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Bu calismada, Ordu ili Turnalik yaylasindan toplanan halk dilinde ormangiilii olarak
bilinen iki farkli Rhododendron tiiriiniin (Rhododendron luteum ve Rhododendron
ponticum) karbon kaynagi olarak kullanilmasi ile L-carnitin yiikli B-Cyclodextrin ile
islevsellestirilmis N katkili karbon dotlar hidrotermal yontemiyle sentezlendi.
Sentezlenen karbon dotlarin (LCAR/B-CD@RN.I/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.p/
N-CD) karakterizasyonu SEM, TEM, UV-VIS, EDX ve Elemental Analiz ile yapildu.
Sentezlenen karbon dotlar yaklasik 3-5 nm boyutlarinda kiiresel yapida monodispers
dagilim gosterir. CD’lerin yapisinda C, O, N ve H elementleri ile O-H, C-H, C-O-C,
C-O, N-H, C-N ve C-C gruplar tespit edildi. Sentezlenen karbon dotlarin akut
toksisitesi zooplankton A.salina larvalar tizerinde belirlendi. Bu amagla, degisen
konsantrasyonlarda (5 - 100 mL) ve siirelerde (24 - 96 saat) karbon dotlara maruz
birakildi. Probit analizi ile LC50 degerleri sirasiyla LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD igin
12.858 ve LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ig¢in 21.058 olarak hesaplandi. Akut toksisite
sonucu belirlenen Oldiiriici  olmayan konsantrasyonlarda antimikrobiyal ve
antioksidan aktiviteler (SOD, KAT), oksidatif stres belirtegleri (ROT, MDA) ve
DPPH radikali giderme aktiviteleri arastirildi. Karbon dotlara maruz kalan larvalarda
maruz kalma siiresine bagli olarak SOD, KAT ve MDA aktiviteleri degiskenlik
gostermistir. Floresans mikroskobu ile larvalarda ROT olusumu gézlendi. DPPH
radikali giderme tayininden elde edilen sonuglara gore Rh.l 6ziitiiniin standart madde
(BHT)’e yakin diizeyde DPPH radikali giderme aktivitesi gosterdigi tespit edildi.
Rhododendron bitkisinden elde edilen oziitler ile sentezlenen karbon dotlarin ve
L-karnitin’in mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal etkileri oldugu belirlendi.
Karbon dotlara maruz kalan larvalarin floresan mikroskobu ve taramali elektron
mikroskobu analizlerinde, Artemia larvalarin da abdomen kisalmasi, abdomen
parcalanmasi, ekstremite kaybi gibi gesitli yapisal bozukluklar tespit edildi.
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N-katkili karbon dot, Yesil sentez, B-Cyclodextrin, L-carnitin
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ABSTRACT
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SYNTHESIZED USING RHODODENDRON LUTEUM AND
RHODODEDRON PONTICUM
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In this study, two different Rhododendron species (Rhododendron luteum ve
Rhododendron ponticum), colloquially known as Rhododendron, collected from
Turnalik plateau in Ordu province, were used. N-doped carbon dots functionalized
with L-carnitine-loaded p-Cyclodextrin were synthesized by the hydrothermal
method, with plants used as carbon sources. Characterization of the synthesized
carbon dots (LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD and LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD) was
examined by SEM, TEM, UV-VIS, EDX and Elemental Analysis. The synthesized
carbon dots show a monodisperse distribution in a spherical structure with
dimensions of approximately 3-5 nm. C, O, N and H elements and O-H, C-H, C-O-
C, C-O, N-H, C-N and C-C groups were detected in the structure of CDs. The acute
toxicity of the synthesized carbon dots was determined on A. salina larvae, which are
zooplankton. This aim, Artemia larvae were exposed to carbon dots at concentrations
ranging from 5 to 100 mL and at time intervals of 12, 24, 48, 72 and 96 h. By probit
analysis, LC50 values were calculated as 12.858 for LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD and
21.058 for LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD, respectively. Antimicrobial and antioxidant
activities (SOD, CAT), oxidative stress markers (ROS, MDA) and DPPH radical
scavenging activities were investigated at sublethal concentrations determined as a
result of acute toxicity. SOD, CAT and MDA activities varied depending on the
exposure time in larvae exposed to carbon dots. ROS formation in larvae was
observed with fluorescence microscopy. In the DPPH radical scavenging assay, it
was determined that the Rh.l extract indicated DPPH radical scavenging activity
close to the standard substance (BHT). It was determined that carbon dots and
L-carnitine synthesized with extracts obtained from the Rhododendron plant had
antimicrobial effects on microorganisms. In fluorescence microscopy and scanning
electron micrographs of larvae treated with carbon dot, various structural defects
such as abdominal shortening, abdominal fragmentation, and limb loss were detected
in Artemia larvae.

KEY WORDS: Artemia salina, Nanotechnology, Rhododendron, N-doped carbon
dots, Green synthesis, B-Cyclodextrin, L-carnitine
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, 1-100 nanometre (nm) boyutundaki nesneleri inceleyen
biyoloji, kimya, fizik gibi ¢esitli miithendislik programlariyla bu isbirlik¢i bir bilimdir
(Lehn, 2002). Cok kiigiik olmalar1 sayesinde mitkemmel optik, manyetik ve kimyasal

ozellikler sergilemelerinin yan1 sira bircok alanda Onemli derece de yer

edinmislerdir.

Nanopartikiillerin (NP) toksik etkileri, asagidakiler de dahil olmak {izere
cesitli faktorlere baghidir: Pargacik ozellikleri (¢ap, sekil, yiizey yiikii, kimya vb.),
konsantrasyon, maruz kalma siiresi, ¢evresel yapi, parcacik uygulama yontemi ve

hedef tiirin bagisiklik sistemi. (Khosravi-Katuli ve ark., 2017).

Son yillarda nanoteknoloji uygulamalarinin hizli biiyiimesi NP’lerin saghiga
etkileri konusunda diinya genelinde endise yaratmakta olup toksikolojik aragtirmalar
da biiyilk bir artisa neden olmustur. Bununla birlikte akla nanomalzemelerin
kullaniminin giivenilirligine dair iki 6nemli etken gelmektedir. Bunlardan ilki,
nanodlgekli malzemelerin ¢ok genis bir yelpazede olmasi ve neredeyse
mikrodlgekteki tiim NP’lerden iiretilebilmeleridir. ikincisi, nanomateryaller pargacik
yapilar1 sayesinde canli hiicrelere kolaylikla girebilmektedir. Uriiniin fizikokimyasal
ve toksikolojik oOzelliklerinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Biiyiik olgekte

zararsiz olan iirtinler nano 6lgekte reaktif ve toksik olabilir.

Bu nanomateryallerin ve NP’lerin toksisitesi hakkinda bilgiler ise giiniimiizde
hala yetersizsizdir. Ancak yapilan calismalar da nanopartikiillerin boyutu, sekli,
kimyasi, zeta potansiyeli, yiizey Ozellikleri ve yigilma (kiime/agregat olusturma)
durumu toksisiteyi degistiren kritik parametreler oldugu rapor edilmistir. NP’lerin
toksik ozellikleri, onlarin kimyasal kompozisyon miktarina, ¢ozliniirliigline, sekline,

yiizey alanina ve yiizey yiikleri gibi parametrelere baglidir.

En umut verici karbon malzemelerden biri olan karbon noktalar (CD) ilk kez
Xu ve ark., (2004) yilinda yaptiklari galigma esnasinda kesfedilmistir. Ayrica, iyi
biyouyumluluklari, benzersiz optik oOzellikleri, ayarlanabilir optoelektronik
Ozellikleri, biyoaktivite, iistiin suda ¢oziiniirliik, kolay sentezleri, uygun maliyetli,

boyut kontrolii yapilabilen belirli kimyasal 6zelliklere sahip olmalari ve diisiik



toksisiteleri sayesinde son zamanlarda kullanim alanlari artmistir (Kavuranpara,
2021). CD'leri sentezlemek igin yenilenebilir ham maddelerden (6r. bitkiler) veya
yenilenebilir rafine bilesiklerden (Or. sitrik asit, amino asitler) yararlanilabilir.
Siklodekstrinler  ise,  a-1,4 glikosidik  baglarla  birlestirilmis glikoz ~ alt
birimlerinin makrosiklik bir halkasindan olusan bir siklik oligosakarit ailesidir. Gida,
ilag, ilag  dagittimi vb. alanlarda kullanilmaktadirlar. B-CD'nin, CD tabanh
nanotastyicilara dahil edilmesi, ilaglarin maruziyetini azaltmakta ve boylece toksik
yan etkiyi ve ilaglarin bozulmasini en aza indirmekte bu da ilaglarin siirdiiriilebilir

salimini kolaylastirmaktadir.

Yesil sentez yontemi bitkiler veya metabolitler tarafindan NP'lerin
kombinasyonu i¢in kullanilan ve geleneksel olarak entegre edilmis NP'lerin neden
oldugu toksisiteyi azaltma potansiyeli bulunan bir yontemdir (Gour ve Jain, 2019).
Yesil sentez yontemi ile birlikte daha az basarisizlik sansi, diisiik maliyet ve
karakterizasyon kolayligi avantaji ile NP'lerin iiretilmesi i¢in daha etkili oldugunu
kanitlamistir (Abdelghany ve ark., 2018). Yesil sentez, su (hidrotermal) veya etanol
gibi 1yl huylu organik c¢oziiciiler (solvotermal) kullanilmasinmi sart kosar. Coziici
ayrica sentezde bir karbon kaynagi olarak hareket ederek ikili bir amaca hizmet eden

yenilenebilir bir madde de olabilir.

Karadeniz bolgesinde dogal olarak yetisen ormangiilii (Rhododendron spp.)
tirleri bulunmaktadir. Tiirkiye'de Rhododendron luteum (Rh.l) bitkisinin geng
yapraklarinin ve Rhododendron ponticum (Rh.p) saplarmin anti-enflamatuar,
asetilkolinesteraz  inhibisyonu, anti-protozoal aktiviteleri, anti-bakteriyel ve
asetilkolinesteraz inhibisyonu yapilan ¢alismalar disinda antioksidan, antimikrobiyal,
antienflamatuar, antidiyabetik, analjezik, immiinomodiilatdr, hepatoprotektif ve
sitotoksik etkileri ¢alismalarda konu olmustur (Popescu ve Kopp, 2013; Demir ve
ark., 2016).

Sucul ekosistem ise her gegen giin bir¢ok kirletici yeni kimyasallarin ¢evreye
girmesiyle ekosistem tizerinde etkiler olusturmaktadir. Bu kirleticiler, su ortamina
ulagtiklarinda hassas tiirlerde sublethal veya letal etkiler ortaya ¢ikabilmekle birlikte
Tolerans1 yiiksek tiirler ¢evrede meydana gelebilecek degisikliklere karsi daha

dayaniklidir ve organizmalarda yiiksek trofik seviyede birikim gostermektedirler
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(Fleeger ve ark., 2003; Shoaib ve ark., 2012). Sucul ekosistemin iiyelerinden olan
zooplanktonik organizmalarin Olugsumlari, fizyolojileri ve davranislari ekosistemler

icin onemlidir ve biyolojik 6zellikleri onlar1 kirleticilerin etkilerini incelemek igin

ideal kilar. (Arslan, 2017).

Yiirtitillen tez calismasinda deniz suyu ortaminda yasayan birincil tiiketici
zooplankton tiirlerinden Artemia salina (A.salina), Dogu Karadeniz Bolgesinde
yaygin olan iki farkli orman giilii, Rh.p ve Rh.I’den elde edilen ekstratlar kullanilarak
LCAR yiiklii B-CD’in iglevsellestirilmesiyle N katkili yeni CD’ler sentezlenmistir.
Calismada, kullanilan her iki CD’nin karakterizasyonu Transmisyon/Gegirimli
Elektron Mikroskop (TEM), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), Fourier
Dontisim  Kizilotesi (FT-IR) ve UV-Goriinlir Spektroskopisi  yontemleriyle
gerceklestirilirek, toksik etkilerinin ortaya ¢ikarilarak (floresan mikroskobuyla)
mortalite ve oksidatif stres belirteglerinin (ROT, SOD, KAT ve MDA) ve

antimikrobiyal etkilerinin degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Nanopartikiiller ve Kullanim Alanlari

20. ylizyilda nanoteknoloji ile tanisilmis ve son yillarda ise diinya ilkeleri
nanoteknoloji alanindaki yatirimlarina oldukea yiiksek kaynaklar ayrilmaktadir. Imal
edilmis NP’lerden olan karbon dot (CD)’ler ilk kez 2004 yilinda tesadiifen tek
duvarli karbon nanotiiplerin saflastirilmasi1 sirasinda Xu ve arkadaglar1 tarafindan
kesfedilmistir (Xu ve ark., 2004). Cap1 10 nm'den kii¢iik olan ve kuantum noktasi
benzeri davranig sergileyebilen bir floresan nanomalzemeler smifi olup
kesfedilmelerinden bu yana c¢ok yonlii optik oOzellikleri, 1sikla agartmaya karsi
direngleri, tam1 ve goriintiilemedeki uygulamalariyla geleneksel floresan boyalara
alternatifler olarak goriilmektedirler (Li ve ark., 2019). Sonug olarak, ¢evreye duyarl
ve disiik toksisitesi NP’lerin gelistirilmesinin 6nem kazanmasi son yillarda karbon

bazli nanomalzemeleri (KNM’leri) karsimiza ¢ikmaktadir.

2.2 Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektrona
sahip, kisa omiirlii, kararsiz ve cok etkin molekiillerdir (Delibas ve Ozcankaya,
1995). Canli organizmalarda oksijen kullanan mekanizmalarin mitokondrilerinde
stirekli olarak serbest radikaller iiretilir (Karagay, 2006). Serbest radikaller yapisal
olarak, bagka bir radikalle veya radikal olmayan ajanlarla birleserek yeni radikaller
tiretebilir ve zincir tepkimeleri baslatabilir. Bununla birlikte canlilar i¢in 6énemli bir
role sahip olmasinin yaninda organizmada molekiiler diizeyde lipid, DNA, protein
gibi birgok biyolojik etkiye neden olarak biyolojik materyallere zarar vermesiyle

hiicre hasari ve 6lime neden olabilir.

2.3 Reaktif Oksijen Tiirleri

ROT, oksijen radikallerini ve nonradikal ROT’lar1 kapsamaktadir. ROT,
biyomolekiillerin yapisini bozan oksijen ara iriinleri olarak bilinirler (Cnubben ve
ark., 2001). Serbest radikallerin baglattig1 zincir reaksiyonlarin bunu durdurmak igin
yeni olusan radikalin ya diger serbest radikallerle reaksiyona girerek eslesmemis

elektronu uzaklastirmasi ya da bir antioksidanla reaksiyona girmesi gerekir

(Fridovich, 1999).
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Cizelge 1.1 Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Radikaller Nonradikaller
Siiperoksit (O27) Hidrojen peroksit (H20>)
Hidroksil (OH) Hipoklor6z asit (HOCI)
Peroksil (ROO) Hipobroméz asit (HOBr)
Alkoksil (RO) Singlet oksijen (*O2)
Hidroperoksil (HO2) Ozon (O3)

Lipid peroksil (LOO)

2.3.1 Siiperoksit Radikali (02")

Enzimatik ve nonenzimatik tepkimeler ile en fazla ve hizli olusan radikaldir.
Bunun sebebi, oksijen molekiiliiniin bir elektron alarak indirgenmesidir. Siiperoksit
radikali yiiksek derecede reaktif degildir ve direkt olarak zarar vermez ancak diger
radikallerin olusmasina sebep olabilir. Bu radikal anyonun asil 6nemi hidrojen
peroksit kaynagi olmasi ve gecis metali iyonlar1 i¢in indirgeyici bir ajan olmasidir
(Aslankog ve ark., 2019). Bu radikal, antioksidan enzim siiperoksit dismutaz (SOD)
tarafindan etkisiz hale getirilir (Yonar, 2008).

2.3.2 Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali, suyun yiiksek enerjili iyonlagsmasi sirasinda radyasyona
maruz kalmasi veya geg¢is metallerinin varliginda H2O>’nin indirgenmesiyle oksijen
radikalleri arasinda en reaktif ve omrii en kisa olan radikaldir. Tek atom halinde ve

bir elektronu eksik olan oksijen ile H+’ in birlesmesinden olusur.

H202 + e » OH —+ OH (1.1)
Bundan dolay1 toksik bakimdan etkilidir ve olustugu yerde biiyiilk hasara
neden olur. Hidroksil radikali, amino asit, niikleik asit ve organik asitler ile
reaksiyona girerek bu molekiillere diger ROT radikallerinden daha ¢ok hasar

verebilir.

2.3.3 Hidrojen Peroksit Radikali (H202)

Hidrojen peroksiti (H20), yapisinda ¢iftlenmemis elektron olmadigindan
serbest radikal sinifinda sayilmamaktadir. Ancak, biyolojik membranlardan rahatlikla
gecebildiginden dolayr uzun siire yasayabilen bir oksidandir (Nordberg ve Arner,
2001). H203, serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynamaktadir. Bunun



nedeni hiicre i¢i sinyal molekiilii roliinii yerine getirmesidir (Rhee, 1999; Sundaresan
ve ark., 1995). Bir diger 6nemli fonksiyonu da siiperoksit ile veya Fe gibi gecis
metalleri ile reaksiyona girerek cok reaktif ozellige sahip olmasi ve zararli etkiler
gostererek hasarlara sebep olan hidroksil (OH) radikalinin olusmasina neden olan
ROT molekiillerinin iiretilmesinde bir araci olarak rol oynamasidir (Robert, 2000).
Hidroksil radikalinin olusturdugu bu reaksiyonlar; Fenton reaksiyonu ve Haber-

Weiss reaksiyonlari olarak bilinir (Southorn ve Powis, 1988).
Fenton reaksiyonu: H202 + Fe — OH + OH + Fe (1.2)
Haber-Weiss reaksiyonu: H202 + 02 - OH + OH + 02 (1.3)

Hiicre i¢inde H202’nin kaynaginin O2’nin enzimatik bir sekilde iki elektron
ile indirgenmesi veya siiperoksitlerin ‘“enzimatik/nonenzimatik dismutasyonu”
reaksiyonlar1 olarak bilinmektedir (Kiling ve Kiling, 2002). Bu reaksiyonlar spontal
olarak yada siiperoksit dismutaz tarafindan katalize edilir (Reiter, 1995). Ortadan
kaldirilmas1 ise katalaz, glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksinler olarak
adlandirilan antioksidan enzim sistemleri tarafindan saglanir (Chae ve ark., 1999a-b;

Mates ve ark., 1999).

2.3.4 Singlet Oksijen (*O2)

Ciftlenmemis elektron bulundurmadigi icin reaktif oksijen molekiilleri
grubunda sayilmaktadir. Singlet oksijen, oksijen elektronlarindan bir tanesinin kendi
doniis yoniiniin tersi yonde yer degistirmesi sonucu olusabilecegi gibi, sliperoksit

radikalinin dismutasyonu sonucunda da olusabilir (Skrzydlewska ve ark., 2005).

