir [15].

2.1.6 Sacak Kok Kiiltiirii

Sagak koklerin tiretimi, bitki metabolik islemlerini incelemek, degerli ikincil metabolitler
veya rekombinant proteinler iiretmek i¢in bitki doku kiiltiirli teknigi ile gergeklestirilir.
Sagak kok kiltiirli ayn1 zamanda dogal olarak ortaya ¢ikan Gram negatif toprak
bakterisinden doniistiiriilmiis kok kiiltiirii olarak da adlandirilir ve kok indiikleyen
plazmitler (Ri plazmitleri) igerir. Agrobacterium rhizogenes enfeksiyonu tarafindan
tiretilen sacak kokler, genetik ve biyokimyasal yapmin yan sira yiiksek bir biiyiime
oranina sahiptir. Sagak kok kiiltiirii; bitkilerin metabolik siireclerini, sekonder
metabolitlerin  iiretimini, rekombinant proteinlerin iiretimini, bitki genetik
miithendisligini, yapay tohum tiretimi, biyolojik aritma ve biyofarmasatikleri incelemek

i¢in kullanilan bir tiir bitki dokusu kiiltiirtidiir [16].

2.1.7 Biyoreaktorler

Biiyiik oOlgekli bitki doku kiiltiiriiniin, bitkilerin mevcudiyetinden bagimsiz olarak
kontrollii bir biyokimyasal madde tedarik ettigi i¢in geleneksel plantasyon yontemlerine
alternatif bir yaklasim olarak goriilmistiir. Doku kiiltiirii teknolojisindeki giincel
gelismeler, transkripsiyon faktorlerinin degerli bilesiklerin iliretimini arttirmada bitki

metabolik miithendisligi i¢in etkili yeni molekiiler araglar oldugunu gostermektedir.

Bitki ozlerinden degerli bilesikler tanmimlandiktan sonra calismanin ilk kismi, ilgili
maddeleri tireten bitki bireylerinin en biiylik genetik havuzunun toplanmasindan ibarettir.
Bu calisma, en degerli sekonder metabolitleri sunan hiper tiretici bitkilerin taranmasina
izin verir. Bununla birlikte sekonder bilesiklerin temel bir 6zelligi, sentezlerinin yiiksek
Olciide indiiklenebilir olmasidir. En verimli bitkiler segildikten sonra kallusla in vitro
kiltlirlere baslanir. Bu ¢alisma esas olarak yetistiricilige en iyi adapte edilecek ortami
belirlemeye dayanmaktadir. Kallus elde edildiginde genellikle birkag alt-kiiltiir dongiisii
sirasinda Kallusun somaklonal bir degisime maruz kalabilecekleri iyi bilinmektedir. Bu
in vitro varyasyon nedeniyle sekonder metabolit iiretimi bir alt kiiltiir dongiisiinden
digerine ge¢iste degiskenlik gosterir. Genetik stabiliteye ulasildiginda etkili bir metabolit

iiretimi saglamak i¢in farkli kallus hatlarimi yeteneklerine gore taramak gerekir. Bu
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nedenle her kallus, hiicre i¢i ve hiicre dis1 metabolit konsantrasyonlarmnin yani sira
biiyiime hizi i¢in de ayr1 ayr1 degerlendirilmelidir. Bu her hiicre hattinin verimliliginin
degerlendirilmesine izin verir. Boylece hiicre siispansiyonlar1 ve reaktor ¢alismalarina
sadece en iyileri alinacaktir. Biiylime durdugunda birincil metabolizma i¢in artik biiyiik
miktarlarda karbona ihtiya¢ duyulmaz ve ikincil bilesikler daha aktif olarak sentezlenir.
Biyoreaktor caligsmalari, bitki hiicre kiiltiirlerinden ikincil metabolitlerin olast ticari
iiretimine yol acan son adimi temsil eder. Bu erlenmeyer siselerinde yapilan ¢alismalari
Olceklendirirken sayisiz sorun ¢ikmasi nedeniyle 6nemli bir agsamadir. Bir biyoreaktorde
biyokiitle liretiminin bagaril1 bir sekilde optimizasyonundan sonra bitki hiicresi kiiltiirleri
iyi bir sekonder metabolit iiretimi elde etmek i¢in iyi adapte edilmis islemlerden

gecmelidir [17].

ﬁ ﬂ Sekonder bilesiklerin Giretimi igin bitkinin taranmas:

ﬁ

i¥
a;-m

En iyi genotipin secilmesi (Kimyasal Tarama)

J - i - J ) Kallus baslangici (Buyime Ortami Calismalari)
- -

Alt kiiltiir déngiileri (Siklikla Diizensiz Metabolit Uretimleri)

™ .
\_/ ky) sssssss \9/ \’/ Genetik Stabilite (Genellikle Dlzenli Metabolit Uretimi)
J segilen en iyi hiicre hattinin verimliliginin

(biylime, metabolit Gretimi) taranmasi

é . Hiicre siispansiyon galigmalan (Biyosentetik Yolaklar, Genetik
,ﬁ'ﬁ' Modifikasyonlar, immobilizasyon, Elisitérler)

Biyoreaktdr ¢alismalan (Blyime, Verimlilik, Proses Mihendisligi)

Sekil 2.2 Bitki hiicresinden ikincil metabolitlerin iiretimi [17]

2.1.8 Biyotransformasyon

Biyotransformasyon, bitki hiicrelerinde veya organ dokularinda yiiksek degerli kimyasal
tirtinler tretmek icin kullanilabilecek bir baska stratejidir. Biyotransformasyon; bitki
hiicreleri, organ dokulari veya enzimler tarafindan katalizlenerek tedarik edilen
maddelerin kimyasal doniisiimiinii i¢erir. Bu strateji ucuz, kullanilabilir ve bol triinleri;
nadir, pahali ve yiiksek degerli dogal iiriinlere doniistiirme avantajina sahiptir. Yontem;
hidroliz, metilasyonlar, asetilasyon, izomerizasyonlar ve esterifikasyonlar dahil olmak

lizere enzim reaksiyonlarindan yararlanmaya dayanir [18].



2.2 Bitki Doku Kiiltiiriiniin Uygulama Alanlari

Bitki doku kiiltiirii tekniklerinin uygulanmasiyla birlikte bitki biyoteknolojisi alaninda
gelismeler saglanmistir. Optimum kiiltiir sartlarina cevap verebilen bitkiler, cesitli
dokulardan hiicre gogalmasini ve gelismesini saglayabilmektedir. In vitro bitki hiicre ve
doku Kkiiltiiri deneyleri, temel ve uygulamali arastirmalarda biiylik uygulamalar
saglamaktadir. Bu uygulamalar c¢esitli alanlarda kullanilabilir. Bitki doku kiiltiirii daha
once hiicre boliinmesi, bitki bliylimesi ve biyokimya incelemek i¢in temel arastirmalarda
kullanilmistir. Teknolojinin gelismesiyle birlikte daha genis 6l¢ekte kullanilan teknikler

son yillarda doku kiiltiirii ¢aligmalarini birkag alanda cesitlendirmistir.

Genetik miihendisligindeki ilerleme, doku kiiltiirii biliminden daha fazla uygulama
tiretmek igin gesitli genetik araglar saglar. Bu araglar in vitro kosullar altindaki gelisimi
sirasinda bitki hiicresinde ve dokusunda molekiiler yolaklari, bitki fizyolojisini veya
somaklonal varyasyonu anlamak i¢in kullanilabilir. Bu aragtirmalar doku morfolojisini,
biyokimyasal ve somatik hiicre genetigini incelemek icin in vitro teknolojinin temel

uygulamalarini olusturur [15].

Genetik
3 {I’emel Uygulamalar *  Biyokimyasal

Konak-patojen calsmalan

+ Mikrocogdatim

SERE i SR = Bitki 1zlahi ve hibridizasyonu
BITKI DOKU KULTURU ~Ekonomik Uygulamalarl * Somoklonal varyasyon
UYGULAMALARI * Tehlikeli tiirlerin korunmas:

* Bitki germplazmasinin korunmasi

* Mikrogogatm
* Bitki eldesi farmasdtikler
{T icari Uygulamalar * vapay tohum Gretimi
* Tarm, bahcecilik, cicek yetistirme
* “renilenebilir asilar
* Diploid bitki Gretimi

Sekil 2.3 Bitki Doku Kiiltiirii Uygulamalari

2.3 Sekonder Metabolitlerin Uretimi

Tibbi bitkiler, diinya niifusunun ¢ogunlugu i¢in hayat kurtarici ila¢ kaynagidir. Bitki
hiicrelerinin ticari olarak ilgilenilen dogal veya rekombinant bilesiklerin {iretilmesi igin

kullanilmast son on yilda ilgi kazanmistir. Niikleik asitler, amino asitler, karbonhidrat,
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yag, vb. gibi birincil metabolitlerden ayirt edilen sekonder metabolitler son derece
cesitlidir. Bunlarin binlerce tanesi ¢esitli siniflarda tanimlanmistir. Her bitki ailesi, cinsi
ve tirii bu kimyasallarin karakteristik bir karisimini {iretir ve bazen bitkilerin
siniflandirilmasinda taksonomik karakterler olarak kullanilabilir. Pek cok bilimsel
kaynak rollerinin normal biiyiime, gelisme ve tiremedeki canli hiicreler igin ¢ok dnemli
olmadigini, fakat bir bitkinin ekolojik ¢evrede olabilecek olasi zararlardan ve diger
topluluklardan korumak i¢in savunma amaciyla hareket ettiklerini belirtir. Bu nedenle,
bunlar genellikle belirli ihtiyaglar i¢in bitkilerde sentezlenirken, birincil metabolitler
genellikle tiim tiirler arasinda ortak biyolojik amaglara sahiptir [19]. Yararl bir biyoaktif
bilesigin tanimlanmast ve izole edilmesi igin siirekli iiretim yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Ikincil metabolitler tipik olarak genellikle birden fazla kiral merkez ve
degisken baglar1 kapsayan c¢esitli ve karmasik kimyasal yapisi ile karakterize edilir ve bu
kimyasal sentezini zorlastirir. Bu nedenle biyolojik aktif bilesenler yaygin olarak dogal
kaynaklarindan elde edilmektedir [20]. Bununla birlikte, kaynak bitkilerin ¢ogu yabani
bitkiler olduklar1 i¢in dogal ortamlarindan hasat edilmesi, bu bitkilerin neslini tilketmenin
yant sira bilesiklerin iiretiminde bir darbogaz yaratma riski de sunmaktadir. Bunun
disinda pek c¢ok kaynak bitkinin yavas biliylime oranlari, ilgilenilen aktif bilesiklerin
diisiik konsantrasyonlar1 ve siklikla biyosentezi indiiklemek i¢in biyotik veya abiyotik
strese duyulan ihtiya¢ gibi sorunlar bulunmaktadir. Tim bu faktorler, ikincil
metabolitlerin kaynak tiirlerinden ¢ikarilmasini oldukga yetersiz kilmakta ve ikincil

metabolit iiretimi i¢in yeni yaklagimlara olan ihtiyaci vurgulamaktadir [18].

2.4 Sekonder Metabolitlerin Tipta Uygulama Alanlan

Dogal iiriinler ve kombinatoryal sentez ile lretilen molekiiller arasindaki yapisal
farkliliklarin ayrintili analizi, kombinatoryal sentezi daha verimli kilan 6zelliklerin ortaya
cikmasindan kaynaklanmaktadir. Ornegin; kiral ayrilmasi, zor ve pahalidir. Bu nedenle
diisiik sayida kiral merkeze sahip molekiiller olusturmak elverislidir. Cok daha az sayida
kiral merkezin yani sira sentetik bilesikler; daha diisiik molekiiler agirliga, daha fazla
serbest donebilen baga, yiiksek zincir uzunluguna, daha az sayida halkaya ve oksijene
ama daha fazla azot, kiikiirt ve halojen atomuna sahip olma egilimindedir. Diger
farkliliklar ise halka sistemlerinin karmasikligi ve doygunluk derecesidir. Bu yapisal
farkliliklar; 6zellikle onemli olgiide disiik kiral merkez sayisi, diisiik boyut ve daha
yiiksek esneklik, sentetik bilesiklerin daha zayif ve daha az spesifik aktivitesi ile

sonuglanir. Aksine dogal {iirlinler biyolojik islevleriyle ilgili spesifik proteinler i¢in
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baglanma afiniteleri ve biyosentez sirasinda gelistirilen istiin kimyasal ¢esitlilik ve
karmasikliga sahip olmalarindan dolay1 daha etkili biyolojik etkilere sahiptir. Tablo
2.2’de anlasilacagi gibi bitki kaynakli bu dogal iirlinler, ¢esitli molekiiler hedefleri

modiile eder ve gesitli hastalik kosullarinin tedavisi igin kullanilir [21].

Tablo 2.4 Teropatik kullanim igin onaylanmus bitki kaynakli dogal {irlinlerden bazilar

[12]
Genel Isim ve Kimyasal Bitki Tiirii Ticari Isim Endikasyon
Yapisi (Etki
Mekanizmasi)

Artemisinin

Artemisia annua L. [22]

Artemisin (1987)

Sitma tedavisi

(radikal olusum)

Kolsisin
Colchicum spp. [23] Colcrys (2009) Gut (tiibiilin
C ‘/ baglama)
Paclitaxel
£ Taxus brevifolia [24] Taxol (1993), Kanser
o i()/\' 7o Abraxane (2005), | kemoterapisi
O (| f:‘) i Nanoxel (2007) (mitotik
inhibitor)

Omacetaxine

mepesuccinate

Cephalotaxus
harringtonia [25]

Synribo (2012)

Onkoloji (protein
translasyon

inhibitdorii)
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Tablo 2.5 Teropatik kullanim igin onaylanmis bitki kaynakli dogal {irtinlerden bazilar

[12] (devami)

Ingenol mebutate

‘ H
e

Q, HO OH
\’zfo HO
=

Euphorbia peplus L.
[26]

Picato (2012)

Aktinik keratoz
(hiicre 6liimiiniin

indiikleyicisi)
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3

NANOTEKNOLOJI

Nanoteknoloji; boyutlart 100 nm'den az olan malzemelerin (molekiiller veya cihazlar)
tasarimini, iiretimini, karakterizasyonunu ve uygulamalarini i¢erir. Nanometrik dl¢ekteki
materyallerin; biyoteknoloji, biyomiihendislik, nanoteknoloji ve nanomedikal gibi birgok
alanda kullanilabilecek yeni ozellikler kazandigi gosterilmistir. Bu tiir malzemelere
genellikle nanomalzemeler denir ve nanotiipler, nanoteller, nanoshells, nanopartikiiller,
kuantum noktalari, dendrimerler ve biyopolimerler olarak siniflandirilabilirler. Bunlar
arasinda nanopartikiiller nanomedikalde 6nemli bir rol oynamaktadir. Nanopartikiillerle
ilgili olarak nanoteknolojideki hizli gelismeler, ¢cap1 birkag nanometre diizeyinde ve hatta
daha az olan farkli tip metalik veya manyetik pargaciklarin sentezlenmesini miimkiin
kilmigtir. Ek olarak yiizeyleri biyoaktif molekiiller veya adsorbe edilebilecek,
kaplanabilecek, konjuge edilebilecek veya bunlara baglanabilen goriintiileme problart ile
modifiye edilebilir. Bu tlir modifiye edilmis sistemlerin genis uygulanabilirligi nedeniyle
hiicre etiketlemesi ve hedeflemesi, doku miihendisligi, ila¢ dagitimi, ila¢ hedeflemesi ve
manyetik  ila¢  hedeflemesi, manyetik rezonans goriintiileme, hipertermi,

manyetofeksiyon ve biyomolekiillerin analizi gibi alanlarda uygulanmaktadir [27].

