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Serbest yasayan parazitlerden olan Acanthamoeba tiirleri, korneada {ilserasyon ve gérme
kaybina (Acanthamoeba keratiti) ve akcigerleri de tutan Merkezi Sinir Sistemi (MSS) enfeksiyonuna
(Graniillomatéz amibik ensefaliti) neden olmaktadir. Acanthamoeba tiirlerinin neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde giliniimiizde kullanilan antiparaziter ilaglar, g6z ve MSS gibi bazi anatomik
bolgelerde istenilen diizeyde etkin olamamaktadir. Hem kistlere hem de trofozoitlere kars1 etkili bir
ajanin varligi da heniiz kanitlanmamustir.

Calismada Elaeagnus umbellata Thunb. bitkisinin etanolik meyve 6ziitiiniin (EU), bu 6ziit
kullanilarak yesil yolla sentezlenmis ve karekterizasyon testleriyle (UV-Vis, EDX, SEM, FTIR)
dogrulanmis glimiis nanopartikiillerin (AgNP’lerin) ve E. umbellata 6ziitiinde Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi (GS MS) ile varligi saptanan Laurik Asit’in (LA), A. castellanii trofozoitleri
tizerinde ylizde (%) canlilik etkileri arastirilmigtir. Farkli kosullar altinda A. castellanii’nin oksidatif
stres enzimlerini kodlayan Siiperoksit dismutaz (SOD) ve Katalaz (CAT) genleri ile parazitin pseudokist
ve kist olusumundan sorumlu sirasiyla Seliiloz sentaz Il (CSII) ve Kist spesifik protein (CSP21)
genlerinin ekspresyonu Revers-Transkriptaz Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR) ile
analiz edilmistir. EU’nun, LA’ nin ve AgNP’lerin DNA koruyucu aktivitesi pBR322 Plazmid DNA’s1
iizerinde test edilmistir. Ayrica EU ’nun MTT Sitotoksisite testi HeLa hiicre kiitiiriinde yapilmustir.

E. umbellata oziitiniin A. castellanii trofozoitleri tizerinde 40mg/ml konsantrasyonda 24.
saatin sonunda trofozoitlerin biiyiik bir boliimiinde letal etki gdstermis, ayni konsantrasyonda 48.
saatten sonra canli trofozoite rastlanmamistir. EU nun 72., 48. ve 24. saatlerde yaklasik 1Cso degerleri
sirasiyla 0.9, 1.09 ve 1.15mg/ml olarak bulunmustur. En yiiksek canlilik 0.625mg/ml’de olurken en
disiik canlilik ise 40mg/ml’de 6l¢iilmiistiir. En yiiksek canlilik 24. saat sonunda olurken en diisiik
canlilik 72. saatin sonunda Ol¢lilmistiir. Tim 6ziit konsantrasyonlarinin A. castellanii trofozoitleri
iizerindeki % canlilik sonuglari, Temel Bilesenler Analizi (PCA) ile test edilmistir. PCA analizine gore
40, 20, 10, 5 ve 2.5mg/ml’deki dozlar ile kontrol, 1.25 ve 0.625mg/ml dozlar arasinda negatif
korelasyon bulunmustur.

Sentezlenen AgNP’ler, karakterizasyon testleri ile dogrulandiktan sonra A. castellanii
trofozoitleri lizerinde amoebisidal aktivitesi incelenmistir. AgNP’lerin 20mM/ml konsantrasyonda 24.
saatin sonunda trofozoitlerin biiyiik bir boliimiinde letal etki gosterdigi, ayni konsantrasyonda 48.
saatten sonra canli trofozoite rastlanmadigi ve A. castellanii trofozoitleri tizerindeki 72., 48. ve 24.
saatlerde yaklasik ICso degeri sirastyla 0.65, 0.8 ve 1mM/ml olarak bulunmustur. En yiiksek canlilik
0.5mM/ml’de olurken en diisiik canlilik ise 20mM/ml’de Slglilmiistiir. Tiim AgNP konsantrasyonlarinin
PCA sonuglarina gére 20, 10, 5, ImM/ml’deki dozlar ile kontrol ve 0.5mM/ml dozu arasinda negatif
korelasyon gosterdigi belirlenmistir.

Calismada, LA’nin A. castellanii trofozoitleri tizerinde amoebisidal aktivitesi incelenmistir.
LA’nin 1mM/ml konsantrasyonda 24. saatin sonunda trofozoitlerin biiyiik bir boliimiinde letal etki
gosterdigi, ayn1 konsantrasyonda 48. saatten sonra canli trofozoite rastlanmadigi belirlenmistir. A.
castellanii trofozoitleri tizerindeki 72., 48. ve 24. saatlerde yaklasik ICso degeri sirasiyla 0.19, 0.25 ve



0.34mM/ml olarak bulunmustur. Tiim LA konsantrasyonlarinin PCA sonuglarina gore 1, 0.8, 0.6 ve
0.4mM/ml’deki dozlar ile kontrol ve 0.2mM/ml dozu arasinda negatif korelasyon oldugu belirlenmistir.

Calismada EU’nun, LA’nin ve AgNP’lerin Hidroksil radikali (-OH) ile indiiklenen DNA
hasarini engelleme aktivitesi pBR322 plazmid DNA’st ile incelenmistir. EU’nun S5mg/ml
konsantrasyonu ile LA’nin tiim konsantrasyonlarinin (1, 0.8, 0.6, 0.4mM/ml) -OH tarafindan
olusturulan DNA hasarin1 engelleme {iizerine etkilerinin oldugu tespit edilmistir. AgNP’lerin tiim
konsantrasyonlarinin ise (20, 10, 5, 1, 0.5mM/ml) DNA hasarin1 engelleme {izerine etkilerinin
bulunmadig tespit edilmistir.

Calismada EU’nun, etanolik meyve oziitiniin farkli konsantrasyonlarda (40, 20, 10, 5, 2.5,
1.25, 0.625, 0.312mg/ml) memeli hiicreleri tizerine sitotoksik etkisi HeLa hiicre hatti kullanilarak MTT
analizi ile degerlendirilmigtir. EU’nun, doza bagl olarak hiicre canliligini azalttigi tespit edilmistir.
Ancak 72. saatin sonunda en yliksek konsantrasyonda (40mg/ml) dahi hiicrelerin yaridan fazlasi
(%53.82) igin sitotoksik etki gostermedigi tespit edilmistir. ICso degerinin 40mg/ml’den daha yiiksek
dozlarda bulanabilecegi diigiiniilmektedir.

Calismada metanol ile strese maruz birakilan A. castellanii trofozoitleri ile EU, AgNP’s ve LA
ayr1 olarak muamele edilmis ve sadece metanol ile strese maruz birakilan pozitif kontrol (PK) ve hicbir
maddeye maruz birakilmayan kontrol (K) ile karsilagtirmali yapilan ¢aligmalarla aragtirilmistir. Buna
gore CSII geninin ekspresyonunda en fazla inhibitor etkiyi 1.88+0.94 ile EU gosterirken en fazla
inhibisyon 30. dakikada 1.65+0.87 olarak dl¢tilmistiir. PCA analizi sonuglarina gore; K, EU, AgNP’s,
LA ile PK arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir. Tiim kosullar ve uygulanan siirelerde
ekspresyon verileri degerlendirildiginde 30. dakikadaki ekspresyon esik deger olarak kabul edilmistir
CSP21geninin expresyonunda en fazla inhibitor etkiyi 2.64+0.73 ile LA gosterirken en fazla inhibisyon
24. saatte 2.56+1.05 olarak Ol¢iilmiistiir. PCA analizi sonuglarina gore; K, EU, AgNP’s, LA ile PK
arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir. Tiim kosullar ve uygulanan siirelerde ekspresyon verileri
degerlendirildiginde 24. saatteki ekspresyon esik deger olarak kabul edilmistir.