2.4 Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller, membran fosfolipidleri, niikleik asitler ve proteinler olmak
tizere biitiin biyomolekiilleri etkileyecek diizeyde doku hasarina neden olabilirler.
Canlilar i¢in Onemli bir role sahip olmasina ragmen fazla iretildiklerinde doku
yaralanmasi, hiicre zehirlenmesi, iltihaplanma ve fonksiyon bozukluguna yol
acabilmektedirler. Son yillardaki ¢aligmalar, serbest radikallerin bir¢ok hastalikla ve
yaslanma siireciyle iliskisi oldugunu gostermektedir. Lipid peroksidasyonu, hiicre
zarlarmin akigkanhiginda ve gegirgenliginde degisikliklere neden olur. Bu nedenle
lipit peroksidasyonunun neden oldugu hasar hiicre fonksiyonuna son derece zararlidir
(Radak ve ark., 1999; Sachdev ve Davies, 2008).



Serbest radikaller cesitli mekanizmalar yoluyla DNA'ya zarar verir. Ornegin,
hidroksil radikalleri bazlar ve deoksiriboz ile kolaylikla etkilesime girerken, hidrojen
peroksit membranlara kolayca niifuz eder ve DNA'y1 hizla lokalize ederek islev
bozukluguna ve hiicre Sliimiine neden olur. Serbest radikallerin DNA ile etkilesimi,
organizmalarda oksidatif DNA hasarina, mutageneze, karsinojeneze ve yaslanmaya

neden olur.

Yine proteinleri okside ederek protein ve yapisindaki aminoasitlerde (enzim
ve yapisal proteinler) olusan hasardan dolayr pek c¢ok hastalifin baslamasi ve
ilerlemesin de Onemli rol oynar. Serbest radikaller ile reaksiyon sonucunda
proteinlerde; aminoasit modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu, agregasyonu,

proteolize duyarlilik ve ¢apraz baglanmalar ortaya ¢ikar (Reznick ve ark., 1992).

Hidroksil gibi serbest radikaller ise, karbonhidratlar ile reaksiyona girerek
karbon atomundan bir hidrojen atomu ¢ikartmak suretiyle karbon merkezli radikaller
tiretirler. Bu radikaller hyaluronik asit ile reaksiyona girerek zincir kirilmalarina yol

acar (Devasagayam ve ark., 2004).

2.4.1 Malondialdehit (MDA)

Malondialdehit (MDA), lipid peroksidasyon siirecinin en 6nemli ve son {iriinii
olan c¢oklu doymamis yag asitlerinin enzimatik veya nonenzimatik yollarla
pargalanmasi sonucu olusmaktadir. Olusan MDA, membran komponentlerinin
polimerizasyonuna, iyon gegirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimine, hiicre
zarinda deformasyona, yiizey bilesenlerinin agregasyonuna, iyon transportu ve enzim
aktivitesi gibi zar 6zelliklerinde degisikliklere neden olan toksik bir iiriindiir (Valko
ve ark., 2006; Goneng ve ark., 2001; Cighetti ve ark., 2002). MDA’ ’nin meydana
getirdigi bu toksik etkiler genotoksik ve karsinojenik etkiler meydana getirebilir.
Kanda ise oksidatif stresin biyomarkeri olarak ifade edilmesinden dolayr lipid
peroksidasyonunun degerlendirilmesinde siklikla kullanilmakta olup plazmada
kolaylikla ¢oziinebilmesinden dolayi idrarda da goriilmektedir (Akkus, 1996; Oktem
ve ark., 2006). MDA tespitinde, Tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonuna dayali
bir yontem kullanilir. TBA testi, TBA’nin MDAya reaktivitesine dayanmaktadir.



2.5 Oksidatif Stres

Oksidatif stres, antioksidan savunma sistemlerinin yeterli olmamasi
durumunda ya da ROT iiretiminin fazlalasmasi sonucunda meydana gelir. Normal
kosullarda metanolizmada antioksidan savunma sistemleri tarafindan serbest
radikaller ortamdan uzaklastirilir. Ancak, oksidatif stresin artmasi neticesinde
antioksidan savunma sistemleri devre disi kalarak lipit, protein ve DNA gibi

yapilarda meydana gelen hasar sonucunda hiicre hasari veya nekrozu ortaya ¢ikabilir.
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Normal hiicre Serbest radikal saldirisi Oksidatif stres

Sekil 1.1 Oksidatif strese maruz kalmis hiicre (Kahraman, 2020).
2.6 Antioksidanlar
Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlari ve ROT un
hedef dokulardaki olumsuz etkilerini 6nleyen, geciktiren veya meydana gelen hasarin
tamirinde rol alan, serbest radikalleri stabilize etme ve yakalama kabiliyetine sahip
maddelere denir (Elliot, 1999). Antioksidan maddeler, enzimatik ve non-enzimatik
olarak ikiye ayrilir ve oksidasyona sebep olna maddelerle hizla reaksiyona girerek

olusan hasar1 intraselliiler ve ekstraselliiler savunma sistemi ile etkisiz hale getirir.

Cizelge 1.2 Antioksidanlarin Siiflandirilmasi

Enzimatik Antioksidanlar Non-enzimatik Antioksidanlar
Siiper Oksit Dismutaz Glutatyon Koenzim Q10
Katalaz Melotonin Transferrin
Glutatyon Peroksidaz Urik Asit Seruloplazmin
Glutatyon rediiktaz Bilirubin a-lipoik asit
Glutatyon S Transferaz Alblimin

Sitokrom Oksidaz Selenyum




2.6.1 Siiper Oksit Dismutaz (SOD)

SOD, reaktif oksijen tiirleri ve siiperoksit anyon radikallerine kars1 ilk etki
eden hidrofilik fazda bulunan bir antioksidan savunma sistemidir (Sorg, 2004). Bu
enzim, stiperoksit anyonunun (O2”), oksijene ve H202’ye doniisiimiinii katalizleyerek
bu radikalin etkisini azaltmaktadir. Tepkime sonucunda olusan H20:’yi Katalaz

(KAT) ve GPy’i kullanarak zararsiz hale doniistiiriir (Subash ve Subramanian, 2009).
02 + 02 +2H - H202+ 02 (1.4)

SOD’un bir diger islevi ise dehidratazlar1 serbest radikal siiperoksit tarafindan
inaktivasyona kars1 korumaktir (Benov ve Fridovich, 1998). SOD’un viicutta 3 farkli
izoformu bulunmaktadir. Bunlar; Cu-Zn-SOD, Mn-SOD ve Cu-SOD’dur. Cu-Zn-
SOD; sitoplazmada, niikkleer bolmelerde ve lizozomlarda, Mn-SOD; aerobik
hiicrelerin mitokondrisinde, Cu-SOD ise plazmada, lenfte ve sinoviyal sivida

bulunmaktadir.

2.6.2 Katalaz (KAT)

KAT, H202’yi suya ve oksijene ayristirarak reaktiflik oranini azalmaktadir.
Normal sartlarda hiicre tiplerinde gerekli olmamasina ragmen basta karaciger olmak
tizere peroksizom ve mitokondride bulunur oksidatif strese kars1 islev goriir (Hunt ve
ark., 1998). Yapisinda 4 tane HEM grubu barindirmasindan dolayr hemoprotein
olarak bilinmektedir.

H202 - 2H20 + 02 (1.5)

KAT, endoplazmik retikulum ve mitokondride diger organlara oranla daha az
bulundugundan organellerde olusan H20: peroksizomlara difiize olmadig: siirece

katalaz tarafindan pargalanamaz (Onat ve ark., 2002).

2.7 Toksikoloji

Toksikoloji, kimyasal ve fiziksel etmenlerin canli organizmalar ve ekosistem
tizerinde olusturdugu zararli, tahrip edici etkileri inceleyen ve bu etmenlerden
kaynaklanan riskleri belirleyerek ortaya koymaktadir. Son yillarda ise hizla
yasantimiza giren nanoteknolojik iirtinler mevcuttur. Bu nanoteknolojik maddeler ve
tirtinler toksik etki meydana getirebilirler. Bu anlamda zararli etkenlerden korunmak,
zehirlenmelerde yeni tedavi yaklasimlari gelistirmek, olasi riskleri belirlemek ve

bilgilendirmek toksikolojinin ugraslar1 arasindadir (Giiner, 2008).



2.7.1Toksikolojik Testler

Toksik maddelerin zararli etkilerini ve ne derece de zararli olup
olmadiklarini, toksik maddelerin organizmalar iizerindeki etkilerini ve birikimlerini
gozlemlemek icin kullanilmaktadir. Toksikolojik testlerde kullanilan model
organizmalar farkli konsantrasyonlar da toksik maddenin bulundugu ortamda tutulur
ve bu maddelerin organizmaya etkileri incelenir. Bu tiir arastirmalarda; oliimler,
tireme, gelisme durumlari, organ aktiviteleri histolojik ve biyokimyasal degisimler

gibi faktorlere bakilir.

Toksisite testleri; siire, ortam ve toksik madde ilavesine gore siniflandirilir.
Siireye gore yapilan testler ikiye ayrilmaktadir. Akut toksikolojik testlerde test siiresi
96 saatlik zaman dilimlerini kapsamaktadir. Bu siire arastirmalarda kullanilan model
organizma, organizmanin biiyiime ve gelisimine gore degisiklik gostermektedir.
Kronik toksikolojik testlerde ise, test siiresi bir hafta ila bir ay arasinda degisiklik
gosterebilecegi gibi daha uzun da olabilir. Kronik toksikolojik testlerde, genellikle
farkli konsantrasyonlardaki toksik maddelerin organizmada {ireme ve gelismesi

iizerine etkilerine bakilmaktadir (FAO, 1987; Unsal, 1998).

Toksikolojik testler, {i¢ gruba ayrilmaktadir. Statik testlerde organizma uygun
bir diizenek igerisinde konur ve test siliresi boyunca bir degisiklik yapilmaz. Bu
deneylerde, olusacak olumsuzluklar1 gidermek amaciyla genellikle 96 saatlik siire
tercih edilmektedir. Yar1 statik testlerde, farkli zaman dilimler tercih edilmekte
birlikte hazirlanmig olan deney ortami da belli siirelerle degistirilir ve bu
degisiklikler deneyde kullanilan model organizmay1 gore farklilik gosterir. Siirekli
akis sistemli testlerde ise hazirlanmis olan deney ortamu siirekli olarak degistirilir ve
kisa stireli olup dogal ortam kosullarinin en iyi temsil edildigi testlerdir (FAO, 1987,
Unsal, 1998).

2.7.2 Nanotoksikoloji

Nanoteknoloji, maddelerin nano 6lgekte bilinmeyen ozellikler kazanmasiyla
gelisme gostermis ve nanopartikiillerin bu yeni 6zelliklerinin yararli olabilecegi gibi
aynit zamanda toksisite ve ekotoksikolojileri hakkinda da endise duyulmasina yol
acmistir. Bu baglamda nanotoksikoloji, nanopartikiillerden kaynaklanan toksisite

etkilerini incelemektedir.
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NP’ler kiiciik boyutlar1 sayesinde bariyer olusturarak ksenobiyotiklerin
membran ve hiicrelerarasi baglantilardan gegerek organizmay: girisini engellemekte
ve yararl etkiler olusturmaktadir. Bunun yaninda, reaktivitelerinin artmasiyla DNA,
protein ve lipit hasar1 gibi hiicresel etkiler olusturabilmektedir. NP’lerin bu
etkilerinin tam olarak bilinmemesi ise toksikolojik deneylerinde istenmeyen

durumlara yol acabilmektedir.

NP’lerin sira dis1 Ozelliklerinin toksisitesini degerlendirmek i¢in bazi
faktorleri mevcuttur. Bu faktorlerden biri olan partikiil boyutu kiictildiik¢e toksisite

egiliminin artttig1 kaydedilmistir.

2.7.3 Akuatik Toksikoloji

Ekotoksikoloji biliminin bir dali olup akuatik organizmalara karsi toksik
etkilerinin nitel ve nicel olarak inceleyen bir bilim dalidir (Forbes ve Forbes, 1994).
Akuatik toksikoloji, sucul ekosistemin pargalart olan su, sediment ve besin

maddelerindeki kimyasal maddelerin konsantrasyonlariyla iligkilidir.

Akuatik organizmalar toksik maddeye akut ve kronik olarak maruz kalabilir.
Akut toksik etkiler 7-9 giin veya daha kisa siireli olup ¢ogunlukla 96 saat siireyle
oldiiriicii olarak incelenmektedir. Kronik toksik etkiler ise diisiik konsatrasyonlardaki
kirleticilerin uzun siireli (genellikle 28 gilin) etkilerinin incelenmesiyle
degerlendirilmektedir. Kromik etkiler oldiiriicii olabilecegi gibi toksik olup dldiiriicti
olmayadabilir. Bu toksik etkiler canlinin larval ve embriyonik donemlerinde veya
tireme donemlerinde incelenmektedir. Toksik olup Oldiiriicii olmayan etkiler ise

davranis, biyokimyasal ve histolojik olarak gézlemlenebilmektedir (Rand, 1995).

2.8 Nanopartikiillerin Canhlardaki Toksik Etki Mekanizmalari

NP’ler canli organizmalarda birka¢ farkli mekanizmayla toksik etki
olusturabilirler. NP’lere asir1 miktarda maruz kalma durumunda serbest radikaller;
lipid, protein ve DNA’nin oksidasyonuna sebep olarak biyolojik bilesenlerde hasar
meydana getirirler. Serbest radikaller, yabanci maddelere kars1 fagositik hiicre etkisi,
antioksidan madde miktarinin yetersiz olmasi, gecis metalerinin varligi, ¢evresel
faktorleri ve baz1 nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zellikleri gibi farkli faktorlerden
meydana gelebilir (Lanone ve Boczkowski, 2006). NP maruziyeti, dokularda ve

fagositik hiicrelerin yaygin olarak bulundugu bobrek, karaciger ve dalak gibi
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organlarda birikim yapabildigi gibi akciger ve beyin gibi organlarnt da
etkileyebilmektedir.

NP’ler canli organizma igerisindeki hiicresel bilesenlerle tepkimeye girebilir,
hiicresel fonksiyonlarin bozabilir veya degistirebilir. Bunun yaninda, dolagim
sistemine girerek hemoliz ve trombozise, mitokondriye yerleserek apoptozise ya da

ROT olusmasina sebep olabilir.

2.9 Toksikolojik Calismalarda Model Organizmanin Se¢imi

Toksikolojik calismalarda uygun test protokollerinin degil ayni zamanda
uygun test organizmanin da se¢ilmesi gerekmektedir (Rand, 1995). Bu
organizmalarda aranan Ozellikler su sekildedir; secilecek organizmanin ekolojik ve
ekonomik olarak éneme sahip olmasi, genis bir popiilasyona sahip olmasi, yilin tiim
zamanlarinda bulunabilir olmasi, kimyasal maddelere karsi duyarli olmasi, kullanilan
organizmanin parazitten ve herhangi bir hastaliktan etkilenmemis olmasi ve fiziksel
olarak bir zarar gormemis olmasi, se¢ilen organizmaya yapilacak olan deneyin uygun
olup olmamasi, kullanilan organizma hakkinda yeteli biyolojik ve fizyolojik bilgilere
sahip olunmasi gerekmektedir. Ayrica, segilen organizmanin laboratuvar
caligmalarina adaptasyon kabiliyetlerinin yliksek ve kiiltiirlerinin yapilabilir olmasi
gerekmektedir. Yapilacak olan arastirma icin uygun organizma secildikten sonra
organizmanin biyolojisinin, tuzluluk, hassas evresi, pH ve sicaklik isteklerinin
belirlenmesiyle birlikte laboratuvar ortaminda saglikli sartlarda muhafazasi
saglanmalidir. Akuatik toksikolojide genellikle tercih edilen grup baliklardir.
Baliklarin yani sira, bakteriler, algler, vb. organizmalar arastirmalar igin tercih

edilebilmektedir (Pascoe ve Edwards, 1989).

Bu ¢alismada, tuzlu su karidesi (A. salina) maruz birakma c¢alismalar
yapilmig olup bu tiiriin laboratuvar sartlarina uyum kabiliyetinin yiiksek olmasi,
genel fizyolojik ve davraniglarinin iyi bilinmesi, kistlerin kolaylikla temin
edilebilmesi ve laboratuvarda kistlerinden kolayca ¢ikmalar1 sebebiyle tercih

edilmistir.

2.10 Tuzlu Su Karidesi (Artemia salina)
Zooplanktonik bir organizma olan A.salina, tropik, subtropik ve iliman

iklimde yasayan genis tuzluluk araligina (%035’lere) dayanikli, sicakligi 6-35°C olan
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sularda bulunan bir organizmadir. Akdeniz'e endemik bir tiirdiir, ancak tiim kitalarda
bulunmaktadir. Tiirkiye’de ise peloidoterapide kullanilan sapropelik ¢amur
olusumuna katkida bulunan tuz gollerinde bulundugu rapor edilmistir (Munteanu ve
Dumitrascu, 2011). Biiyiime sirasinda birkag kabuk degisimi gecirerek yetiskin
asamasina 12-15 giinde ulagsmaktadir ve her 4 giinde bir 300 yumurta (kist) ya da
larva tiiretir. Hem iireme hem de partenogenik tiirlere sahiptir (Browne, 1980).
Erginleri, 8-10 milimetre (mm) boyunda uzun bir viicut, iki sapli gbz, dokusal bir
sindirim sistemi, duyusal antenler ve 11 ¢ift toraks uzantisina sahiptir. Erkekleri
abdominal segmentin alt kisminda bir ¢ift tireme organina, disileri ise 11. segmentin
arkasindaki yumurta kesesi sayesinde ayirt edilebilmektedir. Ayrica disiler
abdominal bdlge igerisinde ovaryumlar bulundururlar ve yetisme kosullarma ve
embriyo gelisimlerine bagli olarak ovipar ya da ovovivipar olarak yaklasik her 140
saatte bir yumurtlarlar. Normalde olgunlasan yumurtalar yumurta kesesine dokiiliir,
burada dollenerek disiyi terkeder (ovovivipar iireme). Ancak olaganiistii durumlarda
(6rnegin ¢ok yiiksek tuzluluk ve ¢ok diisiik oksijen seyivesi) embriyo sadece gastrula
evresine kadar gelisir ve etrafi uterusta bulunan kahverengi kabuk bezleri tarafindan
salgilanan kalin bir kabukla ¢evrelenir, metabolik uyku haline (kis uykusu) gecerler
ve sonra disi tarafindan birakilirlar (ovipar tireme). Kist adi verilen bu dayanikli
yumurtalar, yumurta kesesini terk ederek suya gegerler, yiiksek tuzlu sularda
cogunlukla yiizerek biriktikleri ve kuruduklar1 kiyilara siiriiklenirler. Bu dehidrasyon
islevi sonucu olarak kis uykusu mekanizmasi genelde inaktif hale geger; kistler bu
anda hareketsiz bir durumdadir ve en uygun kulugkalama sartlarinda su aldiginda
daha sonraki embriyonik gelisimlerini yeniden kaldig1 yerden baslatabilirler.
Olumsuz kosullar altinda birka¢ yil yasayabilir ve tuzlu suda yeniden su ile
yikanarak uykuda bekletilen kistlerden yavrular iiretebilirler (Lavens ve Sorgeloos,
2000). Eriskin bir A.salina’nin rengi sudaki tuz konsantrasyonuna bagli olarak
yesilden kirmiziya (yiikksek konsantrasyonlarda kirmizi) degisir (Munteanu ve
Dumitrascu, 2011).