3.1 Nanopartikiiller

Nanopartikiiller (NP'ler), en az 100 nm'den kii¢iik bir boyutu olan partikiillii maddeleri
iceren genis bir malzeme sinifidir. Bakir, ¢inko, titanyum, magnezyum, altin ve giimiis
kullanilarak farkli metalik nanomalzemeler {iretilmektedir. Nanopartikiiller, tibbi
islemlerden tutun enerji depolamak i¢in gilines ve oksit yakit pilleri gibi ¢esitli sanayi
tiretim dallarinda, kozmetik veya kiyafet gibi giinliik kullanimdaki ¢esitli malzemelere

genis bir sekilde dahil edilmesine kadar ¢esitli amaglarla kullanilmaktadir [28].

Farkli parametrelere; kokenlerine (dogal veya antropojenik), kimyasal bilesime (organik
ve inorganik), olusumlarina (biyojenik, jeojenik, antropojenik ve atmosferik),
boyutlarina, sekillerine ve 6zelliklerine, aragtirmada ve endiistrideki uygulamalarina gore

cok ¢esitli NP’ler siniflandirilmistir. Kimyasal bilesimlerine gore; karbon temelli
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nanoyapilar, metal oksit nanoparcaciklar, Quantum dots (QDs), elemental metalik

nanopartikiiller ve organik polimerler olarak siniflandirtlmistir

3.1.1 Metalik Nanopartikiiller

Altin, giimiis, platin ve paladyum gibi metallerin nanopartikiilleri; sampuan, sabun,
deterjan, ayakkabi, kozmetik iriinleri ve dis macunu gibi hizli tiiketilen tiiketim
mallariin yanisira, tibbi ve farmasotik uygulamalarda da yaygin olarak uygulanmaktadir.
Altin nanopartikiiller; tipta, hastalik teshislerinde ve tasiyici ilag sistemlerinde yaygin
olarak kullanilirken, giimiis nanopartikiiller; sensor teknolojisi ve diger bir¢ok
biyomedikal uygulamalarda kullanilmistir. Platin nanopartikiiller ise katalizor olarak
yaygin sekilde kullanilmaktadir ve bir¢ok biyomedikal uygulamada alasim, c¢ekirdek
kabuk ve bimetalik nanoyapilarda diger nanopartikiillerle birlikte kullanilir. Benzer
sekilde paladyum nanopartikiilleri; kataliz ve elektrokataliz, algilama ve plazmonik dalga

yonlendirmede genis bir uygulama alanina sahiptir [29].

DMNA izaretleme, biyosensdr,
kanser terapisi, antimikrobiyal

@ . oy
e

Antikanser,

antimikrobiyal Biyokataliz

Antikanser Antimikrobiyal

i

Antikanser Antikanser, kanser terapisi
! maolekiiler giriintiileme

antimikrobiyal antiviris

Kozmetik, kaplama

Sekil 3.1 Biyoteknolojide metalik nanopartikiillerin ¢esitleri ve uygulamalari [30]

3.1.1.1 Giimiis Nanopartikiiller ve Uygulama Alanlari

Maksimum 1-100 nm boyutunda ve benzersiz fizikokimyasal &zelliklere sahip

pargaciklar genellikle nanopartikiil olarak adlandirilir. Giimiis nanopartikiiller (AgNP'ler)
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terapotik amag, biyomolekiiler tespit, ila¢ gelistirme, gida iiretimi, antibakteriyel
maddeler ve tarimsal amaglar1 iceren biyolojik uygulamalar i¢in en verimli nanopartikiil
orneklerinden biridir [31]. Gilimiisiin tibbi 6zellikleri 2000 yildan uzun siiredir
bilinmektedir. 19. yiizyildan beri gimiis bazli bilesikler bir¢ok antimikrobiyal
uygulamada kullanilmistir. Glimiis iyonlarinin ve giimiis bazl bilesiklerin 16 ana bakteri
tiiri olan mikroorganizmalar i¢in oldukga toksik oldugu bilinmektedir. Giimiis genellikle
antimikrobiyal etkiyi indiiklemek i¢in nitrat formunda kullanilir ancak giimiis
nanopartikiillere maruz kalinan mikrop i¢in yiizey alaninda biiyiik bir artis olur. Gilimiis
nanopartikiiller bircok antibakteriyel uygulamada kullanim bulsa da, bu metalin
mikroplar tizerindeki etkisi tam olarak bilinmemektedir. Giimiis nanopartikiillerin hiicre
lizisine neden olabilecegi veya hiicre transdiiksiyonunu inhibe edebilecegi varsayilmistir
[32]. Son kanitlar giimiis nanopartikiillerin giiglii bir antienflamatuar etkiye sahip
oldugunu ve yara iyilesmesini hizlandirdigini1 géstermektedir. Giimiis halen klinik olarak
kullanilmaktadir ve AgNP kullanimi terapotik alanda degerli bir arag olarak ortaya
cikmaktadir. Giimiis siilfadiazin, yanik hastalarinin topikal tedavisinde altin standarttir.
Glmiisiin kullanimi, giimiis iyonlarinin insanlara toksisitesi ile ciddi sekilde
sinirlandirilmigtir. Bununla birlikte nanoteknoloji; yiizey alani-hacim oranlarinin artmast,
bakterilere kars1 daha fazla etkinligi ve en 6nemlisi insanlara daha diisiik toksisitesi ile

daha kiigiik glimiis pargaciklarinin tiretimini kolaylagtirmistir [33].

AgNP'ler, miikemmel antibakteriyel yetenekleri ve iistiin fiziksel Ozellikleri ile iyi
bilinmekte ve ev dezenfektanlari, tibbi cihazlardan su aritma tiriinlerine kadar artan sayida
uygulamada yaygin olarak kullanilmaktadir. AgNP'ler, hem Gram negatif hem de Gram
pozitif bakteriler dahil olmak iizere genis spektrumlu bakterilere kars1 etkili bir biyosit
olmustur. AgNP'ler discilik malzemeleri, yanma tedavileri, paslanmaz celik
malzemelerin kaplanmasi1 ve giines koruyucu losyonlar icin ilag ve eczacilikta
kullanilabilir. AgNP'ler; kaplamalara, nanofiberlere, ilk yardim bandajlarina, plastik
sabunlara ve tekstillere kendi kendini temizleyen kumaslara iletken dolgu maddesi olarak
dahil edildiklerinde antibakteriyel, antiviral ve antifungal bir ajan olarak islev goriir.
Nanopartikiiller, biyosensorler i¢in miikemmel etiketlerdir; ¢iinkii optik absorpsiyon
floresans1 ve elektrik iletkenligi gibi sayisiz teknikle tespit edilebilirler. Yiizey plazmon
rezonans etkisi kullanilarak AgNP'ler ¢ok yiiksek bir hassasiyet kazanir ve ol¢iimler
gercek zamanli olarak gerceklestirilebilir. Nano 0Olgekte metallerin  benzersiz

fizikokimyasal oOzellikleri, bakim noktasi teshisi i¢in nanobiyosensorler, in vivo
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algilama/goriintiileme, hiicre izleme ve hastalik patogenezini veya tedavi izlemesini
izleme amagli nanoproblar gibi ¢ok ¢esitli biyosensorlerin gelismesine neden olmustur.
Nanopartikiiller, yiiksek bir yiizey enerjisinin yani sira yiiksek bir yiizey alan1 hacim
oranina sahip oldugu i¢in nanopartikiillerin kullanimiyla, tekstil fonksiyonlarinin
dayanikliliginda bir artisa yol acarak islem gérmiis kumaslar i¢in yiiksek dayaniklilik
saglayabilir. AgNP'ler kendi kendini temizleyen veya antiodour giysiler, mobilya
tekstilleri, mutfak bezleri, havlular, antibakteriyel yara pansumanlari, hasta elbiseleri,
yatak Ortiileri veya yeniden kullanilabilir cerrahi eldivenler ve maskeler, koruyucu yiiz
maskeleri, biyolojik tehlikelere kars1 giysiler, kozmetik iiriinler, ultrahidrofobik kumaslar

tiretmek i¢in kullanilmistir [34].

Tablo 6.1 Giimiis nanopartikiillerin uygulama alanlar

Uygulandigr alan  EtKisi

Tekstil Giyim {reticileri g¢oraplar i¢in kumaslara dahil edip koku
olusturucu bakterilerin nétralizasyonu i¢in antibakteriyel

faaliyetten yararlanmistir [35].

Gida Buzdolabi yiizeyleri, saklama torbalari, gida kaplarina entegre
edip mikroorganizma iremesini engelleyerek raf Omriinii

uzatmak istemis [36]

Medikal Dis malzemeleri, yara ortiileri, bandaj, endodonti dolgu
malzemeleri, kardiyovaskiiler —implant, Kkateter, kemik

dolgusu,tani teshis, biyosensor, tasiyici ilaglar [37]

Cevresel Su aritma sistemleri [38]

3.2 Nanopartikiillerin Sentezlenmesi

Genel olarak nanopartikiiller gesitli biyolojik risklerden sorumlu toksik ve tehlikeli

kimyasallarin kullanilmasini igeren, ¢evre igin olduk¢a pahali ve potansiyel olarak

tehlikeli olan ¢esitli kimyasal ve fiziksel yontemlerle hazirlanir. Nanopartikiillerin sentezi

icin biyolojik olarak esinlenen deneysel siireclerin gelisimi, nanoteknolojinin 6nemli bir

koluna dontismektedir. Genel olarak giimiis nanopartikiillerin sentezinde yer alan

yukaridan asagiya (top to bottom) veya asagidan yukariya (bottom to top) olmak iizere
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iki yaklagim vardir. Asagidan yukariya dogru yaklasimda nanopartikiiller Sekil 3.2" de
gosterildigi gibi kimyasal ve biyolojik yontemler kullanilarak atomlarin yeni ¢ekirdeklere
birlesip nanoboyuttaki partikiilleri olusturmasiyla sentezlenirken; yukaridan asagiya
yaklasiminda ise yi1ginsal malzemeye piiskiirtme, 6giitme gibi mekaniksel veya kimyasal
islemlerle malzemenin nano boyuta kadar inebilecek kii¢iik pargalara ayrilmasi esas
alimmaktadir [39].

Nanopartikiillerin
Sentezi
|
| 1
Top to Bottom Bottom to Up
(Yukaridan Asagiya) (Asagidan Yukariya)
. Mekanik Ogitme ve 1. Kimyasal Cokeltme Yesil Sentez
sincirma P. Buhar Biriktirme | |1 Bakteri
- Kimyasal Asinma 2. Atomik/Molekiler . Mantar
. Kimyasal/Lazer Kondenzasyon 5. Bitki Ekstrakt
blasyon 1. Sol-lel Proses —
. Plskartma 5. Sprey Piroliz {}
. Laser Piroliz . .
Toksik Degil
7. Aerosol Piroliz
Toksik

Sekil 3.2 Gilimiis nanopartikiillerin farkli sentez yaklasimlar1 [39]
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yap taglar
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Manoyapih materyal

" /’_-H\. .¢ Atom veya
' ‘ molekillerden birlesme

Sekil 3.3 Nanoteknolojide yukaridan agagiya ve asagidan yukariya yaklagimlarinin
gosterimi [40]

3.2.1 Bottom to top (Kimyasal yaklasimlar)

Alttan tiste yaklagimi katalizorlerin (indirgeyici ajan ve enzimlerin); katalizor karakteri,
reaksiyon ortami ve kosullar (stabilizatorler, sicaklik ve ¢oziiciiler) tarafindan izlenen
nanoyapilar iirettigi homojen bir sistem igeren NP'lerin sentezi i¢in daha kabul edilebilir
yontemlerdir [41]. Alttan {iste yaklagimda kimyasal indirgeme bu yontemin genel
temasidir. Glimiis iyonlarimin indirgenmesi i¢in sodyum borohidrit (NaBHs), sodyum
sitrat, askorbat, element hidrojen, tollen reaktifi gibi farkli organik ve inorganik
indirgeme ajanlar1 kullanilir. Bu yontemin en biiyilik avantajlarindan biri, kisa siirede cok
miktarda nanopartikiil sentezlenmesidir. Bu tip sentezlerde kullanilan kimyasallar

toksiktir ve gevre dostu olmayan yan tiriinlere yol agar [39].

3.2.2 Top to bottom (Fiziksel yaklasimlar)
Yukaridan asagiya yaklasimda, NP'ler normal olarak atmosferik basingta bir tiip firim

kullanilarak yogunlastirma/buharlastirma yoluyla {iiretilir. Bu yontemdeki en biiylik
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siirlamalardan biri, {irlinlin ylizey yapisindaki kusurlardir ve nanopartikiillerin diger

fiziksel ozellikleri yiizey kimyasina oranla yiizey yapisina biiyiik dl¢iide baglidir [39].

3.2.3 Biyosentez (Yesil Sentez)

Yesil nano-biyoteknoloji, ¢esitli biyoteknolojik araglarin yardimiyla mikroorganizmalari,
bitkileri, viriisleri veya onlarin lipit, protein gibi iiriinlerini igeren biyolojik yollar
kullanarak nanopartikiilleri veya nanomalzemeleri sentezlemek anlamina gelir. Bu
yontemle sentezlenen nanopartikiiller, tek adimli bir prosediir kullanilarak
sentezlendiklerinden daha fazla stabilite ve uygun boyutlarda farkli dogalara sahiptir.
Kimyasal ve fiziksel yontemlerde ¢evreye ve insan saglhigina zarar veren yiiksek
radyasyon, yiiksek konsantrasyonlu indirgeyiciler ve stabilizatorler kullanilmaktadir. Bu
nedenle nanopartikiillerin biyolojik sentezi tek adimli bir biyo-indirgeme yontemi olup
¢evre dostu sentez olan bu yontemde daha az enerji kullanilmaktadir. Nanopartikiillerin
biyolojik bazli sentezi, stabilize edici ve indirgeyici ajanlarin yardimiyla gerceklesen
asagidan yukariya yaklagimdan (bottom to up) yararlanir. Biyolojik bir sistem kullanarak
nanopartikiillerin Sentezi i¢in ii¢ ana adim izlenir; ¢oziicii ortaminin se¢imi, ¢evre dostu
ve ¢evre agisindan iyi huylu bir indirgeyici madde se¢imi ve sentezlenen partikiiliin
stabilizasyonunu saglayacak toksik olmayan bir kaplama ajan1 malzemesinin segimidir
[42]. Yesil sentezlerin kimyasal ve fiziksel yontemlere gore ilerlemesinin sebebi gevre
dostu, uygun maliyetli ve biyiik Olgekli nanopartikiil sentezi i¢in kolayca
Olceklendirilebilmesidir. Ayrica yiiksek sicaklik, basing, enerji ve toksik kimyasallar

kullanmaya gerek yoktur [43].