A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu gen CAT’in ekspresyonu
bakimindan incelendiginde; PK, K ve CAT’1n spesifik inhibitorii olan 3-Amino-1,2,4-Triazol (3-AT)
ile karsilastirildiginda, gruplar iginde en fazla inhibitor etkiyi 2.25+0.83 ile EU gosterirken en fazla
inhibisyon 1. saatte 2.3340.90 olarak 6l¢iilmiistiir. PCA analizi sonucuna gore; K, EU, LA, 3-AT ile
PK, AgNP’s arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir. Tiim kosullar ve uygulanan siirelerde CAT
geninin ekspresyonu iizerinde 30. dakika, 1. ve 12. saat dilimindeki degerler ile 2., 24. ve 48. saatlerdeki
ekspresyon degerleri arasinda negatif korelasyon goriillmiistiir. Diger antioksidan aktiviteden sorumlu
gen olan SOD’un ekspresyonu bakimindan incelendiginde; PK, K ve SOD’un spesifik inhibitorii olan
H20; ile karsilastirildiginda, gruplar i¢inde en fazla inhibitor etkiyi 1.86+0.63 ile H,O, gosterirken en
fazla inhibisyon 30. dakikada 1.68+0.76 olarak ol¢lilmiistiir. PCA analizi sonucuna gére K, AgNP’s,
EU, LA, H,0:ile PK arasinda negatif korelasyon tespit edilmistir. Tiim kosullar ve uygulanan siirelerde
SOD geninin ekspresyonu iizerinde 30. dakika, 1. ve 48. saat ekspresyon degerleri ile 2., 12. ve 24. saat
ekspresyon degerleri bakimindan 6nemli diizeyde negatif korelasyon goriilmiistir.

Acanthamoeba tiirlerinin hem kistlerine hem de trofozoitlerine kars1 etkili bir tedavinin varligi
heniiz kanitlanmanmugtir. EU’nun, AgNP’lerin ve LA’nin Acanthamoeba kaynakli hastaliklarin
tedavisinde alternatif ya da kombine tedavi yontemleri i¢in potansiyel aday olarak kullanilabilecegi
kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Acanthamoeba castellanii, Elaeagnus umbellata, Giimiis Nanopartiikiil (AgNP),
Katalaz (CAT), Kist Spesifik Protein (CSP21), Seliiloz Sentaz Il (CSlI),
Stiperoksit Dismutaz (SOD)
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Acanthamoeba species, which are free-living parasites, cause corneal ulceration and vision loss
(Acanthamoeba keratitis) and Central Nervous System (CNS) infection (Granulomatous amoebic
encephalitis) involving the lungs. Antiparasitic drugs currently used in the treatment of infections caused
by Acanthamoeba species are not as effective as desired in some anatomical regions such as the eye and
CNS. The existence of an effective agent against both cysts and trophozoites has not yet been proven.

In this study, ethanolic fruit extract (EU) of Elaeagnus umbellata Thunb., silver nanoparticles
(AgNPs) synthesized by green method using this extract and confirmed by characterization tests (UV-
Vis, EDX, SEM, FTIR), and Lauric Acid (LA), which was detected in E. umbellata extract by Gas
Chromatography-Mass Spectrometry (GS MS), were investigated for their percentage (%) viability
effects on A. castellanii trophozoites. Under different conditions, the expression of Superoxide
dismutase (SOD) and Catalase (CAT) genes encoding oxidative stress enzymes of 4. castellanii and
Cellulose synthase (CSII) and Cyst specific protein (CSP21) genes responsible for pseudocyst and cyst
formation of the parasite, respectively, were analyzed by Reverse-Transcriptase Quantitative
Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR). DNA protective activity of EU, LA and AgNPs was tested on
pBR322 plasmid DNA. In addition, the MTT Cytotoxicity assay of EU was performed on HeLa cell
line.

E. umbellata extract had a lethal effect on A4. castellanii trophozoites at a concentration of
40mg/ml at the end of 24 h. at the same concentration, no viable trophozoites were found after 48 h.
The approximate ICso values of EU at 72, 48 and 24 hours were 0.9, 1.09 and 1.15mg/ml, respectively.
The highest viability was measured at 0.625mg/ml and the lowest viability was measured at 40mg/ml.
The highest viability was measured at the end of 24™ hour and the lowest at the end of 72" hour. The %
viability results of all extract concentrations on A. castellanii trophozoites were tested by Principal
Component Analysis (PCA). According to PCA analysis, there was a negative correlation between the
doses at 40, 20, 10, 5 and 2.5mg/ml and the control, 1.25 and 0.625mg/ml doses.

After the synthesized AgNPs were confirmed by characterization tests, their amoebicidal
activity on A. castellanii trophozoites was investigated. AgNPs at a concentration of 20mM/ml showed
a lethal effect on most of the trophozoites at the end of 24 hours, no viable trophozoites were found after
48 hours at the same concentration and the approximate ICsy values on A. castellanii trophozoites at 72,
48 and 24 hours were found to be 0.65, 0.8 and ImM/ml, respectively. The highest viability was
measured at 0.5mM/ml and the lowest at 20mM/ml. According to PCA results of all AgNP
concentrations, doses at 20, 10, 5, ImM/ml, control and 0.5mM/ml were negatively correlated.

In this study, the amoebicidal activity of LA on 4. castellanii trophozoites was investigated. It
was determined that LA at a concentration of ImM/ml had a lethal effect on most of the trophozoites at
the end of 24 hours and no viable trophozoites were found after 48 hours at the same concentration. The
approximate I1Cso values on A. castellanii trophozoites at 72, 48 and 24 hours were 0.19, 0.25 and
0.34mM/ml, respectively. According to the PCA results of all LA concentrations, it was determined that
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there was a negative correlation between the doses at 1, 0.8, 0.6 and 0.4mM/ml and the control and
0.2mM/ml doses.

In the present study, the activity of EU, LA and AgNPs in inhibiting Hydroxyl radical (-OH)
induced DNA damage was examined with pBR322 plasmid DNA. It was found that 5mg/ml
concentration of EU and all concentrations of LA (1, 0.8, 0.6, 0.4mM/ml) had effects on the inhibition
of DNA damage induced by -OH. All concentrations of AgNPs (20, 10, 5, 1, 0.5mM/ml) were found to
have no effect on the inhibition of DNA damage.

In the study, the amoebicidal activity of LA on 4. castellanii trophozoites was examined. It
was determined that LA had a lethal effect on the majority of trophozoites at the end of the 24" hour at
a concentration of 1mM/ml, and no viable trophozoites were found after the 48" hour at the same
concentration. Approximate ICsy values on A. castellanii trophozoites at the 72, 48" and 24" hours
were found to be 0.19, 0.25 and 0.34mM/ml, respectively. According to the PCA results of all LA
concentrations, it was determined that there was a negative correlation between the doses at 1, 0.8, 0.6
and 0.4mM/ml and the control and 0.2mM/ml doses.

In the study, the cytotoxic effect of EU, ethanolic fruit extract at different concentrations (40,
20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312mg/ml) on mammalian cells was evaluated by MTT analysis using the
HeLa cell line. It has been determined that EU reduces cell viability depending on the dose. However,
at the end of the 72" hour, it was determined that it did not have a cytotoxic effect on more than half of
the cells (53.82%) even at the highest concentration (40mg/ml) and it is thought that the ICso value may
be found at doses higher than 40mg/ml.