Besin partikiillerini filtre ederek beslenirler fakat se¢i¢i degillerdir yani uygun
bliytikliikteki canli veya cansiz organizmalari, inorganik materyalleri (bakteri,
mikroalg, detritus) tiiketirler. Fakat ilk tercih ettikleri gida fitoplanktondur. Ayrica,

potansiyel bir besin kaynagi olarak kullanilirlar ve Ekonomik Isbirligi ve Kalkinma
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Orgiitii (OECD) tarafindan yavru baliklarin beslenmesinde kullanimi dnerilmektedir
(Léger ve ark., 1986; OECD, 1992). Tiim hayatlar1 boyunca planktonik formdadirlar
yani su hareketleri ile tasimirlar (MEGEP, 2008). Bir iist tiiketici grupta yer alan balik
ve kabuklular tarafindan beslenimsel (trofik) transfer yoluyla da gegisi
olabilmektedir. Yani enerjiyi birincil freticilerden ikincil tiiketicilere aktararak

ekolojik siireclerde ¢cok énemli bir rol oynamaktadir.

2.11 Karbon Bazh Nanomalzemeler

Karbon bazli nanomalzelerin elektronik, optik, mekanik, kimyasal
ozelliklerinden dolay1 son yillarda bir¢ok ¢aligma yapilmaktadir. Karbon atomlari,
elektronik kabuklari arasinda dar bir bant aralig1 ile hibridizasyonlar gerceklestirerek
farkli fiziksel 6zelliklerde ¢ok cesitli kristal ve diizensiz yapilara sahip allotroplarin
olusmasina neden olmaktadir (Kour ve ark., 2020; Maiti ve ark., 2019). Kesfedilen
karbon nanotiip (CNT), fulleren, grafen kuantum dot (GQD) ve karbon dot gibi
cesitli karbon allotroplarin varligit KNM’leri son zamanlarda daha da degerli hale
getirmistir. KNM’ler nanoelektronik, gaz depolama, tekstil, giines pilleri ve
biyosensorler gibi birgok alanda kullanilmaktadir (Kour ve ark., 2020; Maiti ve ark.,
2019). KNM’lerin ilgi ¢ekmesinin nedeni kimyasal sensor olarak kullanilabilmesi,
hiicresel goriintilleme yapilabiliyor olmasi ve biyosensor tekniklerinde birgok

uygulama alani buluyor olmasindan kaynaklanmaktadir (Sun ve ark., 2013).

KNM’ler akuatik ortamda ¢oziinmiis organik materyallerle etkilesime girerek
organik materyalleri etkiler. Bu nedenle, kolay firetilmesi ve ekonomik olmasina
ragmen Ozellikle akuatik organizmalar iizerinde sinirli c¢alismalari mevcuttur
(Oberdorster ve ark., 2006).  Akuatik organizmalarda KNM’lerin toksisitesi
hakkindaki kaygilar maruz kalma ve toksisite potansiyellerine bagli olarak oksidatif
hasara yol a¢ma potansiyelleri ve biyoelverisliligi degistirmesi sonucunda

doguracabilecek kiimelesme yetenekleridir (Yang ve ark., 2006).

2.12 Karbon Dot

CD’ler, oksijen gruplarinca zengin, ¢esitli hacimsel oranlarda karbonun
kombinasyonlarinda 400-2000 nm arasinda spektrumun tiim renklerinde 151k yayan,
benzersiz 0Ozelliklere sahip, kizilotesi, goriiniir 151k veya ultraviyole 1sikta
ayarlanabilen yar iletken nanomalzemelerdir. Ayrica, yetersiz penetrasyona sahip

olan bagirsak gibi dokular1 goriintiilemek icin de kullanilabilecegi gibi 700-1000
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nm’de c¢esitli hayvan modellerinde in vivo lenfatik goriintileme i¢in de

kullanilmaktadir (Kim ve ark., 2004).

Genel yapilar1 kadmiyum veya giimiis gibi elemental inorganik bir karbon
cekirdekten ve ¢esitli yiizey fonksiyonel gruplari igeren bir kabuktan olusmaktadir.
Dis taraftaki kabuk CD’leri fotokimyasal zarardan korur ve suda ¢ozlinlrligiini
arttirir.  Yiizeylerinde bol miktarda nitrojen/oksijen temelli gruplar igermekte ve
yiizeyleri farkli fonksiyonel gruplar ile kolayca modifiye edilebilmektedir (Feng ve
ark., 2020). Bu sayede spesifik dokulari ve organlari hedeflemek i¢in antikorlar ile
veya niikleik asitlerle konjuge edilebilir ve floresan problar olarak
kullanilabilmektedirler. CD’lerin fotoliiminesans 0Ozelligi c¢ekirdek veya ylizey
kromofor gruplarmmin konjuge parcalarindan kaynaklanmaktadir. CD’ler 1iyi
biyouyumluluk, daha az toksisite, yiiksek kimyasal stabilite ve biyolojik 6zelliklere
sahiptir. Bu {stiin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinden dolay1 biyomedikal
riinler, sensorler, optoelektronik, fotokataliz, enerji cihazlari gibi g¢esitli
uygulamalarda biiyiik kullanim potansiyeline sahiptir (Khairol Anuar ve ark., 2021).

CD’lerin sentezinde farkli bilesik ve yontemler kullanilabilmektedir.

2.12.1 Karbon Dot’larin Sentez Yontemleri

Sentez ve Karakterizasyon tekniklerinin gelistirilmesiyle birlikte bircok
arastirmaci nanoteknoloji alaninda ¢ok fazla ilerleme saglamis ve CD’lerin sentez
yontemlerini bir sekilde arastirmistir. Son birka¢ yilda, farkli fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahip CD'leri elde etmek igin birgok sentetik strateji gelistirilmis olup
genellikle asagidan yukariya (Bottom up) ve yukaridan asagiya (Top down) olmak
tizere iki yaklasim kullanilmaktadir (Sekil 1.1). Literatiirdeki ¢alismalar, sentez
sirasinda kullanilan karbon kaynagi, sentez yontemi ve ylizey pasivasyon ajani gibi
parametrelerin  CD'lerin  yiizey Ozelliklerininin  degistirilerek ~ yapisal —ve
fizikokimyasal 6zelliklerini degistirdigini gostermistir. Ancak higbir yontem CD'lerin
fizikokimyasal Ozelliklerini tam olarak bilinememektedir. Ancak, yine de
arastirmacilar, CD’lerin 6zelliklerini etkileyen bazi faktorleri belirleyebilmislerdir.
Ornegin; CD'lerin pargacik biiyiikliigii, reaksiyon durumu ve siiresi kontrol edilerek
diizenlenebilmekte olup pasivasyon ajanlart kullanilarak istenilen fonksiyonel
gruplar ile CD'lerin yiizeyleri islevsellestirilebilmektedir (De ve Karak, 2017; Alas
ve ark., 2020).
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“Yukaridan asagiya” yaklagimda, grafit tozu veya tek ve ¢cok duvarli karbon
nanotiipler gibi malzemelerin ark desarji, lazer ablasyon, elektrokimyasal oksidasyon
yontemleriyle birlikte fiziksel veya kimyasal kosullar altinda sentezlenme
gergeklestirilmektedir (Alas, 2020).

“Asagidan yukariya” yaklasimda ise hidrotermal/solvotermal yontemleri gibi
kimyasal reaksiyonlar ile inorganik ve organik yapili partikiiller olusturulmaktadir
(Mukherjee ve ark.,, 2001). Bu yontem de nano Yyapilardaki malzemelerin
birlesimiyle birlikte dogadaki kuvvetlerden, yiizey pasiflestirme veya dogal, ucuz ve
strdiiriilebilir organik karbon kaynaklari gibi onciilerden sentezlenmektedir. Son
yillarda ”yukaridan agag1” yaklasim “asagidan yukar1” yaklasimina gére mikrodalga,
termal ve hidrotermal sentez ydntemleri, sentez reaksiyonunun daha kisa siirede
gergeklesmesi, sentezlenen partikiil biliylkligiiniin daha kiiciik ve daha yiiksek
kuantum verimine sahip olmasi, ¢evre dostu ve ekonomik olarak ucuz olmast gibi

avantajlart nedeniyle tercih edilmektedir (De ve Karak, 2017; Alas ve ark., 2020).

Yukaridan Asagiva Yaklasim Asufidan Yukar

A3STICON ¥ 15

Termal
rbnmms\on

Mikrodalga

Asidik/alkalin
dehidrasyon

Sekil 1.2 Karbon dot'larin Sentez Yontemleri (Alas, 2020).

Hidrotermal yontem, karbon kaynagi ve ¢6ziiciiniin (su) karistirilmasi sonrasi
otoklav yapilmasiyla kullanilan yontemdir. Hidrotermal yontem de CD'm optik
ozelliklerini ve kuantum verimini dogrudan etkileyen 6nemli iki parametre bulunur.
Bunlardan ilki, reaksiyon sicakligi ikincisi ise reaksiyon siiresidir. Avantajlari
arasinda hammadde kaynaginin c¢ok genis olmasi, reaksiyon ekipmaninin basit
olmast ve reaksiyon kosullarinin kontrol edilmesinin kolay olmasi gelmektedir.
Reaksiyon kapali bir reaktorde gergeklestirildiginden, havadaki safsizliklarin etkisi
onlenmis olmaktadir. Hidrotermal yontemi ile hazirlanan CD {niformdur ve

sentezlenen CD’lerin ¢ogu suda iyi ¢oziinmektedir. Dezavantajlar1 arasinda ise,
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hidrotermal su 1siticisinin siirli hacminden kaynakli tek seferde hazirlanacak olan
CD miktarinin sinirl olmasi ve hazirlanan CD’1n daha fazla safsizlik tiretmesidir. Bu

durum da CD’1n ayrilmasini ve saflastirilmasini zorlastirmaktadir.

t Kerwms bapads

~
= / Pulampre Kats resknt

Sekil 1.3 Hidrotermal reaksiyon kabi (otoklav) semasi (Kamaci ve ark., 2019).

2.12.2 Karbon Dot’larin Dogal Kaynaklardan Sentezi

Benzersiz ozelliklere sahip CD’lerin sentezinde, uygun maliyetli, kolay
uygulanabilir, ¢cevreye duyarli ve toksik olmayan yontemlerle elde edilebilen yesil
onciiler ilgi odagi haline gelmistir. Yesil Onciiler, yenilenebilir dogal iiriinlerin
kimyasal materyallerle ve canli organizmalarla yapilan prosediirler sonucunda elde
edilmesine dayanmaktadir. CD sentezinde yesil onciilerin kullanilmaktadir. Bunun
disinda, fizikokimyasal sentezde NP’lerin aktive edilebilmesi i¢in yiizeylerine kimi
fonksiyonel gruplarin eklenmesi gerekirken biyolojik sentezlerde bu zorunlulugun
olmamas1 da 6nemli bir avantajdir. Ayrica, antikanser ve antimikrobiyal ¢aligmalar

dahil olmak tizere cesitli siireclerde de kullanilmaktadir (Hammamchi, 2019).

Yesil oOnciilerden CD sentezi, kimyasal maruziyeti ve ¢evresel atiklar
azaltma, uygun maliyet ve bol miktarda bulunabilme gibi avantajlara sahip
olmasindan dolayr gelecek icin umut vaat etmektedir. Cogunlukla karbon kaynagi
igeren inorganik malzeme ve polimerler, bitki 6ziitleri gibi organik maddelerden ve
meyveler, sebzeler, yiyecek/igecekler, atiklar, bitkiler, hayvansal ve insansal

malzemelerden sentezlenmektedirler.

Yapilan literatiir arastirmasina bakildigr zaman CD'lerin kuantum veriminin,
sentez sirasinda kullanilacak yesil Onciilerin karbon ve elemental igeriklerine,
pasivasyon ajanlarinin tiirtine ve kullanilan sentez yontemi ve parameterelerine bagh

oldugu goriilmektedir.
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2.13 N (Ure) Dope Olmus Karbon Dotlar (N-CD’ler)

KNM’lerden olan CD’lerin sentezi ve uygulamalari son yillarda bir¢ok
calismaya konu olmaktadir. Bu ¢alismalarda o6zellikle amin grubu katkisi
arastirilmaktadir. Suda ¢oziiniir amin katkili CD sentezi, oksijen indirgeme
reaksiyonu, hiicre goriintiileme, sensorler ve ilag dagitimindaki genis uygulamalar1
nedeniyle biiyiik ilgi gormektedir. Amin katkili CD’ler yukaridan asagiya bir
yontemle sentezlenmek i¢in en ¢ok tercih edilen kaynaklardir. Amin igeren CD’lerin,
ayarlanabilir fotoliiminesans1 (PL) Onemli Olglide gelistirebilecegini gostermistir.
Ayrica, amino gruplarinin CD’lere sokulmasinin, hidrotermal siireci 6nemli dlgilide
hizlandiran polimerlesmeye ve karbonizasyona neden olabilecegi goriilmiistiir (Du
ve ark.,, 2014). Sonugta, elde edilen N-CD’ler, parlak mavi liiminesansa, pH
duyarlili@ina ve yiiksek tuz konsantrasyonlarinda stabiliteye sahip hale gelir. N-
katkilt CD'ler, karbon agisindan zengin, yliksek oranda fotoliiminesan 6zellige sahip,
suda iyi bir ¢oziiniirliige, tuz etkisinde uygun iyonik giiclere ve pH'a baglh
liiminesans gibi benzersiz PL 6zelliklerine sahiptir. N-CD’lerin bu 6zellikleri onlarin
pH sensorleri, hiicre goriintiilleme, giines pilleri ve fotokataliz i¢in kullanim

potansiyeline sahip hale getirmektedir.

2.14 L-karnitin

1905 yilinda hayvan kas dokusundan izole edilen L-karnitin (3-hidroksi-4-N-
trimetilazonumilbiitanoat), C7HisNOs kapali yapisal formiiliine sahip, lisin,
metiyonin igeren bir bilesiktir ve sentezlenen beyaz bir maddedir. Yapisal olarak

amino asitlere benzeyen, suda ¢oziinebilen kii¢iik bir molekiildiir.

CH
8 (0]
4 Ho Hz ”
H3aC—N —C—CIH—C—C—O'
| 7
CH
3 (I:=O
CH3

Sekil 1.4 L-karnitin'in kimyasal yapisi
L-karnitin‘in viicuttaki islevi karacigerde depolanan uzun zincirli yag
asitlerini mitokondriye tasiyarak, hiicrelere alinan ve oksidasyona ugrayan yag
molekiillerinin sayisini artirarak, yag yakma verimliligini artirarak viicuda enerji

saglamaktir (Rebouche, 2010). Bunun yani sira fosfolipidlerin sentezini arttirir ve

18



membran hasariin onariminda énemli rol oynar (Vicari ve Calogero 2001). Serbest
radikallere kars1t membrani stabilize eder ve mitokondriyal hasar1 engeller. Ayrica,
ksantin/ksantin oksidaz sistemi ile ROT‘un olusumunu Onleyici etkiye de sahiptir
(Kocer ve ark., 2007; Guitton ve ark., 1999).

A.salina gibi canli yem organizmalarinda da bulunan endojen L-karnitin
miktart organizmanin fizyolojik durumuna, sicaklik, 151k yogunlugu ve fotoperiyod

gibi cevresel faktorlerine bagli olarak degismektedir.

2.15 p-Cyclodextrin

Siklodekstrinler (SD'ler), glikosiltransferaz enziminin etkisi altinda birgok
mikroorganizma tarafindan tiretilen o (1-4) glikosidik bagli indirgeyici olmayan
siklik oligosakkaritlerdir (Avei, 2010). I¢ kismi hidrofobik, dis kismi ise hidrofiliktir.
SD’lerin dis yapisinda bulunan hidroksil gruplart bu bilesigin  sudaki
¢coztiniirliiglinden sorumludur. Bu yap: katilar, sivilar ve gazlarla kompleksler

olusturmasina olanak tanimaktadir (Ag¢ikbas 2021).

e

(B-CD)

Sekil 1.5 B-Cyclodextrin yapist
SD’ler, molekiiller ile inkliizyon kompleksi olusturarak molekiiliin birgok
Ozelligini degistirmesi nedeni ile bir¢ok alan da kullanilmaktadir. SD’ler;
biyoyararlanimi arttirmak, ¢oziinlirliigli arttirmak, organik c¢oziiclilerden kaginmak,
kristallenmeyi azaltmak, uguculugu azaltmak, bilesen etkilerini azaltmak, aktiviteyi

daha kararli hale getirmek icin kullanilmaktadirlar.

2.16 Rhododedron

Dogadaki bir¢ok bitki tiirliniin en 6nemlilerinden biri Ericaceae familyasidir.
Ericaceae familyasinin en biiylik cinsi kabul edilen ormangiilleri ise genis bir yayilis
gostermekte olan bir ¢ok yillik bitkidir (Neary ve ark., 1980; Clinton ve Vose, 1996;
Colak, 1997). Diinya’da oldukca yaygin olan ormangiilleri, Tirkiye’nin kuzey
kiyillar1 boyunca onemli bir yer tutmaktadir. Tiirkiye’deki yayilis alanlar1 batida
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Istiranca Daglarinin kuzey yamaglarindan doguda Hopa’ya kadar devam etmektedir.
Dogu Karadeniz Boliimiinde farkli renkte ¢icek acarak buradaki orman

topluluklarina karisan farkl tiirlerde ormangiilleri bulunmaktadir.

Ormangiilleri genel olarak istenmeyen istilaci bir tiirdiir. Bunun sebebi deniz
seviyesine yakin veya 5000 m yiikseltilere kadar da erigebilmeleri ve bulunduklar1
alanlar igerisinde sadece tohumun topraga ulasmasini engellemekle kalmayip ayni
zamanda topragin {ist katmaninda ayrismanin yavaslamasina ve asidik humus
olusmasina sebep olarak, diger tiirlerin gelismelerine engel olmasidir (Nadezhdina ve
ark., 2004; Tabbush ve Williamson, 1987). Ancak yil igerisinde yaprak
dokmediginden, budamaya gereksinimlerinin olmamasindan ve biiyiik ¢icekli

yapisindan dolay1 6nemli bir siis bitkisi olarak da kullanilmaktadir (Avci, 2004).

Ormangillerinin ¢ogunlugu daima yesil yaprakli, kisin yapraklarin1 déken ve
yapraklar1 deri gibi sert, genellikle oval olan odunsu bir bitkidir. Yapraklarin1 déken
tiirler soguga dayanikli olup genellikle asitli (4,5-5,5 pH) ve rutubetli toprak severler.
Ormangiillerinin ¢evresel ve kimyasal strese karst dayanikliligi farkli olmakla
birlikte s1g koklere sahip olmalar1 ise onlarin kuraklia karsi hassas olmalarinin
onemli bir nedenidir (Sentiirk 2010). Yilda sadece bir kez acan ormangiilleri
sonbahar ve ilkbahar aylarinin sonlarinda tiir ve bulunduklar1 yere gore genelde
Ekim-Haziran arasindaki farkli aylarda ¢i¢eklenmektedir. Rhododendron tiirlerinin
bazilarinin antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar, antidiyabetik, analjezik,
immiinomodiilatr, hepatoprotektif ve sitotoksik etkileri ¢aligmalarda gosterilmistir

(Popescu ve Kopp, 2013; Demir ve ark., 2016).