3.3 Bitki Oziitleri Kullanilarak Yesil Sentez Nanoparcaciklarin Uretimi

Bitki biyogesitliligi, nanopartikiillerin sentezi i¢in en ilging biyokimyasallara ve verime
sahip spesifik kaynaktir. Cok zengin genetik degiskenligi olan bitkiler; koenzim, vitamin
bazli ara iiriinler ve tek bir adimda metal iyonlarin1 nanopartikiillere indirgeyebilecek pek
cok ilging biyomolekiile sahiptir. Dahasi bu yontemler herhangi zor ve hizli teknik
gereksinimi olmadan oda sicakliginda ve basingta kolayca uygulanabilir. Bitki
metabolitleri; fenolik bilesikleri, alkaloitleri ve sterolleri iceren miikemmel indirgeyici

ajanlar olarak islev goriir.
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Dis hekimligi

AgNP'lerin olusumu

Sekil 3.4 Bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen AgNP’lerin proses semasi [44]

Bitki aracili nanoparcacik sentezinin daha popiiler ve giivenilir uygulama potansiyelleri
elde etmesinin onemli bir avantaji, bitki modifiyeli malzemelerin mikroorganizmalara
kiyasla kiiltiirlenmesinin daha kolay ve ucuz olmasidir. Bitki 6ziitlerinin nanopartikiil
sentezinde indirgeyici ajanlar ve dengeleyici ajanlar olarak hareket ettiine
inanilmaktadir. Bitki ekstraktinin dogasi ve kaynagi, son derece kritik bir sekilde
sentezlenen nanopartikiillerin tiirinii ve morfolojisini etkileyen en 6nemli faktordiir.
Bunun nedeni farkli bitki 6zlerinin farkli konsantrasyonlarda biyokimyasal indirgeme
ajanlar1 icermesidir. Bitki 6zlerinden nanopartikiillerin iiretiminde, bitki 6zii basitce oda
sicakliginda bir metal tuzu ¢ozeltisi ile karigtirilir. Reaksiyon birkag dakika iginde
tamamlanir ve biyokimyasal indirgemenin bir sonucu olarak metaller mono veya iki
degerli oksidasyon durumlarindan sifir degerli durumlara doniisiir. Kiiltiir ortam1 kabinda
renk degisimi ile gozlenen bu isaretler, fiziksel olarak belirtilmis nanopartikiillerin
olusumudur [45]. Biyojenik sentez olarak da adlandirilan yesil sentez, AgNP'lerin
sentezlenmesi igin alternatif bir yaklasim olarak kabul edilir ve fitoteknoloji olarak
adlandirilan bitki kaynaklarinin kullanimiyla, metal nanopartikiillerin yesil sentezi ile

ilgilenen ayrica optimizasyon ve uygulamalarini igeren yeni bir alana yol agmistir [46].

Nanopartikiillerin biyolojik sentezi; maliyetli ve toksik olan fiziksel ve kimyasal
metodlarin yerini alan, daha ucuz ve toksik olmayan yontemlerdir. Nanopartikiillerin

sentezi icin bitki Ozlerinin kullanimi mikroorganizmalarin sahip oldugu biyolojik
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tehlikeleri 6l¢eklendirme ve hiicre kiiltiiriiniin korunmasina yonelik ayrintili islemlerden
dolay1 daha avantajlidir. Biyolojik sentez yontemleri daha yavas kinetikleri olmast,
kristal biiyiimesi ve stabilizasyonu {izerinde kontrol konusunda daha iyi manipiilasyon
sunduklarindan dolay1 daha iyi metod olduklarin1 kanitlamistir. Bu yontem ¢ok c¢esitli
nanoteknolojik uygulamalar i¢in boyut ve seklin daha iyi kontrol edilmesini saglayan
sentez arastirmalarinda bir artig saglamigtir. Cevresel olarak iyi huylu malzemelerin yani
bitki 6ziinlin, mikroorganizmalarin ve enzimlerin AgNP'lerin sentezi i¢in kullanimi
cevreye duyarlilik, biyouyumluluk, toksik olmayan ve uygun maliyetli yontem gibi pek
cok fayda saglamaktadir [34]. Bitki 6zleri kullanilarak nanopartikiillerin tiretilmesinde
0ziit oda sicakliginda bir metal tuzu ¢ozeltisi ile karistirilir. Reaksiyon dakikalar iginde
tamamlanir. Bitki ekstraktinin dogasi, konsantrasyonu, metal tuzunun konsantrasyonu,
pH, sicaklik ve temas siiresi gibi parametrelerin, nanopartikiillerin tiretim hizini, miktarini
ve diger 6zelliklerini etkiledigi bilinmektedir [47]. Sentez siireci Sekil 3.5’te gosterildigi
gibi bitki Ozlerinin glimiis tuzlar1 ile (¢ogunlukla giimiis nitrat kullanilir)
inkiibasyonundan sonra baslar. Asil AgNP'lerin sentezi, once Ag® 'nin Ag® 'ye iyonlarina
indirgenmesini iceren ve daha sonra kolloidal AgNP'lerin oligomerik kiimelerinin

olusumuna yol agan aglomerasyon ve stabilizasyonunu takip eden iki asamali bir iglemdir

[48].

indirgeme
. M = P
o Biyo-indirgeyici ajanlar o S
Enzim, protein, flavanoidler, terpenler vb.

Aglomerasyon

Stabilizasyvon

Sekil 3.5 Nanopartikiil sentezinin mekanizmasi (M*-metal iyonu) [30]
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3.4 Mikroorganizmalar Kullanilarak Nanopartikiillerin Sentezi

Bir¢ok calisma hem tek hiicreli hem de ¢ok hiicreli mikroorganizmalarin inorganik
materyalleri sentezleme kabiliyetine sahip oldugunu gdstermistir. Biyolojik sentezle
nanopartikiil olusumu, metalik iyonlarin mikroorganizma tarafindan salgilanan enzimler,
sekerler ve proteinler gibi biyomolekiiller yoluyla indirgenmesi/yiikseltgenmesi
nedeniyle olustugu asagidan yukariya bir yaklagim olarak kabul edilebilir. Bununla
birlikte, mikroorganizmalarda meydana gelen nanopartikiil sentezi mekanizmasi heniiz
tam olarak anlagilmamistir. Bunun nedeni her mikroorganizma tiiriiniin belirli metalik
iyonlarla farkli etkilesime girme egiliminde olmasidir. Belirli bir mikroorganizmanin
etkilesimi ve biyokimyasal isleme faaliyetleri, pH ve sicaklik gibi gevresel faktorlerin
etkisi nihayetinde belirli bir biiyiikliik ve morfolojiye sahip nanopartikiillerin olusumunu
belirler [49]. Bu nedenle metalik nanopargaciklarin sentezi i¢in yiiksek verimli, diisiik
maliyetli, toksik olmayan ve g¢evresel acidan iyi huylu prosediirler gelistirme ihtiyaci
artmaktadir. Hem tek hiicreli hem de ¢ok hiicreli organizmalarin hiicre i¢i veya hiicre dist
inorganik maddeler {irettigi bilinmektedir. Bu sebepten dolay bitkiler ve bitkisel {iriinler,
algler, mantarlar, mayalar, bakteriler ve virlisler dahil olmak tizere dogada mevcut olan

cok ¢esitli biyolojik kaynaklar nanopartikiillerin sentezi igin kullanilabilir [50].

3.4.1 Algler

Algler, suda yasayan mikroorganizmalardir ve son arastirmalar bazilarinin sadece agir
metaller biriktirmedigini, ayni zamanda biyolojik olarak sentezlenen metalik
nanopartikiiller icin de kullanilabilecegini gostermistir [49]. Ornegin; kurutulmus tek
hiicreli alg olan Chlorella vulgaris, daha sonra Au nanopartikiilleri olusturmak {izere
indirgenmis algal bagli altin olusturmak {izere tetra-kloroaurat iyonlarini sentezlemek i¢in
kullanilmis olup farkli sekillere sahip nanopartikiillerin hiicre yiizeyleri yakininda
biriktigi tespit edilmistir [51]. C. vulgaris'in ekstrakti kullanilarak yapilan benzer bir
calismada, oda sicaklifinda nanometre Olgekli giimiis plakalar iirettigi bulunmustur.
Calisma, ekstrakt igerisindeki proteinlerin; indirgeyici madde, sekil kontrol degistirici ve

dengeleyici madde olarak gorev yaptigini gostermistir [52].

3.4.2 Bakteriler

Dogada bakteriler siklikla ¢esitli ve bazen asir1 ¢evresel durumlara maruz kalir. Bu zor
kosullarda hayatta kalmak cevresel streslerin etkilerine karsi koyma yeteneklerine
baghidir. Bakterilerin dogal savunma mekanizmalari, bakterilerde ortamdaki yiiksek

metalik iyon konsantrasyonlarindan kaynaklanan toksisite gibi c¢esitli streslerle basa
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¢ikmak i¢in bulunur [49]. Dogal ortami igerisinde prokaryotik bakteriler, metalik
nanopartikiillerin sentezi i¢cin en kapsamli sekilde arastirilmistir. Nanopartikiil sentezi i¢in
bakteri tercihinin sebeplerinden biri de goreceli manipiilasyon kolayligidir [50]. Metalik
nanopargaciklarin sentezi i¢in kullanilan baslica bakteri tiirleri arasinda Actinobacter sp.,
Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Lactobacillus spp., Bacillus cereus,

Corynebacterium sp. ve Pseudomonas sp. bulunmaktadir.

Bakterilerin, hiicre i¢i veya hiicre dis1 mekanizmalarla metalik nanopartikiilleri
sentezledigi bilinmektedir. Ornegin; Ag nanopartikiilleri, bir elektron bagislayan ve
NAD'ye oksitlenen NADH'ye bagh rediiktaz enzimini i¢ceren bir mekanizma vasitasiyla
Pseudomonas stutzeri AG259 bakteri kullanilarak sentezlenmistir. Elektron transferi, Ag

iyonlariin biyolojik olarak Ag nanopartikiillere indirgenmesine yol agar [53].

3.4.3 Mantarlar

Toleranslari ve metal biyoakiimiilasyon yetenekleri nedeniyle mantarlar, metalik
nanopartikiillerin biyolojik {iiretimi iizerine yapilan ¢alismalarin merkezinde yer
almaktadir. Mantarlar1 nanopartikiil sentezinde kullanmanin belirgin avantaji dlcek
biiyiitmedeki kolayligidir. Mantarlarin hiicre disi enzimleri salgilamada son derece etkili
oldugu goz Oniine alindiginda, biiylik 6lgekli enzim iiretimini kolayca elde etmek
miimkiindiir. Metalik nanopartikiillerin sentezi i¢in mantar aracili bir yesil yaklasim
kullanmanin diger avantajlar1 arasinda ekonomik canlilik ve biyokiitle kullaniminda
kolaylik bulunmasidir. Bununla birlikte, bu biyo-varliklarin nanopartikiillerin sentezinde
kullanilmasimin 6nemli bir sakincasi, Okaryotik organizmalarda spesifik enzimleri
(metalik nanopartikiillerin Sentezinde tanimlananlar) asir1 salgilamak i¢in uygulanan

genetik manipiilasyonun prokaryotlardakinden nispeten daha zor olmasidir [50].

Mantar kullanilarak gerceklestirilen nanopartikiillerin biyosentezi, kiiresel olarak birgcok
arastirma grubu arasinda yaygindir. Sentez, hem hiicre dis1 hem de hiicre i¢i bolgelerde
meydana gelir. Ornegin; Aspergillus sp., Fusarium sp. ve Penicillium sp. tiirleri hem Ag
hem de Au nanopartikiiller yaratmadaki biyosentetik yetenekleri nedeniyle sik¢a rapor
edilmistir. Mantarlar, metalik nanopartikiillerin sentezi i¢in bakteri karsitlarina kiyasla
bazi ilave dzelliklere sahiptir. Ornegin; mantarlar biyokiitle birimi basina biiyiik miktarda
protein ve enzim salgilarlar ve bu da daha fazla miktarda nanopartikiil tretimini
gerceklestirir. Calismalar baz1 mantarlarin hiicre i¢i yiiksek metal alim hacimlerine sahip
oldugunu ve sentezlenen partikiillerin boyut olarak daha kii¢iik olma egiliminde oldugunu
gostermistir. Bununla birlikte, kiiltiir kosullar1 metalik nanopartikiillerin biyosentezi
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sirasinda dnemli bir etkiye sahip olabilir. Ornegin; sabit kosullar altinda Trichothecium
sp. mantar biyokiitlesinin Au iyonlariin etkilesmesiyle hiicre dis1 altin nanopartikiilleri

sentezlenmistir [54].

3.4.4 Viriisler

Nanomalzemelerin sentezinde viriislerin kullanimi, silikon dioksit (SiO2), kadmiyum
stlfit (CdS), demir oksit (Fe203) ve ¢inko siilfit (ZnS) gibi inorganik malzemeler
saglayabilen yeni bir tekniktir. CdS ve ZnS gibi yar iletken malzemeler, elektronik
endistrisi i¢in Ozellikle ilgi ¢ekicidir ve bunlarin sentezi icin yesil kimya temelli
yontemler kapsamli bir sekilde arastirilmigtir. Kuantum noktalarint sentezlemek igin
viriislerin kullanimi son on yilda arastirllmistir. Viriislerin ¢ekici bir 6zelligi, metalik
iyonlarla etkilesime girebilen oldukc¢a reaktif bir ylizey olusturan kapsid proteinlerinin
yogun yiizey kaplamasidir. Ornegin; tiitiin mozaik viriisii (TMV) gibi tipik bir bitki
viriisi, yiizeyini kaplayan 2130 kapsid protein molekiiliine sahip olabilir. Protein dizisi,
malzemelerin biriktirilmesi i¢in baglanti noktalar1 olarak islev gorebilir veya
farmasoétikler icin iic boyutlu kaplar olusturmak icin kullanilabilir. Yakin zamanda
yapilan bir c¢aligmada, Nicotiana benthamiana (yuvarlak yaprakli yerli tiitiin) veya
Hordeum vulgare (arpa) bitki 6ziitleri eklenmeden 6nce diisiik konsantrasyonlarda TMV,
Ag veya Au tuzlarina eklenmistir. Viriisiin varli§i, sentezlenen nanopartikiillerin
boyutunu azaltmakla kalmay1p ayni zamanda viriis olmayan ¢ozeltilere kiyasla sayilarin
carpici sekilde arttirmistir. Calisma ayrica yliksek TMV konsantrasyonlarinda daha az
serbest nanopartikiil olustugunu ve TMV'nin nanotelleri olusturmak igin metallesme
yapan bir biyo-sablon olarak hareket ettigini ortaya koymustur [55]. Benzer ¢alismalar,
viriislerin nanoteller ve nanotiipler gibi nanometre 6lgekli yapilarin iiretimi igin bir gablon

olarak kullanilabilecegi potansiyelini de gostermistir.