In the study, 4. castellanii trophozoites exposed to stress with methanol and EU, AgNPs and
LA were treated separately and investigated in comparative studies with the positive control (PK)
exposed to stress only with methanol and the control (K) not exposed to any substance. Accordingly,
EU showed the most inhibitory effect on the expression of the CSII gene with 1.88+0.94, while the
maximum inhibition was measured as 1.65+0.87 at the 30" minute. According to the results of PCA
analysis, K, EU, AgNPs show a negative correlation between LA and PK. When the expression data
were evaluated in all conditions and applied periods, the expression at the 30" minute was accepted as
the threshold value. While LA had the most inhibitory effect on the expression of the CSP21 gene with
2.64+0.73, the maximum inhibition was measured as 2.56+1.05 at the 24™ hour. According to the results
of PCA analysis; EU shows a negative correlation between AgNP's, LA and PK. When expression data
were evaluated under all conditions and applied periods, the expression at the 24" hour was accepted as
the threshold value.

When examined in terms of expression of CAT, the gene responsible for antioxidant activity in
A. castellanii trophozoites, when compared with 3-AT, which is the specific inhibitor of PK, K and CAT,
EU showed the highest inhibitory effect among the groups with 2.254+0.83, the highest inhibition was
measured as 2.33+0.90 in the 1*hour. According to the results of PCA analysis, a negative correlation
was detected between K, EU, LA, 3-AT and PK, AgNPs. In all conditions and applied times, a negative
correlation was observed between the expression values of the CAT gene at the 30" minute, 1%t and 12
hour, and the expression values at the 2", 24" and 48" hour. When examined in terms of expression of
the other gene responsible for antioxidant activity, SOD, when compared with H,O,, which is the
specific inhibitor of PK, K and SOD, H»O, showed the most inhibitory effect among the groups with
1.86+0.63, while the highest inhibition was measured as 1.68+0.76 at the 30" minute. A significant
negative correlation was observed on the expression of the SOD gene in all conditions and applied
periods in terms of 30™ minute, 1% and 48 hour expression values and 2™, 12t and 24% hour expression
values.

The existence of an effective treatment against both cysts and trophozoites of Acanthamoeba
species has not yet been proven. It was concluded that EU, AgNPs and LA can be used as potential
candidates for alternative or combined treatment methods in the treatment of diseases caused by
Acanthamoeba.

Keywords: Acanthamoeba castellanii, Catalase (CAT), Cellulose Synthase Il (CSII), Cyst Specific
Protein (CSP21), Elaeagnus umbellata, Silver Nanoparticle (AgNP), Superoxide
Dismutase (SOD)
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1. GIRIS
1.1 Bitkilerin Medikal Alandaki Onemi

Diger canlilar gibi insanoglu da temel besin gereksinimlerini bitkilerden
karsilar ve bu nedenle bitkiler, canlilar igin gerekli protein, lipid, karbonhidrat vb.
primer makromolekiillerin temel kaynagidir (Cox, 1990; Aydin, 2008). Ayrica bitkiler,
canlilar i¢in 6nemli biyolojik aktivitesi olan ve genis ¢esitlilikte bulunan, primer

metabolitler ve sekonder metabolitler adi verilen kimyasal bilesikleri biinyesinde

barimdirmaktadirlar (Berber ve ark., 2013; Kaynak, 2017).

En eski uygarliklardan bugiine kadar birgok hastaligin onlenmesinde veya
iyilestirilmesinde akla gelen ilk dogal materyal, bitkilerden elde edilmistir. insanoglu,
varoldugu giinden beri bitkilerle olan bagini siirdiirmiis ve dogay1 tabii bir eczane gibi
goriip, dogada yetisen bitkilerden baharat, ilag, besin ve sifa bulmak gibi cesitli
amaglarla faydalanmistir (Mindell, 2003; Giil ve Segkin Dinler, 2016).

Fitoterapi, insanoglunun bildigi eski saglik uygulamalarindan birisidir.
Gegmiste bitkiler, hastaliklarin tedavisinde basarili bir sekilde kullanilmis ve
glinlimiize kadar bu durum gelenek halinde siirdiiriilmiistiir. Bitkilerin faydali etkileri
genellikle tesadiifen, bazilar1 deneme yanilma ile anlasilmis, kulaktan kulaga yayilarak
herkes tarafindan 6grenilmis ve zamanla farkl bitkilerin farkli hastaliklara sifa oldugu
tespit edilmistir. Kilikya’l1 bir hekim olarak bilinen Pedanios Dioscorides’in M.S. 1.
asirda derledigi ‘De Materia Medica’ (Sifali Bitkiler) adli eseri; sifali bitkiler
hakkindaki ilk bilimsel eser olarak bilinmektedir (Kopar ve Renciizogullari, 2012;
Kaynak, 2017).

Insanoglunun ilk gaglardan bu yana gida temini veya saglik problemlerini
gidermek i¢in Oncelikli olarak bitkilerden yararlandig1 diisiincesi arkeolojik
bulgulardan da anlasilmaktadir (Faydaoglu ve Siiriictioglu, 2011; Kaynak, 2017).
Sanidar Magarasi’nda (Kuzey Irak) 1960’11 yillarda yapilan arastirmalarda Neandertal
insan kalintilariyla birlikte mezarda bulunanlar, insan-bitki iliskisinin bagslangici
olarak degerlendirilmistir. Altmis bin y1llik olan mezarda bazi sifali (giil hatmi, efedra,
kanarya otu, civanper¢emi, peygamber ¢icegi vb.) bitki tiirleri bulunmustur. Oliilerini
gdmdiigi anlasilan bu toplumda 6len kisinin yasama yeniden dondiigiinde birlikte

gomdiikleri bitkileri kullanabilecegi diigliniilmiis ve bu bitkilerin se¢iminde



yenilebilen ve sifali bitkilerin tercih edildigi dikkat cekmektedir. Ayn1 bitkiler, halen
giinimiizde dahi tibbi bitkiler olarak ©6nemini siirdiirmektedir (Lewin, 2000;

Faydaoglu ve Siirticiioglu, 2011).

Gelismemis iilkelerde niifusun 4/5’inin, temel saglik gereksinimleri icin
cogunlukla bitkisel orijinli ilaglara giivendigini, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ortaya
koymustur. Modern farmakolojik metotlarla {iretilmis ilaglarin etken maddelerinin
¥a’1 de bitki orijinlidir. Maliyetin diisiik olmasi, toksik ve yan etkilerinin hafif olusu,
dogal olarak iiretilmis olmasi gibi nedenlerle gelismis ve gelismekte olan iilkelerde
ilag yapiminda dogal bitkilere olan talebin arttig1 gézlenmektedir (Sekar ve Kandavel,
2010; Kaynak, 2017).

Enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde, bitkilerden sentezlenen (kininler,
alkaloidler, flavonoidler, taninler vb.) fitokimyasallarin kullanimi olduk¢a yaygindir
(Hussain ve ark., 2011). Bir¢ok mikroorganizmanin iiremesini baskilayan bu bilesikler
dogal kosullarda yetisen bitkilerin (kok, govde, yaprak, tohum, gibi) bazi
boliimlerinden izole edilmektedir. Ayrica ¢ogu bitkinin antihipertansif, antioksidan,
antitiimoral, antimikrobiyal gibi birgok onemli etkileri oldugu belirtilmistir (Berber ve
ark., 2013).

