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OZET

LAUROCERASUS OFFCINALIS’DEN SENTEZLENEN FLORESANS
OZELLIKLI AZOT KATKILI KARBON NOKTALARININ ANTIOKSIDAN,
ANTIMIKROBIYAL VE SITOTOKSIK ETKILERI iLE iN ViVvO
KONFOKAL MiKROSKOPLA INCELENMESI

DAMLA ERGIN
ORDU UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIiK ANABILiM DALI
YUKSEK LiSANS TEZI, 77 SAYFA

(TEZ DANISMANI: Dog. Dr. Yesim OZKAN DAGLIOGLU)

Karbon noktalar iyi biyouyumluluk, toksik olmama, yiiksek mekanik/termal
ozellikler ve nispeten islevsellestirme kolaylig1 gibi ayricalikli 6zelliklere sahiptir.
Biyolojik materyallerden kolay ve tek basamakli sentezleri, toksik kimyasallara ve
yogun enerji gerektiren geleneksel yaklasimlara gore giderek daha fazla ilgi
gormektedir. Amacimiz, hiicre goriintiilemede kullanmak {izere diisiik toksisite ve
yiiksek antioksidan ve antimikrobiyal etkiye sahip N katkili karbon noktalarinin
Laurocerasus officinalis yaprak oziitiinden hidrotermal yontemle sentezlenmesidir.
Yine, sentezlenen bu karbon noktalarinin akciger kanser hiicrelerinde (A549),
sitotoksisitesi ve konfokal mikroskop ile goriintiilenmesi amacglanmistir. Karbon
noktalarinin  A549 hiicrelerindeki sitotoksisitesi WST-8 analizi ile olgildi.
Antioksidan aktivitesi DPPH ile antimikrobiyal aktivitesi ise disk difiizyon yontemi
ile belirlendi.

Analizler sonucunda, sentez karbon noktalar1 AS549 hiicrelerinde
sitotoksisitesini (antikanserojen aktivitesi) sadece yiiksek konsantrasyonlarda (250-
500 ug/mL) gosterdigi, diisiik konsantrasyonlarda ise hiicre canliligimi artirdigi
kaydedilmistir. Yine, karbon noktalar1 antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri ile
yiiksek konsantrasyonlarda (200 ug/mL ve iistii) antioksidan aktiviteleri géstermistir.

Ayrica, karbon noktalarmin DAPI boyamasi ile hiicre ¢ekirdegine girdigi
kanitlanmistir. Bu ¢aligmalar sonucu sentezledigimiz karbon noktalarinin antikanser,
antimikrobiyal ve antioksidan 6zellige sahip olmasi ve hiicre ¢ekirdegine ulagmasi
onlar1 Ozellikle kanser hiicrelerini goriintiilemede ve kanser tedavisinde kullanma
potansiyeli saglamistir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, Karbon Dot, Laurocerasus Officinalis,
Sitotoksisite, Yesil Sentez.



ABSTRACT

ANTIOXIDANT, ANTIMICROBIAL AND CYTOTOXIC EFFECTS WIiTH
IN VIVO CONFOCAL MiCROSCOPY INVESTIGATION OF
FLUORESCENT FEATURED AZOT DOPED CARBON DOTS

SYNTHESIZED FROM LAUROCERASUS OFFICINALIS

DAMLA ERGIN

ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED
SCIENCES

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
MASTER THESIS, 77 PAGES

(SUPERVISOR: Assoc. Prof. Dr. Yesim OZKAN DAGLIOGLU)

Carbon dots have distinctive properties such as good biocompatibility, non-
toxicity, high mechanical/thermal properties and relative ease of functionalization.
Their easy, one-step synthesis from biological materials is attracting increasing
attention compared to toxic chemicals and energy-intensive traditional approaches.
Our aim is to synthesize N-doped carbon dots with low toxicity and high antioxidant
and antimicrobial effects from L. officinalis leaf extract by hydrothermal method for
use in cell imaging. Again, it is aimed to evaluate the cytotoxicity of these synthesized
carbon dots in lung cancer cells (A549) and to visualize them with a confocal
microscope. The cytotoxicity of carbon dots in A549 cells was measured by WST-8
analysis. Antioxidant activity was determined by DPPH and antimicrobial activity was
determined by disk diffusion method.

As a result of the analyses, it was noted that synthesis carbon dots showed
cytotoxicity (anticarcinogenic activity) in A549 cells only at high concentrations (250-
500 ug/mL), while they increased cell viability at low concentrations. Again, carbon
dots showed antibacterial and antifungal activities and antioxidant activities at high
concentrations (200 ug/mL and above).

Additionally, carbon dots have been proven to enter the cell nucleus by DAPI
staining. The fact that the carbon dots we synthesized as a result of these studies have
strong anticancer, antimicrobial and antioxidant properties and reach the cell nucleus
has provided them with the potential to be used especially in imaging cancer cells and
in cancer treatment.

Keywords: Antimicrobial, Carbon Dot, Cytotoxicity, Green Synthesis, Laurocerasus
Officinalis.



TESEKKUR

Tez konumun belirlenmesi, ¢alismanin yiiriitilmesi desteklenmesi, tesvik
edilmesi, rehberligi ve uzmanlig1 ile akademik kariyerimdeki bu onemli doniim
noktasini basariyla tamamlamama yardimci olan ve tezimin yazimi esnasinda siireci
gerceklestirmem i¢in akademik olarak yon gosteren basta danigsman hocam Sayin Dog.
Dr. Yesim OZKAN DAGLIOGLU’na, yiiksek lisans egitimim boyunca beni
destekleyen tez ¢alismalarim ve aragtirmalarim boyunca yardimlarin1 esirgemeyen

aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Giiniimiizde bilimin en heyecan verici ve hizla biiyiiyen alani olan ulagim, gida,
tip, elektronik ve kozmetik gibi hayatin ¢esitli alanlarinda uygulamalar bulan
nanoteknoloji yer almaktadir. Yeni ve benzersiz 6zelliklere sahip malzeme ve cihazlar

tiretmek icin nesnelerin nanometre Slgeginde kontroliinii igeren bir teknikler grubu

olarak tanimlanabilir (Malik, 2023).

Nanomalzemelerin olagandis1 ozellikleri, kiigiik boyutlarindan
kaynaklanmaktadir. Nanometrik Ol¢ekteki malzemelerin daha yiiksek yiizey/hacim
orani ve genis spesifik yiizey alani, bu 6zelliklerinin, makroskobik nesnelerde oldugu
gibi fazin derinliklerinde degil, oncelikle dis katmanlarinda bulunan atomlar ve
etkilesimler tarafindan belirlendigini gosterir. Bu durumda, kimyasal baglarin sayisi
azalir, boylece kovalent baglar nanoyapinin isleyisi tizerinde daha biiyiik bir etkiye

sahip olur (Bhushan, 2017).

Yeni tip karbon bazli nanomalzemelerin liretimi, 6zelliklerinin arastirilmasi ve
daha sonra islevsellestirilmesi nanoteknoloji ve malzeme miihendisliginin ana
gorevleridir. Karbon nanopartikiilleri (NP’ler) kompozit malzemelerde nano dolgu
maddeleri olarak yaygin sekilde kullanilir (Krystyjan ve ark., 2021; Krystyjan ve ark.,
2022; Khachatryan, 2023). Temel 6zellikleri arasinda ¢ok iyi elektriksel ve termal
iletkenlik, elektrokimyasal ve termal stabilite ve mekanik dayanim yer alir (Wu ve
ark., 2022). Son bilimsel raporlar ayn1 zamanda osteosit ve ndron gibi hiicrelerle
yuksek biyouyumluluklarinin yani sira antimikrobiyal aktivitelerini de ortaya koyarak
biyomedikal bilimde kullanimlarini 6nemli 6lgiide artirmistir (Abd ve ark., 2023;
Ganguly ve Margel, 2023).

Gegtigimiz birkag yilda karbon kuantum noktalari (CQD'ler), yeni bir karbon
nanomalzeme siifi olarak arastirmacilar arasinda 6zel ilgi kazandi. Diisiik toksisite,
cok cesitli fiziksel ve kimyasal sentez yontemleri ve biyouyumluluk, CD’leri yari
iletken kuantum noktalarmin yerine umut verici bir alternatif haline getirmektedir
(Yang ve ark., 2019; Tan ve ark., 2023; Pourmadadi ve ark., 2023; Khoshnood ve ark.,
2023).

CD'lerin bir baska avantaji, onlar1 elde etmenin son derece basit ve ¢cevre dostu

bir yol olmasidir. Biiyiik miktarlarda iiretilen biyolojik atiklar da dahil olmak tizere



hemen hemen tiim organik malzemelerden sentezlenebilirler (Krystyjan ve ark., 2022;
Ponduru ve ark., 2023). Benzer sekilde, ¢esitli bilesenlerin elde edilme yontemleri ve
oranlar1 da nanokompozitin 6zellikleri {izerinde 6nemli bir etkiye sahip olacaktir. Bu
nedenle, istenen Ozelliklere sahip bir malzeme bulmak i¢in, yalnizca kompoziti
olusturan bireysel bilesenlerin karsilikli etkisini test etmek degil, ayn1 zamanda uygun
sentetik yollar1 segmek de gereklidir (Ezati ve ark., 2022; Shi ve ark., 2022; Kang ve
ark., 2023).

CD'ler, kesfedilmelerinden bu yana kimyasal ve mekanik 6zellikleri, benzersiz
optik Ozellikleri, parlak floresansi, yiiksek fotostabilitesi, iyi biyouyumlulugu gibi
ozellikleri nedeniyle ilgi ¢eken karbon bazli nanomateryallerin en son iiyeleridir.
Kolaylig1 ve uygun fiyath hazirlama maliyetleriyle birlikte bu 6zellikler, CD'leri
biyolojik goriintiileme, biyoterapi ve gen/ilag dagitimi, kanser tanisi ve tedavisi i¢in

nanoterapide en umut verici nanomateryaller haline getirir (Nocito ve ark., 2021).

Kanser, hiicre dongiisii kontroliiniin kaybindan kaynaklanan, kontrolsiiz
cogalmaya, istilaya, metastaza ve hiicrenin normal hiicre kontroliinii siirdiirmesini

engelleyen diger bazi biyolojik siireglerin degismesine yol agan bir grup hastaliktir

(Krishnamurthi, 2007).

Hem dis unsurlar (6rnegin tiitlin ve sigara kullanimi, radyasyon, kimyasallar ve
bulasic1 organizmalar gibi) hem de i¢ unsurlar (kalitsal degisimler (mutasyonlar),
hormonlar, bagisiklik sistemi durumu ve metabolizma kaynakli mutasyonlar gibi)

kansere yol agabilen ajanlar olarak kabul edilir (Das ve ark., 2020).

Kanser, diinya genelinde yiiksek insidansit ve mortalitesi olan onemli saglik
sorunlarindan biridir. 2017 yilinda yaklasik 9,6 milyon kisinin kanserden o6ldiigii
tahmin edilmekte ve diinya genelinde her alt1 6liimden birinin kansere bagl oldugu
belirtilmektedir. Bu durum, kanserin kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra diinya
genelinde ikinci 6nde gelen Oliim nedenlerinden biri oldugunu gdstermektedir
(Moraga, 2016). Son zamanlarda kanser tedavisinde biiyiik ilerlemeler kaydedilmis
olmasima ragmen, akciger, meme ve pankreas gibi agresif tiimorler hala hastalarin

hayatta kalma oranlarin1 6nemli 6lgiide diisiik tutmaktadir (Bray ve ark., 2018).

Akciger kanseri gelismis iilkelerde kadin ve erkeklerde en sik goriilen

kanserdir. Ayn1 zamanda diinya genelinde de kanser oOliimlerinin 6nde gelen
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nedenlerindendir. Tiim kanser 6liimlerinin %18,4'line neden olur (Bray ve ark., 2018).
Tan1 aninda hastalarin yaklasik %70'inde hastalik ileri diizeydedir ve akciger kanseri

hastalarinin yalnizca %15'i tanidan 5 yil sonra hala hayattadir (Siegel ve ark., 2018).