3.4.5 Mayalar

Diger bircok mikroorganizma gibi mayalar da cevrelerindeki dnemli miktarda toksik
metalleri emme ve biriktirme kabiliyetine sahiptir. Metal toksisitesine adaptasyon;
selasyon, biyo ¢okeltme, biyo-emme ve hiicre dis1 salgilama gibi aktivitelere neden olan
cesitli detoksifikasyon mekanizmalar1 kullanan maya hiicrelerinin ortaya ¢ikmasina
neden olmustur. Partikiil biiyiikliigii ve 6zelliklerindeki degisiklik maya organizmalari
tarafindan sentez sirasinda nanopartikiilleri olusturmak ve stabilize etmek i¢in kullanilan
farkli mekanizmalardan kaynaklanmaktadir. Yapilan bir caligmada sentez basamagi

sirasinda P. jadinii'nin hem biiylime hem de hiicresel aktivitelerinin kontrol edilmesiyle
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nanopartikiil biiylikliigii ve seklinin kolayca diizenlendigi bulunmustur [56]. Benzer bir
calismada, hiicre disi ve hiicre i¢i sentez sirasindaki biyokiitle ve Au tuz
konsantrasyonunun etkisi, deniz mayas: Yarrowia lipolytica kullanilarak incelenmistir.
Yapilan ¢alismalar hem biyokiitlenin hem de Au tuzunun, olusan nanopartikiillerin

boyutunu ve morfolojisini etkiledigini ortaya koymustur [57].

3.5 Nanopartikiillerin Fitofabrikasyonunu Etkileyen Parametreler

Biyosentezde sik¢a karsilagilan ana zorluklar nanopartikiillerin seklini ve boyutunu
kontrol etmenin yami sira ¢ozelti fazinda monodispersite elde edilmesidir. Metal
nanopartikiillerin fitosentezini dogrudan engelleyebilecek veya bazi engellere neden
olabilecek birkag faktor vardir. Bununla birlikte pH, sicaklik, reaksiyon veya inkiibasyon

stiresi gibi faktorler kontrol edilerek bu zorluklar asilmaya ¢alisiimistir [29].

Biyolojik sentez
Metal tuz l Mikroorganizma veya
konsantrasyonu bitki ekstrakt

Drdsiik werimli

heterojen NP'lerin
[‘5-‘ 'ﬁ] dretimi

1.Inkibasyon siresi

— 2.Kangtirma oran Uretim
primizasyon 3.Sicaklik parametreleri
4.pH

G !ﬁ Yiksek verimli homojen ve
; i kaplanmis NP'lerin devamh

g-' dretimi
= = i 7 & Metal tuz
o e ® Metal nanopartikiil [NP)
- &
| M -.. .l-l" I' l",

NP'lerin kontrolld sekli ve morfolojileri

Sekil 3.6 Monodispersiyonlu, kararli ve yiiksek verimli biyolojik nanopartikiiller
tiretme parametreleri [58]

3.5.1 pH’nin Etkisi

Daha Once yapilan arastirmalar sonucunda, pH'nin nanopartikiillerin biyosentezinde
onemli bir rol oynayabilecegi agiktir. Yapilan bir calismada pH'in alfalfa biyokiitlesi
kullanilarak kolloidal altinin biyosentezinde 6nemli bir faktor oldugu tespit edilmis ve
nanopartikiillerin boyutunun pH'daki degisim ile degistigi sonucuna varilmistir [59].
Yapilan diger bir ¢alismada ise benzer sonuglara varilmis ve pH'!n gesitli sekil ve

biiyiikliikkteki nanopartikiillerin olusumundan sorumlu oldugu bildirilmistir. Farkli bitki
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0zleri ve ayni bitkinin farkli kisimlarindan gelen 6ziitler bile farkli pH degerlerine sahip
olabileceginden nanopartikiillerin sentezinde verimli olunmasi igin sentetik bir
protokoliin optimizasyonuna ihtiya¢ vardir. Birka¢ aragtirmaci tarafindan, daha yiiksek
pH'a kiyasla daha diisik pH'da (2—4), daha biiyilk nanopartikiillerin olustugu
bildirilmistir [60]. Bununla ilgili yapilmis bir calismada Avena sativa tarafindan tiretilen
altin nanopargaciklarinin biiyiikliigiiniin pH degerine oldukga bagli oldugu bildirilmistir.
pH 2'de az miktarda da olsa biiylik boyutlu nanopartikiiller (25—85 nm) olusturulmus,
ancak pH 3 ve 4'te biiylik miktarda daka kii¢iik boyutta nanopartikiiller olusturulmustur
[61].

3.5.2 Reaksiyon Sicakhi@ginin Etkisi

Gilimiis nanopartikiillerin veriminin, sicakliktaki artisla pozitif bir korelasyon gosterdigi
aciktir. Yapilan bir calismada altin nanopartikiillerinin yiiksek sicakliklarda daha yiiksek
oranda olustugu ortaya koyulmustur. Nanorod ve trombosit seklindeki altin
nanopartikiillerinin yiiksek sicakliklarda sentezlendigi, kiiresel sekilli nanopartikiillerin
ise diisiik sicakliklarda olustugu gozlemlenmistir. Yapilan calismayla sicakligin,
nanopartikiillerin boyutunu ve seklini etkileyen onemli faktorlerden biri olabilecegi

gosterilmistir [62].

3.5.3 Etkilesme ya da inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Daha onceki ¢alismalar, temas ya da inkiibasyon siiresinin de nanopartikiillerin sentezini
etkiledigini ileri stirmiistiir. Bu, reaksiyonun tiim adimlarinin tamamlanmasi i¢in gereken
zamandir. Chenopodium yaprak 6zii ile yapilan bir caligmada temas siiresindeki artigla
UV'nin keskinliginde de bir artig oldugu, nanopartikiillerin reaksiyondan 15 dakika sonra
ortaya ciktigi ve 2 saate kadar arttigi ancak ondan sonra sadece hafif degisiklikler
meydana geldigi bildirilmistir [47]. Ayri bir caligmada, meyve bazli sentezde giimiis ve
altin nanopartikiillerin olusumunun reaksiyonun 10. dakikasinda basladigi, ek olarak hem
giimiis hem de altin nanopartikiillerde tepe noktalarinin keskinlesmesinden temas

stiresindeki artigin sorumlu oldugu tespit edilmistir [63].

3.5.4 Reaktan Konsantrasyonu
Bitki 6zlerinde bulunan biyomolekiillerin konsantrasyonu, metalik nanopartikiillerin

olusumunu o6nemli Olgiide etkileyebilir. Yapilan c¢alismada giineste kurutulmus
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Cinnamomum camphora yapragi ekstraktinin reaksiyon ortamindaki miktarinin
degistirilmesiyle, sentezlenen Au ve Ag nanopartikiillerinin seklinin 6nemli olgiide
etkilendigi bulunmustur [64]. Benzer sekilde, Aloe vera ekstrakti ile yapilan br ¢alismada
ekstraktin bilesenlerinin sekil yonlendirme etkisi ile birlikte reaksiyonun yavas hizinin,
tek kristalli altin nanoliggen yapilarin olusumundan sorumlu oldugu goézlenmistir.
Bununla birlikte, glimiis iyonlarinin Aloe vera ekstrakti tarafindan indirgenmesi kiiresel

glimiis nanopartikiillerinin olusmasina yol agmuistir [65].

3.6 Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

Kimyasal bilesim, yap1, boyut ve sekil gibi 6zellikler NP'leri ve bunlarin gevresel ve
saglik iizerindeki etkilerini karakterize eden 6zelliklerde 6dnemli bir rol oynar. NP'lerin
toksisite mekanizmalarini aydinlatmak, ¢evresel etkilerini ve davranislarini desteklemek
ve sonuclart NP'ler arasinda tahmin edebilmek i¢in farkli calismalarda kullanilan

materyalleri miimkiin oldugunca karakterize etmek esastir.

3.6.1 Mikroskopik Tabanh Teknikler

Mikroskopik teknikler, numuneyi tarayan fiziksel bir prob kullanarak yiizey goriintiileri
olusturduklarindan en ¢ok kullanilan karakterizasyon araclaridir. AFM, SEM ve TEM
gibi mikroskopi tabanli teknikler, nanopartikiillerden alinan goriintiilerden veri elde
etmenin dogrudan yontemleri olarak kabul edilir. Ozellikle hem SEM hem de TEM,
nanopartikiillerin boyut ve morfolojik ozelliklerini belirlemek i¢in yaygin olarak

kullanilmaktadir.

3.6.1.1 AFM (Atomik Kuvvet Mikroskobu)
Boyut, morfoloji, yiizey dokusu ve piiriizliiliik dahil bir¢ok fiziksel 6zellik hakkinda nitel
ve nicel bilgi saglayan bu teknik, prob ucunun geometrisi NP'lerin kendisinden biiyiik

oldugu zaman NP'lerin boyutlarini daha fazla biiyiitmektedir [66].

3.6.1.2 Tarama ve iletim Elektron Mikroskopisi (SEM ve TEM)
Numunenin ylizeyi, kristal yapisi, temel bilesimi, biiytikligii, sekli ve elektriksel
iletkenlik gibi diger 6zellikleri hakkinda bilgi saglar. Bununla birlikte, bu goriintiileme
tekniklerinin ¢ogu Ol¢limden dnce numunenin islemden gegcirilmesi (kaplama, kurutma,
boyama, dondurma ve gdmme) nedeniyle dl¢limden dnce ve ayrica numune odasindaki
vakum kosullar1 nedeniyle goriintiilemede eser yapilarin gériintiilenmesine neden olabilir
[66].
3.6.2 Spektroskopi Tabanh Teknikler
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UV-vis, DLS, XRD, EDS, FT-IR ve Raman gibi spektroskopi tabanli tekniklerin;
kompozisyon, yapi, kristal faz ve nanopartikiillerin o6zellikleri ile ilgili verilerin

belirlenmesinde dolayli yontemler oldugu kabul edilir.

3.6.2.1 UV-Vis

UV goriiniir spektroskopisi 190-380 nm arasindaki UV araligin1t ve 380-800 nm
arasindaki goriiniir araligini kapsar. Her iki radyasyon tiirii madde ile etkilesime girer ve
temel durumdan yiiksek enerji durumlarina elektronik gecisleri tesvik eder. 300-800 nm
arasindaki dalga boylar1 genellikle 2-100 nm arasinda degisen metalik nanopartikiilleri
karakterize etmek igin kullamlir. Ornegin; giimiis (Ag) nanopartikiiller i¢in absorbsiyon
Olgtimleri genellikle 400-450 nm arasindadir. Altin (Au) nanopartikiiller ise genellikle
500-550 nm arasindaki tepe noktalarinin varligi ile tespit edilir [49].

AgNP'lerin siispansiyonu, elektromanyetik dalgalara yanit olarak iletken bant
elektronlarin kolektif salinimlarindan kaynaklanan yiizey plazmon rezonansi (SPR)
nedeniyle yogun bir altin saris1 rengi gosterir. UV bolgesi altinda AgNP'ler, boyuta bagl
olan yiizey plazmonlarinin uyarilma modlar1 nedeniyle karakteristik bir absorbans band1
verir. Bu SPR bantlari, kuantum biiylikligi etkilerine bagl olarak kirmizi veya mavi
kaymaya maruz kalir. Sonug olarak absorbans zirveleri, partikiil ebadi ve stabilitesini
tahmin etmek i¢in bir arag olarak kullanilabilir. Kiigiik AgNP'ler, maksimum 400 nm
civarinda bir absorbansa sahip olurken partikiil boyutu nanoboyut disina diistiigii zaman

ise ortadan kalkacaktir [67].

3.6.22FT-IR
FT-IR spektroskopisi, ylizey kimyasini arastirmak ve nanopartikiil sentezi sirasinda
yiizeye baglanan karboniller ve hidroksil parcalar1 gibi fonksiyonel gruplar gibi yiizey

kalintilarin1 tanimlamak i¢in kullanilabilir [49].

3.6.2.3 Raman
Raman spektroskopisi, molekiillerin titresim modlarinin tespitinde faydalidir ve sentez
sirasinda nanopartikiillerin yiizeyine baglanan ¢esitli kimyasal tiirlerin titresim

sinyallerini tanimlamak i¢in kullanilabilir [49].

3.6.3 Isik Sagma Teknikleri
3.6.3.1 Dinamik Isik Sacilimi (DLS)
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DLS, partikiil boyutunu belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilir. Ayrica ¢ozelti igerisinde
makromolekiillerin ve kolloidlerin karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilan

miidahalesiz, hassas ve gii¢lii bir analitik aragtir [66].

3.6.4 X-Ray Temelli Teknikler
3.6.4.1 XRD (X Isim1 Kirinimi)
XRD incelemesi, yapisal bilgiyi belirlemek i¢in daha sonra standart bir kristalografik

veritabaninda yer alan verilerle karsilastirilan bir kirtnim modeli tiretmektedir. XRD
verilerinin analizi; kristalit bilyiikliigiint, yapisini, tercih edilen kristal yonelimini ve

orneklerde mevcut olan fazlar1 tanimlar [66].
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YARA IYILESMELERI

Yara iyilesmesi, ¢esitli doku ve hiicre tiplerinin aktivitelerinin entegrasyonunu igeren
karmasik ve ¢ok asamali bir islemdir [68]. Yara iyilesmesi i¢in nihai amag, minimum
yara izi ve maksimum fonksiyon ile hizli bir iyilesmedir. Yara iyilesmesi; pihtilagma,
iltihaplanma, proliferasyon ve matris-doku yeniden modelleme dahil olmak iizere ¢cakisan
olaylar serisi ile ilerler. Bu verimli ve yiiksek kontrollii tamir islemi i¢in ¢ok sayida hiicre

sinyal olay1 gereklidir [69].