Tiirkiye; Avrupa-Sibirya, Iran-Turan, Akdeniz olarak énemli 3 Fitocografik
bolgeyi blinyesinde bulunduran, iklim ve toprak 6zellikleri bakimindan ¢esitli cografi
bolgelere sahip, giiclii zirai potansiyeli ve zengin bitki gesitliligi yoniiyle, Diinya’nin
onemli gen merkezlerinden biri olan {ilke konumundadir (Kendir ve Giiveng, 2010).
Ayrica Tirkiye, genis yiizol¢iimii, cografi konumu ve bitki cesitliligi ile aromatik ve
tibbi bitki ticaretinde lider iilkelerden biridir. Tiirkiye’de, Giineydogu Anadolu, Dogu
Karadeniz, Marmara, Akdeniz ve Ege Bolgeleri tibbi ve aromatik bitkilerin yogun
olarak toplandig1 bolgelerdir (Bayram ve ark., 2010; Kaynak, 2017). Tibbi amacli 800
civarinda bitkinin varlig1 tahmin edilmekte ve bunun iki yiiz kadarinin da ihrag

potansiyelinin oldugu bilinmektedir (Berber ve ark., 2013).

Tibbi agidan Onemi olan bitkiler, tiim Diinya iilkelerinde oldugu kadar
Tiirkiye'de de halk arasinda baharat, cay, ila¢ gibi amaclarla yillarca kullanilmaktadir.

Bununla beraber bitkiler, yaygin olarak ¢esitli boya, siis esyasi, gida katkilari, parfiim,



kostik ajan ve kozmetik sanayi alanlarinda kullanilmaktadir (Diilger ve ark., 2002;

Copuroglu, 2013).

Tibbi ve aromatik bitkilerle yapilan arastirmalarin son yillarda artmasinin

sebepleri arasinda;

v" Bazi sentetik bilesiklerin ciddi ve tehlikeli yan etkiler sergilemesi,

v' Kalkinmakta olan iilkelerin maddi durumlarindaki yetersizlik ve kimya
endiistrilerinin gelisememesi nedeniyle tibbi ve aromatik bitkilerle ucuz ve kolay
tedavi metot arayislari,

v llkel ila¢ maddelerinin bazilarinmn, bitkisel droglardan, sentetik olanlara kiyasla
ucuz ve kolayca temin edilebilmesi,

v' Bitki orijinli droglarin etki alanlarinin genis olmasi (Abay, 2006; Aslan Oz, 2017),

v Enfeksiyon etkeni ve hastane enfeksiyonlarma yol agan mikroorganizmalarin
cogunun giiniimiizde tedavi amacl kullanilan bir¢ok antibiyotige direng kazanmis
olmas1 (Janovska ve ark., 2003; Berber ve ark., 2013),

v’ Antibakteriyel, antifungal, antiparaziter ve antiviral ilaglarin bazilarinin ciddi
toksisitesi sebebiyle kullanimlarinin sinirlandirilmis olmas: (Maregesi ve ark.,
2008),

v Giinlimiizde kullanilan sentetik ilaglara karsi bakterilerin kolayca direng

gelistirmeleridir.

Yukarida maddeler halinde bahsedilen nedenlerden dolayr dogal bitkisel
kaynaklarin tasidig1 potansiyel, tibbi bitkilerin 6nemini kat kat artirmaktadir (Dagc1 ve
ark., 2002; Kaynak, 2017).

Bitkisel tedavinin atalardan kalan miras olusu, kolayca ulagilabilir ve ucuz
olmasia ragmen, bitkiler aras1 etkilesimler hakkinda yapilan kapsamli aragtirma
sayist ¢ok fazla degildir (Ma ve ark., 2009; Kirbag ve ark., 2013; Dogan ve Darcan,
2022). Ancak, yeni nesil ilag tiretiminin yiiksek maliyetli olusu, mevcut tedavilerde
kullanilan antimikrobiyal ilaglara kars1i mikroorganizmalarin direncinin artmasi gibi
nedenler ilag sektorlerini alternatif antimikrobiyal ajanlar aramaya hatta bu sahada

daha fazla arastirma yapmaya mecbur birakmistir (Singh ve ark., 2011).



1.2 Nanopartikiill Kavrami ve Yesil (Green) Sentezle Giimiis Nanopartikiil
(AgNP) Sentezi

Nanoteknoloji; 100nm’ye kadar boyutlarda olan nanopartikiillerin veya
nanomalzemelerin nano oOlgekli diizeylerde gerceklestirilen ve biyoteknoloji,
miihendislik, (6zellikle havacilik-uzay ve elektronik) kimya, kozmetik, fizik, tip ve

ekoloji alanlarinda arastirma alani olarak biiytik ilgi goren, yeni, hizli ilerleme gosteren

bilim dalidir (Hulkoti ve Taranath, 2014; Chandra ve ark., 2020).

Nanopartikiiller; dogal, antropojenik ve miihendislik nanopartikiilleri olmak
tizere lic boliimde incelenmektedir. Nanopartikiillerin diger partikiillerle kolayca
etkilesime girebilme yetenekleri, genis yilizey/hacim orani, essiz fizikokimyasal
ozellikleri, yliksek penetrasyon kabiliyetleri gibi bazi O6nemli 06zellikleri, son
zamanlarda AgNP’lere olan ilgiyi arttirmaktadir (Buzea ve ark., 2007; Karakurt,
2019). Uygun morfoloji ve boyutlara sahip olan metalik nanopartikiillerin sentezinde
gelistirilen  yeni  protokoller, nanoteknoloji ve biyoteknoloji  sahasindaki
aragtirmacilarin son yillarda ilgisini cezbetmektedir (Sharma ve ark., 2009; Gopinath

ve ark., 2012; Salehi ve ark., 2016).

Nanopartikiillerin biyosentezi, 6zellikle tip ve ilag endiistrisinin giincel odagi
olmustur. Bunun nedeni, yeni nanoteknoloji temelli ilaglarin maliyetinin ve tedavi
stirecinde goriilen yan etkilerinin geleneksel yontemlere kiyasla daha az olmasidir
(Daglioglu, 2016; Salehi ve ark., 2016). Yesil (green) sentez seklinde de adlandirilan
biyolojik sentez; diisiik (enerji, pH, basing ve sicaklik) kosullarda ve zehirli
kimyasallar kullanilmadan nanopartikiillerin sentezinin gerceklestigi ekonomik, pratik

ve ¢evre dostu olan yontemdir (Karnani ve Chowdhary 2013; Nartop, 2019).

AgNP’lerin yesil sentezinde; biyolojik materyallerin igerisindeki flavonoidler,
ketonlar, aldehitler, tanenler, karboksilik asitler, fenolikler, membran proteinleri,
karbonhidratlar gibi farkli biyomolekiiller ve negatif yiiklii fonksiyonel gruplar Ag*
iyontunun ~ Ag®a indirgenmesinde  (Glimiisiin  biyoindirgenmesinde)  ve

kararlastirilmasinda rol oynamaktadir (Wang ve ark., 2019; Vanlalveni ve ark., 2021).

Metalik nanopartikiillerin bitki kullanilarak gerceklestirilen yesil sentezinde
bitkilerin bazi boliimleri (kok, govde, yaprak, tohum vb.) kullanilmaktadir (Shamaila
ve ark., 2016). Biyolojik sentez siirecinde, bitkinin bu boliimlerine ait sekonder

metabolitler, sentezin aktif bileseni olarak degerlendirilmekle beraber bazi onemli
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indirgeyici ajanlart (alkoloidler, terpenler, polifenoller, tiaminler, karboksilik asit,
aminoasitler, karbonhidratlar vb.) bilinyesinde barindirmaktadir (Sengani ve ark.,
2017).