Akciger kanseri tanisi igin ¢esitli prosediirler vardir: Fizik muayene, tibbi 6ykii
ve rontgen, bilgisayarli tomografi (BT), kemik taramasi, manyetik rezonans
goriintiileme (MRI), pozitron emisyon tomografisi (PET) ve kombine PET-CT
taramasidir (Rivera ve ark., 2013). Tiim goriintiileme araglar1 arasinda kombine PET-
CT taramasi, akciger tiimorlerinin boyutunu ve yerini saptamak, hastaligin dogru
evrelenmesine ve belirsiz akciger nodiillerinin belirlenmesine olanak taniyan standart

prosediirdiir (Hochhegger ve ark., 2015).

Akciger kanserlerinin erken tanisinin yani sira bu kanserlerin optimal tedavisi
icin uygun tedavi stratejisine de ihtiya¢ vardir. Akciger kanserinin tedavisinde
radyocerrahi, kemoterapi ve immiinoterapi dahil olmak {izere c¢esitli terapotik
prosediirler yaygin olarak kullanilmaktadir. Akciger kanseri i¢in en uygun tedavinin
secimi hastanin fonksiyonel degerlendirmesine, evresine ve hastaligin histolojik tipine
baglidir. Akciger tlimorlerinin ¢evre dokulara yayilmasi nedeniyle ¢ikarilamadig: veya
ameliyata gerek olmadigi durumlarda; geleneksel olarak en iyi tedavi segenegi
radyasyon ve kemoterapinin kombinasyonu olmustur (Kozower ve ark., 2013). Ancak
hedefe yonelik tedavi ve immiinoterapinin bu yontemlere yakin zamanda entegre

edilmesi, bu tiimorlerdeki tedavi paradigmasini degistirmistir (Ko ve ark., 2018).

Son Tiirkiye kanser kayit raporu Aralik 2021'de yayinlanmis olup 2017 yili
verilerine gore, akciger kanseri erkeklerde %56,7 oraninda en sik goriilen kanser tipi
oldugu, kadinlarda ise 4'incii (%11,1) sirada yer aldigin1 kaydetmistir (Cangir ve ark.,
2022). ABD'de her y1l yaklasik 1,5 milyon, ingiltere'de ise 300.000 kisiye kanser tanisi
konuyor (Altekruse ve ark., 2010).

Kanser tedavisi ve tanis1 diinyanin en biiyiik sorunu olmaya devam ediyor.
Aslinda dogru ve etkili tedavi i¢in dogru tani ¢ok 6nemlidir. Ciinkii tiim tiimorlerin
cerrahi, radyoterapi, kemoterapi gibi spesifik tedavilere ihtiyaci vardir. Ancak bugiine
kadar onkologlarin temel sorunu, kanser tipinin dogru tanimlanmasinin yani sira
minimum toksisite ile maksimum terapotik etki saglayan dogru farmakolojik dozun

belirlenmesidir (Meric-Bernstam ve ark., 2015). Ayrica, gesitli kanser tiirleri i¢in tek



bir tedavi yoktur ve her tedavinin, siklikla hastanin yasam kalitesini etkileyen avantaj

ve dezavantajlar vardir (Block ve ark., 2015).

Kanserin mevcut tedavi yontemleri arasinda kemoterapi, radyoterapi, hormon
tedavisi ve cerrahi veya bunlarin kombinasyonu yer almaktadir. Ancak bu geleneksel
tedavi yontemleri siklikla ciddi yan etkilerle iliskilidir (Krishnamoorthy ve Ashwini,
2011). Ustelik kemoterapiye maruz kalan hastalarda siklikla tedaviye bagl ikinci
malignitelere yakalanma riski ortaya ¢ikar (Kamran ve ark., 2016). Bu baglamda,
biyolojik materyallerden sentezlenen biyouyumlu nanopartikiiller (6rnegin, CD’ler
gibi) gibi nanoteknolojilere dayanan teshis yaklasimlari ve kemoterapotik uygulama,

kanser arastirmalarinda yeni donem i¢in umut verici olabilir.

Antikanser aktiviteleri acisindan degerlendirilen kimyasallar arasinda tibbi
bitkilerden elde edilen dogal iiriinler, sentetik ilaclarla karsilastirildiginda giivenlikleri,
etkinlikleri ve daha az yan etkileri nedeniyle en umut verici olan1 gibi goriiniiyor.

(Diantini ve ark., 2012; Thillaivanan ve Samraj, 2014).

Tibbi bitkilerden elde edilen terapdtik ilaglarin da cesitli deneysel kanser
modellerinde anti-kanser ajanlari olarak 6nemli bir rol oynadigi ve halihazirda mevcut
anti-kanser ilaglarinin yaklasik %60'min da bitkisel kaynaklardan tiiretildigi rapor
edilmistir (Kamal ve ark., 2014).

Terpenoidler, fenolik asitler, lignanlar, tanenler, flavonoidler, kinonlar,
kumarinler ve alkaloidler gibi bir¢ok dogal bilesigin 6nemli antioksidan aktivitelere
sahip oldugu ve kanser tedavisinde 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir (Rajandeep
ve ark., 2011). Cesitli bilimsel arastirmalar, bu antioksidan bilesiklerin ayn1 zamanda
antiinflamatuar, antitiimor, antimutagenik ve antikarsinojenik aktiviteler dahil olmak
tizere ¢ok sayida farmasotik uygulamaya sahip oldugunun bilindigini ortaya

cikarmistir (Kabir ve ark., 2013).

Bitkilerden elde edilen bilesiklerin, tiimdr olusumunun ¢esitli agsamalarini ve
iliskili inflamatuar siirecleri inhibe etme potansiyeline dair artan sayida ¢alisma, bitki
tirtinlerinin kanserin 6nlenmesi ve tedavisindeki 6nemini vurgulamaktadir. Antikanser
aktiviteye sahip cesitli bitki igerikleri, farmakolojik arastirmalardan klinik

uygulamalara aktarilmistir (Man ve ark., 2012; Liu ve ark., 2014).



Kanser tedavisine yonelik pek cok ilag gelistirilmis olmasina ragmen bu
ilaclarin tedavi edici etkileri ve giivenligi konusunda endiseler bulunmaktadir. Cesitli
kanser tiirlerinde standart tedavi olarak kullanilan kemoterapotik ilaglarin en biiyiik
sorunu toksisitedir (Livshits ve ark., 2014). Ancak bitkilerden elde edilen tiriinlerin
kanser tedavisinde etkili ve giivenli oldugu kanitlanmistir. Bu sebeple, kanser ilaci
kesifleri, dogal bitkilerden elde edilen bitki kaynakli iiriinlere odaklanmaktadir
(Demain ve Vaishnav, 2011). Bu iriinler, hiicresel ¢ogalma, farklilasma, apoptoz,
anjiyogenez ve metastaz gibi ¢esitli mekanizmalarin modiilasyonu yoluyla kanserin
baslatilmasina, gelismesine ve ilerlemesine miidahale ederek anti-kanser ajanlari
olarak gorev yapar. Meyve ve sebzelerin antioksidan igerigi sayesinde, bu gidalarin
mide kanseri riskini azaltmada koruyucu etkisi oldugu konusunda genis bir fikir birligi

vardir (Serafini ve ark., 2002; Metere ve Giacomelli, 2017).

Laurocerasus officinalis, Tiirkiye'de mide tilseri tedavisinde halk ilac1 olarak
kullaniliyor ve bu nedenle igerigi, onu farkli gastrointestinal problemler igin potansiyel
bir tedavi adayr haline getiriyor. Bu bitkinin farkli kisimlar1 c¢esitli amaclarla
kullanilmaktadir. Yapraklari, badem aromasi, antispazmodik, narkotik ve sakinlestirici
kimyasal olarak kullanilmaktadir. Ayrica meyveleri ve yapraklari parfiimeri ve boya
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Akdeniz ve Giindogdu, 2007). Ayrica,
Iyi bir antioksidan 6zellik gostermektedir (Liyana-Pathirana ve ark., 2006).

Bitkiler kullanilarak nanometallerin biyosentezine yonelik giincel arastirmalar,
nanopartikiillerin hizli ve toksik olmayan yontemlerle iiretilmesi i¢in yeni bir donem
baglatmistir. Bitkiler tarafindan tiretilen metal nanopartikiiller, diger organizmalar
tarafindan iretilenlere gore daha kararhidir. Bitkiler (6zellikle bitki 6zleri), metal
iyonlarin1 diger biyomalzemelerden (mantarlar veya bakteriler) daha hizli indirgerler.
Bdylece, nanopartikiillerin biyosentezi i¢in ¢evre dostu prosesler gelistirilmis ve bitki
veya bitki 6zleri kullanilarak nanopartikiil sentezinin biyolojik yontemleri ¢evre dostu

alternatifler haline gelmistir (Singhal ve ark., 2011).

Diinya saglik orgiitine gore diinya niifusunun %75’lik biiyiik bir kism
hastaliklarin tedavisinde bitkisel ve diger klasik c¢oziimlerden yararlanmaktadir
(Yadav ve ark., 2009). Modern ila¢ endiistrisinin hastaliklara karsi cesitli ilaglar

gelistirmesinden Once, birgok bitki hastaliklarin tedavisinde birincil ilaglar olarak



kullanilmaktaydr (Arikan, 1992). Tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin sayisi, antik
caglardan gilinlimiize kadar istikrarli bir artig sergilemistir bu da bitkisel tibbin 6nemini

vurgulamaktatir.

1979 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yapilan bir arastirmaya
gore, ticari olarak kullanilan ve farmakopilerde kayitli olan bitkisel ilaglarin sayisi
1900"i bulmustur. Yine WHO™un 91 iilkenin farmakopilerine ve tibbi bitkileri iizerine
yapilan aragtirmalara dayanarak hazirladigi bir caligmaya gore, tedavi amaci ile
kullanilan toplam tibbi bitki sayis1 20.000'e ulasmaktadir (Baytop, 1999; Yildirim,
2006).

19. ylizyilda, bitkilerle tedavi alaninda onemli ilerlemeler ve gelismeler
kaydedilmistir. Bu ilerlemeler, sifali bitkilerin kiiltiire edilmesi, toplanmasi ve
kurutulmas: gibi islemlerin gelistirilmesini saglamustir (Oztiirk, 2009). Bu siiregler,
bitkilerin anatomik yapilarinin belirlenmesinin gerekliliginin Onemini ortaya

cikartmistir.

Gilinlimiizde, sentetik ilaglar insanlarin ve hayvanlarin tedavisinde kullanilmak
lizere yaygin olarak {iretilmekte olsa da, son 30-40 y1l igerisinde ozellikle gelismis ve
endistrilesmis iilkelerde, bitkisel (dogal) ilaclara dogru belirgin bir ydnelim

gozlemlenmektedir (Unal, 2006).

Hiicrelerde meydana gelen kimyasal reaksiyonlar sonucunda serbest radikaller
uretilir (Akkus, 1995). Oksidatif reaksiyonlar ve serbest radikaller cesitli
mekanizmalar sonucunda olusur. Bu olusum, demir ve bakir iyonlart gibi
katalizorlerin varligina bagli olarak g¢esitli mekanizmalar sonucunda meydana gelir

(Ni¢iforovi¢ ve ark., 2010).

Serbest radikaller, kimyasal tepkimelere, DNA'nin zarar gormesine,
proteinlerin oksidasyonuna, ¢esitli kimyasal bilesiklerin ¢esitli redoks reaksiyonlarina
ve hiicre i¢inde lipitlerin peroksidasyonuna sebep olmaktadirlar (Kil ve ark., 2009).
Serbest radikallerin insan sagligina olan olumsuz etkileri son zamanlarda daha fazla
dikkat c¢ekmeye baglamig, bu zararli molekiillerin neden oldugu hasarlarin
arteroskleroz, diyabet, kanser ve yaslanma gibi ¢esitli saglik sorunlarinin temelinde

yattig1 diislincesi One siiriilmiistiir (Akkus, 1995).