4.1 Yara lyilesmelerinde Giimiis Nitratin EtKisi

Glimiis nitrat 1. Diinya savasi doneminde yaralar i¢in dezenfeksiyon maddesi olarak
kullanilmigtir. Bununla birlikte etkili antibiyotiklerin mevcudiyeti nedeniyle giimiis
iceren maddelerin mevcut kullanimi, yanik yaralarinin tedavisi i¢in kullanilan topikal
giimiis siilfadiazin kremiyle smirlidir. Giimiise olan ilgi ancak nanoteknolojideki
gelismelerle, saf giimiis partikiillerinin tiretilmesini sagladiktan sonra tekrar artmistir
[70]. Farelerde yanik yarast modeli kullanilan bir g¢alismada, AgNP'lerin giiclii
antibakteriyel Ozellikleri ve iltihaplanmay1 azaltma yetenekleri araciligiyla yara

iyilesmesini destekledigi gosterilmistir [76].

4.2 Yara iyilestirici Testler

4.2.1WST

Suda c¢oziinebilir tetrazolyum (WST) tuzlari, canli hiicrelerde mitokondriyal NADH
enzimleriyle formazan kristalleri iireten hiicre yasayabilirlik analizleri i¢in yeni nesil
bilesikler olarak gelistirilmistir. WST-1 ve WST-8 (2- (2-metoksi-4-nitrofenil) -3- (4-
nitrofenil) -5- (2,4-distlffenil) -2H-Tetrazolium), bir iyot tortusu igerir ve XTT veya
MTS'ye kiyasla PMS (phenazine methosulphate)’nin varliginda daha stabildir. WST
analizleri, formazan kristallerini yikamak veya ¢oziindiirmek i¢in herhangi bir ek adima
ihtiya¢ duymaz ve tiim protokolii daha hizli hale getiren kullanima hazir bir ¢ozelti olarak

pazarlanir. [71].

4.2.2 Hiicre Cizik Testi
In vitro ¢izik tahlili, in vitro hiicre gogiinii incelemek i¢in basit ve ekonomik bir

yontemdir. Bu yontem, birlestirilmis monolayer hiicrelerinde “cizik™ olarak adlandirilan
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yapay bosluk yaratilmasi iizerine yeni olusturulan boslugun kenarindaki hiicrelerin ¢izigi
kapatmak i¢in agikliga dogru yeni hiicre-hiicre temaslari tekrar kuruluncaya kadar hareket
edecegi gozlemine dayanir. Temel adimlar, tek tabakali hiicrelerde bir ¢izik
olusturulmasi, baslangigta goriintiilerin yakalanmasi ve c¢izilmeyi kapatmak i¢in hiicre
gecisi sirasinda diizenli araliklarla ve hiicre gegis hizint belirlemek i¢in goriintiilerin
karsilagtirilmasini igerir. Bu basit yontemin en biiyiik avantajlarindan biri, hiicrelerin in
vivo gdciinii bir dereceye kadar taklit etmesidir. In vitro ¢izik tahlilinin bir baska avantaji
ise hiicre gé¢ii diizenlemesinin (hiicre dis1 matris (ECM) ve hiicre-hiicre etkilesimleriyle)

incelenmesi agisindan uygun olmasidir [72].

4.3 Antibakteriyel Testler

4.3.1 Disk Difiizyon Testi

Disk difiizyonu veya Kirby-Bauer testi klasik mikrobiyoloji tekniklerinden biridir.
Kolaylik, verimlilik ve maliyet nedeniyle disk difiizyon yontemi muhtemelen diinya
capinda antimikrobiyal direnci belirlemek i¢in en yaygin kullanilan yontemdir. Bu
yontemde diskler, farkli antibiyotiklerin tanimlanmis g¢esitli konsantrasyonlariyla
muamele edilir ve agarin yiizeyine yerlestirilir. inkiibasyondan sonra (35 °C'de 16-24
saat) antibiyotik disklerin her birinin ¢evresinde biiyiime inhibisyon bdlgeleri en yakin
milimetreye kadar olgiiliir. Bir diskin hemen yakininda biiyiime ger¢eklesmeyen net bir
dairesel bolge, bu antimikrobiyallere duyarliligi gosterir. Referans tablolar1 kullanarak
bolgenin biiyiikliigii MIK ile iliskilendirilip sonuglarin organizmanin bu antibiyotige
duyarli (S), orta derecede duyarli (I) veya direngli (R) olup olmadigi kaydedilir. Bu
yaklagimda hangi ortamin kullanildig1, plakadaki agarin derinligi ve nem igerigi, kulugka
kosullar1, dogru as1 yogunlugu gibi bir dizi kritik adim vardir. Ayrica diskler agar
yiizeyine sikica temas etmelidir, aksi takdirde difiizyon hizi dogru olmaz. Disk

yonteminin avantaji, herhangi bir 6zel ekipman gerektirmeyen test basitligidir [73].

4.3.2 Mikrodiliisyon Testi

Broth seyreltme yontemi, degisik seviyelerde antibiyotik i¢eren broth ortaminin belirli bir
as1 yogunlugunda mikrobiyal asilamaya baghdir; genellikle iki katina seyreltme kullanilir
(6rn. 1, 2, 4, 8 ve 16pg / mL). . Standartlastirilmig bakteriyel siispansiyon tipik olarak 1-
5x10° CFU/mL'dir. 35 °C'de inkiibasyonun ardindan bulaniklik gorsel olarak veya
otomatik bir okuyucu ile kaydedilir ve kesme noktasi konsantrasyonu belirlenir.
Biiyiimeyi engelleyen en diisiik antibiyotik konsantrasyonu MIK'i (minimum inhibisyon
konsantrasyonu) temsil eder [66].
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5

MATERYAL VE METOD

5.1 Materyaller
5.1.1 Cihaz ve Ekipmanlar

Cihaz ve Ekipmanlar

Marka

Ultrasonik banyo

Bandelin, SONOREX SUPER

Santrifiij cihazi

Sigma 2-16PK

Su saflastima sistemi

Purelab flex, veolia water solutions &
technologies

Laboratuvar amagli mikrodalga

Milestone Microsynth microwave labstation

Manyetik karistirict

VWR

Vorteks

Isolab

UV-vis spektroskopisi

Shimadzu UV-1700 spektrofotometre

Zeta analiz cihazi

Malvern Instruments Ltd

FTIR Shimadzu IR Prestige-21 FTIR-
ATR&JASCO
Steril 15 and 50 ml Falkon tiipleri Isolab

0.45 pm Siringa filtresi

Merck Millipore

250-1000 ml Erlen kabi1

Isolab

Filtre kagidi

Whatman No.1 & Whatman No.5

BSC-2 Laminer kabin

Labconco BSC

150 mL Bottle Top Filter

Fisher Brand

T25-T75 Flask

Corning

10-1000 pL’lik Mikropipetler

Eppendorf research

T24 kuyucuklu hiicre kiiltiirti plakalar

Costar (corning incorparated)

24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalar

Costar (corning incorparated)

96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalar

Costar (corning incorparated)
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96 kuyucuklu ¢oklu kaplama plakasi

Termo Fisher Scientific

Mikroskop

Nicon Eclipse TS100

15 ml’lik santrifiij tiipleri

Fisherbrand

Cam steril pastor pipetler(10-25-50 mL)

Costar Stripette

Santrifiij cihazi

VWR

Inkiibator Sanyo Scientific
Laminer kabin siif II A2 Tip Labconco
5.1.2 Kimyasal Malzemeler
Kimyasal Malzemeler Marka
Giimiis nitrat (AgNO3) Sigma-Aldrich
Etanol Merck
10xPBS Fisher Scientific
TrypLE Gibco
GMEM (Glasgow Minimum Essential Gibco

Medium)

DMSO (Dimetil siilfoksid)

MP Biomedicals

Hiicre sayimi kiti kit-8

Dojindo

5.2 Metod

5.2.1 Tohumlarin In vitro Cimlendirilmesi

e Malzemelerin Sterilizasyonu ve Besin Ortaminin Hazirlanmasi

Tohumlarin ¢imlendirilmesi i¢in oncelikle MS (Murashige&Skoog) besin ortami
hazirlanmistir. 100 mL’lik besin ortami i¢in 600 mg agar, 3 gr sukroz ve 440 mg MS
besiyeri behere aktarilip pH 5.8’e ayarlandiktan sonra kullanilacak pens, filtre kagidi gibi

diger malzemelerle birlikte 121 °C’de 15 dk otoklavlanmistir. Hazirlanan besin ortami

steril petrilere eklendikten sonra katilagsmasi beklenmistir.
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e Tohumlarin Sterilizasyonu ve Besin Ortamina Eklenmesi

Plantago lanceolata ve Plantago major bitki tohumlar1 1 dakika boyunca %70’lik etil
alkolde daha sonra ise 5-7 dakika boyunca %10’luk NaOCl’de yikanmistir.
Dezenfektanlardan arinmasi i¢in tohumlar 3 defa steril sudan gegirilmistir. Sterilizasyonu
tamamlanan tohumlar besiyerine eklenmistir. Petrilerde belirli uzunluga ulasan

¢imlenmis tohumlar besiyeri hazirlandiktan sonra kavanozlara aktarilmistir.

Sekil 5.1 Cimlenen P. lanceolata ve P. major bitkilerinin kavanozlara aktarilmasi

e Bitki Eksplantlarinin Hormonlu Ortama Aktarilmasi

Kavanozlarda gelisen bitkilerden eksplantlar alinarak adventif kok, govde gelisimi ve
slirgilin farklilagmasini saglamak amaciyla Bitki Biiylime Diizenleyicileri (BBD; oksin ve
sitokinin hormonlari) kullanilmistir. K6k gelisimi igin yaprak ve kok eksplantlari, 2,4-D
iceren; gdvde gelisimi i¢in hipokotil ve kotiledon eksplantlar1t BAP ve NAA igeren;
sadece siirglin gelismis eksplantlardan kok gelisimi saglamak i¢in BAP, 2,4-D, NAA
iceren; sadece kok gelismis eksplantlardan siirgiin gelisimi saglamak i¢in BAP igeren MS

ortamina ekimler yapilmistir.
¢ Rejenere Olan Bitkinin Saksilara Aktarilmasi

Hormonlu ortamlarda kok ve govde gelisimi saglanan bitkiler saksilara aktarilmis ve nem

ithtiyacinin karsilanmasi igin iizeri stre¢ filmle kaplanmistir.

36



5.2.2 Bitki Ekstraktimin Hazirlanmasi
e Plantago major ve Plantago lanceolata Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Yildiz Teknik Universitesi Davutpasa Kampiisii’nde toplanan (Mayis-Haziran) Plantago
major ve Plantago lanceolata bitkilerinin yapraklarindan 10’ar gram tartildi. Yapraklar
birka¢ kez cesme suyunda yikandiktan sonra, ultra saflagtirllmis deiyonize sudan
gecirildi. Yikanan yapraklar bigakla dogranarak 250 mL’lik behere koyuldu. 10 gram
bitki ekstraktinin {izerine 100 mL distile su eklendi. Ekstraksiyonun daha iyi
gerceklesmesi icin behere manyetik balik koyularak bitki 6rnekleri, elektrikli 1siticida 234
rpm 75-80 °C’de 20 dk bekletildi. Elektrikli isiticidan alinan beher oda sicakliginda 5 dk

bekledikten sonra filtre kagidindan gegirildi ve sonraki asama i¢in hazirlandi.

Sekil 5.2 Plantago major bitkisi ve bitki ekstrakti
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Sekil 5.3 Plantago lanceolata bitkisi ve bitki ekstrakti

5.2.3 Giimiis Nanopartikiil Sentezi (AgNO3)

5.2.3.1 Plantajo major ve Plantago lanceolata Bitkisinden Giimiis Nanopartikiil
(AgNO:s) Sentezi

Giimiis nanopartikiil sentezi i¢in 100 mL’lik 1 M AgNOs3 ¢6zeltisi hazirlanmigtir. Bitki
ekstraktindan 10-20 mL, AgNOs ¢ozeltisinden 80-90 mL alinarak balon jojeye koyuldu.
Mikrodalgada sentezin daha verimli ger¢eklesmesi igin 250 mL’lik jojeye manyetik balik
koyuldu. Mikrodalga 700 W, 90 °C’ye ayarlanip 25 dk boyunca balon joje mikrodalga
enerjisi verildi. Mikrodalgadan ¢ikarilan sentez iirtinii 250 mL’lik behere aktarilip, 5 dk
boyunca sonikasyon isleminden gegirildi. Sonikasyon islemi tamamlanandiktan sonra 50
mL’lik falkon tiipe aktarilan iiriin +4 °C, 5000 rpm’de 12 dk boyunca santrifiijlendi.
Santrifiijden ¢ikan 6rneklerin pelletleri atilip, siipernatantlart alindi. Daha sonra +4 C’de
buzdolabinda bekletildi. Ornekler tekrardan +4 °C’de 10000 rpm’de 15 dk santrifiijden
gecirildikten sonra siipernatantlari atilip, pelletlerin lizerine yikama islemi i¢in 50 mL’ye
tamamlanacak sekilde distile su eklendi. Tekrar +4 °C’de 10000 rpm’de 15 dk santrifiij
edilen orneklerin slipernatantlar1 atilip, pelletlerin lizerine 5 mL distile su eklendi.

Ornekler analizler i¢in +4 °C’de saklandh.
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Sekil 5.5 A)Sentez 6ncesi P. lanceolata ekstrakti ve AgNOz ¢6zeltisi B)Sentez tiriinii

5.2.4 Sentezlenen Giimiis Nanopartikiillerin Karakterizasyonu

5.2.4.1 UV-Visible Spektroskopi Analizi

Metal iyonlarinin biorediiksiyonunun tamamlanmasini izlemek igin fitosentezlenmis
giimiis nanopartikiillerin optik 6zellikleri igin UV-vis spektrofotometre kullanilmistir.
UV-Vis spektroskopi sonuglart i¢in, UV-Vis kuvars hiicresi kullanilmig ve spektrumlar
190-800 nm araliginda toplanmistir. UV-analiz i¢in sentezlenmis NP'leri i¢ceren 1 ml
¢ozelti, absorbansi normallestirmek ve daha sonra UV-Vis (goriiniir) spektrumda
taramay1 hedeflemek amaciyla 2 ml ultra saflastirilmis deiyonize su ile seyreltilmistir.
Blank (kor) olarak ultra saflastirilmis deiyonize su kullanilmig ve spektrumlar sentezlerin

tamamlanmasindan kisa bir siire sonra alinmastir.
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5.2.4.2 FTIR Spekstroskopi Analizi

Bitki oziitlerinin sahip oldugu fitosentezlenmis nanopartikiilleri indirgeyen ve stabilize
eden biyomolekiillerin, 6zelliklerini ve tanimlamalarimi saglayan en Onemli
karakterizasyon teknigidir. Bu biyomolekiiller, fonksiyonel gruplariyla birlikte NP'lere
de bagl kalir. Bu nedenle, bu etkili fonksiyonel gruplarin varligi FTIR spektrometresi
kullanilarak incelenmistir. Giimiis nanopartikiiller i¢in 600-4000 cm™ araliginda
Shimadzu IR Prestige-21 FTIR-ATR cihaz1 ve zayiflatilmis toplam yansima (ATR)
metodu ile IR spektroskopik Slglimler yapilmistir.