2.16.1 Rhododendron luteum

Orta ve Dogu Avrupa (Polonya ve Balkanlar), Tiirkiye ve Katkasya’da yayilis
gosteren bir tiirdiir. Tirkiye’de Orta ve Dogu Karadenizde bulunmakta olup deniz
seviyesinin 110 ile 2230 m yiikseginde dogal olarak yayilis gostermektedir (Sekil
1.4).
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Sekil 1.6 Rhododendron luteum'un Tiirkiye'deki yayilis alanlar1 (Canbolat, 2020).
Halk arasinda sar1 agu, zifin, c¢ifin ve egrigicegi olarak bilinmektedir
(Ozdemir, 2021). Boyu 3 ila 4 metre arasinda olup kisin yapraklarin1 doken 5-10 cm
uzunlugunda, 2-4 cm genisliginde mizrak seklinde yapraklar1 ve her iki ylizeyinde
sert glandiiler tliyler ile birlikte sar1 renkte huni seklinde cigekler bulunmaktadir
(Alan ve ark., 2010). Cigekleri 3-4 cm gapinda olup parlak sar1 renkte ve kuvvetli

kokuya sahiptir. Kuvvetli kokularindan kaynakli hermafrodit ve entomofillerdir.

Rhododendron luteum yaprak ve ciceklerinde grayanotoksin maddesi igerir.
Bu madde =zehirli olup gen¢ siirgiin veya cigekler ile beslenen hayvanlari
zehirlemektedir. Ancak yorede ¢iceklerinden yapilan ve igerisinde grayanotoksin
maddesi nedeniyle deli bal olarak bilinen ayrica tansiyon diisiiriicii etkisi bulunan bal
yapiminda da kullanilmaktadir. Ayrica geleneksel tipta idrar soktiiriicli, romatizmal
agrilara kars1 analjezik ve mantar ayak enfeksiyonu olarak kullanimlari mevcut
olmakla birlikte gii¢lii antioksidan ve antikanser etkileri de bulunmaktadir (Popescu
ve Kopp, 2013).

2.16.2 Rhododendron ponticum

Oksin kusagina ait bir tiir olup Tiirkiye, Irlanda, Ingiltere, Kafkaslar,
Bulgaristan, Liibnan gibi bir¢ok iilkede yayilis gostermektedir. Tiirkiye’de 6zellikle
Karadeniz Bolgesi’nin serin ve iliman bdolgelerinde, bol yagis alan nemli daglik
kesimlerde endemik olarak bulunan ve yogun yayilis gosteren mor ¢icekli
ormangiilleri golgeye dayaniklidir ve toprak neminin yetersiz bulundugu yerlerden
kagmaktadir (Cross, 1981). Agag altlarinda uzun ve genis bir alan gosterirken, agik
alanlarda kisa ve sik olarak bulunmaktadir. Ayrica belirgin bir ana gévdesi olmayan,

karmagik bir dallanma yapisina sahiptir. Bulundugu bdlgenin iklim kosullarina gore
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boyu 7-8 m’ye eni ise 35-40 cm’ye ulasabilmektedir. Yapraklart 6-18 cm
uzunlugunda, sert olup 2-5 cm genisliginde, cigekleri ise 3-5 cm c¢apinda, hafif
zigomorf olup ¢ogunlukla terminal olup birlesik salkim halindedir. Ayrica s1g kok
sistemi vardir. Rhododendron ponticum g¢igeklerinde Ericolin ve grayanotoksin
glikozitleri bulunan alelopatik etkisi olan bir tiirdiir. Bu nedenle balina deli bal (agu
veya komar) da denilmektedir ve  bulundugu bdolgedeki topragin elementlerini
onemli derecede etkilemekte ve topragin pH degerini diisiirmektedir. Ayrica
generatif yolla gerceklesen hizli istila ve vejetatif yolla gerceklesen yavas istila

olmak tizere 2 gesit istila stratejisine sahiptir (Kulag, 2004).
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3. LITERATUR OZETI

Yapilan ¢alismalar da ¢evreye salinan NP’lerin birikim veya atik-su yoluyla
agregat olarak veya stabil olarak suda kalarak ya da su ile taginarak su ekosistemine
karigtigin1 gostermektedir ve bu durum da organizmalari etkilemektedir (Koelmans
ve ark., 2009). imal edilmis nanomalzemelerin gevreye karsi olusturdugu risklerin
daha 1iyi belirlenebilmesi i¢cin daha fazla bilgiye gereksinim duyulmaktadir. Bu
baglamda yapilan arastirmalarda, 6zellikle fullerenler ve karbon nanofiberler 6nemli
bir faktor olmaktadir. Son yillarda ise toksisite ¢alismalart omurgasiz canlilar ve

zooplanktonlar da kullanilmaya baslanmistir.

Tajbakhsh ve Naimi-Jamal 2022 yilinda Suda 1, 2, 3-triazollerin sentezi igin
etkili bir yesil nanokatalizor olarak bakir katkili islevsellestirilmis B-siklodekstrin
adli calismada FTIR ve SEM gibi karakterizasyonlar yaparak sentezlenen maddenin

morfolojisi ve yapisal karakterizasyonu hakkinda bilgi edinmislerdir.

Behrooz ve ark., 2023 yilinda Yeni bir nano-biyosorbent olarak Ferulago
angulata ekstresi ile yiiklenmis polilaktik asit/FesOs@f-Siklodekstrin nanolifli
nanokompozitin yesil sentezi: diazinon giderimi ve antibakteriyel aktivitenin
degerlendirilmesi adli ¢alismada Ferulago angulata metanol ekstrakti kullanilarak
Fe3Os@p-Siklodekstrin (FesOs@p-CD) NP’lerinin yesil sentezinin degerlendirilmesi
i¢in polilaktik asit (PLA) nanofibroz nanokompozit iizerine yiiklenmis ve c¢esitli
balik ve insan bakteriyel patojenlerine karsi antibakteriyel aktivite c¢aligsmasi

yapilmistir.

Awalludin ve ark., 2022 yilinda Sulu numunedeki civa (II) atomlarini tespit
etmek icin bir floresan prob olarak nitrojen katkili grafen kuantum noktalarinin
hidrotermal sentezi adli ¢alismada yliksek kuantum verimine sahip N katkili1 grafen
kuantum noktalar1 (N-GQD'ler), sirastyla karbon ve nitrojen Onciileri olarak sitrik
asit monohidrat ve etilendiamin kullanilarak kolay bir hidrotermal yontemle
sentezlenmis ve morfolojisi ve yiizey fonksiyonel grubu, FTIR spektroskopisi
kullanilarak analiz edilirken, optik ozellikler UV-Vis spektroskopisi ile

gozlemlenmistir.

Karagetin ve ark., 2023 yilinda X-isinlamasia bagli uterus hasarinda L-

karnitinin antioksidan ve anti-inflamatuar yolaklar araciligiyla koruyucu etkileri adli
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calismada si¢anlarin uterusendometriyum tabakasindak hasarlara kargi L-Karnitin’in

antioksidan ve antienflamatuar etkilerini incelemislerdir.

Li ve ark., 2007 yilinda Kadmiyum iyonlar1 i¢in 1sildayan problar olarak
karnitin  baglhkli kuantum noktalari’adli ¢alismada kadmiyum iyonlarinin
belirlenebilmesi i¢in segici floresan prob olarak yanit verebilen L-karnitine baslikli
CdSe/ZnS gekirdek/kabuk kuantum noktalar1 (QD'ler) hazirlamiglardir.

Hamilton ve Breslin 2014 yilinda ‘Polipirol kullanilarak yeni bir iire
sensOriinlin - gelistirilmesi’ adli caligmada {irenin tespit edilebilmesi icin iireaz
enzimiyle birlikte polipirol matrisine anyonik  bir edilmis ve bir sensor

gelistirilmistir.

Mahomoodally ve ark., 2020 yilinda yaptiklart Rhododendron luteum tatl
biyoaktif bilesiklerin degerli enzim inhibitorleri, antioksidan ve antikanser ajanlar
kaynagi olarak kullanilmasi adli ¢alismada R. luteum ekstraktlarinin A549 akciger
kanseri hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksisitesi in vitro antioksidan, enzim inhibisyonu

arastirilmistir.

Donmez 2021 yilinda Rhododendron ponticum yaprak ektresi kullanilarak
cinko oksit nanopargagiklarin yesil sentezi ve karakterizasyonu adli ¢aligmasinda
Rhododendron ponticum yaprak ekstrakti kullanilarak ¢inko oksit nanopartikiillerinin
(ZnO NP'ler) sentezi gergeklestirmis ve Yesil biyosentezlenmis ZnO NP'lerin

karakterizasyonu yapilmastir.

Arslan 2017 yilinda Atrazinin Artemia salina tiizerine toksik etkilerinin
belirlenmesi adli ¢alismada Artemia larvalari iizerine atrazinin toksik etkilerinin
belirlenmis ve atrazinin yiiksek konsantrasyonlarinda Artemia larvalar iizerinde

toksik etkiler ve anormaliler meydana getirdigi gézlenmistir.

Shory ve ark., 2021 yilinda Cypridopsis vidua ve Artemia
salina'da polianilin/Ag nanopartikiilleri/grafen oksit kuantum noktalarinin akut
toksisite degerlendirmesi adli ¢alismada polianilin ~ (PANI)/2-akrilamido-2-
metilpropansiilfonik asit (AMPSA) baslikli giimiis nanopartikiiller (NP'ler)/grafen
oksit (GO) kuantum noktalar1 (QDs) nanokompozit (PANI/Ag (AMPSA)/GO QDs
NC) sentezlenmis ve 24 ve 48 saat siireyke akut toksisite deneyi yapilarak ECso

degerleri hesaplanmistir.
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4. MATERYAL-METOD
4.1 Bitki Numunelerin Elde Edilmesi ve Saklanmasi

Rhododendron luteum (sar1 ormangiilii) ve Rhododendron ponticum (mor
ormangiilii) Ordu ili Turnalik yaylasindan toplandi. Elde edilen Rhododendron tiirleri
temizlenerek yaprak ve ¢icekleri ayrildi, steril suyla yikandi ve iklim sartlari da goz
oniinde bulundurularak rutubetsiz ortamda kurutuldu. Kurutulan 6rnekler blendir
yardimiyla toz haline getirildi ve laboratuvar caligmalarina kadar kavanozlara

konarak +4 °C’de ve karanlikta muhafaza edildi.

4.2 Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Analiz oncesinde +4 °C’de saklanan orneklerden erlenmeyerlere 12’ser g
alind1 ve 120 mL etanol ile karistirildi. Daha sonra bu karisim vortekslendi ve 50
°C’de 150 rpm’de 36 saat siireyle ¢éziinmesi igin 1sitmali karistirma cihazinda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi drnekler 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve
siipernatant kisimlar1 filtre kagidi ile siiziildii. Inkiibasyondan sonra orneklerdeki
etanol evaporatorde uzaklastirildi. Elde edilen bitki ekstratlarma 12 mL dH20
eklenerek ¢ozdiiriildii. Coziilen ekstraktlar etiketlenen ependorflarda agzi acik bir
sekilde 37 °C’ de inkiibe edildi. Elde edilen 0ziit, deneylerde kullanilmak {izere
karanlikta -20°C'de saklanda.

4.3 Kullamlan Kimyasallar
Cizelge 2.1 Kullanilan Kimyasallar

Kullanilan Kimaysallar

Satin Alinan Firma

L-carnitin

B-Cyclodextrin

DCFH-DA

Sodyum karbonat (Na2COs)
Triton X-100

Hidroksilamin hidrokloriir
Hidrojen peroksit (H202)
Biitil Hidroksitoluen (BHT)
Fosforik Asit

1,1, 3, 3 Tetrametoksipropan

TCI/541-15-1

Sigma Aldrich/7585-39-9
Sigma Aldrich/76-54-0
Tekkim/497-19-8
Tekkim/9036-19-5
Sigma Aldrich/5470-11-1
Tekkim/7722-84-1
Tekkim/128-37-0
Tekkim/7664-38-2
Sigma Aldrich/102-52-3
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4.4 L-karnitin Yiiklii p-Cyclodextrin ile Islevsellestirilmis N Katkii Karbon
Dotlarin Sentezi ( LCAR/ B-CD@Rh.I-Rh.p/N-CD)

4.4.1 N Katkili Karbon Dotlarin Sentezi

Toksik olmayan ve ¢evre dostu karbon dotlar (CD), dogal biyomateryal
Rhododendron luteum ve Rhododendron ponticum ile "yukaridan asagiya" tek adimli
hidrotermal islemi ile sentezlendi. Burada, modifikasyonlari olan bir hidrotermal
yontem kullanildi. Biyomateryaller kurutulup toz haline getirildikten sonra 12,5 g
bitki ekstrati ve bir amin grubu (iire) ultrason altinda 80 mL ultra saf su ile
kanistirildi. Cozelti, politetrafloretilen ile astarlanmis 100 mL'lik bir paslanmaz ¢elik
otoklava aktarildi ve ardindan 200°C'de 4 saat hidrotermal olarak sentezlendi. Nihai
kahverengi dispersiyon dogal olarak sogutuldu ve 3000 rpm'de 15 dakika
santrifiijlendi. Kahverengi dispersiyon igindeki siipernatan, bir diyaliz torbasinda
topland: (molekiiler agirlik kesme = 3500 Da) ve 2 giin boyunca ultra saf su
icerisinde diyaliz yoluyla saflastirildi. Nihai CD soliisyonu, 0.22 um'lik bir zardan
stiziildii ve daha sonra 50 °C'de bir doner buhar Slgerde kahverengi kalin bir bulamag
halinde konsantre edildi, daha sonra 50 °C'de bir vakumlu firinda kurutuldu. Deney,

oda sicakliginda gergeklestirildi.

4.4.2 B-Cyclodextrin Karbon Dot Sentezi

B-CD-CD'ler nanoproblari, modifikasyonlarla mevcut bir yontemle hazirlandi
(Luo ve ark., 2017). Spesifik olarak, CD'lerin ylizey karboksil gruplarini aktive
etmek icin 1 saat karistirma altinda 51 mg NHS (N-Hidroksisiiksinimit) ve 43 mg
EDC HCI (N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodiimid hidrokloriir) ile 0.5 mg-mL
1 CD soliisyonu (30 mL) ilave edildi. Daha sonra, 12 saatlik reaksiyon i¢in 200 mg
mono (6-amino-6-deoksi)-B-CD ile karisik CD ¢ozeltisi eklendi. Olusan ¢ozelti, bir
diyaliz torbasina alindi (molekiiler agirlik sinir1 = 3500 Da) ve fazla EDC HCI, NHS,
reaksiyona girmemis B-CD ve diger yan {iirlinleri uzaklagtirmak icin 24 saat siireyle
diyaliz edildi. Son olarak saflastirilmis B-CD-CD ¢ozeltisi, 0.22 um'lik bir zarla

filtrelendi ve ardindan 50 °C'de vakumla kurutuldu.

4.4.3 L-karnitin Yiikleme

0.155 g B-CD/CDots, bir dizi konsantrasyonla (100, 200, 300, 400, 500, 600
ug/mL?) 0.06 g karnitin icine eklendi. Karisim 25°C'de (150 rpm) 12 saat ¢alkalandi.
Olusan L-karnitin-B-CD/CDot'lar, serbest karnitin’i uzaklastirmak igin belirli bir
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zaman araligi (12 veya 24 saat) boyunca diyalize tabi tutuldu (MWCO:1000).
Saflagtirilan  L-carnitin-B-CD/CDot'lar daha sonra liyofilize edilerek 20°C'de

saklandi.

4.5 Karakterizasyon

Nanoyapili malzemelerin nanotoksik etkilerinde, kullanilan malzemelerin
yiiklerini, boyutunu, boyut dagilimini, yiizeyini, yapisini, seklini (Madden ve
Hochella, 2005; Pal ve ark., 2007) toplanma durumlarmni (Chau ve ark., 2007) ve
konsantrasyon oranlar1 gibi birgok faktériin biiyiik etkisi vardir. /n-vivo veya in-vitro
kosullar altinda yapilan tiim nanotoksikolojik ¢aligmalarda bu faktorlerin belirlemesi
gerekmektedir. Bu tez calismasindaki tiim ayirt edici 6zellikleri saptamak igin;
Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM), Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)
((Edx, Maphing)), FT-IR, UV-Goriiniir Spektroskopisi ve CD’lerin elemental

analizleri yapildu.

4.5.1 Altin Kaplama Prosediirii

SEM ile goriintilemeye ge¢cmeden oOnce CD’lerin ylizey morfolojisini
incelemek i¢in Ornekler iletken ince bir tabaka altin ile kaplandi. Bunun i¢in
hazirlanan CD kolloidal soliisyondan 8-10 pL alinan bir damla karbon kapli bakir
1zgaraya damlatildi ve kurumasi icin oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra SBC-
900-C Mini kaplama aleti kullanilarak 25 mil amper (mA), 102 milibar basing
(mbar), 10 nm bir ¢alisma mesafesinde 1 dakika boyunca numuneler altinla

kaplandiktan sonra goriintiileme yapild1 (Sekil 3.15).

Sekil 2.1 Altin kaplama cihazi (A), Kaplama islemi (B), Kaplama yapilmis ornekler
(C), Kaplama yapilis1 (D)
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4.5.2 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Taramali elektron mikroskobu (SEM), yiiksek ¢oziiniirliikte goriintiiler
yakalamak i¢in numune yiizeyini yilksek vakumda odaklanmis elektron 1siniyla
tarayan bir tiir elektron mikroskobudur. Elektronlar numune igindeki atomlarla
etkilesime girerek numune ylizeyinin topografyasi ve bilesimi hakkinda bilgi igeren
cesitli sinyaller iiretir. Bu sayede elektron 1sin1 ile yakalanan sinyal karsilastirilarak
bir goriintii olusturulur. SEM, 1 nanometreden daha biiylik ¢oziiniirliiklere ulasabilir.
Larva morfolojisi, 25 kV'de bir analiz cihazi (Hitachi marka model SU 1510)
kullanilarak 6l¢iildii ve elde edilen goriintiiler, partikiil boyutu ve partikiil diizeni

hakkinda ayrintili bilgi sagladi.

4.5.3 Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

Gegcirimli elektron mikroskobu (TEM), ¢ok ince bir numuneden gecen yiiksek
enerjili elektronlarin goriintiilenmesi prensibine dayanmaktadir. Milyon kat biiyiitme
Ozelligi sayesinde numunenin kristal yapist ve morfolojisi hakkinda bilgi verir.
CD’lerin pargacik boyutu 40-100 kV'luk hizlanma gerilimleri altinda sekli 50-106x
biiylitmede 0.2 nm ¢oziiniirlikk saglayan analiz enstriimani (JOEL Marka, JEM-1011
Model) ile goriintiilendi. CD’lerin TEM goriintiileri elde etmek i¢in hazirlanan CD
soliisyonundan bir damla (8-10 pL) 50 A kalinliginda ve 3 mm capindaki numune
tizerine yerlestirildi ve bir bakir 1zgara muhafaza edildi. Her bir CD’un morfolojik

yaptiyl, ¢ap1 ve boyut dagilimini gosteren gorseller TEM cihazindan elde edildi.