Canli organizmalarin sahip oldugu antioksidatif koruma sistemi, serbest
radikallerin olumsuz etkilerinden korunmada Onemli bir rol oynar. Ancak, bazi
durumlarda, bu koruma sisteminin yetersiz kaldig1 ve serbest radikallerin viicutta

birikmesine yol actig1 gdzlemlenmistir.

Antioksidanlar, viicuttaki zararli serbest radikallerin zincir reaksiyonlarimi
keserek notralize eden, boylece hayati bilesenlerimizi hasardan koruyan molekiillerdir.
Bu molekiiller, stiperoksitler, hidroksil radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif
oksijen tiirlerinin neden oldugu zarari, onlar1 temizleyerek veya azaltarak giderir ve

boylece koruyucu iglevlerini yerine getirirler (Akkus, 1995).

Saf bilesiklerin ve bitki ekstraktlarmin antioksidan aktivitesini 6lgmek igin
cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemlerden biri DPPH yontemidir (Scherer
ve Godoy, 2009).

DPPH yodntemi antioksidan aktivite 6l¢limiinde kullanilan spektrofotometrik
yontemdir (Sharma ve Bhat, 2009). DPPH reaktifinin en zayif antioksidanlarda da
dahil olmak tiizere karisimdaki tiim maddelerle etkilesebilmesi ve hem lipofilik, hem
de hidrofilik antioksidanlarla reaksiyona girebilmesi bu yontemi avatajli kilar (Kedare
ve Singh, 2011).

DPPH ’nin absorbansi, 151k, hava oksijeni, rutubet ve pH'ya fazlaca duyarh
oldugundan tekrarlanabilir sonuglarin eldesi giictiir (Sharma ve Bhat, 2009).
Reaksiyon kosullarindaki bu farkliliklarin bir sonucu olarak, askorbik asit ve
biitillenmis hidroksitoliien (BHT) gibi standart antioksidanlar i¢in IC50 degerleri ¢ok
degismektedir.

DPPH’in organik ¢o6ziiciilerle c¢oziinlip sulu sistemlerde ¢oziilmemesi

yontemin dezavantajidir.

1.1 Karbon Noktalarinin (CD’lerin) Genel Ozellikleri

Karbon, birgok degisik fiziksel hallerde bulunma &zelligine sahip bir
elementtir. Her biri farkli fizikokimyasal ve biyolojik 6zelliklerle karakterize edilir.
Bu terim, boyutlar1 10 nm'nin altinda olan c¢esitli floresans 06zellikli karbon

nanomalzemelerini tanimlamak i¢in kullanilir (Kwon ve ark., 2014).



CD'lerin tiim formlarinda ortak olan 6zellikler, diisiik toksisite, iyi tanimlanmig
mekanik oOzellikler, kolay yiizey islevsellestirmesi, yliksek sicakliklarda stabilite,
miikemmel elektriksel iletkenlik gibi 6zelliklerinin yani sira antimikrobiyal ve
antioksidan aktivitedir (Yan ve ark., 2019; Liu ve ark., 2019). Bununla birlikte, karbon

noktalarinin ¢ogu uygulamasi, 151k yayma ve absorbe etme 6zellikleriyle iliskilidir.

Floresansin kesin mekanizmasi tam olarak anlasilamamigtir. CD'nin tiirline
bagl olarak kuantum hapsinden, ¢ok sayida yiizey kusurunun varlhi§indan, yiizey
pasiflesmesinden ve belirli heteroatomlarin  varligindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Karbon noktalarinin emisyon spektrumlari kolayca ayarlanabilir ve
boylece floresans goriintiileme i¢in daha genis olanaklar saglanir. Emilim davranisi
ayni zamanda m-bagl alanlarin boyutuna, yiizey gruplarinin tiiriine ve molekiillerin
cekirdeklerindeki oksijen ve nitrojen atomlarinin igerigine bagli olarak da degisir.
Ancak tipik olarak 200 ile 400 nm arasindaki radyasyon araliginda gii¢lii absorpsiyon
gosterirler (Cao ve ark., 2011; Sauer ve ark., 2002).

"Karbon nokta" terimi, karbon ve grafen nanotiiplerin kombinasyonunu ifade
eder. Karbon nanotiipler ise, karbon atomlarinin altigen bir yapida birleserek
olusturdugu tiip benzeri yapilar olarak tanimlanir. Karbon nokta, bu iki malzemenin
bir araya getirilmesiyle olusturulan bir nanomalzemedir. Karbon noktalar, son yillarda
optoelektronik (optronik), biyogdriintileme, algilama ve enerji depolama gibi
alanlardaki sahip oldugu olasi kullanim alanlar1 nedeniyle yogun bir sekilde dikkat

cekmistir (Wang ve Li, 2019).

Bu malzeme, ¢esitli endiistriyel, elektronik ve enerji alanlarinda potansiyel
uygulamalara sahiptir. Ornegin, CD’ler hafif ve dayamkli malzemelerin iiretiminde
kullanilabilir. Ayn1 zamanda, elektronik cihazlarda daha verimli ve hizli elektronik
bilesenlerin gelistirilmesine katkida bulunabilir. Enerji depolama ve doniisiim
sistemlerinde de kullanilan CD’ler, yiiksek kapasiteye sahip piller veya daha verimli

giines pilleri (fotovoltaik) gibi uygulamalara olanak saglayabilirler.

CD’ler yiiksek fotostabiliteye ve fotoliiminesansa sahiptir, yani 1§13a maruz
kaldiklarinda 151k yayabilirler. Bu 0Ozellikleri, goriintiileme teknolojilerinde,

optoelektronik cihazlarda ve biyolojik etiketleme uygulamalarinda potansiyel olarak



kullanilmalarini saglar. CD’ler ayrica genis bir ylizey alanina sahiptir ve bu da onlari

katalizorler ve sensorler gibi uygulamalarda degerli kilar.

Biyomedikal alanda CD’lerin kullanim potansiyeli biiyiiktiir. CD’ler biyolojik
uyumluluklari, diisiik toksisite seviyeleri ve hiicre ici goriintiileme yetenekleri
nedeniyle biyomedikal goriintiileme, hiicre etiketleme, ilag tastyicisi ve kanser tedavisi

gibi uygulamalarda kullanilmaktadirlar.

CD'lerin sentezi ve karakterizasyonu, nanobilim ve nanoteknoloji alanlarinda
yogun olarak arastirilmaktadir. Farkli sentez yontemleri ve yapilandirma stratejileri
kullanilarak ¢esitli CD tipleri elde edilebilir. CD’ler genellikle {iretim yontemlerine
veya yapisal oOzelliklerine gore siniflandirilir. Sentez yontemlerine bagli olarak,
mikrodalga yontemi, hidrotermal ve piroliz yontemi, lazer ablasyonu, kimyasal
oksidasyon ve ¢ozelti isleme gibi farkli teknikler kullanilabilir. Yapisal 6zelliklerine
bagl olarak, farkli CD tiirleri arasinda boyut, ylizey fonksiyonellestirmesi, emisyon
ozellikleri, optik dzellikler ve kimyasal bilesim gibi farkliliklar olabilir. Ornegin, baz1
CD’ler c¢ekirdek-kabuk yapilarina sahip olabilirken, bazilar1 ¢esitli fonksiyonel
gruplarla kaplanmis olabilir. Bu yapisal farkliliklar, CD 6zelliklerini  ve
uygulamalardaki potansiyellerini etkileyebilir (Barman ve Patra, 2018).

CD’lerin en o6nemli Ozelliklerinden biri, ayarlanabilir optik o6zellikleridir.
Boyutlarma, ylizey islevlerine ve bilesimlerine bagli olarak goriiniirden yakin
kizilotesi bolgelere kadar degisen giiclii fliioresans emisyonlar1 sergilerler. Bu
floresans, kuantum hapsi, yiizey kusurlar1 ve yiizey pasivasyonu dahil olmak iizere

cesitli mekanizmalara baglanabilir (Liu ve ark., 2018).

CD'ler tipik olarak asagidan yukariya ve yukaridan asagiya yaklasimlar olmak
tizere ¢esitli yontemlerle sentezlenir. Asagidan yukariya sentezde atomlar, molekiiller
kimyasal, fiziksel olarak birleserek nano malzemeyi olustururlar. Ote yandan
yukaridan asagiya sentezde CD iiretmek igin grafen veya karbon nanotiipler gibi
karbon bazli malzemelerin parcalanmasini daha kiiciik yapilara ayrilmasi prensibini
igerir.

1.2 CD’lerin Kullanim Alanlar
Karbon dot veya C dot olarak da bilinen karbon noktalar1 (CD), benzersiz

ozellikler sergileyen karbon bazli nanomalzemeler sinifidir.



Birinci kullanim alan1 olarak CD’ler, elektronik ve optoelektronik cihazlar i¢in
Oonemli bir potansiyele sahiptir. Goriiniirden yakin kizilotesi bolgelere kadar degisen
giiclii fliioresan emisyonlari, onlar1 151k yayan diyotlar (LED'ler), organik giines pilleri
ve fotodedektorler gibi uygulamalar i¢in ideal adaylar yapar. CD’ler, bu cihazlarda
aktif bilesenler veya 1s1ldayan katmanlar olarak islev gorerek verimli enerji dontlisiimii
ve 151k emisyonu saglar. Yiiksek fotoliiminesans ozellikleri sayesinde, goriintiileme
teknolojileri ve optik sensorler i¢in etkin bilesenler olarak kullanilabilirler. CD’ler,

diisiik maliyetli ve yiiksek verimli floresans etiketler olarak da kullanilabilir.

Biyomedikal alaninda, CD’ler biyolojik goriintiileme, hiicre etiketleme ve ilag

teslimi/dagitimi gibi uygulamalarda kullanilabilirler.

Nanoteknolojik ilag tagiyicilart olarak kullanildiginda, ila¢ molekiillerini hedef
bolgelere tasiyabilir ve kontrollii salim saglayarak tedavi siirecini optimize edebilir.
Bu, daha etkili tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katkida bulunabilir. CD’lerin
kullanim alanlar1 hizla genislemekte ve siirekli olarak arastirilmaktadir. Ozellikle,
sentez yontemlerindeki ilerlemeler ve yapisal 6zelliklerin iyilestirilmesiyle birlikte,

CD’lerin daha fazla uygulama potansiyeli kesfedilmektedir (Wang ve Zhang, 2014).

Ikinci olarak, CD’ler katalizdrler ve sensorler alaninda énemli bir rol oynar.
Yiiksek yilizey alant ve Ozellestirilebilir kimyasal 6zellikleri sayesinde, CD’ler,
katalitik reaksiyonlarda etkinliklerini artirabilir ve ¢esitli gaz, biyolojik veya kimyasal
sensorlerde kullanilabilirler. Ozellikle biyosensorlerde, CD’lerin biyolojik molekiilleri
etkili bir sekilde algilama yetenekleri nedeniyle biiylik potansiyel tasidig

goriilmektedir.

Biyogoriintileme alaninda, CD’ler, biyolojik numunelerin floresan
etiketlemesi ve goriintiilenmesi i¢in degerli araclar olarak ortaya ¢ikmistir. Mitkkemmel
biyouyumluluklari, diisiik toksisiteleri ve suda iyi dagilabilirlikleri, hiicrelerin,
dokularin ve hatta canli organizmalarin giivenli ve verimli bir sekilde
goriintiilenmesini saglar. CD’ler, belirli hiicreleri veya dokulari hedeflemek icin
antikorlar veya DNA gibi biyomolekiillerle islevsellestirilebilir ve biyomedikal
aragtirma ve klinik uygulamalarda kesin goriintiileme ve teshis saglar (Lim ve Gao,

2015).
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CD’lerin enerji depolama ve doniisiim sistemlerinde de kullanim potansiyeli
bulunmaktadir. Ornegin, lityum-iyon piller igin anot malzemesi olarak kullamldiginda,
CD’ler pilin kapasitesini artirabilir ve sarj-desarj hizini iyilestirebilir. Optik 6zellikleri
sayesinde, giines hiicrelerinin 15181 daha iyi emmelerini saglayabilir ve enerji doniistim

verimliligini artirabilir (Das ve Mandal, 2019).