5.2.4.3 Zetasizer ile Boyut Dagilimi Analizi

Glimiis nanopartikiillerin boyut dagilimini belirlemek icin zeta analizorii kullanilmistir.
Fitosentezlenmis numuneler sonikasyon cihazinda 2 dakika boyunca sonike edilmistir.
Homojen bir ¢ozelti elde edildikten sonra, siispansiyonlar biiyiik toplanmis pargaciklari
¢ikarmak igin 2,5 pm gézenek boyutunda Whatman No.5 filtre kagidi ile siiziilmiis ve

filtrelenen ¢ozeltiler, zeta analizi igin ultra saf su ile seyreltilip analizleri yapilmustir.

5.2.5 Fitozentezlenmis Nanopartikiillerin Antibakteriyel Calismalari
Fitosentezlenmis giimiis nanopartikiillerin antibakteriyel ¢aligmalar1 disk diflizyon ve
mikrodilusyon yontemleri uygulanarak Gram pozitif bakterisi E. Coli {izerinde test
edilmistir.

5.2.5.1 Disk Difiizyon Yoéntemi

Disk difiizyon testi, bir antimikrobiyal ajanin antibakteriyel aktivitesini taramak i¢in 6n

calisma olarak tanimlanmustir.
e Bakterinin LB agara ekilmesi ve inokiilasyonu

-80 °C’den ¢ikarilan bakteriler sterilize edilmis 6zeyle LB agara 90 derecelik agilarla
ekilmistir ve %5 CO2, 37 °C de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibatdrden ¢ikarilan
plaktan koloni segilip ve 10 mL LB medium igeren tiipe aktarilmistir. Bakterilerin

tiremesi icin 24 saat inkiibatorde bekletilmistir.
e Stok Soliisyonlarin Hazirlanmasi ve Diskle Muamelesi

Diskler icin 0.1-0.05-0.01 mg/mL giimiis nanopartikiil, bitki ekstrakti ve antibiyotik
(kanamisin) hazirlanmistir. Antibakteriyel ¢alisma i¢cin 8 mm ¢apinda filtre kagitlari
kullanilmistir. Diskler 100 uL stok solusyonlartyla muamele edildikten sonra LB agar

tizerine yerlestirilmis ve 24 saat sonra inhibisyon zonlarinin ¢ap1 6lctilmiistiir.
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Koloni segilmesi Segilen koloninin LB agara inkiibasyon sonrasi LB agar
aktariimasi

Bakterilerin agar plaklarina ekilmesi
ve disklerin yerlestirilmesi

Sekil 5.6 Disk diflizyon yontemi asamalari

5.2.5.2 Mikrodiliisyon Yontemi
MIK, seri seyreltme ile bakteri {iremesini engellemek igin antibakteriyel maddenin en

diisiik konsantrasyonu olarak tanimlanir.

e Bakterinin LB agara ekilmesi ve inokiilasyonu

-80 °C’den ¢ikarilan bakteriler sterilize edilmis 6zeyle LB agara 90 derecelik agilarla
ekilmis ve %5 CO2, 37 °C de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibatorden ¢ikarilan
plaktan koloni segilip ve 10 mL LB medium igeren tiipe aktarilmistir. Bakterilerin

iiremesi icin 24 saat inkiibatorde bekletilmistir.

e Seri diliisyonlarin yapilmasi

500 mg/mL stok ¢ozeltisinden baslanarak 500, 250, 125, 62.5,31.25 mg/mL diliisyonlar
hazirlanmigtir. Ependorf tiipler igerisine 500 pL. LB medium eklenmistir. Tek ependorf
tipe 0.1 mg/mL AgNP stok ¢ozeltisinden 500 pL eklenip karisimi saglanmistir. Daha
sonra bu tlipten 500 pL alinip diger tiipe transfer edilmis ve diliisyonlar bu sekilde devam

etmistir.
e Bakterilerin 96 kuyucuklu plakalara ekilmesi ve dl¢iimlerinin alinmasi

0.1 mg/mL'lik AgNP, plant ekstrakti ve kanamisin stok soliisyonlarindan 90 pL
kuyucuklara eklenip bunlarin tizerine 10 uL bakteri stispansiyonu eklenmistir. Pozitif

kontrol olarak Kanamisin, negatif kontrol olarak bakteri kiiltiiri uygulanmistir. 96
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kuyucuklu plaka 600 nm dalga boyundaki plaka okuyucuya yerlestirilip 37 °C’de 5 saat

boyunca 6l¢iim alinmasi saglanmistir.

Koloninin secilmesi LB ortamina eklenmesi  inkiibasyon sonrasi bakteriler

|

96 kuyucuklu plakaya
ekilmesi

Sekil 5.7 Mikrodiliisyon yontemi asamalari

5.2.6 Fitosentezlenmis Nanopartikiillerin Sitotoksisite Testi
Sitotoksiste testi igin WST kiti C2C12 hiicre hatlar1 i¢in kullanilmistir.

e (C2C12 hiicre kiiltiirii

96 kuyucuklu plakaya 10K/well hiicre ekildi ve hiicreler monolayer (%70-80 confluency)
hale gelinceye kadar 37 °C’de %5 CO: iceren inkiibatorde kiiltiir edildi.

e Hiicrelerin AgNP ve bitki ekstrakt1 ile muamelesi

Kiilttire edilen hiicrelere sirasiyla 0.1-0.05-0.01 mg/mL giimiis nanoapartikiil ¢ozeltisi ve
bitki ekstrakti eklendi. Negatif kontrol olarak ise FBS-Free medium kullanilmistir. Daha
sonra 24-48 saat boyunca inkiibe edildi.

e  WST ajanimin kullamilmasi

Inkiibasyon sonras1 her kuyucuga 10 pL CCK8 ve 100 uL FBS Free medya eklendi.
Hiicreler 3 kere 1x PBS ile yikandi ve 100 pL CCKS stogu kuyucuklara eklendi. 2 saat
boyunca %5 CO,, 37 °C de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 kuyucuklardan 50 pL alinip
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plaka okuyuculara 6zel olan platelere eklendi ve 450 nm dalga boyunda okuma

gerceklestirildi.

5.2.7 Fitosentezlenmis Nanopartikiillerin Migrasyon Testleri
Migrasyon testi igin C2C12 hiicre serileri tizerinde hiicre ¢izik testi uygulanmustir.

e (C2C12 hiicre kiiltiiri

96 kuyucuklu plakaya 10K/well hiicre ekildi ve hiicreler monolayer (%70-80 confluency)
hale gelinceye kadar 37 °C’de %5 CO: igeren inkiibatorde kiiltiir edildi.

e Hiicrelerde ¢iziklerin olusturulmasi

Monolayer hale gelen hiicrelerde 200 uL lik pipet ucuyla ¢izikler olusturuldu. Plate
ylizeyinden ayrilan hiicreleri uzaklastirmak i¢in 2 kere FBS icermeyen GMEM medium
ile yikama gergeklestirildi.

e Hiicrelerin AgNP ve bitki ekstrakti ile muamelesi

Kiiltiir edilen hiicrelere sirastyla 0.1-0.05-0.01 mg/mL giimiis nanopartikiil ¢cozeltisi ve
bitki ekstrakti eklendi. Negatif kontrol olarak ise FBS-Free medium kullanilmistir. Daha

sonra 0, 24 ve 48 saat boyunca faz kontrast mikroskobu ile goriintii alindi.
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6

DENEYSEL VERILER ve SONUCLARI

6.1 Plantago major ve Plantago lanceolata Bitkilerinin Rejenerasyonu
6.1.1 Plantago lanceolata Bitkisinin Rejenerasyonu

BBD’siz MS (Murashige&Skoog) ortaminda ¢imlendirilmis tohumlarin yapraklariin
daha iyi gelismesi amaciyla yine MS ortami bulunan kavanozlara aktarilmasi
gerceklestirilmistir. Gelisen fidelerden yaprak, kok, hipokotil ve kotiledon eksplantlari
alinip kok, govde ve siirgiin gelisimini saglamak amaciyla Sekil 6.1°deki oksin (NAA,
2,4-D) ve sitokinin (BAP) bitki biiyime diizenleyicileri (BBD) bulunan ortamlara

ekilmistir.

P. lanceolata bitkisinin eksplant kaynaklar1 beklenen etki olan kok, gévde ve siirgiin
gelisimlerinin  saglanmasi1 amaciyla NAA, 2,4-D ve BAP BBD’lerinin farkh
konsantrasyon ve kombinasyonlari ile muamele edilmis ve sonuglar Tablo 6.1°de
gosterilmistir. Kok gelisimi gozlenen hipokotil ve kotiledon eksplantlar1 Tablo 6.2°de
gosterildigi gibi BAP ve NAA, bitki biiyime diizenleyicileri bulunan kavanozlara

aktarilip gdvde gelisimi saglanmig, kok gelisimi devam etmistir.

Tablo 6.1 MS ortaminda Plantago lanceolata bitkisinde farkli BBD konsantrasyonlari
ve kombinasyonlarin eksplantlar {izerinde olusturdugu etkiler

Eksplantin Kaynag BBD (mg/L) Beklenen Etki Gozlenen
Etki

1 Yaprak ve kok 1.26 2,4-D Kok gelisimi Gelisim
gbzlenmedi

2 | Hipokotil ve kotiledon 0.75 BAP+ 0.25 NAA Govde gelisimi | Kok geligimi

3 | Hipokotil ve kotiledon 0.26 BAP +0.212,4-D + 0.5 Kok gelisimi Kok gelisimi

NAA

4 Yaprak 4 BAP Stirgilin gelisimi Gelisim

gbzlenmedi
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Tablo 6.2 Kok gelisen eksplantlarin gévde olusumu igin yapilan uygulamalar

Eksplantin Kaynag

BBD (mg/L)

Beklenen Etki

Gozlenen
Etki

Kotiledon

0.52 BAP + 0.28 NAA

Govde gelisimi

Kok
biiyiimesi ve
govde
olusumu

Sekil 6.1 A) P. lanceolata bitkisinin hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan kok
gelisimi B) Yaprak eksplantlarindan siirgiin gelisimi C) Hipokotil ve kotiledon
eksplantlarindan gévde gelisimi D) Kok gelisen eksplantlarin govde formasyonu igin
farkli konsantrasyonda BAP ve NAA igeren ortama aktarilmasi E) Eksplantlardan kok
ve govde gelisimis tam bitkiler F) Doku kiiltiiriinde rejenere edilen bitkilerin topraga

aktarilmasi
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6.1.2 Plantago major Bitkisinin Rejenerasyonu

MS ortaminda ¢imlendirilmis tohumlarin daha iyi gelismesi amaciyla yine MS ortami

bulunan kavanozlara aktarilmistir. Gelisen fidelerden yaprak, kok, hipokotil ve kotiledon

eksplantlar1 alinip bu kok, govde ve siirglin gelisimini saglamak amaciyla Sekil 6.2°deki

gibi oksin (NAA, 2,4-D) ve sitokinin (BAP) bitki biiylime diizenleyicileri bulunan

ortamlara ekilmistir.

P. major bitkisinin eksplant kaynaklarindan kok, goévde ve siirgiin gelisimlerinin

saglanmasi amaciyla NAA, 2,4-D ve BAP hormonlarinin farkli kombinasyonlar: ile

muamele edilmis ve sonuglar Tablo 6.3°de gosterilmistir. Kok gelisimi gdzlenen hipokotil

ve kotiledon eksplantlar1 Tablo 6.4’de gosterildigi gibi BAP veNAA konsantrasyonlari

bulunan kavanozlara aktarilmig ancak govde gelisimi gdzlenmemistir.

Tablo 6.3 MS ortaminda Plantago major bitkisinde farkli BBD konsantrasyonlari ve
kombinasyonlarinin eksplantlar iizerinde olusturdugu etkiler

Eksplantin Kaynag BBD (mg/L) Beklenen Etki | Olusan Etki
1 Yaprak ve kok 1.26 2,4-D Kok gelisimi Kallus
olusumu
2 | Hipokotil ve kotiledon 0.75 BAP+ 0.25 NAA Govde gelisimi | Kok gelisimi
3 | Hipokotil ve kotiledon | 0.26 BAP + 0.21 2.4-D+ 0.5 NAA Kok gelisimi Kok geligimi
4 Yaprak 4 BAP Siirgiin gelisimi Gelisim
gbzlenmedi

Tablo 6.4 Gelisim gozlenen eksplantlarin kavanozlara aktarilmasi ve olusan etki

Eksplantin Kaynagi BBD (mg/L) Beklenen Etki | Olusan Etki
Kotiledon 0.52 BAP+ 0.28 NAA Govde gelisimi Geligim
gbzlenmedi
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Sekil 6.2 A ve C)Plantago major bitkisinde hipokotil ve kotiledon eksplantlarindan kok
gelisimi B ve D ) Kok gelistiren hipokotil ve kotiledon eksplantlarinin govde gelisimi
i¢in farkli bir BBD konsantrasyonu ve kombinasyonu ile muamelesi E) Yaprak
eksplantlar1 D) Kok gelistiren eksplantlarin farkli konsantrasyonda BAP ve NAA igeren
ortamlarda siirgiin gelisimi

6.2 Giimiis Nanopartikiiliin Sentezi ve Karakterizasyonu

Gumis nanopartikiiller olusturmak i¢in taze hazirlanmis bitki ekstreleri kullanilmistir.
Bitki 6zleri, 10° M giimiis nitrat (AgNO0s) tuz ¢dzeltisi ile karistirldiginda, metal iyonlar:
metal nanopartikiillere indirgenmistir. Sentezlerden sonra fitosentezlenen AgNP'lerin
miktarint  ve Kkalitesini degerlendirmek i¢in farkli karakterizasyon teknikleri

kullanilmastir.

6.2.1 Giimiis Nanopartikiiliin Sentezi
Giimiis nanopartikiillerin olusumu ve iiretimi, belli bir siire sonra reaksiyonun hemen renk

degistirmesiyle takip edilmistir.
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6.2.2 Giimiis Nanopartikiiliin Karakterizasyonu

6.2.2.1 UV-Visible Adsorbsiyon Spektroskopisi Calismalar:

Giimiis nanopartikiillerin olusumu UV-Vis spektroskopisi ile izlenmistir. UV-vis
spektroskopisi metalik nanopartikiillerin yapisal karakterizasyonu igin Onemli ve
giivenilir bir arastirma siirecidir. UV-Vis spektroskopisi giimiis iyonlarinin sulu
cozeltilerde biyo-indirgemesini izlemis ve kaydedilen spektrumlar, yiizey plazmon

rezonans (SPR) spektrumlarini ayirt edici sekilde dogrulamistir.