Metal nanopartikiiller arasinda olan AgNP’ler, mikrobiyoloji, kimya, gida
teknolojisi, hiicre biyolojisi, farmakoloji, parazitoloji vb. gibi genis uygulama sahalar1
nedeniyle aragtirmacilar tarafindan ilgi géormektedir. AgNP’lerin antibakteriyel etki

mekanizmalar1 asagida verilmistir.

» Bakterinin hiicre ¢eperi ve zar biitiinliiglinli bozarak, zar gecirgenligini ve hiicre
elemanlarinin sizmasini tesvik edip hiicre 6liimiinii indiikler,

» Siilfidril ile birlesip solunum zinciri reaksiyonunu durdurarak DNA ve proteinlerin
lipid peroksidasyonu ile oksidatif hasarina neden olur,

» DNA'nin kiikiirt ve fosfor gruplarmma baglanarak DNA'ya hasar verip
transkripsiyon ve translasyon mekanizmasini bozar,

» Fosfotirozinlerin fosforilasyonunu destekleyerek hiicre sinyali iletimine ve
hiicrelerin 6ldiiriilmesi islemine miidahale eder,

» Aerobik sartlarda Ag*iyonlarini ortama yayarak bakteri hiicre membrani ve hiicre

duvaryla etkilesime girer (Abamor, 2020).

Sekil 1.1’de AgNP’lerin hiicrede etki mekanizmasi sunulmustur.
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Sekil 1.1 AgNP’lerin hiicrede etki mekanizmasi (Wei ve ark., 2015)



Nanopartikiiller arasinda genellikle tercih edilen AgNP’ler, o6zellikle
biyosensorler, farmasotikler, fotonikler, biyokataliz ~ve anti-anjiyojenik,
antimikrobiyal ve antikanser olarak kullanim potansiyeli olan ajanlardir. AgNP'ler,
oksidatif stres, DNA iizerinde yikic1 etki, mitokondriyal hasar ve apoptoz indiiksiyonu
yoluyla ¢ok ¢esitli mikroorganizmalar icin giiglii toksisite 6zelligi sergilemektedir.
Ayrica diger yontemlerle karsilastirildiginda, gevre dostu ve biyolojik aracili bir sentez
olan AgNP'lerin sentezi en ¢ok tercih edilmekle birlikte, indirgeyici ve stabilize edici
maddeler gerektirmeyen ve giivenli bir ¢éziim saglayan tek adimli, solventsiz bir

yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Salehi ve ark., 2016).

Sekil 1.2°de nanopartikiillerin yesil sentezinde kullanilan biyolojik kaynaklar

Nanopartikiiller
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Metal Metal Oksit
Nanopartikiiller Nanopartikiiller
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Sekil 1.2 Nanopartikiillerin yesil sentezinde kullanilan biyolojik
kaynaklar (Shankar ve ark., 2016)

verilmistir.

AgNP'lerin mantar, maya, bakteri ve parazit vb. patojenlere Kkarsi
antimikrobiyal etkilerinin oldugu bildirilmistir (Kim ve ark. 2007; Anwar ve ark.,
2020). Yesil sentez ile sentezlenen AgNP’lerin kemoterapide ciddi potansiyele sahip
oldugu da belirtilmistir (Ahmed ve ark. 2016; Anwar ve ark., 2020). Bitki oziitleri
kullanilarak elde edilen ve nanopartikiillerle konjuge edilmis saf dogal iirtinlerin,
enfeksiyon hastaliklarina karsi ilag gelistirmede onemli Slgiide terapotik degerlere

sahip oldugu da belirtilmektedir (Kuppusamy ve ark. 2016; Anwar ve ark., 2020).



1.3 Caliymada Kullanilan Bitki Materyali
1.3.1 Elaeagnus umbellata Thunb.

Japon igdesi veya giliz zeytini olarak da adlandirilan E.
umbellata, Elacagnaceae familyasina ait bir tir olup, Japonya'nin dogusundan
Dogu Asya'daki Himalayalara kadar yayilis gostermektedir (Bayraktar, 2018;
Anonim, 2021a). Bununla beraber Cin, Japonya ile Kore'ye has bir tiir olan giiz zeytini,
Giliney Avrupa, Afganistan ve Hindistan'da da bulunmaktadir (Potter, 1995; Minhas
ve ark., 2013).

Bitkinin azotu koklerine baglayip burada depolayarak en verimsiz topraklarda
bile yasama yetenegi, ayrica verimsiz topraklari da verimli hale getirebilmesi, -35°C
‘ye varan soguga dayanikliligi ve meyvelerini yiyen kuslarin bitki tohumlarini
sindiremeyip diskilar1 ile uzak noktalara tasimasi sonucu uzak alanlara kadar
yayilabilmesi bitkinin 6nemli 6zelliklerindendir (Minhas ve ark., 2013; Bayraktar,
2018; Anonim, 2021a).

Bitki, Tiirkiye’de ilk olarak 2000°1i yillarin basinda Samsun’da yetistirilmeye
baslanmistir. Daha sonra da Karadeniz Bolgesi’nin dogusunda (Giresun, Ordu, Rize)
tiretim sahalar1 kurulmustur. Giinlimiizde Sakarya ve Bursa'da liretimi yapilan bitkinin

Tiirkiye’ nin diger bolgelerinde de yetistirilmesi planlanmaktadir (Anonim, 2021d).

Sekil 1.3’te Tiirkiye’de E. umbellata’nin yayilis alanlar1 sunulmustur.
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Sekil 1.3 E. umbellata’nin Tiirkiye’deki yayilis alanlar1 (Anonim, 2021g)


https://tr.wikipedia.org/wiki/Japonya
https://tr.wikipedia.org/wiki/Asya

Kis mevsiminde yaprak doken bitki, 6m boy ve 9m genislige kadar biiyliyen
c¢al1 ve bodur aga¢ formunda olup yogun dallar1 sayesinde yuvarlak bir sekle sahiptir
(Fordham ve ark., 2001; Minhas ve ark., 2013; Bayraktar, 2018). Bitkinin yogun ve
dikenimsi bir tact bulunmaktadir. Yapraklari almasik, ortalama 7cm uzunluga ve 3cm
genislige sahip, yaprak kenarlar1 dalgalidir. Yapraklar, baharda ilk ortaya ¢iktiginda
gilimiisi renkte olup, ancak yaz aylarina dogru olgunlasarak yesil renge doner (Minhas

ve ark., 2013; Bayraktar, 2018; Anonim, 2021a).

Meyveleri ise; yuvarlak, 0.65cm-0.85¢m uzunlugunda ve onceleri glimiis sari
renkte olup, olgunlastik¢a glimiis, kirmizi ve kahverengiye donmektedir. Olgunlagan
meyveler yenilebilir veya kurutularak daha sonra da tiiketilebilir, meyvenin
¢ekirdekleri de yenilebilmektedir (Ahmad ve ark., 2005; Bayraktar, 2018; Anonim,
2021a). Meyve; A, C, E vitaminleri, flavonoid, esansiyel yag asitleri (Chopra ve ark.,
1986; Minhas ve ark., 2013), likopen, karoten, lutein, fitofluen ve fitoen bakimindan
oldukga zengindir (Kohlmeier ve ark., 1997; Fordham ve ark., 2001; Minhas ve ark.,
2013). Bununla birlikte meyveyi 6nemli kilan igerdigi likopen oranidir. 100g meyve
aynt miktar domatesten on yedi kat fazla likopen barindirmaktadir. Bitki,
antioksidanlar1 da bilinyesinde barindirir (Sabir, 2007; Anonim, 2021a). Olgun bir giiz
zeytini, 20.000 ila 54.000 arasinda degisen tohum sayist ile yilda 0.9kg ila 3.4kg kadar
meyve lretebilmektedir (Eckardt, 1987; Minhas ve ark., 2013). Sekil 1.4’te E.

umbellata’nin genel goriiniisii sunulmustur.