CD’lerin bir diger ilgi ¢ekici kullanim alan1 ise ¢evre dostu malzemelerdir.
CD’ler, cgevresel kirlilik kontrolii ve su aritma gibi uygulamalarda etkin rol
oynayabilir. Ozellikle CD’lerin adsorpsiyon yetenekleri ve yiiksek yiizey alani, su
aritma sistemlerinde kirleticilerin giderilmesi i¢in kullanilabilecek etkili bir malzeme
olmalarini saglar. CD’ler, agir metaller, organik kirleticiler ve mikroplastikler gibi

zararli maddeleri sudan veya havadan uzaklastirabilir (Li ve Huang, 2010; Liu ve Liu,

2010).

Tarimsal alanda, CD’lerin bitki besin maddelerinin iletilmesi, bitki biiyiime
diizenlemesi ve hastalik teshisinde kullanilabilirler. Gida endiistrisinde ise gida
giivenligi, taklit ve sahtecilik tespiti gibi konularda analitik arastirmalarda
kullanilabilirler. Sicaklik, pH veya metal iyonlar1 gibi dis uyaranlara kars1 yiiksek
hassasiyetleri, c¢evresel izleme, gida giivenligi ve tibbi teshis icin sensorlerin
gelistirilmesine olanak tanir. CD’ler, ¢esitli analitleri algilamak ve 6l¢mek i¢in sensor
platformlarina dahil edilebilir, hizl1 yanit, yliksek se¢icilik ve diisiik algilama limitleri

sunar (Jiang ve Cai, 2015).

Akademik arastirma ve endiistriyel ¢calismalar, CD’lerin kullanim alanlarinin

genisletilmesi ve yenilik¢i uygulamalarin ortaya ¢ikmasi i¢in devam etmektedir.

1.3 CD’lerin Sentez Yontemleri
Karbon noktalarin karbon malzemelerden iiretilmesinde, yukaridan agagiya ve

asagidan yukariya olacak sekilde iki farkli sentez metodu uygulanmaktadir (Li ve

Kara, 2018).

Yukaridan asagiya metodu; biiyiilk malzemeleri daha kiigiik pargalara ayirma
prensibine dayanirken, asagidan yukariya metodu; atom, molekiil gibi kiigiik yap1
taglarini bir araya getirerek daha biiyiik yapilar olusturma mantigina dayanir (Rocco

ve ark., 2023).
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Karbon noktalarin sentezinde, yukaridan asagiya metodu; lazer ablasyon, ark
desarj1, elektrokimyasal ve kimyasal oksidasyon ile ultrasonik yontemleri kapsarken;
asagidan yukartya metodu; mikrodalga sentezi, termal-plazma bozunmasi ve
hidrotermal yontem gibi teknikleri icermektedir (Du ve ark., 2021; Wang ve ark.,
2019).

Lazer ablasyon yOntemi, organik ¢oziicliler icinde dagitilmis karbon
kaynaklarini yiiksek enerjili lazer 1sinlari ile 1sinlayarak karbon kuantum noktalari
(CQDs) sentezlemek i¢in kullanilir. Hizli sentez ve ayarlanabilir floresans
ozelliklerinin yani sira iyi suda ¢oziiniirliik avantaji sunar. Ancak bu yontem ekonomik
kaygilar1 ve karmasiklig1 nedeniyle genellikle tercih edilmemektedir (Wang ve ark.,

2019).

Ark desarj yontemi, bir tiir plazma sentez yontemidir. Bu yontemde, yiiksek
akim ve voltaj altinda ¢alisan bir elektrik arki kullanilarak gazlarin iyonize olmasi
saglanir. Iyonize gazlar yiiksek sicaklikta plazma olusturur ve bu plazma, reaktor

icindeki karbon kaynaklarini ayristirarak karbon atomlar1 iiretir.

Elektrokimyasal oksidasyon yontemi, kimyasal bir bilesigin elektrik akimi

kullanilarak oksidasyonunu gerceklestiren bir yontemdir.

Kimyasal oksidasyon yontemi ise, kimyasal reaksiyonlar yoluyla bir bilesigin

oksidasyonunu saglayan bir yontemdir.

Elektrokimyasal ve kimyasal oksidasyon yontemleri, ekonomik oluslari, sentez
sonrast kolay modifiye edilebilmeleri, yiliksek verimli olmalari, tekrar iretilebilir
nitelikleri ve boyut kontroliiniin kolaylig1 gibi cesitli iistiinliikler sunmaktadir (Liu ve

ark., 2013; Caglayan ve ark., 2022).

Ultrasonik yontemde, yiiksek frekansta titresen ultrasonik dalgalar siv1 igindeki
gaz kabarciklarinin olusmasina ve kavitasyonun gerceklesmesine neden olur. Bu
kabarciklarin ¢okmesi sirasinda ortaya cikan yiiksek enerjili sok dalgalar1 ve
hidrodinamik kuvvetler, malzeme tizerinde etki ederek onun par¢alanmasina ve nano

boyutta pargaciklarin olugsmasina yol acar.

Mikrodalga 1sitma, CQDs'ler de dahil olmak iizere ¢esitli malzeme siniflarinin

sentezi i¢in endiistride ve akademide kullanilan, basit, hizli ve diisilk maliyetli bir
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islemdir. Mikrodalga radyasyonu malzemeye niifuz eder, hacmi boyunca
molekiiler/atomik seviyede 1s1 iiretir. Bu yontem, yesil sentez yaklagimlarinin tim

alanlarinda ¢ok 6nemli bir ara¢ haline geldi (Singh ve ark., 2019).

Termal bozunma teknigi nano yapili malzemelerin sentezinde etkili olup, kisa
stirede nanopartikiillerin sekil, boyut ve dagilimin1 kontrol etme imkani sunar. Bu
teknik, yiiksek sicakliklarda (250-330°C) organik c¢oziicliler i¢inde yiizey aktif
maddeler yardimiyla karbon kaynaklarinin ¢oziinmesini igerir (Thangaraj ve ark.,

2019).

Nanomalzemelerin sentezinde, yiiksek sicaklik ve diigiik sicaklik plazmast
olarak smiflandirilan farkli plazma teknikleri kullanilir. Genel olarak, yiiksek sicaklik
plazmasinda malzemenin sicakligi birka¢ bin santigrat dereceye ulasabilir, bu da onu
1s1 ve 151k kaynagi olarak degerli kilar. Ote yandan, diisiik sicaklik plazmasi, elektron

sicakliginin gaz sicakligindan daha yiiksek oldugu 6zel bir durum sunar.

Diistik sicaklikli plazmalar, termal ve termal olmayan cesitleri ile birlikte,

malzemelerin sentezi ve ileri islenmesi i¢in kritik 6neme sahiptir.

Hidrotermal yontem, basit calisma sartlari ve kolay temin edilebilir
ozellikleriyle CQDs sentezinde en yaygin kullanilan tekniklerden biri olup, homojen
boyut dagilimi ve yiiksek kuantum verimine sahip pargaciklar tiretir. Bu yontemde, su
veya organik ¢oziiciide ¢oziilen karbon kaynagi teflon kapl paslanmaz gelik otoklava
aktarilarak belirli basing ve sicaklik kosullarinda bekletilir. Bu siirecte organik
molekiiller karbon ¢ekirdeklerini olusturarak 10 nm'den kiigiik CQDs'lere doniisiir.
Zengin karbon ve azot igerikli biyomolekiillerin hidrotermal kosullar altinda
CQDs'lerin i¢ yapilarim1 hassas bir sekilde kontrol etmek icin kullanilabilecegi
bilinmektedir (Wang ve ark., 2019).

Yiiksek basing altinda sulu ¢ozeltiden maddelerin kristalizasyonunu saglayan
bir tekniktir. Kristal biiylimesi, besleyici malzeme ve suyun birlikte konuldugu celik
yapil1 basingli bir kap olan otoklav icerisinde gerceklesmektedir. Hidrotermal kosullar
altinda, elementlerden karmasik oksitlere, karbonatlardan silikatlara ve germanatlara
kadar genis bir yelpazede cesitli siniflara ait bilesikler sentezlenebilmektedir.
Hidrotermal metot, ti¢ farkli uygulama teknigini igermekte olup, bunlar arasinda en

yaygin kullanilani sicaklik farki yontemidir.
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Asirt doyurma islemi, hassas sicaklik kontrolii gerektiren hassas bir prosestir
ve kristal olusturulacak alanda sicakligin diisiiriilmesi prensibine dayanir. Besleyici
madde, farkli sicaklik bolgeleri olusturmak i¢in 1sitilan otoklavin alt kismina ¢oziicti
ile birlikte yerlestirilir. Otoklav sicaklik farklarindan iki farkli boliimiin olugsmasini
saglar. Bu sicaklik gradyani, besleyici maddenin ¢éziinmesini ve daha yogun olan iist
kisimdaki ¢ozeltiye tasinmasini saglar. Cozelti algalirken, karsi akis, ¢ozeltiyi iist
kisma geri tasir, burada asir1 doyurma meydana gelir ve kristalizasyon baglar. Bu
hassas sicaklik kontrolii, kristalizasyon siirecini baglatmak ve kontrol etmek i¢in kritik

Ooneme sahiptir.

Sicaklik diisiirme yontemi, ikinci bir kristalizasyon teknigi olarak, biiylitme ve
ayrigma bolgeleri arasi termal gradyan olmaksizin ¢alisir. Bu metotta, siiperdoygunluk
kosullar1, otoklavdaki ¢ozeltinin kademeli olarak sogutulmasiyla elde edilir. Ancak,
bu yaklasimin 6nemli kisitlamalari mevcuttur. Kristal biiyiime kinetiginin hassas
kontrolii ve tohum kristallerin sisteme entegrasyonu oldukg¢a giictiir. Bu teknik
zorluklar nedeniyle, sicaklik diisiirme yontemi uygulamada sinirli kullanim alam

bulmaktadir.

Yar kararli faz yontemi, hedef kristal fazi ile besleyici materyal arasindaki
¢Oziinlirlik farkini temel alir. Bu yaklasimda, biiyiitme kosullarinda termodinamik
acidan metastabil karaktere sahip bilesenler besleyici maddeye dahil edilir. Metastabil
fazin ¢Oziiniirliigii, kararli fazinkini asar. BOylece kararli faz, metastabil fazin
¢Oziinmesi sonucu olusan asir1 doygunluk sayesinde kristallesir. Bu sofistike teknik,
genellikle onceki iki yontemle kombine edilerek uygulanir, boylece kristal biiyiitme

stirecinin verimliligi ve kontrolii artirilir (Byrappa ve Yoshimura, 2001; Roditi, 2007).

Hidrotermal yontem, diisiik reaksiyon sicaklig1 nedeniyle iistiin kristal kalitesi
sunar. 200 °C'nin altindaki sicaklik, miitkemmel kristal yapisina sahip pargaciklarin
sentezlenmesini miimkiin kilar, bu da hidrotermal ydntemin tercih edilme

sebeplerinden biridir (Morita, 2010).

Hidrotermal sentez yontemi, bilimsel literatiirde c¢esitli sekillerde
tanimlanmaktadir. Bu tanimlamalardan biri, yontemi dogal jeolojik siireclere benzer
kosullar altinda gerceklesen kristalizasyon veya kimyasal reaksiyonlar olarak

nitelendirir. Bu yaklasim, sulu ¢6zeltilerde, dogadakine yakin sartlar1 simiile ederek
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malzeme sentezini gerceklestirmeyi amaglar (Laudise, 1970). Bir baska tanimda,
hidrotermal sentez, yiiksek basing ve sicaklik kosullari altinda asirt 1sitilmig
¢oOziiciilerin kullanildig1 bir yontem olarak tanimlanir. Bu tanimlama, hidrotermal

sentezin yiiksek basing ve sicaklik kosullarini vurgular (Lobachev, 1973).