4.5.4 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi (FTIR) Analizi

Fourier dontisiimle kizilotesi spektroskopi (FTIR), kizilétesi 1s1gm dipol
momente sahip bir malzeme ile etkilesime girdiginde yapisindaki baglarin titresim
hareketinin incelenen numune tarafindan absorbe edilmesi prensibine dayanmaktadir.
FTIR, kiziltesi 15181n absorpsiyonu nedeniyle kimyasal baglarin esneme, biikiilme
gibi titresimlerini 6lgerek bir molekiil veya bilesigin yapisindaki baglar hakkinda
tanimlayic1 bilgiler saglar. CD’lerin ve bitki ekstratlarinin 6lgiimii FTIR analizi
(Shimadzu Marka IRAFFINITY 1S Model) ile ortaya kondu. Bunun igin CD ve bitki
ekstratlar1 yaklagik 2-4 mg numune alinarak karbon-kaplanmis bakir 1zgara {izerine
damlatildr ve kurumas: i¢in oda sicakliginda bir siire bekledikten sonra spektrumlar

olusturuldu.

28



4.5.5 Ultraviyole-Gériiniir Spektroskopi (UV-VIS) Analizi

Ultraviyole ve goriiniir 151k (UV-VIS) spektroskopisi, elektromanyetik
spektrumun ultraviyole ve goriiniir araliklar1 boyunca gelen 15181in numune tarafindan
emilmesi, yayilmasi ve iletilmesi ile birlikte 151k emilimini 6lgmek i¢in kullanilan bir
metottur. UV-VIS, radyasyonun sogurulmasi, molekiillerin diisiik enerjili bir temel
durumdan uyarilmig bir duruma gegisini ifade eden atomik uyarilmaya neden olur.
CD’lerin her biri 200-800 nm dalga boyundaki absorbsiyon degerleri UV-VIS
spektroskopisinde (Shimadzu Marka, UVmini -1240 Model) 6l¢iildii.

4.5.6 Elemental Analiz

Elementel Analiz kati, sivi veya gaz 6rneklerdeki Karbon (C), Hidrojen (H),
Azot (N) ve Kiikiirt (S)“iin tayinine yonelik bir cihazdir. 1200-1800 °C sicaklikta kati
veya sivi humunenin yakarak element yilizdelerini tayin etmektedir. Tasiyic1 gaz
olarak Helyum gaz1 (He), yakic1 gaz olarak ise Oksijen gazi (O2) kullanilmaktadir.
Olgiim ELEMENTAR marka vario MICRO CUBE Elemental Analiz Cihaz ile

ortaya kondu.

Elemental analiz 6ncesi sivi halde olan bulunan LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD ve
LCAR/B-CD@RN.I/N-CD liyofilize edildi. Yaklastk 2 mg araliginda tartilan
numunler kalay kapsiillerde 1200 °C sicakliklarda yakilarak yiikseltgendi. Burada
gaz haline gelen numuneler tasiyict gaz ile kromatografi kolonuna gonderilerek
oksijen gazi ile yakildi. Yanma isleminin tam olarak yapilmasi i¢in gaz karigimi
katalizor (CuO) bolgesine gonderildi ve bakirin bulundugu bir indirgenme
bolgesinde karbon CO-’ye, hidrojen H2O’ye, azot N.’ye ve kiikiirt SO, gazlarina
dontistiiriildii. Olusan ve ayrilan gazlar ayri ayri kolonlarda tutulduktan sonra her

birinin numunedeki miktar1 termokondiiktif dedektor ile belirlendi.

4.6 Artemia salina Larvalarimin Hazirlanmasi

Biyodeney i¢in yapay deniz suyu ortaminda yasayan birincil tiiketici
zooplankton tiirlerinden olan A. salina kistleri ticari firmadan (Netakvaryum) temin
edildi. Laboratuvar ortaminda filtrelenmis ve sterilize edilmis 1 L yapay dogal deniz
suyuna 4 g A. salina Kistleri eklenerek 28°C sicaklikta 24 saat boyunca devaml

havalandirma altinda inkiibasyona birakilarak larvalar ¢ikarildi. A. salina Kkistleri
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bazik ortamda ¢iktiklar1 i¢in pH 7.6 olarak ayarlandi. Kistlerden ¢ikan A. salina

larvalar (instar I) toksisite ¢caligsmalarinda kullanildi.

4.6.1 Zooplankton Sayim

A. salina larvalarinin kistlerinden ¢ikma orani degiskenlik gosterir. Bu
nedenle deney Oncesi kulugkadan ¢ikan A. salina larvalarinin sayisi hassas bir
bicimde sayilmasi gerekmektedir. Zooplanktonlarin sayimi seyreltme metodu ile
toplam birey sayist yaklagik olarak hesaplandi. Bunun i¢in oncelikle kistlerinden
¢ikmis zooplanktonlari igeren siseden ¢ikmayan Kistler ¢ozeltiden temizlendi. 24 saat
sonunda siselerdeki larvalar bir kaba bosaltildi. Bu karisimda ¢ikmayan Kistlerin
tistte larvalarin altta kalmasi igin bir siire ¢okmesi beklendi. Sonrasinda, iistte ince bir
tabaka halinde goriilen Kistler kepce ve spatul yardimiyla toplandi. Elde edilen bu
karisitmdan 100 mL’lik bir ¢ozelti alimip steril bir cam behere kondu. Siirekli
karistirmayla homojenlestirilen ortamdan 1 mL zooplankton alinip 100 mL’lik steril
bir cam behere aktarildi ve dH20 ile 100 mL’ye seyreltildi. Bu seyreltik ¢cozeltiden
0.1 mL 6rnek alinarak sayildi.

(5) =0.1 mL'deka
zooplankton

Zocrplankmh , B ,j?\
/

100 ml

1 |

Beher | | ;i Pipet
Su (5)
(1:100 Seyreltme oram )

(3= (32 x 1.000

Sekil 2.2 Zooplanktonlarin Sayimi (Cimen ve ark., 2020).
4.6.2 Toksisite Biyodeney Diizenegi
Toksisite calismalarinda uygulanan karbon dot (CD) konsantrasyonlari
cevreye salmim oranlart ve A. salina larvalar iizerinde etkisi ile ilgili yapilan
literatiir arastirmalar1 ve 6n toksisite deneyleri ile belirlendi. A. salina larvalari igin

kullanilan uygulama dozlar1 Cizelge 2.2 ‘de gosterilmistir.
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Cizelge 2.2 Maruz Birakilan A.salina larvalarinin Biyodeney Tasarimi

Gruplar Kontrol Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grupb

CD (ul) 0 5 10 20 40 80 100
A.salina 10 10 10 10 10 10 10
sayisi

Tekerriir 3 3 3 3 3 3 3
sayi1s1

Zooplankton deney ¢aligmalari 24’11 plate kullanilarak yapildi. Kuyucuklarin
her birine 10 adet larva konuldu. Daha sonra kuyucuklara sirasiyla Cizelge 2.2'de
belirtilen konsantrasyonda sentezlenen karbon dotlar (LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD ve
LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD) ilave edilerek hacim 3 ml’e tamamlandi. CD’ler
konulmadan 6nce agregasyonun onlenmesi amaciyla sonike edildi (SHO-2D) (Sekil
2.2). Ortam sicaklign 24+2°C’lik olacak sekilde termostathi klimalarla ayarlandi.
Deneme ortaminin pH degeri ise 7.9-8.3 araliginda tutuldu. A. salina 'da toksikolojik
calismanin saglikli yiiriitiilebilmesi igin, tiim gruplardaki oli bireyler deneme
siiresince her gilin sayilarak ortamdan uzaklastirildi ve deneme siiresi boyunca

larvalar beslenmemistir.

Sekil 2.3 Sonikator cihazi (A), CD eklenmis numuneler (B-C)
4.7 Akut Toksisite Deneyi

A.salina instar I larvalari, instar II'ye gore kromik aside 6nemli 6l¢iide daha
direnglidirler ve bu nedenle biyodeneylerin kisa siireli toksisite testleri olarak instar
II-1IT evreleri ile yapilmasi Onerilmistir (Sorgeloos ve ark., 1978). Maruziyet
sirasinda, test edilen larvalar beslenmez ve oda sicakliginda tutuldu. Arastirmada

kullanilan LCAR/B-CD@RN.I/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’lerin ECso Ve
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LCso degerlerinin belirlenebilmesi i¢in farkli konsantrasyonlarda (5-600 pL) 6n
caligmalar yapildiktan sonra ¢alisilacak olan konsantrasyon araligina (5-10-20-40-80-
100 pL) karar verildi. Kontrol gruplarina ise CD eklenmedi. Calismalar 24’lii hiicre
kiiltiir kaplarindaki her bir kuyuya 10 birey olacak sekilde 3 tekerriirlii olarak
gerceklestirildi. Deney sirasinda devamli havalandirma ile hem larvalarin oksijeni
hemde karbon dotlarin ¢cokmesi 6nlendi. 24. saat, 48. saat, 72. saat ve 96. saat zaman
dilimlerinde tutuldu. 24. saat, 48. saat, 72. saat ve 96. saat zaman dilimlerinde
binokiiler mikroskop altinda 6len ve yasayan canlilarin sayimi yapildi ve sayilarin
aritmetik ortalamasi alindi. 96 saatlik deney sonucunda her konsantrasyon i¢in 6len
bireylerin sayilart ve 6liim yiizdeleri saptandi. Saptanan sayr SPSS 26.0 istatistik
programi Probit Analizi kullanilarak LCsp degerleri hesaplandi.

4.8 Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

1 mM DPPH Stok Cozeltisi

0.0986 g DPPH tartildi ve etanol ile ¢ozdiiriilerek 250 mL’ye tamamlandi.

0.1 mM DPPH Stok Cozeltisi

Hazirlanan 1 mM DPPH ¢6zeltisinden 10 mL alinarak etonol ile 100 mL’ye
tamamlanarak 1mM’lik DPPH c¢ozeltisi elde edildi.

BHT Stok Cozeltisi

0.01 g BHT tartild1 ve 100 mL’ye metanol ile tamamland1 (100 pg/ml).

Tetrametoksipropan (1, 1, 3, 3 —Tetraethoxypropane) 1 mM Stok Cozeltisi

25 uL Tiyobarbitiirik asit (TBA) 100 mL dH20 igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlandi.
Toplam MDA tahminine yonelik standart egriyi elde etmek icin belirlenen oranlarda

seyreltilir.

50 mM Fosfat Tamponu Stok Cozeltisi

pH 7-7.2-7.4 ve 7.5 olmak iizere 4 farkli tampon ¢dzelti hazirlandi. Oncelikle fosfat

tamponunu olusturacak ¢ozeltilerin stoklar1 hazirlandi.

Monobazik potasyum fosfat (potasyum dihidrojen fosfat) (KH2PO4)’dan 68.045 g
tartild1 ve ddH20 ile 0.5 mL’ye tamamlandi.
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Dibazik potasyum fosfat (dipotasyum hidrojen ortofosfat) (K>HPO4)’dan 87.09g
tartildi ve ddH.0 ile 0.5 mL’ye tamamlandi.

Cizelge 2.3 250 mL 50 mM potasyum fosfat tamponu i¢in alinan miktarlar

pH KH2PO4 K2HPO4
7 53mL 7.22 mL
7.2 4.2 mL 8.55 mL
7.4 2.8 mL 9.7mL
7.5 2.35mL 10.15 mL

Cozeltiler hazirlandiktan sonra pH ayari hidroklorik asit (HCI) ile pH metre
yardimiyla yapildi.

4.9 Biyokimyasal Analizler

Biyokimyasal analizler 6ncesinde, 2.9’da belirtilen yonteme goére A.salina
larvalarinin kistlerden ¢ikmasi saglandi. Sonrasinda 2.9.1°de belitilen yontem ile
larvalarin sayimi yapildi ve birey sayisinin yaklasik toplam 16.000 oldugu
hesaplandi. Biyokimyasal analizlerin ve kontrol gruplarinin her biri i¢in yaklasik
1.000 birey konularak subletal konsantrasyonda (1000 pL) LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD
ve LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD CD’lerine siirekli havalandirma ve aydinlatma
saglanarak 24 saat maruz birakildi (Sekil 2.3).

Sekil 2.4 A.salina larvalarinin Biyodeney diizenegi (orijinal)
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4.9.1 Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) Aktivitesi

ROT aktivitesi Ulm ve arkadaslar1 (2015) tarafindan tarif edilen protokole
gore yapildi. Aktivite floresan olmayan bir boya 2', 7'-dikloro dihidrofloresin diasetat
(DCFH-DA) kullanilarak belirlendi. LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD ve LCAR/B-
CD@Rh.p/N-CD ile muamele edilen yaklasik 1000 larva toplandi ve iki kez
deiyonize su ile yikandi. Yikanan larvalar 10 uM DCFH-DA boyasi eklendi ve
karanlikta 30 dakika 37 °C'de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra 2 mL 0.5 M fosfat
tamponunda (pH 7.4) 2 kez yikand1 ve bir cam homojenlestiricisi (ILDAM, Turkey)
kullanilarak homojenize edildi. Homojenize edilen numuneler 15.000 rpm’de 15
dakika santrifiijlendi ve siipernatan toplandi. DCFH-DA'nin floresan yogunlugunu
gdérmek icin bir UV-VIS spektrofotometre (Shimadzu Marka, UVmini -1240 Model)
kullanilarak sirasiyla 485 ve 530 nm'lik bir eksitasyon ve emisyon dalga boyunda
Olctim yapildi. ROT iiretimi, floresan mikroskobu kullanilarak DCFH-DA boyasi ile
inkiibe edilmis kontrol ve CD uygulanmis larvalarin gorsellestirilmesiyle de

dogrulandi.

4.9.2 Siiper Oksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

SOD aktivitesi Ates ve ark., 2013 tarafindan tarif edilen protokole goére
yapildi. LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ile muamele edilen
yaklagik 1000 larva toplandi ve deiyonize su ile yikandi. Durulamadan sonra 1 mL
0.5 M potasyum fosfat tamponu (pH 7.5) i¢inde bir cam homojenlestirici (ILDAM,
Turkey) kullanilarak homojenize edildi. Homojenize numuneler 13.000 rpm’de 10
dakika santrifiijlendi ve siipernatan toplandi. Daha sonra siipernatantin 70 uL’sine 50
mM (1.3 mL) Na>COs tamponu (pH 10), 96 mM (500 uL) NBT, 100 pL Triton X-
100 ve reaksiyonu baglatmak i¢in 20 mM (100 pL) hidroksilamin hidrokloriir ilave
edildi. Elde edilen reaksiyon karigimi 20 dakika boyunca 37 °C'de 1s1k varliginda
inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra UV-VIS spektroskopisinde 540 nm’de absorbans
degerleri kaydedilerek o6lgiildii. 540 nm absorbanstaki azalma, SOD enzimi
tarafindan nitro blue tetrazolium chloride (NBT) azaltimimin bir Olgiisiidiir

(Sugantharaj David ve ark., 2017).

4.9.3 Katalaz (KAT) Aktivitesi
KAT aktivitesi Yilancioglu ve ark., (2014) tarafindan tarif edilen protokole

gore yapildi. KAT enzimi, hidrojen ve su iiretimi nedeniyle sar1 renk liretmek icin
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amonyum molibdat ile birlestirilmis hidrojen peroksit ile reaksiyona girer (Jeyavani
ve ark., 2022). KAT analizi i¢in LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD ve LCAR/B-
CD@Rh.p/N-CD ile muamele edilen yaklasik 1000 larva toplandi ve deiyonize su ile
yikandi. Durulamadan sonra 2 mL 0.5 M potasyum fosfat tamponu (pH 7.5) iginde
bir cam homojenlestiricide (ILDAM, Turkey) homojenize edildi. Homojenize edilen
numuneler 12.000 rpm'de 4°C'de 30 dakika santrifiijlendi ve siipernatan toplandi.
Daha sonra siipernatantin 100 pL’sine 2 mL hidrojen peroksit (H202) soliisyonu
(10.8 mM) ve 200 uL 50 mM PBS (pH 7.0) eklendi. Elde edilen reaksiyon karisimi
UV-VIS spektroskopisinde 240 nm'de 3 dakika araliklarla 6l¢iildii. Referans olarak
H20: icermeyen ayni reaksiyon karigimi dikkate alind1 ve UV-VIS kullanilarak 240

nm'de olcildi.

4.9.4 Malondialdehit (MDA) Aktivitesi

Lipid peroksidasyon iiriinlerinden olan MDA aktivitesi, tiyobarbiitirik asit
(TBA) ile MDA’nin reaksiyona girerek kirmizi renkli bir bilesik olusturmasina
dayanir.  Ortaya ¢ikan  kirmizi-pembemsi  pigment, 532-535 nm'de
spektrofotometrede oOlgiiliir. Tetrametoksipropan standart olarak kullanildi. MDA
aktivitesi Ates ve ark., (2013) tarafindan tarif edilen protokole gore yapildi. Bunun
icin LCAR/B-CD@RN.I/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ile muamele edilen
yaklagik 1000 larva toplandi ve deiyonize su ile yikandi. Durulamadan sonra 2 mL
0.5 M potasyum fosfat tamponu (pH 7.2) i¢inde bir cam homojenlestirici (ILDAM,
Turkey) ile homojenize edildi. Homojenize edilen numuneler 6000 rpm'de 10 dakika
santrifiijlendi ve siipernatan toplandi. Daha sonra siipernatanttin 0.25 mL’ine 10 uL
biitillenmis hidroksitoluen reaktifleri (BHT), 0.25 mL fosforik asit reaktifi ve 0.25
mL TBA reaktifi steril bir siseye eklendi. Elde edilen reaksiyon karigimi 90°C'de 1
saat inkiibe edildi ve siispansiyon halindeki dokuyu ¢okeltmek igin 13.000 rpm'de 10
dakika sogutulduktan sonra santrifiijlendi. Elde edilen reaksiyon karigimi UV-VIS
spektroskopisinde 532 nm’de Sl¢iildii.

4.10 DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini
Yontem, antioksidan madde tarafindan yakalanan DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) radikalinin mor renginin agilarak spektrofotometrik 6l¢timiine dayanir
(Blois, 1958). Bitki ekstratlart (Rh.l ve Rh.p), bunlardan sentezlenen karbon dot’lar
(LCAR/B-CD@RN.I/N-CD, LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD) ve L-carnitin ¢bzeltilerinin
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antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in her birinden 100, 150, 200, 250 ve 300 puL
aalindi1 ve tlizerine 0,1 mM DPPH c¢ozeltisinden de 4 mL eklendi. Karisimlar
vortekslendikten sonra karanlikta ve oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu Marka, UVmini-1240
Model) ile 517 nm absorbansta degerleri okundu. Pozitif kontrol olarak ise BHT
kullanildi.

% DPPH radikali giderme aktivitesi bu formiille hesaplanarak belirlends;

L ... Kontrolin Absorbanst — Numenelerin Absorbanst
% DPPH Radikali Giderme Aktivitesi = Kontrol Absorbans: x 100

Aktiviteler hesaplandiktan sonra % inhibisyon — konsantrasyon grafigi ¢izildi.

BHT de kontrol absorbansi olarak kor numunesinin absorbansi kabul edildi.