Plantago major’dan sentezlenen giimiis nanopartikiilin 440 nm de band verdigi,
Plantago lanceolata ‘dan sentezlenen giimiis nanopartikiiliin ise 418 nm’de band verdigi

UV spektroskopisi ile 6l¢iilmiistiir.

Plantago Major

Plantago Lanceclata

05

200 300 400 500 600 700 800
Dalgaboyu (nm)

Sekil 6.3 Plantago lanceolata ve Plantago major bitkisinin UV-Goriiniir bolge
absorbansi

6.2.2.2 FTIR Analizi

Fitosentize edilmis metalik giimiis nanopartikiil numunelerinin IR spektroskopik
Olgtimleri AgNP’iin sentezlenmesi, kaplanmasi ve dengelenmesi gibi onemli roller
oynayabilecek potansiyel biyomolekiillerin ortaya ¢ikarilmasi i¢in yapilmistir. Bu analiz
sentezlenen giimiis nanopartikiillerin yapisi ve sahip oldugu fonksiyonel gruplarin
tanimlamak amaciyla yapilmistir. Alinan IR spektrumu ile fonksiyonel grubun alifatik ya

da aromatik oldugu belirlenmektedir. IR spektrumunda 1200-600 cm™ arasindaki bolge
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parmak izi bdlgesi olarak bilinirken, 3600-1200 cm™ fonksiyonel grup bolgesi olarak
bilinmektedir.

e Plantago lanceolata bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen giimiis

nanopartikiiliin FTIR sonuclar:

P. lanceolata bitkisinden sentezlenmis AgNP’nin 981.76 cm™’deki bant giiclii alken bag1
(C=C), 1671.06 cm™de ise zayif alken bagi1 (C=C) olarak tanimlanabilir.

1651.06 231072

o v T
2
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961.76

A wvm‘w L

2378.23
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w . S o o=
e
2
T
=

AQNP
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1 s n s L 1 L s s L 1 L L n L 1 n s " n 1 " s n s 1 n s L n 1
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Dalgaboyu (1/cm)
Sekil 6.4 Plantago lanceolata bitkisinden sentezlenmis AgNP’iin FT-IR sonuglari.
e Plantago major bitki ekstrakti kullamlarak sentezlenen giimiis
nanopartikiiliin FTIR sonuclari

Plantago major bitkisinden sentezlenen giimiis nanopartikiiliin ise 2316.5 cm™ ve
2374.37 cm! band giiclii karbondioksit (O=C=0), 2900.93 cm™ ve 2987.73 cm™ bandi

ise alken bagi (C-H) olarak tanimlanabilir.
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Sekil 6.5 Plantago major bitkisinden sentezlenmis AgNP’iin FT-IR sonuglart.

6.2.2.3 Zeta Boyut Dagilimi Analizi

Nanopartikiillerin davranisin1i  optimize etmek i¢in parcacik biiyiikligli dagilimi
Olgiilmiistiir. Toz haline getirilmis AgNP numunelerin boyutunu hesaplamak igin
ultrasonik igslem uygulanarak ultra saf su ile seyreltilmistir. Metalik glimiis
nanopartikiilleriin yogunlukla boyut dagilimi, ¢ap (nm) cinsinden ortalama pargacik

boyutu grafigine gore kaydedilmistir.

Plantago lanceolata (sekil 6.5) bitkisinden sentezlenen giimiis nanopartikiiliin Zetasizer

6l¢timii sonucu ortalama partikiil boyutu 81 nm olarak 6lgiilmiistiir.

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Sekil 6.5 Plantago lanceolata bitkisinden sentezlenmis AgNP’iin partikiil boyutlari
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Plantago major (sekil 6.6) bitkisinden sentezlenen giimiis nanopartikiiliin boyutu 93 nm
olarak gosterilmis ve dlglimde safsizlik tespit edilmistir. Membran filtre kullanilarak

bliyiik parcaciklarin uzaklastirilmasi saglanabilir.

Size Distribution by Intensity

1 L R ar A SRR S AR G A 5

Intensity (Percent)

0.1 1 10 100 1000 10000

Sekil 6.6 Plantago major bitkisinden sentezlenmis AgNP’{in partikiil boyutlari

6.3 Antibakteriyel Testler

Plantago lanceolata bitkisinden sentezlenen giimiis nanopartikiiliin antibakteriyel etkisi
Esherichia coli bakterisi {izerinde incelenmistir. Antibakteriyel test olan disk difiizyon ve
mikrodiliisyon yontemleri E. coli kiiltiirlerine uygulanmistir. 1 mg nanopartikiil tozu 10
mL LB besiyeri ile siispanse edilerek 0.1 mg/mL stok soliisyon hazirlanmig ve bu
sollisyon her iki antimikrobiyal test icin kullanilmigtir. Gilimils nanopartikiiliin
antibakteriyel etkisi bitki ekstrakti ve pozitif kontrol olan kanamisin kullanilarak

karsilastirilmistir.

6.3.1 Disk Difiizyon Yontemi

Farkli konsantrasyonlardaki (0.1-0.05-0.01 mg/mL) kanamisin, bitki ekstrakti ve AgNP
ile muamele edilen disklerin inhibisyon zonlar1 Sekil 6.7°de gosterilmistir. Sekil 6.8’de
kanamisinin 0.1 mg/mL’de 12 mm, AgNP’tin ise 10 mm inhibisyon zonu gosterdigi
saptanmigtir. Calisma sonucunda her {i¢ konsantrasyonda da bitki ekstrakti ile muamele
edilmis diskte inhibisyon zonu gozlenmemistir. Ayrica 0.05 ve 0.01 mg/mL kanamisin

AgNP disklerinde de inhibisyon zonu gézlenmemistir.
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Sekil 6.7 A)0.1 mg/mL kanamisin, bitki ekstrakti ve AgNP B)0.05 mg/mL kanamisin,
bitki ekstrakti ve AgNP C)0.01 mg/mL kanamisin, bitki ekstrakti ve AgNP

Sekil 6.8 0.1 mg/mL AgNP (10 mm) ve kanamisinin (12 mm) inhibisyon ¢apinin
Ol¢iilmesi

6.3.2 Mikrodiliisyon Yontemi

500 mg/mL-15.6 mg/mL arasinda seri diliisyonlar1 hazirlanan giimiis nanopartikiiller E.
coli tizerinde test edilmistir. Sonuglar bitki ekstrakti ve pozitif kontrol olarak kullanilan
kanamisine gore yorumlanmustir. Sekil 6.9’da gosterildigi gibi 500 mg/mL AgNP’iin
bakteriler tizerinde etkili bir antibakteriyel aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Calismada
bitki ekstraktinin antibakteriyel etki gostermedigi tespit edilmistir. Sonuglarda yola
cikarak 500 mg/mL AgNP ve kanamisinin ayn1 dlciide ve etkin bir antibakteriyel etki
gosterdigi tespit edilmistir.
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Mikrodiliisyon Testi

0 mg/mL
500 mg/mL
250 mg/mL
125 mg/mL
62.5 mg/mL
31.25 mg/mL
15.6 mg/mL

0D at 600 nm
iR NN

AgNP Bitki Pozitif
Ekstrakt Kontrol

Sekil 6.9 Mikrodiliisyon testi

6.4 Yara lyilestirici Testler

6.4.1 Hiicre Sitotoksisite Testi

Hiicre sitotoksisite testi i¢in hazirlanan 3 farkli konsantrasyondaki (0.1-0.05-0.01
mg/mL) bitki 6ziitiinden fitosentezlenmis AgNP ve bitki ekstrakti hazirlanmis ¢ozeltiler
24-48 saat C2C12 hiicreleri ile muamele edilmistir. Sekil 6.10’da gorildigl tlizere
calismada 24 saat ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde yiiksek konsantrasyonda giimiis
nanopartikiillerin bitki ekstraktlarina gore biiyiik l¢tide sitotoksik etki gdsterdigi, temas
stiresinin azalmasiyla birlikte bitki ekstrakti ve diisiik konsantrasyon (0.01 mg/mL)

AgNP’nin sitotoksik etkisinin azaldig1 gozlenmistir.

0 saat 24. saat 48. saat

Sekil 5.8 WST ajaniyla muamele edilmis hiicrelerin 24 ve 48. saatlerdeki durum
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Sekil 6.10 24-48. saatlerde WST testi sonuglari

6.4.2 Hiicre Migrasyon Testi
Hiicre migrasyon testi i¢in hazirlanan 3 farkli konsantrasyonda (0.1-0.05-0.01 mg/mL)

bitki 6ziitlinden fitosentezlenmis AgNP ve bitki ekstrakti ¢ozeltileri hazirlanmis olup 0-
24 ve 48. saatlerinde faz kontrast mikroskobunda incelenmistir. AgNP’lerin hiicre
migrasyonu Sekil 6.11°de gosterilmis olup 0.1 mg/mL AgNP’nin hiicre migrasyonunu
saglamadig1 gozlenmistir. 48 saat sonunda 0.05 ve 0.01 AgNP’nin hiicre migrasyonunu

sagladig1 ancak 0.01 mg/mL AgNP’de daha fazla migrasyon gergeklestigi gdzlenmistir.

Bitki ekstraktlarinin hiicre migrasyonu Sekil 6.12°de gosterilmis olup 0.01 mg/mL bitki

ekstraktinin kontrole en yakin sekilde yarada kapanmay1 sagladig tespit edilmistir.
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24 h
AgNP-0.1 mg/mL

AgNP-0.05 mg/mL

Oh 24h
AgNP-0.01 mg/mL

Kontrol

48 h

Sekil 6.11 0.1,0.05 ve 0.01 mg/mL AgNP’iin 0, 24 ve 48 saatlerindeki migrasyon
goriintiileri

55




24h
Bitki Ekstrakti-0.1 mg/mL

Bitki Ekstrakti-0.05 mg/mL

24 h
Bitki Ekstrakti-0.01 mg/mL

48 h
Kontrol

Sekil 6.12 0.1, 0.05 ve 0.01 mg/mL bitki ekstraktinin 0, 24 ve 48 saatlerindeki
migrosyon goriintiileri
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SONUC VE ONERILER

Plantago lanceolata bitkisinin rejenerasyonu i¢in 6nceden yapilan ¢alismalar referans
alimmustir. Bitki genotipi, ortam ve kullanilan kimyasallarin kaynagindan dolay1 ortaya
cikan farkliliklar nedeni ile kullanilan BBD konsantrasyon ve kombinasyonlar1 ve
eksplant kaynaklar1 yeniden modifiye edilmistir [74]. Kotiledon, yaprak ve kok
eksplantlarindan kok gelismesi i¢in 5.71 uM 2,4-D Kkullanilmistir. Fakat gelisme
gozlenmemistir. Diger bir eksplant kaynagi olan hipokotil ve kotiledon eksplantlarinda
govde gelisimi beklenirken daha 6nceki ¢aligmadan farkli olarak kok gelisimi gdzlenmis,
yiiksek konsantrasyonda BAP hormonunun kullanilmasiyla siirgiin gelismesi beklenen
yaprak eksplantinda ise gelisim gozlenmemistir. Kiiltiiriin ilk asamasinda sitokinin ile
karsilastirildiginda oksin genellikle gerekli degildir, diisiik kondantrasyonda sitokinin
uygulamast ile birlikte pozitif sonug vermektedir [77]. Yaptigimiz ¢alismada da yiiksek
konsantrasyonda BAP ve diisiik konsantrasyonda NAA bitki biiyime diizenleyicileri
birlikte kullanilmigtir. Kok gelisiminde NAA nin BAP’a gore daha fazla etki gosterdigi

tespit edilmistir.

Plantago major bitkisinin rejenerasyonu i¢in dnceki ¢alismalar modifiye edilmistir [78].
Yaprak ve kok eksplantlarindan kok gelisimi saglanmasi amaciyla 5.71 uM 2,4-D
kullanilmis olup kallus gelisimi gézlenmistir. Kipokotil ve kotiledon eksplantlarinda ise
kok gelisimi gozlenmistir. Plantago lanceolata bitkisinde kullandigimiz yiiksek
konsantrasyonda BAP ve diisilk konsantrasyonda NAA bitki bitki biiyiime
diizenleyicilerinden kok gelisiminde NAA’ nin BAP’a gore daha fazla etki gosterdigi
tespit edilmistir.

Yapilan calismada bitki Oziitlerinden giimiis nanopartikiil sentezi gergeklestirilmistir.
Sulu Ag* iyonlarinin Plantago major ve Plantago lanceolata o6ziitleri ile indirgenmesi
UV tarafindan goriilebilir spektroskopi ve renk degisimi gozlemiyle kolayca analiz
edilmistir. Indirgeme islemi sirasinda AgNP'lerin olusumu, reaksiyon c¢dzeltisinin
renginin gorsel olarak gozlemlenebilen renksizden koyu kahverengiye degismesiyle

gozlemlenmistir. P. major bitki ekstraktindan sentezlenen nanopartikiiller 440 nm’de
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absorbsiyon band1 gosterirken iken, P. lanceolata bitkisinden sentezlenen nanopartikiiliin

boyutu 418 nm’de absorbsiyon bandi gdstermistir.

Metal nanopartikiil elektronlarinin 1s1k dalgasi ile rezonansta karsilikli titresimleri
nedeniyle bir yiizey plazmon rezonans (SPR) absorbsiyon bandi veren serbest elektronlari
vardir. Bandlarin goriiniimii glimiis nanopartikiillerin yiizey plazmon rezonansinin
Ozelliklerini gosterir. Bu bant, ylizey plazmonu titresiminin uyarilmasi1 nedeniyle
bolgedeki (400-450 nm) kolloidal giimiis nanopartikiillerin absorbsiyonuna karsilik gelir.
SPR bandinin olusumu boyut, sekil ve olusan partikiiller gibi ¢esitli faktorlerden
etkilenmektedir [79]. SPR pikinin yogunlugu zay1f ve bantinin genisliginin yiiksek olmasi
nanopartikiillerin olustugunu ve partikiill boyutunda dagilimin genis oldugunu

gostermektedir [80].