Hidrotermal sentez yontemi genellikle diger sentez teknikleriyle
karsilagtirildiginda daha etkili olsa da, bu kapali sistem yaklasiminin bir sinirlamasi
vardir. Reaksiyonlarin ilerleyisi tamamen kontrol altinda olmadigindan hidrotermal

siirecteki bireysel reaksiyon adimlari tizerinde kesin kontrol zordur. (Cevik, 2001; Sun,
2006).

Hidrotermal sentezin avantajlari, ergime noktast yakinindaki kararsiz
substratlarin kristallesmesini ve yiiksek kaliteli biiyiik kristallerin sentezlenmesini
igerir. Ancak, ekipmanin yiiksek maliyeti ve bliylime siireclerinin izlenememesi

dezavantajlar arasindadir.

1.4 CD’lerin Sitotoksisitesi
Karbon noktalarinin (CD’lerin) sitotoksisitesi oldukea ilgi ¢ekmis ve bir¢ok
aragtirma grubu tarafindan arastirilmistir. CD’ler genellikle in vitro olarak diisiik

toksisiteye sahiptir (Yang ve ark., 2009).

In vitro sitotoksisite, genellikle in vitro testler sirasinda hiicre canlilig: ile
karakterize edilir. Hiicre canlilig1 verilerini elde etmek icin siklikla kullanilan test
yontemleri MTT, CCK-8 ve WST-1, WST-8'dir (Liu ve ark., 2018; Wang ve ark.,
2019; Li ve ark., 2019).

Ilk olarak test materyali hiicre kiiltiirii ortamina verilir. Canli hiicrelerin say1si,
testin baslangicinda ve belirli bir maruz kalma siiresinden (6rnegin, 24 saatlik bir
kulugka siiresi) sonra Olgiiliir. Cok sayida calisma, CD ilavesi arttikca hiicre
canliliginin azaldigin1 géstermistir. Bu zamanda hiicreden bazi yaygin kimyasallar
(laktat dehidrojenaz gibi) salinir (Liu ve ark., 2019; Kuo ve ark., 2020; Ju ve ark.,
2020).

1.4.1 Suda Coziiniir Tetrazolyum Testi (WST)
Suda Coziiniir Tetrazolyum (WST) tuzlari, hiicre canlilig1 analizlerinde
kullanilmak iizere tasarlanmis yeni nesil bilesiklerdir. Bu tuzlar, canli hiicrelerdeki

mitokondriyal NADH (Nikotinamid adenin diniikleotit) enzimleri tarafindan formazan
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kristalleri iiretmesini saglar, bu da hiicre canliliginin ve metabolik aktivitenin
gostergesidir. WST yoOntemi, suda ¢Oziiniir bir formazan tirlinii lireten tetrazolyum

tuzlar1 prensibine dayanan bagka kolorimetrik yontemdir.

Suda ¢oziinebilen tetrazolyum tuzlarindan giiniimiizde sik kullanilani 2-(4-
iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5 (2,4-distilfofenil)-2H tetrazolyum formundaki WST-1
ve siklikla kullanilan bir diger WST bilesigi ise WST-8 (2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-
(4-nitrofenil)-5 (2,4-disiilfofenil)-2H tetrazolyum)'dur (Prabst ve ark., 2017). WST-1
ve WST-8 bir iyot kalintis1 igerir. MTS veya XTT 'ye kiyasla PMS varliginda daha
stabil kalir (Berridge, 1993). WST (Suda Coziiniir Tetrazolyum) tahlilleri, tiretilen
formazan kristallerinin yikanmasi veya c¢oziinmesi i¢in herhangi bir ek adim
gerektirmez bu sebeple kullanict dostu bir yaklasim sunar. Hazir ¢ozeltiler halinde
pazarlanmasi, tlim protokoliin daha hizli ve verimli hale getirilmesine katkida bulunur.

(Berridge, 1993; WSTs, 2013).

Olusan formazan kristalleri ¢ozlindiikten sonra, geleneksel bir mikroplaka
okuyucuda 450 nm absorbans degerinde hizli ve kolay bir sekilde 6lgiilebilir. WST-1
yonteminde spektrofotometrik olarak 6l¢iim yapildiginda absorbans degeri dogrudan
canlt hiicre sayistyla iliskilidir. Hiicre sayis1 arttik¢a, formazan tuzu olusumu da artar,
bu da absorbans degerinde karsilik gelen bir artisa neden olur. Cogalan hiicreler,
cogalmayan hiicrelere gore daha fazla metabolik aktivite gosterdiginden, bu yontem
yalnizca hiicre canliligin1 ve sitotoksisitesini belirlemekle kalmaz, ayn1 zamanda hiicre
aktivasyonunu ve ¢ogalmasini da belirler. Bu yontemde ek ajanlar veya hiicre yikama
islemleri kullanilmadan disiik hiicre konsantrasyonlarinda bile 6l¢iim yapilmasina
olanak tanir. Radyoaktif izotoplar kullanilmadan hiicre sayilarini 6lgmek ve hiicre
canliligini belirlemek igin milkemmel ¢6ziim sunarlar. Bu yontem, gesitli biiyiime
faktorleri ve besin bilesenlerine iliskin hiicre ¢ogalmasinin 6l¢iilmesi prensibine

dayanmaktadir (Protocol Guide, 2022).

1.5 Floresan Goriintiilleme

Floresans goriintiileme, hiicresel materyalin yiliksek kontrastli goriintiilerini
saglayarak biyoteknolojide devrim yaratmistir. Floresans goriintii elde etme,
mikroskobik yapilar1 tasvir eder. Floresans etiketleme, belirli bir bilesigin

incelenmesine olanak tanir. Floroforlar, hedef tespitini kolaylastirarak ve sinyal-
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giiriiltli oranin1 artirarak hem duyarliligit hem de 6zgiilliigii gelistirir (Nwaneshiudu ve
ark., 2012).

Yaygin olarak kullanilan bir etiketleme probu, sec¢ici baglanmalarindan dolay1
antikorlardir. Yiiksek ¢oziiniirliik ile birlikte istenen maddeyi vurgulayan etiketleme,

biyolojik materyalin derinlemesine incelenmesine olanak saglar.

Floresans goriintiileme, floroforlardan yayilan 1s18in odaklanmig bir sekilde
toplanmasiyla olagantistii kontrast elde eder. Bir florofor emilen 151k tarafindan uyarilir
ve uyarilmadigi zaman daha diisiik dalga boyunda 151k yayar. Hem gelen hem de geri
donen 15181in dalga boyu belirli bir araliktadir. Dalga boyu se¢imi igin filtreler
kullanilarak yalnizca amaglanan 15181in gegmesi saglanir. Genellikle bir uyarma 151k
kaynag1, kullanimdaki spesifik floroforun emilmesi i¢in uygun bir uyarma filtresinden

gecer. Geri donen 151k, zay1f ve yogun 15181 ayiran bir emisyon filtresinden geger.

Mikroskobun c¢alisma prensibinin temelinde 15181in  yonlendirilmesi,
odaklanilmasi ve toplanmasi yer alir. Herhangi bir mikroskopta oldugu gibi objektif,
toplayict ve yogunlastirict mercekler de dahil olmak {izere farkli mercekler 15181n

diizenlenmesinde isbirligi yapar (Kubitscheck, 2017).

Sayisal agiklik, kapsama ve emisyon i¢in kabul edilen agilar1 belirtir ve temel
bir lens 6zelligidir. Dikroik (iki renkli) aynalar, dalga boylarina bagli olarak 1s1gin bir
kismmin ge¢gmesine izin verirken digerlerini yansitarak 15181 ayirir. Son olarak,
fotodetektorler 15181, oldugu gibi incelenebilecek veya goriintii islemeyle daha da

gelistirilebilecek dijital bir goriintliiye dontistiiriir.

1.5.1 Konfokal Mikroskopi (CLSM)
Konfokal mikroskopi, geleneksel mikroskoplarin fiziksel segmentasyon
gerektirdigi durumlarda numunenin birka¢ mikrometre asagisinda sanal bir diizlem

kesitini yeniden olusturabilir (Nwaneshiudu ve ark., 2012).

Es odakl1 konfigiirasyonun giicii, hem aydinlatma hem de geri donerek yayilan
151810 bilgi toplanmasi i¢in tek bir uzamsal noktaya odaklanilmasidir. Uyarma 1siminin
bir mikroskop objektifi aracilifiyla odaklanmasi, 0,5 pm kadar kiiciik bir ¢apa sahip
olup hassas bolgesel etkiyi kolaylastirir. Mikroskobun objektifi ayn1 zamanda geri
donen yayilan 15181 da daraltir. Kisitlanmis 6rnek aydinlatma, odak dis1 15181 azaltir ve

dolayistyla goriintii giiriiltiisiinii azaltir. Geleneksel mikroskobun aksine, geri donen
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151k goriintiilemeden dnce yansitilir. Daginik 151k, 15181n kaynagini yansitmayan bir
piksele katkida bulunarak goriintiiyii gizler. Kiiclik bir igne deligi acikligi, algilama
i¢in yalnizca dogrusal yoriingeli 15131n gegmesine izin verir. Igne deliginin arkasinda,

girisi algilayan ve ¢ogaltan bir fotogogaltici tiip (PMT) bulunur.

Gorilintli, numunedeki karsilik gelen odak noktasinin taranmasiyla o anda bir
piksel olusturur. Odak noktasi numunenin segilen alani boyunca hareket ettirilir,
cerceve i¢cindeki tlim noktalar taranir ve goriintii piksel piksel olusturulur. Ayrica odak
noktas1 derinlemesine degistirilerek sanal kesitlere ve ardisik 3 boyutlu yeniden

yapilanmaya olanak saglanir.

1.6 Laurocerasus officinalis Bitkisi

Giilgiller familyasinin bir {iyesi olan 6 metreye kadar uzayabilen, ¢ali benzeri
bir goriiniime sahip olup, kis aylarinda yapraklarint dokmemektedir. Yapraklari siirekli
yesil, parlak, tiiysiiz, kenarlar1 hafif geri kivrik ve oval sekillidir. Kisa saplar1 vardir
ve ¢igekleri beyaz renklidir. Cigekler genellikle toplu halde, salkim gibi bir araya gelir

ve nadiren sonbaharda acarlar.

Cal1 bigimli bir aga¢ olan taflan, yiizyillardir halk tarafindan sifa kaynagi
olarak bilinen, kis aylarinda da yesil kalabilen bir bitkidir. Bu yaprak dokmeyen ¢ali,
ormanlik alanlarda dogal olarak yetistigi ve yesil yapraklarini y1l boyunca korudugu
i¢in ylizyillardir halk tarafindan tibbi amagl kullanilmaktadir. Giil ailesine ait olan

taflanin bilimsel adi L. officinalis'tur.

Taflan, iilkemizde farkli yorelerde farkli adlarla anilir ve Karadeniz
Bolgesi’nde yaygin bir meyvedir. Laz liziimii, laz kirazi, laz yemisi veya tanal olarak

bilinir. Ozellikle Ordu'da yetistiriciligi yaygm durumdadir.

Taflan, yapraklar1 ve cekirdekleri asir1 tiiketildiginde zehirlenmeye yol
acabilecek bir meyvedir. Bununla birlikte, taflanin yapraklar cesitli faydalar sunar.
Yapraklardan hazirlanan ¢ay, geleneksel bir ilag olarak tiiketilirken, meyvenin kendisi
de gida sektoriinde koku verici olarak kullanilir. Taflan, likopenin yan tirlinleri de dahil
olmak {izere antioksidanlar bakimindan zengindir, bu da gii¢lii bir C vitamini kaynag1

ve bagisiklik giliclendirici olarak islev gérmesini saglar.