Sekil 1.4 E. umbellata’nin genel goriiniisii (Anonim, 2021¢)


https://tr.wikipedia.org/wiki/Yaprak
https://tr.wiktionary.org/wiki/alma%C5%9F%C4%B1k
https://tr.wikipedia.org/wiki/Likopen

Birgok c¢aligma, likopenin miyokard enfarktiisiine (Kohlmeier ve ark., 1997,
Sabir, 2007), gesitli kanser tiirlerine (serviks, gastrointestinal sistem, prostat, vb.) karsi
korudugunu kanitlamistir (Matthews, 1994; Minhas ve ark., 2013). Bitkinin tohumlari
Oksiiriik  tedavisinde, tohum yagi ise, pulmoner hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir (Chopra ve ark., 1986; Sabir, 2007). Cigeklerinden palmitik asit
(%16.9), 6jenol (%11.1), metil palmitat (%10.5), 4-metil anizol (%33-42.7) ve 4-metil
fenol (%10.9-13.3) gibi ¢esitli fitokimyasallar izole edilmistir (Matthews, 1994; Sabir,
2007).

Cizelge 1.1°de E. umbellata nin Thunb. Sistematigi verilmistir.

Cizelge 1.1 E. umbellata nin Thunb. Sistematigi (Anonim, 2021b)

Regnum: Plantae
Divisio: Magnoliophyta
Classis: Magnoliopsida
Ordo: Rosales
Familia: Elaeagnaceae
Genus: Elaeagnus
Species: E. umbellata

Bitki 6zleri ve bitkinin kimyasal bilesenleri, terapdtik tedavilerde biiyiik 6nem
tasiyabilen antimikrobiyal etkilere sahiptir. Erozyonu 6nleme 6zelligi de olan bu tiir,
bazi tarimsal ormancilik uygulamalarinda da kullanilmaktadir. Bitkinin meyveleri
sulu, hos tada sahip ve asidik olup ayrica regel veya konserve halinde de
tiikketilebilmektedir. Son derece yararli olmasinin yaninda antioksidan igeren
meyveleri  bahgecilikte, bitkinin  yaprak ve c¢igekleri peyzaj alaninda
kullanilabilmektedir (Fordham ve ark., 2001; Bayraktar, 2018).

1.4 Calismada Kullanilan Mikroorganizmalar
1.4.1 Escherichia coli

E. coli; ortalama 4pum boyunda, ¢omak seklinde (Bilgihan, 1996; Kaynak,
2017) ve Enterobacteriaceae familyasina ait olan, sporsuz, gram negatif, fakiiltatif

anaerob, laktoz fermentasyonu yapan basildir (Akdogan ve Akpolat, 2023).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki
https://tr.wikipedia.org/wiki/Kapal%C4%B1_tohumlular
https://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0ki_%C3%A7enekliler
https://tr.wikipedia.org/wiki/Rosales
https://tr.wikipedia.org/wiki/Elaeagnaceae
https://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0%C4%9Fde

Sekil 1.5°te E. coli’nin 151k mikroskobunda (1000x) gram boyama goriintiisii

sunulmustur.

Sekil 1.5 Isik mikroskobunda (1000x) E. coli 'nin gram
boyama goriintiisii (Anonim, 20211).

E. coli, sicakkanli (homoioterm) canlilarin sindirim kanallarinda bulunur ve
burada K vitamini gibi bir¢ok vitaminleri sentezleyerek icinde yasadigi canliya fayda
saglamaktadir (Hasenekoglu ve Yesilyurt, 2007; Kaynak, 2017). E. coli’nin farkli
serolojik ozellikte alt tiirleri bulunmakta ve bunlarin tanimlanmasinda, bakterinin
ylzeyindeki flagellar H antijenleri, O polisakkarit antijenleri ve kapstiler K antijenleri
kullanilmaktadir (Debroy ve ark., 2011; Akdogan ve Akpolat, 2023). E. coli’nin bazi
tiirleri patojendir ve Enteropatojen de denen bu tiirlerde K antijeni bulunmaktadir.
Bakteri K antijeni yardimiyla ince bagirsak yiizeylerine yerleserek burada kolonize
olmaktadir. Urettikleri enterotoksin sayesinde bebek ve ¢ocuklarda dizanteri benzeri
Oliimciil ishale sebep olmaktadir. Ayrica yash kisilerde veya viicut direnci zayif
olanlarda idrar yollar1 enfeksiyonlarina da sebep olabilmektedirler (Hasenekoglu ve

Yesilyurt, 2007; Kaynak, 2017).
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E. coli’nin sistematigi Cizelge 1.2°de sunulmustur.

Cizelge 1.2 E. coli’nin sistematigi (Anonim, 2021f)

Regnum: Eubacteria

Phylum: Proteobacteria
Classis: Gammaproteobacteria
Ordo: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Genus: Escherichia

Species: E. coli.

Insanlarda enfeksiyonlara sebep olan E. coli’nin farkli patojenik gruplari;
intestinal sistemde enfeksiyonlara neden olan diyarejenik E. coli (DEC) grubu ve
intestinal sistem disindan hastaliklara neden olan extraintestinal pathogenic E. coli
(EXPEC) grubu olarak bilinmektedir. Enteropathogenic E. coli (EPEC),
enteroaggregative E. coli (EAEC), enterotoxigenic E. coli (ETEC), enterohemorrhagic
E. coli (EHEC), enteroinvasive E. coli (EIEC) ve diffusely adheren E. coli (DAEC),
DEC grubu igerisinde, neonatal menenjitten sorumlu E. coli (NMEC), uropathogenic
E. coli (UPEC), ve sepsis iligkili E. coli (SePEC) ise ExPEC grubu igerisinde
bulunmaktadir (Kaper ve ark., 2004; Akdogan ve Akpolat, 2023).

1.4.2 Serbest Yasayan Amipler

Serbest yasayan amipler (SYA), 1960’11 yillardan bu yana veterinerlik ve tip
alanlarindaki arastirmacilarin odagi haline gelmistir. Bunun sebebi ise, bu grupta yer
alan farkli cins ve tiirdeki amiplerin hayvanlarda ve insanlarda dliimciil prognozlu

parazitozlara yol agtiginin anlasilmasidir (Saygi ve Polat, 2003; Kaynak ve ark., 2018).

SYA’lar, basta toprak ve su olmak {izere c¢evrede yaygin olarak bulunan
Okaryotik protozoonlardir (Khan, 2006; Aykur, ve Dagci, 2023). Acanthamoeba,
Naegleria, Sappinia ve Balamuthia, SY A’lardan olup bu cinslere ait bazi tiirler ciddi

enfeksiyonlara neden olmaktadir (Delafont ve ark., 2018; Aykur ve Dagci, 2023).