Bununla birlikte Plantago lanceolata ve Plantago major bitkilerinden sentezlenen
AgNP’lerin ve sulu bitki ekstraktlarinin FTIR analizleriyle hem giimiis nanopartikiiliin
hem de bitki ekstraktinin sahip oldugu biyolojik molekiiller tespit edilmistir. Bu analizle
birlikte glimiis nanopartikiiliin sentezinde indirgeme, sentezleme, kaplama ve
stabilizasyon gibi faktorlerde rol alan fonksiyonel gruplar da belirlenmistir. Yapilan
calismada alkan (C-H gerilme), alken (C=C egilme ve biikiilme), alkin (C=C gerilme) ve
karbondioksit (O=C=0 gerilme) gibi fonksiyonel gruplar standart IR korelasyon tablosu
ile dogrulanmistir. Analizde ¢ikan gruplar1 destekleyen FTIR verileri, fitosentezlenmis
nanopartikiillerin stabilizasyon ve sekil kontroliinii saglayan hem indirgeyici hem de
stabilize edici ajan olarak hareket eden terpenoidler, polisakkaritler, fenolikler,
alkaloidler, flavonlar, amino asitler, ve proteinler gibi biyomolekiiller tarafindan
kapatildigini ve stabilize edildigini dogrulamigtir [81]. Bu nedenle bitki dziitlerinin sahip
oldugu tiim bu biyolojik molekiillerin, reaksiyon ortamindaki giimiis (AgNP'ler)
nanopartikiillerin stabilizasyonu i¢in oldugu kadar iiretimi i¢in de islevleri yerine

getirebilecegi sonucuna varilabilir.

Calismada biyosentezlenmis giimiis (AgNP'ler) nanopartikiillerin ortalama partikiil boyut
capint (nm) belirlemek icin Zeta boyutlandirici uygulanmistir. DLS, mikrometre
araligindan alt nanometre boyutlarina kadar olan pargaciklar1 dlgmek i¢in en yaygin
kullanilanidir  [82]. Yapilan Zetasizer Ol¢iimlerinde P. lanceolata bitkisinden
sentezlenmis nanopartikiillerin 100 nmden kiigiik boyutlara sahip oldugu gézlenmistir.
Ancak P. major bitkisinden sentezlenen nanopartikiiliin ilk denemesinden sonraki
calismalarda 100 nm boyutu altinda sonu¢ alinamamistir bunun sebebi olarak sentez
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asamasindaki parametrelerin P. major bitkisi igin optimizasyonu saglamayisi
gosterilebilir. Yapilan ¢aligmalarda bitki ekstraktinin se¢ilmesinden sonra, partikiil
olusumunu etkileyen ana parametrelerin ekstrakt konsantrasyonu, sicaklik, metal tuzu,

pH ve temas siiresi oldugu belirtilmistir [58].

Plantago lanceolata bitkisinden sentezlenen giimiis nanopartikiiliin antibakteriyel etkisi
Gram negatif bakteri susu olan Escherichia coli bakterisi iizerinde test edilmistir.
Antibakteriyel calismalar i¢in mikrodiliisyon ve disk diflizyon methodlar1 uygulamistir.

Stok konsantrasyonu i¢in 10 mL LB besiyerine 1 mg nanopartikiil tozu eklenmistir.

Gumiisiin iyi bir antibakteriyel ajan oldugu bilinmektedir ancak giimiis kolloid
parcaciklarinin  bakterilere karsi bakterisidal etkisinin mekanizmast ¢ok iyi
bilinmemektedir. AgNP'lerin, bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
antimikrobiyal ajanlara benzer sekilde hareket etmesi miimkiindiir. Bu ¢aligmada bitki
oziitlerinden elde edilen AgNP’lerin antibakteriyel etkileri gozlenmistir. Sentezlenen
AgNP’ler hiicre duvari sentezine miidahale, protein sentezinin inhibisyonu, niikleik asit
sentezine miidahale ve metabolik yolun inhibisyonu olmak iizere dort farkli etki

mekanizmasi gostermis olabilir [83].

Disk diflizyon yontemi hizla ¢ogalan ve sik goriilen bakterilerin yari kantitatif in vitro
duyarlilik testleri i¢in kullanilmaktadir. Bu antibakteriyel calismada bitki 6ziitlerinden
sentezlenen AgNP, bitki ekstrakt1 ve kanamisinin E. coli tizerindeki antibakteriyel etkileri
incelenmistir. Sonug olarak 0.1 mg/mL kanamisinin 12 mm inhibisyon ¢ap1 gozlenirken,

AgNP’de 10 mm olarak gozlenmistir.

Bir diger antibakteriyel test olan mikrodillisyon yontemiyle antibakteriyel ajanlarin seri
seyreltmesi yapilarak bakteri iiremesini engellemek i¢in antibakteriyel maddenin en
diisiik konsantrasyonu tespit etme deneyidir. Sonuglarda yola ¢gikarak 500 mg/mL AgNP

ve kanamisinin ayni1 dl¢lide ve etkin bir antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir.

Yapilan antibakteriyel bir ¢alismada ¢oziicii olarak etanol, kloroform ve hidroalkol
kullanilmistir. Etanol, kloroform ve hidro alkol arasinda etanoliin biraz daha yiiksek
inhibisyon bolgesi gostermistir. Diger ¢aligmada benzer bir sonug bitki farkli olmasina
ragmen etanoliin, test edilen patojenlerin radyal biiylimesini diger ¢oziiclilerden biiyiik
olgilide azaltan en etkili ¢6ziicii olarak bulundugu gosterilmistir [87]. Bu ¢alismadan yola
¢ikarak antibakteriyel etkiyi ¢oziicii ¢esidine baglamak miimkiindiir. Suyun antibakteriyel

etkisi olan maddeleri ¢oziip alamadigi ama diger organik ¢oziiciilerin bitki 6ziiti ile
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birlikte antibakteriyel etkiye sahip etken maddeleri ¢oziip 6ziite kattigi sdylenebilir.
Amacimiiz tamamui ile dogal olan sentez agsamasinda kimyasal madde kullanmadan elde
edilen Oziitlerden sentezlenen glimiis nanopartikiillerin antibakteriyel etksini
gozlemlemektir. P. Major’un antibakteriyel aktivitesini belirlemek i¢in yapilan
caligmalarda, Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere kars1 etil asetat fraksiyonlarinin,
sulu fraksiyonlardan daha aktif oldugu bildirilmistir. Diger bir ¢alismada ise metanol ve
etanol bu bakterilere karsi antibakteriyel etkileri oldugu, sulu ekstraktin antibakteriyel
etkisinin olmadigin1 gozlemlemistir [88]. Burada antibakteriyel etkiyi ¢oziiciiye
baglamak miimkiindiir. Suyun antibakteriyel maddeleri iyi ¢6ziip alamadigr ama diger
organik ¢oziciilerin bitki 0ziitii ile birlikte antibakteriyel etken maddeleri de ¢ozlip 6ziite
kattig1 sdylenebilir. Amacimiz tamami ile dogal kimyasal madde kullanmadan elde edilen
oziitlerden elde edilen nanopartikiillerin antibakteriyel etkisini gozlemektir. Biyoaktif
ekstraktlarin kalitesi; ekstraksiyon prosesine, kullanilan solvente ve hammadde
Ozelliklerine baglhidir [89]. Literatiirle kiyasladigimizda bu c¢alismada Plantago
lanceolata bitkisinin sulu ekstraktinin antibakteriyel etki gostermedigi dogrulanmustir. P.
lanceolata bitkisinin antibakteriyel etkisini daha iyi belirlemek amaciyla farkl

ekstraksiyon yontemlerinin denenmesi ve detayli ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Glimiis nanopartikiillerin in-vitro sitotoksisite testi fare kas hiicreleri (C2C12) tizerinde
WST hiicre canlilik testi araciligiyla yapilmistir. Sonug olarak, 48 saatlik inkiibasyon
sonrasinda 0.1 ve 0.05 mg/mL AgNP’nin etkin sitotoksisite etki gosterdigi, 0.01 mg/mL
AgNP’nin ise c¢ok diisiik sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bunun disinda 0.1-
0.05-0.01 mg/mL bitki ekstraktinin da ¢ok diisiik seviyede sitotoksisite etki gosterdigi
tespit edilmistir.

Benzer sonuglar, Akta ve ark., (2006) tarafindan, P. lanceolata ekstraktlarinin neden
oldugu mitotik indeksin azalmasiyla gozlemlenmistir. Bu, sulu ekstrakttaki maddenin
sitotoksik bir etkiye sahip olabilecegini gosterir [90]. Yapilan bir ¢alismada P. major
ekstraktinin in vitro hiicre gogalmasini azalttigi kanitlanmistir [91]. Plantago tiirlerinin
ekstraktlari, bircok Plantago tiirinde bulunan ana flavonoid olarak luteolin 7-O-f-
glukozitin varlig1 nedeniyle farkli timor hiicre dizileri iizerinde sitotoksik bir etkiye
sahiptir [92]. Yaptigimiz ¢alismada P. lanceolata bitkisinin sulu ekstraktinin sitotoksik

etki gostermesi literatiirdeki calismalarla dogrulanmastir.

24 saatlik inkiibasyon sonrasinda 0.1 ve 0.05 mg/mL AgNP’nin etkin sitotoksisite etki
gosterdigi, 0.01 mg/mL AgNP’nin sitotoksik etki gostermedigi gozlenmistir. Bununla
60



birlikte 0.1-0.05-0.01 mg/mL bitki ekstraktinin sitotoksik etki gostermedigi gézlenmistir.
P. major ve P. lanceolata bitkilerinin MCF-7 hiicreleri iizerine yapilan bir ¢alismada
yaprak ekstraktlarmin hiicre proliferasyonunu azalttigi ve normal HUVEC hiicreleri
tizerinde de bazi etkileri oldugu gozlenmistir. Bu arastirma, P. major ve P. lanceolata'nin
onemli biyolojik olarak aktif bilesikler icerdigini ve farkli ekstrakt konsantrasyonlarinin
cogalmay1 Onleyici aktivite gosterdigini gostermektedir [1]. Bir diger calismada ise
metanolik P. lanceolata yaprag: ekstrakti, tiglii negatif CAL51 hiicrelerinin ¢ogalmasini
onemli olglide inhibe etmis, ancak diger meme kanseri hiicreleri {izerinde ise kiigiik bir
etki gostermis ve yliksek dozlarda sitopatik morfolojik degisikliklere neden olmustur
[93].

Yara iyilestirici etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan in vitro ¢izik (migrasyon) testi
C2C12 fare kas hiicreleri tizerinde P. lanceolata bitki ekstrakti ve AgNP’tin 3 farkli (0.1-
0.05-0.01 mg/mL) konsantrasyonu uygulanmis olup 0-24-48 saatlerinde faz kontrast

mikroskobuyla incelenmistir.

0.1 mg/mL AgNP’nin sitotoksik etkisi gegen zamanla birlikte artmis olup hiicre
migrasyonu gozlenmemistir. 48 saat sonunda 0.01 mg/mL AgNP’nin 0.05 mg/mL
AgNP’ye gore daha fazla hiicre migrasyonu gergeklestirdigi gozlenmistir. AgNP’lerin
hiicre migrasyonuna yonelik literatiirde c¢esittli calismalar yapilmistir. Yapilan bir
calisgmada Dendropanax morbifera bitkisi kullanilarak sentezlenen AgNP’iin hiicre
apoptozunda bir artisa neden oldugu ve A549 hiicrelerinin gociinde ise azalmayi
etkiledigi gozlenmistir [94]. Alternanthera tenella bitki ekstrakti kullanilarak sentezlenen
AgNP ise MCF-7 hiicrelerinin gb¢iinde 6nemli bir azalma gostermistir [95]. Yapilan
calismalarda AgNP’iin hiicre gdciinde etkili olmadigi belirtilmistir. Yaptigimiz ¢alismada
diisiik konsantrasyonda P. lanceolata bitki ekstraktindan sentezlenen AgNP’iin de hiicre

migrasyonunu sagladig1 gozlenmistir.

0.1 mg/mL bitki ekstraktinin 48 saat sonra hiicre gdcilinli saglayarak yaray1 kapattigi
gozlenmistir. 0.05 mg/mL bitki ekstraktinin 0.1 mg/mL bitki ekstraktindan daha etkili
oldugu ve gecen siireyle yaranin kapandig1 gozlenmistir. En diigiilk konsantrasyon olan
0.01 mg/mL bitki ekstraktinin kontrole en yakin sekilde yarada kapanmay: sagladig:
tespit edilmistir. Bitki ekstraktlarinin belirli bilesiklerin siiper optimal konsantrasyonu
ile uygulanmasi, hiicre ¢ogalmasini ve yer degistirmesini engelleyebilir veya azaltabilir.
Yapilan bir ¢alismada Plantago major bitkisinin su, etanol ekstraktlari hazirlanmis ve her
iki ekstrakta en yiiksek konsantrasyon (10.0 mg/mL)’da negatif kontrole kiyasla hiicre
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proliferasyonunu/go¢iinii 6nemli Slglide Onledigini gosterilmistir [96].  Bir diger
calismada Astragalus (10 ng/mL) ve Simmondsia chinensis (%5, v/v) tohumlarindan elde
edilen yiiksek konsantrasyonlu bitki 6zleri daha az konsantre (1 ng/mL) ve (%1, h/h) ile
karsilastirildiginda hiicre proliferasyonunun ve gogiinliin daha diisiik uyarilmasini
tretmistir [97], [98]. Yaptigimiz ¢alismada en diisiik konsantrasyondaki bitki ekstraktinin

kontrole yakin hiicre goclinii saglamasi literatiirdeki caligsmalarla desteklenmistir.

Bu calismada Plantago lanceolata bitkisi bitki doku kiiltiiriinde modifiye edilerek basarili
bir sekilde rejenere edilmistir. Bu, tibbi bitkileri elde etmek i¢in siirekli dogaya bagiml
kalmama, laboratuvar sartlarinda siirekli bitkiyi temin edebilme imkani saglamaktadir.
Bu konuda bitkinin kdk hiicre yetenegne sahip kallus adi verilen hiicre serileri elde
edilerek, elde edilecek AgNP’lerin kapsamli antibakteriyel, sitotoksik, yara iyilestirici,
mgrasyon vs testleri 6zel bir hiicre serisinde test etme caligmalar1 yapilabilir. Bitkinin
herhangi bir organik solvent kullanmadan su ile elde edilen oziitiinden AgNP sentezi
gerceklestirilmistir. AgNP  karakterizasyonu FTIR, Zetasizer ve UV spektroskopi
analizleri ile kanitlanmistir. Plantago lanceolata bitkisinin dogal sulu 6ziitlerinden AgNP
sentezi ilk defa bu calismada gerceklestirilmistir. Fitosentezlenen AgNP igeren
cozeltilerin antibakteriyel, sitotoksik, hiicre migrasyon, yara iyilestirme etkileri
incelenmis sitotoksik etkilerinin dogal bitki ekstresinden daha etkili oldugu bulunmustur.
Boylece bitki 6ziitlinden AgNP’lerin sahip oldugu antimikrobiyal etkisinden dolay1 tibbi
amagcli olarak sckullanilabilecegi diistiniilebilir. Ayrica organik solventlerle elde edilecek
oziitlerden AgNP sentezi veya diger metal nanopartikiil sentezleri ile bitkinin saglik

etkileri incelenebilir.
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