Karayemis bitkisinin dogal yayilma alam1 Anadolu’da Karadeniz’in dogu

bolgeleri, Toroslar, Kuzey ve Dogu Marmara ve Kafkaslardir. Avrupa’nin
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giineydogusu, Balkanlar ve Kuzey Iran basta olmak iizere diinyanin degisik
yorelerinde karayemis formlarina rastlanilmaktadir. Karadeniz Bolgesi’nde; Rize
dolaylarinda Trabzon c¢evresinde, Macka Meryemana Vadisi’nde, Giresun, Sinop
(Ayancik), Zonguldak (Devrek), Kastamonu, Bartin ve Bolu ¢evresindeki yaprakli
orman ve orman kiyilarinda rastlanir. Marmara Boélgesi’nde; Izmit (Keltepe),
Adapazar1 dolaylarinda, Istanbul ¢evresinde Belgrat Ormanlari’nda ve Alemdag’da,
Bursa Uludag’da ve Karadeniz kiyis1 yakinlarindaki ormanlarda rastlanir. Gliney
Anadolu’da; Osmaniye’de Gavur Daglari’nda ve lokal olarak da Amanos Daglari’nda

yer alir (islam A., 2005).

Karayemis, olgunlagsmamis halde buruk bir tada sahip olsa da, olgunlastikca
aromatik bir lezzet kazanir ve taze tiikketime uygun hale gelir. Meyvenin kabugu

diizgiin, ince ve parlak bir goriiniime sahiptir (Islam A., 2002).

Gorliniisii kirazin kiigtik bir versiyonu gibidir. Olgunlagsmis olarak siyah ve mor
renkteki halleri meyve olarak tiiketilmek i¢in idealdir. Karayemis yapraklarindan
yapilan cay, alternatif tip arastirmacilarina gore, insiilin direncini dengeler ve seker
hastalarina fayda saglar. Bu ¢ay ayrica siddetli 6ksiiriigii keser, bogaz iltihabini azaltir
ve viriislere karsi koruma saglar. Ancak, ¢ekirdekler ve yapraklar toksik bilesikler
igerebildiginden, kurutularak tiiketilmeleri onerilir. Karayemis yapraklarindan elde
edilen ¢ayin antioksidan igerigi nedeniyle "gengclik iksiri" olarak adlandirilmasi dikkat
¢ekicidir.

L. officinalis (taflan) yazili kayitlara gore ilk kez 1546 yilinda Fransiz botanikgi
Pierre Belon tarafindan Trabzon boélgesinden toplanmis ve ilk olarak Cerasus
trapezuntina (Trabzon Kirazi) olarak tanimlanmustir. Bitki ayn1 yil istanbul'a oradan
Italya'ya, daha sonra 1574 yilinda Clusius tarafindan Viyana'ya gétiiriilerek tamitilmus,
oradan da Fransa ve Ingiltere'ye génderilmistir. Budama yoluyla sekillendirilebilme
ozelligi, yil boyu bitki {izerinde kalan koyu yesil, parlak yapraklar1 ve hos kokulu
beyaz ¢igekleri ile karayemis, 1600'li yillardan itibaren Avrupa'nin her yerinde park

ve bahgelerde yetistirilmeye baslanmistir.

Taflan icin giiniimiizde mevcut olan yaklasik 20 farkl kiiltiir varyetesi olup,
bliylime bi¢imi, yaprak boyutlari, sekli ve kisa dayaniklilik gibi 6zelliklerine gore
cesitlilik gostermektedir (Alpinar ve Yazicioglu, 1991).
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Karayemis meyveleri hakkinda yapilan ¢aligmalar toplam fenolik icerigin 11,9
ile 54,8 mg/100g arasinda degistigini ortaya ¢ikarmaktadir. Diger meyvelerle
karsilastirildiginda, karayemis meyvelerinin C vitamini ve toplam karbonhidrat
acisindan 6nemli 6l¢iide daha zengin oldugu bulundu. Ancak, meyveler olgunlastikca
C vitamini igeriginin yaklasik %70 oraninda azaldig1 gozlemlenmistir. Bitki kaynakli
yenilebilir ve yenmeyen {riinler genellikle yiiksek konsantrasyonda antioksidan
fenolik bilesikler igerir. Bu fenoliklerin, kalp hastaligi, belirli kanser tiirleri ve diger
oksidatif stresle iliskili durumlarin riskini artirabilecek zararli serbest radikalleri

engelledigi bilinmektedir (Ness ve Powles, 1997).
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1 CD’lerin Biyolojik Materyallerden Sentezlenmesi ile Yapilan Calismalar

Yao ve ark., 2018 yilinda, Panax ginseng bitkisinde bulunan ana aktif bilesik
olan ginsenosidden tiiretilen ¢ok islevli karbon noktalar1 (CD'ler) gelistirdiler. Bu
CD'lerin, Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) iiretimini artirarak c¢esitli kanser
hiicrelerini etkili bir sekilde inhibe etmektedir (Yao ve ark., 2018).

Li ve ark., 2014 yilinda, zencefil bitkisinin suyundan karbon kuantum noktalari
(CD) sentezlediler. Bu CD'ler, herhangi bir ilave ilag olmadan teshis ve tedavi amagli

teranostik uygulamalar i¢in kullanigh hale getirildi (Li ve ark., 2014).

Bicer ve Bilmisoglu Biger, 2020 yilinda, kirmiz1 sogandan karbon kuantum
noktalar sentezledi. Karbon kuantum noktalarinin yapis1t XRD ve FTIR spektrumlari
ile belirlendi. Karakterizasyonu yapilan karbon kuantum noktalarinin fotofiziksel
ozellikleri {izerine pH ve sicakligin etkisini incelemislerdir. Karbon kuantum
noktasinin pH degeri ve sicaklik dayanimi 6zelliginin azalmasi ve uzun zaman
araliginda (3 ay) kararliligin1 korudugunu kaydetmislerdir (Bigcer ve Bilmisoglu Biger,
2020).

Xiao ve ark., 2019 yilinda, bugdaydaki kadminyum toksisitesinin olumsuz
etkilerini azaltmak i¢in karbon noktalarin1 kullanmislardir. Calismalarinda, karbon
noktalarinin kadminyumu absorbe ettigi, bitkideki ¢oziiniir seker ve protein igerigini
artirdigi, ve askorbat peroksidaz (APX), katalaz (CAT), ve peroksidaz (POD)
aktivitesini artirarak kadminyum toksisitesine karst toleransi yiikselttigi

kesfetmislerdir (Xiao ve ark., 2019).

Eken ve ark., 2017 yilinda yapilan ¢alismada, karayemis meyve ekstraktinin
dimetoatla olusan hepatotoksisite {izerine etkisini incelemislerdir. Dimetoat karaciger
toksisitesine neden olan bir bilesiktir. Karayemis meyvesinden elde edilen ekstrakt, bu

bilesigin olusturdugu hasari biiyiik 6l¢iide iyilestirmistir (Eken ve ark., 2017).

Giider ve Korkmaz, 2012 yilinda karayemis ve bogiirtlen meyvelerinin sulu ve
etanollii ekstraktlarinin toplam antioksidan aktivitesi ile DPPH serbest radikali,
stiperoksit iyon radikali ve hidrojen peroksit siipiiriici ve demir iyonlar1 selatlayici

aktivitelerini incelenmistir. Her iki meyvenin de antioksidan aktivitesinin referans
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bilesiklerden (BHA, BHT ve a-tokoferol) daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Gilider ve
Korkmaz, 2017).

Liyana-Pathirana ve ark., (2006) karayemis meyvesi ve pekmezinin
antioksidan aktivitesini incelemislerdir. Taze agirliklar1 baz alindiginda karayemis
pekmezi, karayemis meyvesine oranla daha yiiksek antioksidan aktivitesi
gostermektedir. Kuru agirlik baz alindiginda ise karayemis meyvesinin hidrojen
peroksit ve DPPH radikal siipiiriicti aktivitelerinin pekmezin aktivitesinden daha
yuksek oldugu goriilmiistiir. Arastirmacilar bu durumun nem igeriginden
kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Ayn1 zamanda arastirmacilar karayemis meyve
ve pekmezinin oksidatif stresin neden oldugu dejeneratif hastaliklarin iyilesmesinde

yararl etkileri olabilecegini vurgulamislardir (Liyana-Pathirana ve ark., 2006).

2.2 CD’lerin Sitotoksisite Calismalari

Demir ve ark., 2017 yilinda yapilan ¢calismada dimetil siilfoksit ile ekstrakte
edilen karayemis meyvesinin insandan izole edilmis prostat, meme, kolon, akciger,
karaciger ve serviks kanser hiicre hatlar1 ve normal fibroblast hiicrelerinde sitotoksik
etkisini arastirmistir. Ekstrakt prostat ve meme kanserine karsi antiproliferatif etki
gostermez iken kolon ve akciger kanserlerinde segici sitotoksisite sergilemistir (Demir

ve ark., 2017).

Baska bir calismada, karayemis meyvesinin antiproliferatif etkisi {izerine
yapilan incelemelerde, karayemis meyvesinin kanser hiicrelerine kars1 antikanser ajan
etkinligi gostermedigini bulgulamistir. Ote yandan karayemisin kemoterapotik
ajanlarla kars1 sitotoksisiteyi azaltict dogal bir kaynak olarak kullanilabilecegini

belirtilmistir (Aydin ve ark., 2016)

Yang ve ark., 2009 yilinda yaptig1 ¢alismada PEG ile pasiflestirilmis CD’leri
(4-5 nm), 6ncii olarak karbon kurumu (siyah karbon) kullanarak hazirladi; elde edilen
CD’lerin kuantum veriminin, 440 nm uyarmada yaklasik %20 oldugu bulundu.
PEG1500N tarafindan pasiflestirilen CD’lerin MCF-7 ve HT-29 hiicrelerinin
fonksiyonlart iizerindeki etkisi, MTT ve Tripan mavisi analizleri kullanilarak
degerlendirildi. Her iki hiicre hattinin proliferasyonu, canliligi ve mortalitesinin
sonucu, bu floresan noktalarin toksik olmadigini, en azindan oligomerik PEG

molekiillerininkinden daha fazla olmadigin1 gosterdi (Yang ve ark., 2009).
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Ray ve ark.,, 2009 yilinda karbon kurumunun (siyah karbon) nitrik asit
oksidasyonu yoluyla 2-6 nm boyutunda floresans 6zellikli CD sentezlediler. Bu CD’ler
daha fazla islevsellestirilmeden hiicrelere girmistir. MTT ve Tripan mavisi testleri
kullanilarak HepG2 hiicreleri iizerinde hiicre canlilig1 testleri yapmislardir. 24 saat
boyunca < 0,5 mg/mL konsantrasyonda hiicre hayatta kalma oran1 %90-100 arasinda
oldugunu, bunun da minimum hiicre 6liimii oldugunu rapor etmislerdir (Ray ve ark.,

2009).

Portakal suyunun hidrotermal sentez yontemi ile hazirlanan CD’lerinin dogal
sitotoksisitesi, MTT testi ile L929 hiicrelerinde degerlendirildi. Sentezlenen CD’ler
hiicrelere onemli toksisite gdstermedi ve yiiksek dozda (200 pg mL™) ve uzun

inkiibasyon siiresinde (72 saat) bile tolere etti (Sahu ve ark., 2012).

CD'lerin farkli kanser hiicresi tiirleri tizerindeki oldiiriicii etkisini incelemek
icin, Nurunnabi ve ark.2013 yilinda hazirlanan CD'leri {i¢ kanser hiicre hattinda (A549,
MDA-MB231 ve KB) inkiibe etti ve CD'lerin farkli hiicrelerdeki toksisitesini
karsilastirdi. Hiicre canliliginin yani sira, hiicre zar1 hasarinin neden oldugu hiicre i¢i
laktat dehidrojenaz salimimini da izlediler. Ayni test kosullar1 altindaki yanitlarda
belirgin farkliliklar gézlendi. Insan epidermal kanser hiicreleriyle karsilastirildiginda
A549 ve MCF-7 hiicreleri CD'lere kars1 daha duyarli oldugunu bildirdiler (Nurunnabi
ve ark., 2013).