SYA’larin 6zellikte bagisiklik sistemi baskilanmis olan bireylerde Oliimle
sonuclanabilen klinik tablolara neden oldugu bildirilmistir. SYA’lar arasinda, insanlar
icin patojen olabilen Balamuthia mandrillaris, Naegleria fowleri ve birgok
Acanthamoeba tiiriiniin, ciddi enfeksiyonlardan sorumlu oldugu belirtilmistir
(Visvesvara ve ark., 2007; Muchesa ve ark., 2014; Yazar ve ark., 2019).
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1.4.2.1 Acanthamoeba castellanii

Acanthamoeba cinsi amipler, ilk defa Aldo Castellanii tarafindan 1930 yilinda
Cryptococcus pararoseus kiiltiiriinde tespit edilerek tanimlamistir. Acanthamoeba
cinsi, daha sonra da 1931 yilinda Volkonsky tarafindan siniflandirilmistir. Volkonsky,
Hartmonella cinsini baz alarak 3 cinse ayirmistir. Hartmonella: Diiz duvarli ve
yuvarlak Kistler ile karakterize iken Glaeseria; kist formda c¢ekirdek boliinmesiyle
karakterizedir. Acanthamoeba ise; mitoz boliinme, ¢ift duvarli olan kistler ve dis
tabakada diizensiz olan sivri uglarin varligi ile karakterizedir (Marciano-Cabral ve
Cabral, 2003; Kaynak, 2017). Cizelge 1.3’te Acanthamoeba castellanii nin sistematigi

sunulmustur.

Cizelge 1.3 A. castellanii’nin sistematigi (Marciano-
Cabral ve Cabral, 2003; Kaynak, 2017)

Regnum: Protista

Phylum: Sarcomastigophora
Classis: Lobosea

Ordo: Amoebida

Familia: Acanthamoebidae
Genus: Acanthamoeba
Species: A. castellanii

Acanthamoeba tiirleri laboratuvarda ksenik ya da aksenik kiiltiir ortamlarinda
iretilebilmektedir. Canli ya da 6lii bakteri igeren ancak herhangi bir besin icermeyen
veya diisiik miktarda besin igeren (%0.05 yeast extract, %0.05 pepton ve %0.1 glukoz,
agar) besiyerine amiplerin ekilmesine ksenik kiiltiir denilmektedir. Ksenik kiiltiirlerde
¢ogunlukla mukoid koloni olmayan K. pneumoniae, Enterobacter spp. ya da E. coli
kullanilmaktadir (Shuster, 2002; Berberoglu, 2017; Kaynak, 2017). Aksenik
kiiltiirlerde ise bakteri kullanilmayip standart besiyeri bilesenleri (pepton, glukoz,
yeast extract) kullanilmaktadir. Ayrica bakteri kontaminasyonunu oOnlemek ig¢in
besiyerine  penisilin, gentamisin ve streptomisin gibi antibiyotikler de
eklenebilmektedir (Zeybek ve ark., 2009; Berberoglu, 2017; Kaynak, 2017).

1.4.2.2 Acanthamoeba Tiirlerinin Dagilimi, Morfolojisi ve Yasam Dongiisii
Acanthamoeba tiirleri, Diinya’da genis yayilim gésteren, ¢evrede yaygin olarak

bulunan protozoonlardandir. Acanthamoeba tiirlerinin yasam alanlari; toprak, deniz,

okyanus sedimenti, kaplicalar, ylizme havuzlari, lagimlar, akvaryumlar, sebeke sular

ile sise sulari, klimalar, hastaneler, dis tedavi birimleri, diyaliz {liniteleri, kontakt lens
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saklama konteynerleri ile lens dezenfektanlari, bakteri, mantar ve memeli hiicre

kiiltiirleridir (John ve Howard, 1996; Madencioglu, 2014: Kaynak ve ark., 2019).

Ayrica, bazi bitkiler ve omurgali canlilar (balik, amfibi, siiriingen ve
memeliler) ile saglikli gériinen insanlarin nazal mukoza, bogaz, toraks, enfekte beyin
ve akciger dokusu ile immiin sistemi baskilanmis bireylerin deri lezyonlar1 ve keratitli
hastalarin kornea dokusu Acanthamoeba tiirlerinin diger habitatlaridir (Dykova ve
ark., 1999; Madencioglu, 2014; Kaynak ve ark., 2019). Sekil 1.6’da

Acanthamoeba nin hayat dongiisii ve insanlara bulagma yollar1 sunulmustur.

..................................... Kist ve Trofozoit

- Formu Bulagmast .

- i ' .
Trofozoit Formu \/

Insanlara Bulasma Yollar1

(1)- Goz ve Solunum Yolu ile

(2)- Ulserli/Zarar Gormiis Deriden

{ Acanthamoba spp. Formlari }

Sekil 1.6 Acanthamoeba tiirlerinin yagam dongiisii ve insanlara bulagsma yollari
Aykur ve Dagci, 2021°den modifiye edilmistir.

Yasam dongiisiinde iki evre bulunan Acanthamoeba tiirlerinin birinci evresi,
bliyiime, beslenme, hareket ve lireme faaliyetlerinin yiiriitiildiigli trofozoit evre, ikinci

evresi ise, olumsuz g¢evre kosullarina dayanikli olan kist evresidir (Marciano-Cabral

ve Cabral, 2003; Kaynak ve ark., 2018).

Cevresel sartlarin uygun olmadigr donemlerde (elverissiz pH kosullari, 20-
56°C disindaki sicakliklar, kuruluk, ultraviyole radyasyon, cesitli kimyasallarin
varlig1, toksinler, ozmolaritedeki degisiklikler, besin sinirlamasi vb.) trofozoitler ¢ift
cidarli kistlere (ekzokist: dis duvar ve endokist: i¢ duvar) farklilagsmaktadirlar.
Acanthamoeba tiirlerinin kistik formu dezenfeksiyona kars1 direngli olup olumsuz
kosullar altinda uzun siire yasayabilmektedir. Acanthamoeba tiirlerinin genellikle tek
olan cekirdegi, genetik bilgiyi depolamakta, hiicresel aktiviteleri ve farkli genlerin

ekspresyonunu da kontrol etmektedir (Kaynak, 2017; De Lacerda ve Lira, 2021).
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Acanthamoeba tiirlerinin kist ve trofozoit formlarinin boyutlari tiirler arasinda
farklilik gostermektedir. Ancak trofozoit ve kist formu; biiylik, merkezi ¢ekirdek¢igi
olan bir ¢ekirdege sahiptir. Trofozoit formu olumsuz ¢evre kosullarinda farklilasarak
¢ift duvarl kist formuna doniismektedir. Cevre sartlar1 uygun ise kistler trofozoitlere

dontismektedir (Khan, 2006; Madencioglu, 2014; Kaynak ve ark., 2019).

Trofozoit Form: Biiyiikliikleri ortalama 40um olup genelde yavas hareketlerini
parmak seklindeki acanthapodium denen dikensi yalanci ayaklar ile saglamaktadirlar
(Polat ve ark., 2007). Sitoplazmasi 2 boliimden olusmaktadir. Birinci boliim yumurta
aki kivaminda, hiyalen goériiniimde, parazitin hareket ve savunma faaliyetlerinde gorev
alan ektoplazmadir. ikinci boliim ise graniiler bir yapida olan beslenme ve kontraktil
vakuolleri ile g¢ekirdek gibi parazitin yasamsal organlarinin bulundugu bélim olan
endoplazmadir (Sayg1 ve Polat, 2003; Kaynak ve ark., 2019). Trofozoitler, ¢cevredeki
partikiil halinde bulunan besinleri (alg, bakteri, mantar, organik partikiiller)
fagositozla, sivi ortamda eriyik halde bulunan besinleri de pinositozla bilinyesine

katarak beslenmektedirler (Aydin, 2008; Madencioglu, 2014; Kaynak ve ark., 2019).