4.11 BHT Tayini I¢in Ol¢ii Egrisinin Hazirlanmasi

Biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT), yaglarda iyi ¢oziinebilen ancak suda
¢oziinmeyen, beyaz renkli ve kristal yapida bir madde olup koruyucu bir antioksidan
maddedir (Eken, 2017). Bu nedenden dolayr DPPH radikali giderme aktivitesi
tayininde pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. BHT ’ye ait 6l¢ii egrisinin hazirlanmasi
i¢cin hazirlanmig olan 100 pg/ml konsantrasyondaki stok BHT ¢ozeltisinden 25, 50,
75,100, 150 ve 200 pL alinarak iizerine 0.1 mM DPPH ¢o6zeltisinden 4 mL konuldu.
Karisim vortekslendikten sonra karanlikta ve oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu Marka,
UVmini-1240 Model) ile 295 nm ve 517 nm absorbansta degerleri okundu.

4.12 Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi
Antimikrobiyal aktiviteler agar petri kabinda disk difiizyon islemi
kullanilarak degerlendirildi.
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4.12.1 Test mikroorganizmalari

Cizelge 2.4 Kullanilan Bakteri ve Mantar Tiirleri

Mikroorganizmalar

Basillus subtilis B209 Klebsiella pneumoniae ATCC®13883
Staphylococcus aureus ATCC®6538 Aspergillus niger ATCC®9642
Listeria monocytogenes ATCC®7677 Candida albikans ATCC®10231
Escherichia coli ATCC®25922 Saccharomyces cerevisiaec ATCC®976
Pseudomonas aeruginosa ATCC®13883

4.12.2 Disk Difiizyon Yontemi

Besiyeri steril bir cam siseye 11.5 g Nutrient Agar (NA) tartilip {izerine 500
ml distile su konularak 121 °C’de 30 dk boyunca sterilize edilerek hazirlandi.
Otoklavdan alinan besiyeri 45-50°C’ye sogumasi beklendikten sonra steril petri
kaplarina homojen bir sekilde dokiildii. Katilagan agar {izerine swap yontemi ile her
bakteri ve mantar tiiriinden 3 tekerriir olacak sekilde 100 pL mikroorganizma 3 farkl:
yone yayma plaka ile ekim yapildiktan sonra steril bos antibiyotik blank diskleri
penset yardimiyla yerlestirildi. Daha sonra Rh.d ve Rh.p extrati, LCAR/B-
CD@RN.I/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD, LCAR, negatif kontrol olarak steril
distile su ve pozitif kontrol olarak nitroimidazol tiirevi antibiyotik olan Flagyl
¢ozeltisinden 20 pL alinarak disklerin {izerine eklendi. Zon ¢aplarinin etkilenmemesi
icin petriler bir siire yerinden oynatilmadi. Ardindan petriler organizmanin optimum
gelistigi sicaklikta (Bakteriler i¢in 37 °C, funguslar i¢in 25 °C) bakteriler icin 24
saat, funguslar i¢in 48 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Sonrasinda disk
etrafindaki inhibisyon ¢ap bolgesi temel alinarak zon ¢aplar1 kumpas ile olciildii ve
zon ¢aplariin aritmetik ortalamasi alinarak standart antibiyotiklerle (inhibisyon zon

caplan) karsilastirildi.

4.13 Istatistiksel Analizler

Deneyler bagimsiz olarak 3 tekerriirlii olarak gergeklestirildi ve veriler
standart sapmali ortalamalar olarak kaydedildi. Biitiin veri analizlerinde anlaml
farkliliklar1 bulmak amaciyla p-degeri, 0.05 olarak alinmistir. Denemelerde;
LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD ve LCAR/B-CD@RhN.I/N-CD CD’lerin etkisini bulmak
amaciyla istatistiksel programlarindan SPSS/26.0 kullanilarak probit analizi yapildi

ve LCso degerleri istatistiksel olarak degerlendirildi.
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5. BULGULAR
5.1 Sentez ve Karakterizasyon

Rhododendron luteum ve Rhododendron ponticum kullanilarak sentezlenen
L-carnitin (LCAR) yiiklii B-Cyclodextrin (B-CD) ile islevsellestirilmis N katkili
karbon dotlarin sentezi (LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD, LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD) Ordu
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii Analitik Kimya Arastirma

Laboratuvarlari’nda basaril1 bir sekilde sentezlendi.

5.1.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)
5.1.1.1 CD’lerin SEM Bulgular

EDX, yesil sentez yontemiyle elde edilen LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve
LCAR/B-CD@RN.I/N-CD'lerin karbon (C), oksijen (O) ve azot (N) i¢in baglanma
enerjisini gostermistir. LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD'nin atomik yiizdeleri karbon igin
%90.84, oksijen i¢in %9.16’dir. LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD igin ise atomik yiizdeler
karbon i¢in %71.11, oksijen i¢in %28.89’dur. N miktar1 nanomalzeme yiizeylerinin
karbon ve siklodekstrin ile kapli olmasi ayrica LCAR siklodekstrin igine yiikli

olmasindan dolay1 N miktar1 dl¢lilememistir.

Sekil 3.1 Enerji Dagilimli X-Isin1 (EDX) haritala analizi, LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD
(A) ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD (B)
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5.1.1.2 Larvalarin Taramah Elektron Mikroskobu

LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@RN.I/N-CD maruz kalan larvalarin
yapisal bozukluklar1 Sekil 3.2°de gosterilmistir. Buna gore, larvalarin abdomen
kivrilmast anomalisi A, F, H ve L, abdomen kalinlasmas1 C, D ve G, abdomen
par¢alanmast B, E ve J’de gosterilmistir. Ayrica C’de mavi oklarla gosterilen
antenler konsantrasyon artisiyla birlikte kaybolmustur. Sekil C ve D’de turuncu oklar
viicut boylarinda artis1 gostermektedir. Sekil I, J, K ve L’de konsantrasyon artisina
bagli olarak larvalarin iizerinde yogun sekilde agregat olusturan CD’ler
bulunmaktadir. Bulunan sonuglar dogrultusunda LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve
LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’lerin larvalar iizerinde toksik etkili oldugu ve yapisal

bozukluklara sebep oldugu goriilmiistiir.

Sekil 3.2 Maruz kalan larvalarin SEM bulgulari;kontol grubu (1-3), LCAR/B-
CD@Rh.p/N-CD’lere maruz kalan larvalar 5 uL 24 saat (A), 100 pL 24 saat (B), 5
uL 48 saat (E), 100 puL 48 saat (F), 5 uL 72 saat (I), 100 uL 72 saat (J) ve LCAR/B-
CD@Rh.I/N-CD’lere maruz kalan larvalar 5 pL 24 saat (C), 100 pL 24 saat (D), 5
uL 48 saat (G), 100 puL 48 saat (H), 5 uL 72 saat (K), 100 pL 72 saat (L)

5.1.2Sentez Karbon Dot’larin Geg¢irimli Elektron Mikroskobu
LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’lerden elde edilen

TEM goriintiilerinde sentezlenen CD’ler farkli karakteristik 6zellik gostermesine

ragmen ikiside koloidal (akuatik ortamda) yapida kurutulan CD siispansiyonlarinin

toplar seklinde kiiresel ve pargaciklar halinde monodispers dagilim gostermistir.

CD'lerin boyutu, yaklasik olarak 3-5 nm dir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 Sentez karbon dotlarin TEM bulgulari1 (A-C) 20 nm ve (B-D) 50 nm
5.1.3 Assalina Larvalarimmin Floresan Mikroskobu
Larvalarin CD konsantrasyon artisina bagli olarak yapisal bozukluklar
gostermistir. Bu bozukluklar abdomen kivrilmasi, abdomenin pargalanmasi, anten
kaybolmasi ve deformasyonu ile abdomenin karin duvarindan disariya tasmasi
seklindedir (Sekil 3.4-7). Yine, konsantrasyon artisiyla birlikte larvalarin {izerinde

yogun sekilde CD agregat olusumlart goriiliir.
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Sekil 3.4 Maruz kalan larvalarda 24 Saatlik Floresan Mikroskop Goriintiileri (200
um); LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD 5uL (1), 10 uL (2), 20 pL (3), 40 uL (4), 80 uL (5),
100 uL (6) LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD 5 pL (7), 10 pL (8), 20 uL (9), 40 uL (10),
80 uL (11), 100 uL (12)

24 saat CD’lere maruz kalan larvalarda abdomen kivrilmasi (1-3, 5-6, 8-9),
abdomen kisalmasi (8) ve abdomenin karin duvarindan disariya tasmasi (7, 12)

goriilmektedir.

Sekil 3.5 Maruz kalan larvalarda 48 Saatlik Floresan Mikroskop Goriintiileri (200
um); LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD 5uL (1), 10 puL (2), 20 pL (3), 40 uL (4), 80 uL (5),
100 puL (6) LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD 5 pL (7), 10 uL (8), 20 uL (9), 40 uL (10),
80 pL (11), 100 pL (12)
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48 saat CD’lere maruz kalan larvalarda abdomen kivrilmasi (2, 8, 10 ve 11),
abdomen kisalmasi (1, 3, 7-12) ve abdomenin karin duvarindan disariya tagmasi (5,

10) goriilmektedir.

Sekil 3.6 Maruz kalan larvalarda 72 Saatlik Floresan Mikroskop Goriintiileri (200
um); LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD 5uL (1), 10 pL (2), 20 pL (3), 40 uL (4), 80 uL (5),
100 pL (6) LCAR/B-CD@RN.I/N-CD 5 pL (7), 10 uL (8), 20 nL (9), 40 uL (10),
80 uL (11), 100 uL (12)

72 saat CD’lere maruz kalan larvalarda goriilen yapisal degisikliklerden
abdomen kivrilmast (10, 11), abdomen kisalmasi (2, 9) ve abdomenin karin

duvarindan disariya tagsmasi durumu (2, 8, 10-11) goriilmektedir.
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Sekil 3.7 Maruz kalan larvalarda 96 Saatlik Floresan Mikroskop Goriintiileri (200
um); LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD 5uL (1), 10 uL (2), 20 uL (3), 40 uL (4), 80 uL (5),
100 puL (6) LCAR/B-CD@RN.I/N-CD 5 uL (7), 10 uL (8), 20 uL (9), 40 uL (10),
80 uL (11), 100 uL (12)

96 saat CD’lere maruz kalan larvalarda goriilen yapisal degisikliklerden
abdomen kivrilmasi (3), abdomen kisalmasi (10) ve abdomenin karin duvarindan

digariya tagmasi (1, 3, 5) goriilmektedir.

5.1.4 Ultraviyole Goriiniir Spektroskopi (UV-VIS)

Hidrotermal yontem ile sentezlenen karbon dot komplekslerinin UV-Vis
spektrumlarina bakildiginda 272 ve 375 (LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD) nm'deki ve 271
ve 327 nm deki (LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD) absorbanslarin yiizeydeki fonksiyonel
gruplar ile karsilastirildiginda teorik olarak p-CD absorbansinin 244 nm (Hogenbom
ve ark., 2021) oldugu ve LCAR’in deneysel olarak UV-VIS spektrumlari sirasiyla
304, 354 ve 462 ve 643 nm olan temel piklerinin kaydigi goériilmiistiir. Bu da
sentezlenen karbon dot yiizeyinin siklodektrin ve karnitin ile kapli oldugunu
gostermektedir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8 Sentez karbon dotlarin UV absorpsiyon spektrumlari
5.1.5 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi (FTIR)

Sekil 3.9'da gosterilen FTIR analizde B-CD'nin karakteristik pikleri C-H
alifatik gerilme nedeniyle 2924 cm™'de ve -OH gerilme titresimi nedeniyle 3294
cm™de ortaya ¢ikmustir. 964 cm™ dalga sayisindaki absorpsiyon bandi, -CD’lerden
a-piran'in karakteristik absorpsiyon pikidir. 1134 cm™deki absorpsiyon band1 C-O-C
kopriisiiniin simetrik gerilmesine karsilik gelirken, 1080 cm™ ve 1033 cm? C-O
gerilmesini igeren C-O-C'nin iskelet titresimidir (Bashari ve ark., 2013; Canbolat ve
ark., 2014). LCAR ile yikli olan B-CD kapli karbon nano dotlarin igerdigi
siklodekstrinin benzen halkasinin karakterize edilmis absorpsiyon pikleri N-H
titresimine bagl amid I band1 (1651 cm™) ve amid II band1 (1573 cm™) da ortaya
ctkmistir. 3294 cm™ araligindaki genis pik NH ve OH titresimine aittir. Ayrica,
fonksiyonellestirilmis karbon nano dotlarin 1573, 1473 ve 1388 cm™lik karakterize
absorpsiyon pikleri bitki o6ziitlerinde ¢ikmamistir. Bu durum, C-N, C-C ve C-O
gerilmesinin ilgili titresiminden kaynaklanir. Bdylece FTIR spektrumlarinda

nanomalzemenin basarili sentezlendigini dogrulamustir.
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Sekil 3.9 Sentez karbon dotlarin FTIR spektrumlari
5.1.6 Elemental Analiz

LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’lerinin elemental
analizinde sentezlenen CD’lerin karbon, azot ve hidrojen igerigi Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1 Sentez Karbon Dotlarin Elemental Analizi

CD’ler N (%) C (%) H (%)
LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD 6.090 41.279 8.363
LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD 6.251 45.152 8.121

5.2 Toksisite Analiz Bulgular:
5.2.1 Akut Toksisite ve Yasama Oranlari

Calismada LCAR/B-CD@RN.I/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’in 6
farkli konsantrasyonda (5, 10, 20, 40, 80, 100 pg/l) larvalarin toksik etkisi 96 saat
sonunda probit analizi yapilarak LC50 degerleri belirlendi (Cizelge 3.2). Bu
sonuglara goére CD’ler farkl toksik etki gostermekle birlikte LCAR/B-CD@Rh.I/N-
CD, LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’lerinden daha toksik oldugu goriilmiistiir.
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Cizelge 3.2 Sentez Karbon Dotlarin LCso degerleri

LCso Degerleri
CD’ler LCso (ng/l) Alt Seviye Ust Seviye
LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD 21.058 12.067 35.076
LCAR/B-CD@RN.I/N-CD 12.858 6.762 21.531

LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@RhN.I/N-CD’lere maruz kalan

larvalarin uygulama konsantrasyonlarina gore oliim oranlart Sekil 3.10 ve Sekil

3.11°de gosterilmistir.

0 5 10 20 40 80 100

Konsantrasyon

Oliim Oranlan

Sekil 3.10 LCAR/F-CD@R.I/N-CD maruz kalan larvalarin 96 saatlik 6liim oranlari
LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD c¢esitli konsantrasyonlarina maruz kalan larvalarin

konsantrasyon artisi ile 6liim oranlarinin arttig1 Ve yasam yiizdeleri azalmustir.
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Sekil 3.11 LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD maruz kalan larvalarin 96 saatlik 6liim oranlari
LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ¢esitli konsantrasyonlarina maruz kalan larvalarin

konsantrasyon artis1 ile 6liim oranlarinin arttigi ve yasam yiizdelerinin azaldig tespit

edilmistir (Sekil 3.11).
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5.3 Biyokimyasal Analizler
5.3.1 Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROT) Aktivitesi

24 saat boyunca LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD
maruz kalan larvalarda ROT iiretimi Sekil 3.12°de, bodurlasma Sekil 3.13’de,
gosterilmistir. LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD daha yiiksek ROT iiretimi gostermistir.
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Sekil 3.12 ROT Aktivitesi Spektrumu
Sekil 3.13’de LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’lere 24
saat maruz kalan larvalarin bagirsaginda CD birikmistir (Sekil 3.13 (C)). LCAR/B-
CD@Rh.I/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’lere maruz kalan larvalarin DCFDA
ile boyanmasi hiicre igi stresi gosterir (1-3). LCAR/B-CD@Rh.I/N-CDs’lerine maruz
kalan larvalarin LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’e gore daha yiiksek lekelenme ve

deformasyon gostermistir.
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Sekil 3.13 Hiicre i¢i ROT un DCFDA ile degerlendirilmesi (DCFDA uygulanmamis
kontrol grubu (A), DCFDA uygulanmis kontrol grubu (B), LCAR/B-CD@Rh.p/N-
CD DCFDA boyali larvalar (C), LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD DCFDA boyal1 larvalar

(D))
5.3.2 Siiper Oksit Dismutaz (SOD) Aktivitesi

Sekil 3.14'de LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ile
karsilagtirildiginda daha yiiksek SOD tiretmistir. Ek olarak 232 ve 340 nm’deki iki
absorbans zirvesinin varligi ile karakterize edilirken 450-470 nm ve 630-650 nm
gorliniir aralikta karakterize edildi. 282 nm’de belirgin olmayan genis bir protein

bandi, 463 nm'de ve 600 nm'ye yakin bir genis bir omuza sahip emme bandi oldugu

goriildii.
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Sekil 3.14 SOD Aktivitesi Spektrumu
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5.3.3 Katalaz (KAT) Aktivitesi

Sekil 3.15’de 240 nm’de belirgin olmayan bir absorbans piki
gozlemlenmistir. Bu KAT igerigini gostermektedir. Ancak sentezlenen LCAR yiiklii,
N katkilt B-CD’lerden kaynakli absorbans pikinin 340 nm’ye kaydigi goriilmektedir.
Bu durumda, LCAR yiiklii, N katkili B-CD’lerin KAT konformasyonunu doniistiirme
potansiyelini KAT mikro ortamimnin hidrofilige kaydirilmasiyla desteklendigini
gosterir. Yine Sekil 3.15’de LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD
karsilagtirlldiginda daha yiiksek KAT dretimistir Ayrica, kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda, CD’lere maruz kalan larvalarin zaman artisiyla KAT seviyesinde

bir diisiis gozlenmistir.

A)
®)

CARSCORRAINCDy CALP-CORR

Sekil 3.15 KAT Aktivitesi Spektrumu (A), H20> icermeyen Kontrol Kalibrasyon
Egrisi 240 nm (B)

5.3.4 Malondialdehit (MDA) Aktivitesi

Sekil 3.8’de LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’e¢ maruz kalan larvalarin MDA
aktivitesi ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD ile karsilastirildiginda daha yiiksek MDA
tiretimistir. 535 nm'de tetrametrometoksipropan (MDA standarti) grubu grafigi ile
karsilastirildiginda LCAR/B-CD@RN.I/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD maruz

kalan larvalarin konsantrasyon artisiyla MDA seviyesinde bir diisiis gézlenmistir.

(A)
: ®

DERAINCD

Sekil 3.16 MDA Aktivitesi Spektrumu (A), Tetrametoksipropan Kalibrasyon Egrisi
(B)
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5.4 DPPH Aktivite Seviyesi

Rh.l ve Rh.p ozitleri, sentez CD’ler (LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD, LCAR/B-
CD@Rh.I/N-CD) ve LCAR’in DPPH radikal giderme aktiviteleri farklidir. Rh.l
oziiti standartla kiyaslanabilecek yaklasik %95 civarinda aktivite gostermistir.