Zhang ve ark., 2014 yilinda yaptig1 bir calismada N katkili, yiliksek derecede
floresans oOzellikli CD’leri (1,3-2,1 nm), kolay ve yiiksek ¢ikish bir kat1 faz
yaklasimiyla trettiler. Floresans ozellikli N katkili CD’lerin Hela hiicrelerine
sitotoksisitesini degerlendirmek igin MTT analizleri yapildi. Onemli dl¢iide, N katkili
C noktalar1, 50-400 pg mL "lik genis bir konsantrasyon araliginda ihmal edilebilir
sitotoksisiteye ve miilkemmel biyouyumluluk ve yliksek fotostabilite sahip oldugu

kaydedildi (Zhang ve ark., 2014).

Yang ve ark. 2019 yilinda A549 hiicrelerinde mavi liiminesansa sahip sitrik
asit/o-fenilendiamin tiirevli CD'lerin sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in MTT
yontemini kullanmigtir. CD konsantrasyonu biyogoriintiileme i¢in yeterli olan 25 mg
mL? oldugunda, A549'un hiicre canlilig1 hala %91,8 idi. inkiibasyon konsantrasyonu
50 mg mL e daha da artirildiginda, A549'un hiicre hayatta kalma orani hafif bir
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diisiisle %74,9'a diistii. Bu sonuglar, sentezlenen CD'lerin biyouyumlu oldugunu ve
biyogoriintiileme konsantrasyon araliginda son derece diisiik toksisiteye sahip

oldugunu gosterdi (Wang ve ark., 2019).

2.3 CD’lerin Antimikrobiyal Calismalari

Limon suyundan mikrodalga yontemiyle karbon noktalarinin (CD'ler) sentezi
yapilmis ve bu CD'lerin, hidrotermal bazli diger yontemlerle elde edilenlere gore
diisiik kuantum verimine sahip oldugu ortaya konmustur. Ancak, sentezlenen CD'lerin
biyoteknolojide kullanilan sigir serum albliminin floresans 1simasini soniimledigi ve
ayrica S. epidermidis, C. albicans, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, E. faecalis, K.
pneumoniae, A. baumanii gibi klinik olarak 6nemli hastalik etkenleri tizerinde

antimikrobiyal etkiler gosterdigi belirlenmistir (Mozioglu, 2022).

Bing ve ark., 2016 yilinda sirastyla spermin, kurum ve glikozdan pozitif yiikld,
negatif ylklii ve notr CD’lerin sentezini bildirdi. Pozitif yiiklii CD’lerin iyi diizeyde
antibakteriyel yetenek sergiledigini, negatif yiiklii CD’lerin bakteriyostatik oldugunu,
notr CD’lerin ise E. coli'ye karsi pek aktif olmadigin1 gozlemlediler (Bing ve ark.,
2016).

Dou ve ark., 2015 yilinda sentez siiresi 12 dakika kadar uzun olmasina ragmen,
glikoz ve polieterimid (PEI) ve ardindan benzil bromit ile kuaternizasyondan
hazirlanan ¢ok islevli CD’ler i¢in iistiin bir antibakteriyel aktivite (hem gram pozitif
hem de gram negatif bakterilere karsi) bildirdi. Pozitif yiizey yiikleri ile kuaternize
CD’lerin bakteriyel hiicre zarina yapisarak onu pargalayabileceklerini bildirdi (Dou ve

ark., 2015).

2.4 Laurocerasus Officinalis ile Yapilan Calismalar

Gomez ve ark., 1998 yilinda taflanin da dahil oldugu Laurocerasus tiirleri
tizerinde yaptiklart calismada, iki farkli siyanojenik glikozitin varligin bildirmislerdir.
Bu siyanojenik glikozitlerden biri, hemen hemen tiim siyanojenik bitki kisimlarinda
bulunan monoglikozit prunasindir. Digeri ise, Rosaceae familyasina 6zgili olan ve
tohumlarda ve yapraklarda bulunan diglikosit amigdalindir ve siyanojenik glikozitler
ve bunlarin hidroliz {irtinleri, insanlarda akut zehirlenmeye ve merkezi sinir sistemi

sendromlarina neden olabilir (Gomez ve ark., 1998).
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Alagalvar ve ark.,2005 yilinda yapilan ¢aligmada karayemisin igerdigi fenolik
bilesiklerin, kanser ve kardiyovaskiiler rahatsizliklar dahil olmak iizere ¢esitli kronik

hastalik riskinin azalmasiyla iliskilendirilmistir (Alasalvar ve ark., 2005).

L. officinalis bitkisinin, antikanser aktivite ozelliklerinin, kimyasal igerigini
belirlemek amaciyla RT-PCR ile yapilan ¢alismalarda bulunmaktadir. Arastirma, L.
officinalis bitkisinin hem meyve hem de tohum bilesenlerinden ham 6ziitler elde etmek
i¢in iki farkli ekstraksiyon yontemi kullandi. Bu 6ziitler daha sonra insan rahim agzi
kanserine (HeLa), prostat kanserine (PC-3) ve sigan beyin tiimorii (C6) hiicre hatlarina
kars1 antikanser etkileri agisindan degerlendirildi. Ekstraktlar1 daha fazla karakterize
etmek i¢in LC-MS/MS kromatografisi kullanildi. Bu ¢ok yonli yaklasim,
Laurocerasus officinalis bitkisinin potansiyel antikanser 6zelliklerinin ve kimyasal
profilinin kapsamli bir sekilde anlasilmasini saglamayir ve olast terapdtik

uygulamalarina dair iggoriiler sunmay1 amagladi.
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2.5 Tezin Amaci

Bu tezin amaci, hiicre goriintiileme ve timor hiicrelerini yok etme amaciyla
toksik olmayan ve gevre dostu karbon noktalarin L. officinalis yaprak oziitii

"

kullanilara asagidan yukartya " tek adimli hidrotermal islemi ile

sentezlenmesidir.

Sentezledigimiz floresans 6zellikli CD’lerin UV-Vis, FT-IR, TEM gibi ¢esitli

enstriimental analiz teknikleri ile karakterizasyonunun yapilmasidir.

Sentezledigimiz floresans 6zellikli CD’lerin sitotoksik etkileri insan akciger
adenokarsinomu hiicre hattinda (A549) kullanilarak WST-8 (2-(2-metoksi-4-
nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5 (2,4-disiilfofenil)-2H tetrazolyum) ile

belirlenmesidir.

Sentezledigimiz floresans 6zellikli CD’lerin antimikrobiyal aktivitesi gram
negatif, (E. coli, Pseudomonas aeruginosa), gram pozitif (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus) ve mantar (Candida albicans) mikroorganizmalarina

kars1 degerlendirilmesidir.

Sentezledigimiz floresans 6zellikli CD’lerin antioksidan aktivitesi DPPH

radikal giderme testi ile tayin edilmesidir.

Sentezledigimiz floresans 6zellikli CD’lerin konfokal mikroskobu incelemesi
ile hiicrelerinin ii¢ boyutlu goriintiilenmesi, apoptik morfolojisi, hiicre hacmi,

membran biitiinliigii gibi hiicresel degisiklikleri incelemesidir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Kullanmilan Cihaz, Malzeme ve Kimyasal Maddeler

Bu ¢alismada Ordu Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii ile Kimya Boliimii aragtirma laboratuvari ile Eskisehir Osmangazi
Universitesi merkezi arastirma laboratuvari (ARUM) ile Anadolu Universitesi Bitki,

Ilag ve Bilimsel Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezinde (AUBIBAM) yer

alan alet ve cihazlar kullanilmistir.

3.1.1 Kullamilan Cihazlar

Bu ¢alismada kullanilan tiim cihazlar ve ekipmanlar asagida (Cizelge 3.1)’de

listelenmistir.

Cizelge 3.1 Kullanilan Cihazlarin Ad1 ve Marka/Model Listesi

Cihaz adi Marka/Model
Azot tanki ANTECH-Tirkiye
Buzdolab1 Arcelik- Tiirkiye

Derin dondurucu (-20 °C)

Karbondioksitli (CO2’li) etiiv

Laminar kabin (Steril Kabin)
Ultramikrotom cihazi

Otomatik hiicre sayim cihazi

Ters (inverted) Mikroskop

Vorteks

Santrifiij

Elisa okuyucu

Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM)
Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM)
Fourier Doniistimlii Kiz1l6tesi Spektroskopi
(FTIR)

Ultraviyole-Goriiniir Spektroskopi (UV-VIS)

Konfokal Mikroskop Cihazi
Distile su cihazi
Floresan mikroskop
Su banyosu
Otoklav

Freeze-dry
Sonikator

Blender

Vortex

Evaporator

Etiiv

Hassas terazi

Argelik No Frost-Tiirkiye
Panasonic Healthcare Japonya
Esco Airstream-Singapur
Leica-Almanya

LUNA-II -Kore

Zeiss Primovert-Almanya
Biocoteingiltere
Hermle-Almanya

ChroMate 4300-Cin

JOEL Marka, JEM-1011 Model
Hitachi marka model SU 1510
Shimadzu Marka IRAFFINITY 1S
Model

Shimadzu Marka, UVmini -1240
Model

ZEISS LSM 800-Almanya
Elga/Flex4-ingiltere
ZeissAlmanya

NB 301-Kore

ALP- 19 Japonya

Christ Alpha Plus

Bandelin, sonorex

Tefal 400W

Fisons

Heidolph Laboratora 4000 efficient
Binder BB56

Radwad AS\220\C2
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3.1.2 Kullamlan Kimyasal Maddeler
Bu ¢alismada kullanilan tiim reaktifler asagida (Cizelge 3.2)’de listelenmistir.

Cizelge 3.2 Kullanilan Kimyasallarin Adi ve Uretici Bilgileri

Kimyasal madde adi Uretici bilgisi ve katolog no
Dimetil-Siilfoksit Sigma Aldrich/67-68-5
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Sigma Aldrich/D5796
Medium- High Glucose)

Penisilin-Streptomisin Sigma Aldrich/P4333
2-2-Difenil-1-pikrihidrazil (DPPH) Sigma Aldrich

Fetal Bovin serum (FBS) Sigma Aldrich/TMS-016
RPMI-1640 Sigma Aldrich/R4130
L-Glutamine Sigma Aldrich/56-85-9
Tripsin-EDTA Sigma Aldrich/C-41000
Trypan Blue Boyasi Sigma Aldrich/72-57-1
WST-8 Reaktifi Sigma Aldrich/96992
4'.6-Diamidino-2- Phenylindole, Invitrogen/ D1306
Dihydrochloride

Fosfat-Tamponlu Salin Sigma Aldrich/ P4417
Nutrient Agar Sigma Aldrich/70148
Etil metan sulfonat (EMS) Sigma Aldrich/ M0880

3.2 Bitki Materyali

Calismada kullanilan L. officinalis (karayemis, taflan) yapragi 6rnekleri Kasim
2022’de Ordu ili Persembe ilgesindeki L. officinalis agaglarinin oldugu yesillik
alandan toplanmistir. Toplanan L. officinalis yapraklar1 Ordu Universitesi’nde teshis
edildi. Temin edilen Orneklerin yapraklar1 saf suda yikanip temizledikten sonra
yapraklarin yas haldeki agirlig1 hassas terazi yardimi ile 6l¢iildii. Yapraklar yas iken
agirhigr 156 gr geldi. Ardindan yapraklar 1 giin oda kosullarinda ve golgede bekletildi.
Daha sonra 37 °C’de 5 giin boyunca etiiv cihazinda bekletilerek kurutuldu. 5. giiniin
sonunda etiivden alinan yapraklar tekrar hassas terazi yardimi ile kuru halde tartildi.

Kuru agirlik 57,480 gr geldi.

Yapraklarin yas ve kuru haldeki agirlik farki hesaplandi ve fark 98,520 gr
olarak bulundu. Ardindan yapraklar ev tipi blender yardimiyla 6giitiildii. Ogiitiilen

yapraklar ekstraksiyon islemi i¢in hazir hale getirildi.
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3.2.1 Laurocerasus Officinalis Yapraklarindan Oziit Eldesi
L.officinalis yapraklarindan &ziit (LO) eldesi icin Giresun Universitesi Merkezi
Arastirma Laboratuvar1 (GRUMLAB) kullanilmistir. Laboratuvarda Soxhlet

ektraksiyonu ile yapraklardan 6ziit elde edilmistir.

Bunun i¢in yapraklar kurutulup toz haline getirildikten sonra bir seliiloz kartusa
yerlestirildi ve ardindan Soxhlet ekstraktoriine yerlestirildi. Etanol ¢6ziicii balon jojeye
konuldu. Soxhlet ekstraktorii ve geri sogutucudan olusan bir sistem kuruldu.
Ekstraksiyon islemi, etanoliin kaynama noktasini asan bir sicaklikta (>78°C)
gerceklestirildi. Ekstraksiyon tamamlandiktan sonra (minimum 5 dongii), etil alkol,
doner buharlastirict kullanilarak ¢ikarildi. Son olarak, yaprak ekstraktlar: bir vakum

sistemi kullanilarak tamamen kurutuldu.

Sekil 3.1 L. Officinalis Yaprag1 A) Kuru B) Oziit

3.3. Azot Katkili Karbon Noktalarinin (N-CD) Sentezi
Toksik olmayan ve g¢evre dostu N-CD'ler, karbon oOnciisii olarak dogal
biyomateryal Laurocerasus officinalis yaprak oziitii kullanilarak "yukaridan asagiya"

tek adimli hidrotermal islemi ile sentezlendi.

100 mL saf distile su igerisine 0,50 g L. officinalis yaprak oziitii (LO) ilave
edildi. Karisim 5 dakika karistirildi; daha sonra elde edilen karisim 100 mL teflon
astarli paslanmaz ¢elik otoklava aktarildi. Urea ve karbon kaynagi olarak sitrik asit
ilave edilerek 200 °C'de 4 saat etiivde 1sitildi. Kahverengi dispersiyon igindeKi

slipernatan, bir diyaliz torbasinda toplandi ve 2 saat boyunca ultra saf su icerisinde
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diyaliz yoluyla saflastirildi. Uriin, oda sicakligina kadar sogutuldu ve koyu kahverengi
karigim, herhangi bir biiyiik partikiilii ¢ikarmak i¢in sirasiyla 0.45 um ve 0.22 um filtre
membran1 ile siiziildi. Son olarak, verimliligi hesaplamak ve daha fazla

karakterizasyon i¢in dondurularak kurutulma yontemiyle CD’lerin tozu elde edildi.

3.3.1 N-CD’lerin Karakterizasyonu

Nanomalzemelerin toksik etkilerini etkileyen faktorler vardir. Bunlar,
kullanilan malzemelerin boyutu, yiikii, boyut yiizey yapisi, sekli, agregasyon durumu
ve konsantrasyonu gibi faktdrlerdir. /n vivo veya in vitro tiim nanotoksikolojik

calismalarda bu 6zelliklerin belirlemesi gerekir.

Bu tez ¢alismasinda L. officinalis yaprak oziitii (LO) kullanilarak sentezlenen
floresans 6zellikli N katkili karbon noktalarinin (LO/N-CD) tiim ayirt edici dzellikleri
saptamak i¢in Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM), Fourier Doniistimlii

Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR), UV-Goriiniir Spektroskopisi analizleri yapildi.

3.3.1.1 Ultraviyole-Gériiniir Spektroskopi (UV-VIS) Analizi

Ultraviyole ve goriniir 151tk (UV-VIS) spektroskopisi, elektromanyetik
spektrumun ultraviyole ve goriiniir araliklar1 boyunca gelen 1s181in numune tarafindan
emilmesi, yayilmasi ve iletilmesi ile birlikte 151k emilimini 6lgmek icin kullanilan bir
metottur. Ultraviyole ve goriiniir 151k spektroskopisi (UV-VIS), radyasyon atomik
uyarimi indiikleyerek molekiillerin diisiik enerjili temel durumdan daha yiiksek enerjili
uyarilmis durumlara gecisine neden olabilir. Bu siiregte, molekiiller UV veya goriiniir
151k altinda enerji emerler ve elektronlarinin daha yiiksek enerji seviyelerine ¢ikmasina
yol agarlar. Bu durum, spektrometrede dl¢iilen spektral bantlarin olusumunu saglar ve

molekiiliin yapisini ve 6zelliklerini incelemek i¢in kullanilir.

Bu c¢alismada sentezlenen CD’lerin her biri 200-600 nm dalga boyundaki
absorbsiyon degerleri UV-VIS spektroskopisinde (Shimadzu Marka, UVmini -1240
Model) dlgiildii.

3.3.1.2 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi (FTIR) Analizi
Fourier doniistimle kiziltesi spektroskopi (FTIR), kizilotesi 1s18in dipol
momente sahip bir malzeme ile etkilesime girdiginde yapisindaki baglarin titresim

hareketinin incelenen numune tarafindan absorbe edilmesi prensibine dayanmaktadir.
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FTIR, kizilotesi 15181n absorpsiyonu nedeniyle kimyasal baglarin esneme,
biikiilme gibi titresimlerini 6lgerek bir molekiil veya bilesigin yapisindaki baglar
hakkinda tanimlayici bilgiler saglar. CD’lerin ve bitki 6ziitlerinin 6l¢iimii FTIR analizi
(Shimadzu Marka IRAFFINITY 1S Model) ile ortaya kondu. Bunun i¢in CD ve bitki
oOziitleri yaklasik 2-4 mg numune alinarak karbon-kaplanmis bakir 1zgara iizerine
damlatild1 ve kurumasi i¢in oda sicakliginda bir siire bekledikten sonra spektrumlar

olusturuldu.

3.3.1.3 Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

Gegirimli elektron mikroskobu (TEM), ultra ince bir numuneden gecen yiiksek
enerjili elektronlarin goriintiilenmesi prensibiyle ¢alisir. Milyon kat biiylitme 6zelligi
sayesinde numunenin kristal yapisi ve morfolojisi hakkinda bilgi verir. CD’lerin
pargacik boyutu 40-100 kV'luk hizlanma gerilimleri altinda sekli 50-106x biiylitmede
0.2 nm ¢6ziiniirlik 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 kalnliginda ve 3 mm capindaki numune
tizerine yerlestirildi ve bir bakir 1zgara muhafaza edildi. Her bir CD’un morfolojik

yapiy1, ¢ap1 ve boyut dagilimini gosteren gorseller TEM cihazindan elde edildi.

3.4 LO oziitii ve LO/N-CD’lerin Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Hazirlanan biyojenik LO/N-CD’lerin ve LO 6ziitiiniin antimikrobiyal aktivitesi
gram negatif, (E. coli, Pseudomonas aeruginosa), gram pozitif (Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus) ve mantar (Candida albicans) mikroorganizmalarina karsi
degerlendirildi. Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek icin agar disk difiizyon yontemi
kullanild1. Bu yontemde bakterilerden hazirlanan standart siispansiyon ile kaplanmis
agar plaklarina, belirli kapasitelerde antimikrobiyal madde igeren diskler yerlestirilir.
Diskten gelen antibiyotik, ¢evredeki agarin igine yayildik¢a, bakteri olusumunu inhibe
eder. Diskler, agar ortamina difiizyon yoluyla olusan durum olup bakterilerin bu
duruma kars1 direng kapasiteleri etkilidir. Bu mekanizma sonucunda, disk etrafinda
bakterilerin ¢ogalamadigi belli olan bir inhibisyon alani olusur. Olusan bu inhibisyon
zon cap1 Olciilerek, her antibiyotik i¢in 6zel olarak belirlenmis duyarhiliklardaki sinir

degerleriyle karsilastirilir.
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Sekil 3.2 Besiyerlerinin Hazirlanmasi

3.4.1 Disk Difiizyon Yontemi

Besiyeri steril bir cam siseye 11.5 g Nutrient Agar (NA) tartilip tizerine 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
olacak bir sekilde dokiildii. Katilasan agar ilizerine swap yontemi ile her bakteri ve
mantar tiiriinden 3 tekerriir olacak sekilde 100 pL mikroorganizma 3 farkli yone
yayma plaka ile ekim yapildiktan sonra steril bos antibiyotik blank diskleri penset
yardimiyla yerlestirildi. Daha sonra LO oziiti ve 20ul, 40pl ve 60pl
konsantrasyonlarda LOI/N-CD’ler ve steril distile su (negatif kontrol) 20 pL alinarak
disklerin iizerine eklendi. Zon ¢aplarinin etkilenmemesi i¢in petriler bir siire yerinden
oynatilmadi. Ardindan petriler organizmanin optimum gelistigi sicaklikta (Bakteriler
icin 37 °C, funguslar i¢in 25 °C) bakteriler i¢in 24 saat, mantarlar i¢in 48 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda disk etrafindaki inhibisyon cap bolgesi temel

aliarak zon ¢aplar1 kumpas ile dl¢iildii.

3.4.2 DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

Bu yontem, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikalinin antioksidan
madde tarafindan tutularak mor renginin agildiktan sonra spektrofotometrede
Ol¢iilmesine dayanir (Blois, 1958). Bunun i¢in L.officinalis yaprak 6ziitii bu 6ziitten
sentezlenen karbon noktalarin (LO/N-CD) antioksidan aktivitesini belirlemek igin her
birinden 50, 100, 150, 200, 250, 300 ve 350 pL alinip lizerlerine 4 mL 0,1 mM DPPH

¢oOzeltisi de eklendi. Daha sonra, karigimlar iyice vortekslendikten sonra oda
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sicakliginda ve karanlikta 30 dk inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 517 nm absorbansta
UV-Vis spektrofotometre (Shimadzu Marka, UVmini-1240 Model) tarafindan
okundu. DPPH radikal siipiirme deneyinde standart olarak BHT kullanildi.

Numunelerin ve standartlarin % DPPH renk degisimleri asagidaki denklemle

hesaplandi:

AKontrol - ANmmmc

% DPPH = x 100

Axontrol

Burada kor (blank) kontrol reaksiyonunun absorbansidir (test bilesigi harig tiim

reaktifleri igerir) ve A numunesi, test bilesiginin absorbansidir.

%50 inhibisyon saglayan 6ziit konsantrasyonu (IC50), 6ziit konsantrasyonuna
karsi inhibisyon yiizdesinin grafiginden hesaplandi. Testler {i¢ kopya halinde
gerceklestirildi.

3.5 A549 Hiicrelerinde LO/N-CD’lerin Sitotoksisite Testi

Tez calismamizda kullandigimiz A549 hiicre hatti (ATCC® CCL-185™
akciger epitelyal karsinoma hiicre hatt1 A549) ATCC (Washington, DC, ABD) hiicre
bankasindan temin edilmistir. A549 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve siirdiiriilmesi i¢in bu
hiicreler %1 penisilin-streptomisin + %10 Fetal Bovin serum (FBS) iceren RPMI-1640
besiyerinde kiiltiirlenmistir (Daglioglu ve Kaci, 2020). Hazirlanan besiyerine ilave
edilen A549 hiicreleri 37°C derece sicaklikta, % 5 CO2 ve nem igeren inkiibatorde
inkiibe edildi. Hiicrelerin canliligi, ¢ogalmasi ve kontaminasyon durumu inverted
mikroskopla gozlendi. Flasklardaki hiicre yogunlugu %80°1 gecince hiicreler pasaja

alind1 (Ayla ve ark., 2018).
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Sekil 3.3 Kiiltiirdeki A549 Hiicrelerinin Morfolojik Ozellikleri (Biiyiitme
Orant: 40x)

3.5.1 Hiicrelerin Ekimi ve Cogaltilmasi

Hiicreler sivi azot tankindan alindiktan sonra 37°C’deki su banyosunda 2-3
dakika tutularak ¢oziinmesi saglandi. Cozilinen hiicreler 5 mL DMEM High Glucose
igerisine alinarak 300xg’de 5 dakika santrifiij edildikt