@A) 1 s (B)
S -
B e . '
\\ — " KONRANTIASYON :

Sekil 3.17 DPPH Cozeltisinin UV-vis Spektrumu (A), BHT Kalibrasyon Egrisi (B),
DPPH Cozeltilerinin Aktivitesi (LILIILIV,V,VI)*

*1: Rh.p Eksrat, 1I: Rh.l Ekstrat, I1I: LCAR, IV: BHT, V: LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD,
VI: LCAR/B-CD@RN.I/N-CD

sBHT sRh pExtrat
=Rh1Extrat LCAR/B-CD@Rh.p/N-CDs
=LCAR/p-CD@RhIN-CDs sLCAR
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Sekil 3.18 DPPH % Inhibisyon — Konsantrasyon Grafigi
Calismada Rh.l ve Rh.p ozitlerin ve sentez CD’lerin diisiik
konsantrasyonlarda DPPH radikalini giderme aktivitesi yiiksek, yiliksek
konsantrasyonlarda DPPH radikalini giderme aktivitesi diisliktiir. Calisilan tim
maddelerde, konsantrasyon artisi ile birlikte % inhibisyon oranlarinda diisiis gozlendi
(Sekil 3.18).

5.5 Antimikrobiyal Aktivite Tayini
Cizelge 3.3°de test bakterilerine ait zon ¢aplar1 incelendiginde c¢ogunlukla
Gram pozitif bakterilerin, Gram negatif bakterilere gore daha duyarli oldugu

goriilmiistiir. Bitki oziitlerinin ve sentez karbon dotlarin olusturdugu inhibisyon
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zonlara ait gorseller Sekil 3.19°da verilmistir. Gram pozitif olan S.aureus ve
B.subtilis'in diger maddelere oranla LCAR’a daha duyarli oldugu ancak bu etkinin
kontrol antibiyotigi olan Flagyl gore daha diisiik oldugu goriilmektedir (A-B). L.
monocytogenes bakterisine karsi tiim maddeler farkli derecelerde etki gostermekle
birlikte Rh.p 6ziitii diger maddelere oranla daha fazla etki vermistir. Ancak bu etki
Flagyl ile kiyaslandiginda daha diisiiktiir (C). P.aeruginosa’nin Rh.p ve LCAR/B-
CD@Rh.p/N-CD’sine ayni derecede duyarli oldugu, Rh.1 ekstratina kars1 daha fazla
duyarl oldugu ama bu etkinin Flagyl’e gore daha diisiik oldugu goriilmektedir (D).
E.coli bakterisinin Rh.p ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’sine ayni derecede duyarli
oldugu, Rh.l ekstratina karst daha fazla duyarli oldugu ancak Flagyl ile
kiyaslanabilecek etki verdigi de goriilmiistiir (E). K.pneumoniae Rh.lI ve LCAR/B-
CD@Rh.I/N-CD’sine ayni derecede duyarli oldugu, Rh.p ekstratinin ayni tiire karsi
daha fazla duyarli oldugu fakat bu etkinin Flagyl’e gore daha disik oldugu
goriilmektedir (F). Bir mantar tiirii olan A.niger’in LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve
LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’lerine ayn1 etkide duyarli oldugu goriilmekle birlikte en
fazla etkiyi de verdikleri goriilmektedir. Ancak bu etkinin Flagyl’e gore daha diisiik
oldugu da goriilmektedir (G). C.albicans Rh.l ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’lerinde
birbirine yakin inhibisyon zon ¢aplar1 vererek antibakteriyel etki gostermistir fakat
bu inhibisyon zon c¢apinin kontrol antibiyotigi olan Flagyl’e e kiyasla daha diisiik
oldugu belirlenmistir (I). S.cerevisiae bakterisinin ise Rh.p ve LCAR/ CD@Rh.I/N-
CD’lerinde ayni duyarlilikta oldugu fakat antibakteriyel aktivite gosteren 6rneklerin
timiine bakildiginda en yiliksek antibakteriyel aktivitenin Rh.l ve LCAR/B-
CD@Rh.p/N-CD’lerinin sahip oldugu goriilmekle birlikte bu aktivitenin kontrol
antibiyotigi ile kiyaslandiginda diisiik oldugu goriilmiistiir (J).

Kontrol antibiyotigi olan Flagyl disinda disk difiizyon testinden elde edilen
inhibisyon zon cap1 sonuglar1 dikkate alindiginda Rh.]1 ekstratina en duyarli bakteri
P.aeruginosa, Rh.p eckstratina en duyarli bakteri B.subtilis ve K.pneumoniae,
LCAR/B-CD@Rh.I/N-CDs’a en duyarli C.albicans, LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’e en
duyarli bakterinin A.niger ve S.cerevisiae, LCAR’a en duyarli S.aureus ve

B.subtilis in oldugu goriilmistiir (Cizelge 3.3).
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Sekil 3.19 Antimikrobiyal aktiviteler S.aureus (A), B.subtilis (B), L.monocytogenes
(C), P.aureginosa (D), E.coli (E), K.pneumoniae (F), A.niger (G), C.albicans (),
S.cerevusiare (J) ;Rh.p ekstrat (1), Rh.I ekstrat (2), LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD (3),
LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD (4), dH20 (5), Flagy! (6), LCAR (7)

Cizelge 3.3 Mikroorganizmalarin Inhibisyon Zon Caplari

INHIBISYON ZON CAPLARI (mm)

Mikroorganizmalar Rh.l Rh.p  LCAR/B- LCAR/B- LCAR dHO Flagyl
Oziiti  Oziiti CD@Rh./' CD@Rh.p/

N-CD N-CD
S.aureus 13 13 11 10 16 - 19
B.subtilis 10 15 10 8 16 - 21
L.monocytogenes 10 14 8 11 10 - 41
P.auruginosa 15 11 10 11 14 - 38.50
E.coli 1420 10 10 11 13.30 - 14.25
K.pneumoniae 11 15 11 11.30 13 - 36.50
A.niger 9 10.20 14 14 11 - 45
C.albicans 13 10 15 9 12 - 40
S.cerevisiae 14 10 10 14 13 - 28.50
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6. TARTISMA

Karbon dotlar, <10 nm kiigiik olup benzersiz yap1 ve boyutlarda kimyasal, fiziksel,
optik ve elektronik 6zellikler sergilemektedir. Bu durum da karbon dotlara diisiik
toksisite, benzersiz liiminesans 6zellikleri ve islevsellestirme kolayligi saglamaktadir
(Zheng ve ark., 2015). Calismamizda karbon dotlar1 se¢memizin amaci, bu
ozelliklerin yani sira organik ve inorganik maddelerin karbon kaynagi olarak
kullanilmasi1 ve daha yesil karbon Onciillerin  birlestirilebilmesi ile

sentezlenebilmesidir.

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, bir¢ok bitki ziitiiniin antioksidan aktivitesi
vurgulanmistir. Bu bitkilerden olan Rh.p ve Rh.I’un da antioksidan ve antimikrobiyal
gibi ¢esitli etkilerin oldugu c¢alismalarda gosterilmistir. Rhododendronlarin bu
etkilerinin yani sira kolaylikla bulunabilmesi ve sentezlenebilmesi nedeniyle tercih

edilmistir.

Silindirik bir yapiya sahip olan B-Cylodextrin (B-CD), yapisinda -OH
gruplarinin bolca bulundurmasi sebebiyle i¢ kismi hidrofobik dis kismi ise hidrofilik
ozelliktedir. Bu 06zel yapisi sayesinde i¢ kisimlarinda molekiiller ile komplekler
olusturabilmektedirler. B-CD’ler kolay iiretilebilir ve bir¢ok molekiilii i¢ boslugunun
boyutu sayesinde tutabilmektedir. Bu 6zelliginden dolay1r c¢alismamizda tercih

edilmistir.

L-karnitin (LCAR), suda ¢oziiniir, antioksidan oOzellikli, hiicre zarini ve
DNA'y1 serbest oksijen radikallerinin neden oldugu hasara karsi korur (Zhou ve ark.,

2007). Calismamizda LCAR’1n bu sebeplerden dolayi tercih edilmistir.

N-katkili CD'ler, karbon agisindan zengin ve molekiiller arast H-bagi
olusturabilmelerinden dolayr suda iyi bir ¢oziiniirliige sahiptirler. Bu 6zelliklerinin
yaninda caligmamizda stabiliteyi arttirmak ve B-CD igerisinde girmemis olan

LCAR’in ile bag yapabilmesi i¢in tercih edilmisdir.

Bitkiler, yesil sentezde indirgeme ajani ve organik madde kaynagi olarak
tercih edilir. Bu nedenle, bu ¢alismada orman giilii olarak da bilinen Rh.p ve Rh.l
oziitleri kullanilmistir. Rh.p ve Rh.l 6ziitleri hidrotermal sentez yontemi ile LCAR
yiikli B-CD ile islevlestirilmis N (amin grubu-iire) katkili karbon dot (CD) yapilarin
(LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD) biyolojik  olarak
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indirgenmesinde kullanilmistir. Karbon dotlarin kolloidal nanopartikiillere (LCAR/B-
CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD) indirgenmesinin ilk tespiti gorsel
renk degisimidir (Khatami ve ark., 2019). Sentez sonucunda bitki 6ziitlerinde mor ve
sar1 renkten kahverengiye dogru bir renk degisimi goriilmiistiir. Bu renk degisiminin
sebebi, bitki 6ziitlerinde bulunan aktif molekiillerin karbon dotlar1 kararli LCAR/pB-
CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@RN.I/N-CD’lere indirgemesinden
kaynaklanmaktadir.

Karbon dotlarin basarili bir sekilde sentezlendigi farkli teknikler kullanilarak
dogrulanmig ve karakterize edilmistir. Sentez CD’lerin morfolojisi, boyutlar1 ve
yiizey yiikleri gecirimli elektron mikroskobu (TEM), taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopi (FTIR) teknigi ile karakterize
edilmistir. Sentezlenen karbon dotlarin elementel bilesimi enerji dagilimli x-1s1n1
spektrometresi (EDX) ve elemental analizle belirlenmistir. Optiksel 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in ise UV-VIS spektral analizi 200-700 nm araliginda
gerceklestirilmistir.

Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) inorganik ve organik malzemelerin
(biyolojik ve nano yapili malzemeler) es zamanli olarak kristal yapisinin
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Calismamizda TEM analizini sentez CD’lerin
yapis1 hakkinda bilgi edinmek i¢in kullandik. TEM analiz verilerine gore, LCAR/B-
CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD ‘ler yaklasik 3-5 nm boyutlarinda
monodispers dagilimli  ve kiiresel yapida oldugu belirlendi. Calismada
sentezledigimiz her iki CD’nin ayr1 karakteristik ozellik gdstermesine ragmen
LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’lerin koloidal yapida
genellikle agregat olusturmaya meyilli oldugu goriildii. Kurdekar ve arkadaslari
(2016) sentezledigi karbon dotlarin boyutunun 4-5 nm ve kiiresel yapida oldugunu

rapor etmistir.

Fourier dontisiimlii kizilotesi (FTIR), molekiiler yapi igindeki fonksiyonel
gruplarin incelenmesi ve yapidaki baglarin tanimlanmasi amaciyla ¢aligmamizda
kullanilmistir. FTIR sonuglari ise yapida O-H, C-H, C-O-C, C-O, N-H, C-N ve C-C
gruplarinin bulundugunu gostermistir. Ayrica, R. luteum ve R. ponticum bitkileri

karbon kaynagi olarak kullanilmasiyla sentezlenen LCAR yiikli B-Cylodextrin ile
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islevlestirilmis N (amin grubu-iire) dope karbon dot yapilarin FTIR spektrumlarini
degistirdigi goriilmiistir. LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD
spektrumlarinin  -CD'den gelen belirgin bantlar ve karakteristik bantlarinda
degisiklikler gostermistir. Bu gozlemler, hidrojen bagi ve diger molekiiller arasi
kuvvetlerin varhigmin olusumunu gosterdigi onceki c¢alismalarla desteklenmistir
(Hogenbom ve ark., 2021; Lin ve ark., 2018; Luo ve ark., 2017; Silva ve ark., 2024).
FTIR spektrumunda goriilen 2924 ve 3294 cm™ araligindaki piklerin C-H ve —OH,
964 cm? piki , B-CD’nin karakteristik absorpsiyon pikleri olup daha o6nceki
caligmalarda bu pikler gézlenmistir. (Gao ve ark., 2017; Tajbakhsh ve Naimi-Jamal,
2022; Yuan ve ark., 2015; Li ve ark., 2019). Ayrica, C-N, C-C ve C-O pikleri bitki
ekstratlarinda goriilmemektedir. Bu durumda karbon dot sentezinin basarili oldugunu

gostermistir.

EDX, numune yapisinda bulunan elementlerin ve bu elementlerin kimyasal
oranlarimin belirlendigi hem nicel hem de nitel analizler yapmak i¢in kullanilan bir
tekniktir. Caligmamizda sentez CD’lerin igeriginin belirlenmesi ve fikir sahibi
olunmasi i¢in kullanilmistir. Buna dayanarak EDX 6l¢iimlerinden CD'lerin yapisinda
C, O ve N elementleri sirasiyla %90.84-71.11, %9.16-28.89 ve %0 oranlarinda tespit
edilmistir. Yapida tespit edilen bu elementler karbon dot sentezinin basaril
yapildigim1  gostermistir. Literatiirde p-siklodekstrin ve karbon dot ile ilgili
calismalarda bakildiginda karbon dotlarda C, O ve N elementlerinin daha yogunlukta
oldugu goriilmiistiir. Sangubotla ve Kim (2023), B-siklodekstrin ile stabilize edilmis
melamin tiirevi karbon dotlar ile ilgili yaptig1 ¢caligmada EDX 6lgiimlerinden C, O, N
ve B’un varligi tespit edilmistir. Shirke ve arkadalar1 (2022), manyetit-karbon dot
hibrit  nanopartikiiller ile siilfatlanmis B-siklodekstrin/glutaraldehit  bazl
nanokompozitlerin EDX o6l¢iimlerinden C, O, N ve Fe elementlerinin mevcut
oldugunu gostermistir. EDX 6l¢iimleri sonucunda CD’lerin yapisindaki N miktarinin
goriilmemesinin sebebi nanomalzeme yiizeyinin CD’lerden dolay1 karbon ve
siklodekstrin ile kapli olmasi ayrica LCAR’1n siklodekstrin i¢ine yiiklii olmasindan
kaynaklandigr distliniilmektedir. LCAR’m basarili bir sekilde B-CD igine
yiiklendigini dogrulamak i¢in elemental analiz yapildi. CD’lerin yapisindaki C, H ve
N miktarinin element yiizdeleri sirasiyla %41,279-45,152 araliginda karbon, %6,090-
6,251 araliginda azot ve %8,363-8,121 araliginda hidrojen icermektedir. Karbonun
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yiiksek icerigi B-CD'den kaynaklanirken, azotun diisiik igerigi, azot igeren gruplarin
daha az olmasinsindan dolayidir (Xiao ve ark., 2016; Xu ve ark., 2021).

UV-VIS spektroskopisi, morétesi ve goriniir 1sitk bolgelerini  kapsayan,
organik molekiillerin, iyon veya komplekslerin tanimlanmasinda kullanilan bir
tekniktir. UV-VIS absorpsiyon olgiimleri 275-375 (LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD) ve
271-327 (LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD) nm’deki piklerin CD’lerin yapisindaki -
CD’nin varligindan kaynaklandigi Onceki ¢alismalar ile desteklenmektedir
(Hogenbom ve ark., 2021; Kurdekar ve ark., 2016). Bununla birlikte, UV-Vis
absorpsiyon spektrumunda 270 nm yakinlarindaki pik noktalarinda sentez CD’lerin
B-CD tarafindan iyi stabilize edildigini gostermistir (Sangubotla ve Kim, 2023).
CD’lerin yapisindaki LCAR’in ise 462-643 nm araligindaki temel piklerinin CD
yiizeyinin B-CD ile kapli olmasindan dolay1 304-354 nm’ye kaymastir.

Bu ¢alismada model organizma olan A. salina larvalar ¢evre kosullarina ve
basit bir sindirim sistemine sahip olmalarindan dolayr indikatdr organizma olarak
kullanilmigtir. A.salina larvalarinin sentezlenen CD’lere verdigi hiicresel cevabi
gormek icin yapilan floresan mikroskop ve SEM analizi sonucunda elde edilen
gorsellerde larvalarin CD’leri aldiklart goriilmistiir. LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve
LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’lerine maruz kalan larvalarin 96 saatlik birikim sonuglari
incelendiginde; maruz kalma siiresi uzadiginda konsantrasyon artigina paralel olarak
birikimin gergeklestigi belirlenmistir. Bununla birlikte, larvalarda karbon dotlarin
konsantrasyon orani arttikca birikimi ve stresin artmasi ile birlikte meydana gelen
hasarin arttig1 ve fiziksel degisikliklerin daha belirgin oldugu gézlenmistir. A. salina
larvalar1 bir filtre besleyicisi oldugundan CD’leri yutarak veya bagirsak yoluyla
alabilmektedir. Bu sebeple gozlemlenen Oliimlerin nedeninin larvalar tarafindan
yutulan CD’lerden kaynakli olabilecegi gibi CD alimina bagl olarak larvalarin
bagirsaklarinin tikanmasina da bagli olabilir. Ciinkii CD'lerin varliginda A.salina
larvalarinin ¢ogu sindirim sisteminde parcaciklarin varligini ve ekstremite kaybina,
malformasyona ve ¢esitli yapisal bozukluklara sebep oldugunu goriilmiistiir. Bu
durum Ozkan (2014) yilinda A.salina’da TiO2, AgTiO2 ve ZnOTiO2 NP’leri ile
yaptig1 calismada zaman ve konsatrasyon artisiyla degisikliklerin meydana geldigi,

Arslan (2017) yilinda yaptigr atrazinin A. salina tizerindeki toksisite ¢aligmasinda
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konsatrasyon artistyla degisikliklerin meydana geldiginin goriilmesi ¢alismamizdaki

verilerle benzerlik gostermektedir.

Akut toksisite c¢alismamizda, <10 nm ve kiiresel sekilli LCAR/B-
CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD 96 saat siireyle maruz birakilan
Artemia larvalart oliimlerine yonelik toksisite testinde LC50 degerlerinin sirasiyla
21.058 ve 12.858 dir. Artemia larvalarinin maruz kalma siireleri ayr1 ayri
incelendiginde LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’sine maruz
kalma siiresi uzadik¢a ylizme hizinin azaldigi ve oliimlerin arttigi gézlenmistir.
LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD maruz kalan Artemia larvalarinda en diisiik oranin %20
ile 5 png/l konsantrasyonda, en yiiksek oranin ise %90 ile 100 pg/l konsantrasyonda
oldugu gozlenirken LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD maruz kalan Artemia larvalarinda en
diisiikk oranin %30 ile 5 pg/l konsantrasyonda, en yiiksek oranin ise %100 ile 100
ug/l konsantrasyonda oldugu gozlenmistir. Bu durum, LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD,
LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’e gore A.salina larvalar1 lizerinde daha toksik oldugu

gosterir.

Diistik karbon dot konsantrasyonlarinda bile larvalarda yapisal anomaliler
saptanmisgtir. Artemia larvalar1 1 — 50 um boyutundaki pargaciklarla beslenmektedir
(Van Stappen 1996; Han ve ark., 2021). Bu sebeple, boyutu 3-5 nm olan sentez
CD’leri (LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD) Artemia larvalari
tarafindan kolaylikla yutulmustur. Sonuglarimiz daha Onceki farkli yapilardaki
karbon dotlara maruz kalan sucul organizmalarda benzer sonuglar goéstermistir.
Ornegin; Balaji ve arkadaslar1 (2015), Cisplatin ve Cisplatin/HP-B-CD kompleksleri
ile yiiklenen jelatin nanopartikiillerinin A. salina iizerindeki LCso degerlerini
76.53 pg/mL- 270.96 pg/mL olarak rapor etmistir. Cimen ve ark., 2020, Cu ve CuO
NP’lerine maruz kalan A. salina da LCso degerlerini Cu (60-80 nm) NP’lerin 52.37
mg/L; CuO (40 nm) LC50 degeri 55.39 mg/L olarak rapor etmistir. Literatiirdeki bu
calismalarda bakildiginda Artemia larvalariin farkli-boyuttaki karbon dotlar1 aldig:

dogrulanmistir.

Oksidatif stres, serbest radikallerdeki artis yada antioksidanlardaki azalma
sebebiyle hiicrelerde bir dengesizlik oldugunda ortaya ¢ikmaktadir. Radikaller ve

antioksidanlar arasindaki dengesizlik dokulara zarar vererek proteinler, lipitler ve
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DNA da dahil olmak suretiyle hiicrenin biitiin bilesenlerine zarar vererek toksik
etkilere neden olabilir. Calismamizda, Artemia larvalarinda oksidatif stres markerleri
olan ROT, SOD, KAT ve MDA’a bakilmustir.

DCFH-DA floresans olmayan bir boyadir ve hiicre i¢i ROS tarafindan
oksitlendikten sonra floresans o6zellik gosterir. In vivo ROT {iretimine bakildiginda,
maruz kalan larvalarda DCFH-DA ile boyanmasi ile birlikte stres belirtileri
gosterirken sentez CD’lerin hiicre i¢i ROT iiretimine bagli olarak yesil floresans
gostermesi Onceki calismalar ile (Yan ve ark., 2023; Rekulapally ve ark., 2019;
Ghosal ve ark., 2020; Gao ve ark., 2021) ile dogrulanmistir. Sonuglara bakildiginda
LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’lerine maruz kalan larvalarin LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’e
gore daha fazla lekelenme ve deformasyon gosterdigi goriilmiistiir. Dolayisiyla
LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’lerin LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’e gore daha toksik oldugu

diistiniilmektedir.

Stiperoksit dismutaz (SOD) gibi birincil enzimler ise hiicreleri oksidatif strese
kars1 korumak i¢in savunma bariyeri gorevi goriir ve karakteristigi olan kirmizimsi-
mor bir renkte proteindir. Sonuglara bakildiginda LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’lerine
maruz kalan larvalarin LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’e gore daha fazla aktivite
gosterdigi goriilmistiir. Hakamada ve arkadaslarmin (1997) ile Mesa-Herrera ve
arkadaglarinin (2019) yaptiklari ¢aligmalarda SOD aktivitesinde goriilen karakteristik
piklerin ve protein bandlarinin varligir gériilmiistiir. Literatiir ¢calismalarinda goriilen

bu durumun ¢alismamizdaki protein ve emme bandlari ile benzerlik gostermektedir.

Katalaz (KAT), oksijene maruz kalan canli organizmalarda H>O7’i su ve
O2'ye ayrismasini katalize eden bir enzimdir. KAT, hiicreyi reaktif oksijen tiirlerinin
(ROT) oksidatif hasarindan korumada olduk¢a oOnemlidir. KAT aktivitesi
incelendiginde 240 nm’de olmasi gereken karakteristik pikin 340 nm’ye kaydigi
gozlenmistir. Bu durumun nedeni sentez CD’lerin LCAR yiikli ve N katkili B-
CD’lerden kaynaklanmasidir. KAT aktivitesi ile ilgili literatiir calismalarina
bakildiginda sentez CD’lere eklenen farklt maddelerin 240 nm’de meydana gelen
karakteristik pikini kaydirdigi dogrulamistir (Ahmad ve ark., 2020; Zhu ve ark.,
2013). Ek olarak, LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’lerine goére maruz kalan larvalarin
LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’e gore gore daha fazla aktivite gostermistir. Dolayisiyla
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LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’lerin LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’e gore gore daha toksik
oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, kontrol grubu ile karsilastirildiginda sentez
CD’lerin maruz kalma siiresinin uzamasiyla birlikte KAT aktivitelerinde diisiis
gozlenmistir. Sugantharaj David ve arkadaslarinin (2017) yilinda A. salina'da nano
ve agrega olmus seryum oksit parcaciklarinin toksisitesi, alimi ve birikmesi adli
caligmasina gore nano ve agrega CeO; muamele edilmis A. salina larvalarinda KAT

aktivisinde meydana gelen diisiis calismamiz ile benzerdir.

Malondialdehit (MDA) lipit peroksidasyonunun dogal bir yan {irinii olup
oksidatif stresi degerlendirmede birincil biyobelirteglerden birisidir. Sonuglar
incelendiginde LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’lerine gore maruz kalan larvalarin
LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’e gore gore daha fazla aktivite gostermistir. Dolayisiyla
LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’lerin LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’e gore gore daha toksik
oldugu disiinilmektedir. Ayrica, bu durumda LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’lerin
varliginda lipit peroksidasyon seviyesinin daha fazla artmasiyla birlikte hiicresel
hasara daha fazla yol ac¢tif1 da goriilmiistiir. 24 saat siireyle sentez CD’lere maruz
kalan larvalar tizerinde MDA aktivitesinin konsantrasyon artisi ile birlikte bir diisiis
gostermistir. Ates ve arkadaslarinin (2013) ¢alismalarinda, TiO2 NP’lerinin 24 saat
siireyle Artemia larvalarina karsi tamamen zararsiz oldugunu ancak 96 saat siireyle
maruz birakilan larvalarin MDA  aktivitesini arttifin1  gézlemlemislerdir.
Sentezlendigimiz karbon dotlarin Ates ve arkadaslarinin (2013) yilinda TiO2 NP’leri
ile ilgili ¢alismasina gore daha toksik oldugu goriilmektedir. Bu durum da maruz

kalmanin Artemia larvalar tizerinde oksidatif strese neden oldugunu dogrulamuistir.

Ek olarak, oksidatif stres degerlendirmesi icin bakilan aktiviteler de 6liim
oranlarinin maruz kalan larvalar ile orantili oldugu goriilmiis olup bu da gerceklesen
oliimlerin oksidatif stres kaynakli olabilecegini gostermektedir. Bunun yani sira, lipid
peroksidasyon seviyesi gida yoksunlugu ile birlikte artis gosterir (Pascual ve
ark. 2003). Bu durumda oksidatif stres, maruz kalan larvalarin stres belirtileri
gostererek lekelenme, deformasyon ve larvalarin bagirsaklarinda goriilen sentez CD
agregatlarinin sonucu gida aliminin bozulmasi ve 6ldiiriicii etkilerin sentez CD’lerin

toksisitesinden ziyade larvalarin gida yoksunlugu sonucuda olabilir.
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Antioksidan aktivite, antioksidan maddelerin metanol igerisinde DPPH
radikaline karg1 aktivitesine dayanarak Olgiilir. DPPH radikali indirgendiginde
mordan (517 nm'de DPPH absorpsiyonu) sariya dogru bir renk degisimi gozlenir
(Murru ve ark., 2020). Bu ¢alismada, 25 - 300 pg/mL konsantrasyondaki sentez
CD'lerin, LCAR’1n ve bitki ozitlerinin DPPH radikalinin konsantrasyona bagl
olarak aktivitesi incelenmistir. Konsantrasyonlarin asamali olarak artmasi ile DPPH
radikalinin aktivitelerinde azalma gozlenmis ve en yliksek DPPH aktivitesine 100
pg/mL’lik konsantrasyonda gozlenmistir. DPPH radikal giderme metodunda, en gok
DPPH radikali giderme aktivitesini Rh.l 6ziitii gostermistir. Ayrica, Rh.l 6ziitiiniin
100 pg/mL’lik konsantrasyonda standartlarla kiyaslanabilecek seviyede (%85-90)
DPPH radikal giderme aktivitesi gostermistir. Bunun yani sira, Rh.p 6ziitii ise LCAR
ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’e gore daha yiiksek oranda aktivite gostermistir.
Standart madde olarak kullanmilan BHT ise en fazla DPPH radikali giderme
aktivitesini 200 pg/mL’lik konsantrasyonda gostermistir. Giidiicii (2014), Pyrus
elaeagrifolia meyvesinden elde edilen bitki 6ziitlerinde DPPH radikal giderilmesinde
en ¢ok etkiyi aseton Oziitlerinin gdsterdigini ve metanol oziitlerinin %20 oraninda
aktivite gosterdigini rapor etmistir. Zhao ve arkadaslar1 (2015), azot ve kiikiirt katkili
sarimsak Oziitlerinden sentezlenen karbon dotlarin konsantrasyonunun kademeli
olarak artmasi iizerine, DPPH'nin absorbansinin azaldigini1 ve 160 pg/mL'ye doygun
hale geldigi rapor etmistir. Literatiirdeki bu ¢alismalara gore ¢alismamizin farklilik
gostermesinin sebebi kullanilan karbon dotlarin Rhododendron 6ziitlerinden ve
LCAR yiiklii B-Cylodextrin ile islevlestirilmis N (amin grubu-iire) katkili olmasindan
kaynaklanmaktadir. Genel olarak incelendiginde ise c¢ogu bilesiklerin
kiyaslandiginda diisiik konsantrasyonlarinin aktivite gostermedigi fakat artan

konsantrasyon oranlariyla aktivitelerin de arttig1 goriilmiistiir

Ayni tiriin alt tiirlerinden olan iki farkli bitki tiirii enzim aktivitelerinde
farkliliklar goriilmistiir. Bu farkliligin temel nedenlerinden biri bitkilerin fenolik
iceriginden kaynaklanmaktadir. Bu fenolik maddeler antioksidanlarin 6nemli kismini
olusturmakta ve bitkilerin hemen hemen tim kisimlarinda bulunmaktadir. Bitkilerde
bulunan fenolik maddelerin igerigi iklim sartlari, 151k gibi bircok sebepten degisiklik
gosterebildigi gibi ¢oziicii ve ekstraksiyon sirasinda kullanilan yontemler de bitki

Oziitlerindeki fenolik madde miktarlarii degistirebilmektedir (Heimler ve ark.,
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2006). Calismamizda kullandigimiz  Rhododendron ponticum (Rh.p) ve
Rhododendron luteum (Rh.I) tiirlerinin yiiksek antioksidan kapasitesi fenolik bilesik
igeriginin fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. Literatiir ¢alismarina bakildiginda
Rh.p’nin fenolik igeriginde mirisetin’in yiiksek konsantrasyonda bulundugu
goriilmistiir. Mirisetin’den sonra yiiksek igerikli fenolikler ise sirasiyla epikatesin,
katesin, tirozol ve kafeik asit’dir. Fiorani ve arkadaslarmin (2002), mirisetinin
alyuvarlarda biriktigi ve oksidatif streste faydali etkiler gosterdigini rapor etmistir.
Buna  dayanarak mirisetin  igeriginin yiiksek ~ olmasi Rh.p’nin  antioksidan
aktivitesinin bir gostergesi olabilir. Rh.I’'nin fenolik icerigi ise Rh.p ile benzerlik
gostermekte oldugundan antioksidan aktivitesi fenolik iceriginden

kaynaklanmaktadir.

Antimikrobiyal aktivite, bakteri ve funguslarin tiremesinin engellenmesiyle
belirlenen bir metod olup antimikrobiyal ajanin bakteri tiiriine karst in-vitro
etkinligini saptamak amaciyla uygulanan testlerdir. Antimikrobiyal aktivite, alt1
farkli bakteri (ii¢ gram pozitif —S.aureus, B.subtilis, L.monocytogenes- ve ii¢ gram
negatif —P.aureginosa, E.coli, K.pneumoniae-) ve ii¢ mantar —A.niger, C.albicans,
S.cerevisiae- kullanilarak bakildi ve test bakterileri tiizerinde olusturduklar
inhibisyon c¢aplar1 kaydedildi. Sonuglara dayanarak LCAR’nin bitki Oziitlerine ve
sentez CD’lere gore daha yiiksek antimikrobiyal aktivite sergiledigi, bitki 6ziitlerinin
ise sentezlenen CD’lere (LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD)
gore daha yiiksek antimikrobiyal aktivite sergiledigi goriilmiistiir. Biiylime
inhibisyonu, CD'lerin yiizeyindeki pozitif yiiklerin bakteri ve mantarlarin hiicre
zarlarindaki negatif yiikler ile etkilesimi ile olusan membran lizizi sonucu
olusmaktadir. Bakteri/mantar zarinda fiziksel ve mekanik yirtilmanin tetiklenmesiyle
birlikte sentez CD'lerin, bitki 6ziitlerinin ve LCAR’1n i¢ zarlara gegmesi yoluyla bu
etki meydana gelir. Bu durum, Varghese ve Balachandran (2020) ve Gedda ve
arkadaslart (2023), CD'lerin antibakteriyel ve antifungal aktiviteler sonucunda
inhibisyon gosterdigini ve bu etkinin bakteri ve mantarlarin hiicre zar1 ile etkisimi ile
birlikte membran lizizi sonucu olabilecegini dogrulamaktadir. Bakterilerin zon
caplarina bakildiginda S.aureus ve B.subtilis’in en ¢ok etkiyi LCAR’da,
L.monocytogenes ve K.pneumoniae’nin Rh.p 6ziitiinde, P.aeruginosa ve E.coli’in

Rh.]l 6ziitiinde gosterdigi goriilmiistiir. Mantarlarin zon ¢aplarma bakildiginda ise
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A.niger’in en ¢ok etkiyi sentez CD’lerde, C.albicans’in LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD,
S.cerevisiae Rh.l 6ziitiinde ve LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD gosterdigi goriilmiistiir.
Kisaca, sentez CD’ler mantarlar {lizerinde bakterilerden ¢ok daha fazla etkilidir.
Sentez CD’lere kiyasla ise bitki oziitleri mantarlardan ziyade bakterilerilere daha ¢ok
antimikrobiyal etki gostermistir. Kadyan ve arkadaslarinin (2024), sentezledikleri
GQD’lerin antimikrobiyal aktivite gosterdigi rapor etmislerdir.
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7. SONUC ve ONERILER

Bu tez calismasinda iilkemizin Dogu Karadeniz Bolgesi’nde dogal olarak
yetisen Rhododednron luteum ve Rhododendron ponticum bitkileri karbon kaynagi
olarak kullanildi. Bu bitkilerden elde edilen oziitler kullanilarak ilk kez hidrotermal
sentez yontemi ile LCAR yiiklii B-Cylodextrin ile islevlestirilerek N (amin grubu-
tire) katkili karbon dot yapilar1 (LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/N-
CD) basarili bir sekilde sentezlendi. Rhododendron bitkisinin bir¢ok karbon
kaynagina kiyasla ekonomik olmasi, antioksidan, antimikrobiyal ve sitotoksik
etkileri olmasi agisindan olduk¢a 6nem tagimaktadir (Popescu ve Kopp, 2013; Demir
ve ark., 2016). Sentezledigimiz karbon dotlarin LC50 degeri toksisite ¢caligmalarinda
siklikla model organizma olarak kullanilan zooplankton olan Artemia salina da

belirlenmistir.

Sentezlenen karbon dotlarin yaklasik boyutlarinin 3-5 nm arasinda oldugu
TEM ile belirlendi. FT-IR Spektrofotometresi yapisal karakterizasyonu sonucunda
yapida O-H, C-H, C-O-C, C-O, N-H, C-N ve C-C gruplarinin bulundugunu ve
karbon dot sentezinin basarili oldugunu gosterdi. Sentez karbon dotlarin kimyasal
iceriginin belirlenebilmesi i¢in yapilan EDX ve elemental analizlerinde karbon
dotlarin yapilarinda C, H, O ve N elementlerinin bulundugu tespit edildi. A.salina
larvalar1 iizerinde yapilan goriintiilemede ise karbon dotlarin larvalar iizerinde
biriktigi ve yapisal degisikliklere sebep oldugu tespit edilmistir. Optiksel
Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan UV-VIS absorbsiyon 6l¢iimlerinde goriilen
piklerin sentez karbon dotlarin yapisinda bulunan B-CD ve LCAR’inden kaynakli
oldugu goriildii. Sentezlenen karbon dotlarin karakterizasyon verileri sonucunda
elde edilen yapisal, optiksel ve morfolojik ¢aligmalarin sentezin basarili bir sekilde

yapildigint dogrulamaktadir.

LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-CD@Rh.I/IN-CD maruz birakilan
Asalina larvalarinda 96 saatlik LCsp degeri belirlenmis ve subletal
konsantrasyonlarinin meydana getirdigi biyokimyasal aktiviteler ile antioksidan ve

antimikrobiyal aktiviteler incelenmistir.
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Sentezlenen karbon dotlarin (LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve LCAR/B-
CD@Rh.I/N-CD) akut toksik etkisinin belirlenebilmesi i¢in 96 saatlik LCso degerleri
sirasiyla 21,058 ve 12,858 olarak hesaplandi.

Sentezlenen karbon dotlara 96 saat siireyle maruz kalan A.salina larvalarin
floresan mikroskop incelemelerinde larvalarin viicut seklinde bozulmalar ve

ekstremite kayiplar1 goriilmiistiir.

ROT ve SOD aktivilerinde LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD’lerin, LCAR/B-
CD@Rh.p/N-CD’sine gore daha fazla stres gostererek daha etkili oldugu goriiliirken
KAT ve MDA aktivilerinde ise LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD’nin, LCAR/B-
CD@RNh.I/N-CD’ye gore daha fazla stres gostererek daha etkili oldugu goriildii.

DPPH radikali giderme aktivitesi sonucunda en fazla antioksidan etkiyi Rh.I
Oziitiiniin gosterdigi goriiliirken Rh.p 6ziitli, LCAR ve sentez CD’ler ise Rh.] 6ziitiine

kiyasla ¢ok daha diisiik oranda DPPH radikali giderme aktivitesi gostermistir.

Antimikrobiyal aktivite sonuglarinda LCAR’inin bakteri ve funguslar
engellemede diger maddelere gore daha fazla etki gosterdigi goriiliirken
Rhododendron oziitlerinin ise sentez karbon dotlara (LCAR/B-CD@Rh.p/N-CD ve
LCAR/B-CD@Rh.I/N-CD) gore daha fazla etki gosterdigi goriildi. Bu sonuglara
dayanarak deneylerde kullanilan sentez karbon dotlarin zamana bagli olarak toksik

etkili oldugu ve viicutta birikme 6zelligine sahip oldugu goriilmiistiir.

Karbon dotlar ve sucul organizmalar ile ilgili birgok ¢alisma olmasina ragmen
halen nano yapilarin organizmalar tarafindan viicuda alinmasi ve organizmalar
tizerindeki toksik etkileri hakkindaki bilgiler yeterli degildir. Bu sebeple bu caligsma,
karbon dotlarin ¢evremizde ve sucul ekosistemdeki risklerinin Belirlenmesi

kolaylasacak ve gelecekteki arastirmalara yon verebilecektir.
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