Okaryotik canlilardan olan Acanthamoeba tiirlerinin organelleri, golgi
kompleksi, diiz ve kivrimli olan endoplazmik retikulum, besin vakuolleri, serbest
ribozomlar, mitokondri ve mikrotiibiillerdir. Ug¢ katli olan plazma membrani
sitoplazmik igerigini gevrelemistir. Hiicrede su dengesini sitoplazmada bulunan
kontraktil vakuoller kontrol etmektedir. Cekirdek ve biiyiik merkezi bir ¢ekirdekgik
bulunmaktadir. Ureme, eseysiz olarak, ikiye béliinme bigimindedir (Saygi, 2002;
Aydin, 2008; Kaynak ve ark., 2019).

Kist Formu: Yuvarlak ve tek g¢ekirdeklidir. Ceperleri endokist ve ektokist adi
verilen ¢ift tabakadan olusmaktadir. Dis katmani hafif kivrik, i¢ katmani polihedral
goriinlimde olan kistlerin ortalama biiyiikligii ise 16pum civarindadir. Kist formu, klor,
dezenfektan ve antibiyotiklere olduk¢a direnclidirler. Diisiik sicakliklarda hatta 0°C’de
bile canliligini siirdiirebilmektedir. Cevre kosullar1 uygun oldugunda, Kkistler
trofozoitlere doniismektedir (John, 1998; Polat ve ark., 2007; Aydin, 2008; Kaynak ve
ark., 2019). Hava yoluyla da tasmabilen kistler Acanthamoeba tiirlerinin ¢evrede

yayillmasina ve uygun konaklara ulagsmasina yardimci olmaktadirlar. Kistlerin uzun
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slire patojenitesini devam ettirerek canli kalabildigi bir¢ok ¢aligma ile gosterilmistir

(Madencioglu, 2014: Kaynak ve ark., 2019).

Acanthamoeba kistinin dis duvari, proteinlerden ve polisakkaritlerden
olusurken, i¢ duvari selillozdan olusmaktadir. A. castellanii’nin T4 genotipine ait
tiirleri incelendiginde, kist duvarmin bilesiminin %33’ protein, %4-6’s1 lipid, %35’1
karbonhidrat (genellikle seliiloz), %8’i kuru madde ve %20’si tanimlanamayan
materyal oldugu gozlenmistir. Kist duvarlarinin karbonhidrat bilesimi yiiksek oranda

galaktoz, glikoz ve az miktarda mannoz ile ksilozdur (Siddiqui ve Khan, 2012).

Acanthamoeba'daki seliiloz biyosentezi, hiicresel glikojenin glikojen fosforilaz
yoluyla glikoza doniistiiriilmesiyle elde edilmektedir (Moon ve ark., 2014). Seliiloz, i¢
kist duvarmin primer bilesenlerinden biri oldugundan, Acanthamoeba'da kist olusum
stireci i¢in seliiloz sentezi esastir. Seliilloz sentezinde gorev alan 3 enzim; glikojen
fosforilaz, UDP-glukoz pirofosforilaz ve seliiloz sentazdir. Bu enzimleri kodlayan
genler, kistlesme siirecinin 1. ve 2. gilinlinde yiiksek oranda eksprese edilmektedir
(Moon ve Kong, 2012). Ayrica kist duvarlarinin diger ana bilesenleri aside direngli
proteinlerdir. Bunlardan biri de trofozoit formunda bulunmayip sadece kist formuna
0zgii bir protein olan, arginin ve glutamik asitler agisindan zengin, hidrofilik yapida,
21kDa molekiiler agirhiga sahip ve kistlesme siirecinde ifade edilen kist spesifik
protein (CSP21) olup biyosentezi mRNA seviyesinde diizenlenmektedir. CSP21
geninin, Acanthamoeba taksonomisini karakterize etmek ic¢in kullanildigi
bilinmektedir (Anwar ve ark., 2018).

Sekil 1.7°de Acanthamoeba tiirlerinin 151k mikroskobunda trofozoit ve kist

goriintiisii verilmistir.

Sekil 1.7 Acanthamoeba tiirlerinin trofozoit (a) ve kist (b) goriintiisii (Carnt
ve Stapleton, 2016; Efe, 2023)
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Bugiine kadar, Acanthamoeba'nin 25 tiirii ve 22 farkli genotipi (T1-T22)
tamimlanmistir (De Lacerda ve Lira, 2021). Ancak Tayland’da yapilan bir ¢alisma,
Acanthamoeba'nin yeni bir genotipinin (T23) tanimlandigini ortaya koymustur. Yeni
olan genotip T23’lin 18S rRNA geni, mevcut tiim genotiplerle karsilastirildiginda
%7.82-28.44 dizi farkliliklarinin oldugu vurgulanmistir (Putaporntip ve ark., 2021).

Cizelge 1.4’te Acanthamoeba’nin genotipleri ve insanlarda goriilen hastaliklar

ile olan iligkisi sunulmustur.

Cizelge 1.4 Acanthamoeba’nin genotipleri ve insanlarda goriilen hastaliklar
ile olan iligkisi (Corsaro ve ark., 2017; Jercic ve ark., 2019)

Genotip insanlarda Neden Oldugu Hastahk/Hastahklar
T1 Graniilomatdz Amibik Ensefalit (GAE)
T2 Keratit
T3 Keratit
T4 Keratit, GAE
T5 Keratit
T6 Keratit
T7 Bilinmiyor
T8 Bilinmiyor
T9 Bilinmiyor

T10 GAE
T11 Keratit
T12 GAE
T13 Keratit
T14 Bilinmiyor
T15 Keratit
T16 Keratit
T17 Bilinmiyor
T18 Bilinmiyor
T19 Bilinmiyor
T20 Bilinmiyor
T21 Bilinmiyor
T22 Bilinmiyor
T23 Bilinmiyor

Serbest radikaller, organizma biinyesinde molekiiler diizeyde onemli etkilere
sebep olmaktadir. Reaktif oksijen tiirlerindeki (ROS) artis, hiicreler igin toksik olup
hiicredeki protein, yag ve niikleik asitleri hasara ugratmak suretiyle hiicre i¢i sinyal
iletimini bozmaktadir (Lopez-Alarcona ve Denicola, 2013). Organizma biinyesinde
devaml iiretilen serbest radikaller viicutta dogal metabolizmada iiretilen antioksidan
savunma sistemleri tarafindan yok edilmektedir. Antioksidan ajanlar hiicrede serbest

radikalleri temizleyerek hiicresel hasar1 6nlemektedir (Lobo ve ark., 2010).

Acanthamoeba tiirlerinde oksidatif strese karsi, Stiperoksit dismutaz (SOD),
Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx) ve Glutatyon rediiktaz (GR) gibi
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antioksidan enzimleri savunma sistemlerini olusturmaktadir (Motavallihaghi ve ark.,
2022). A. castellanii'nin mitokondrisi biiylik miktarda antioksidan enzim olan CAT
icermektedir (Trocha ve Stobienia, 2007). SOD, oksijeni molekiiler oksijene ve
hidrojen peroksite (H202) doniistiiren, boylece siiperoksit radikallerini ortadan
kaldiran antioksidan metaloenzimlerdir. Acanthamoeba sitoplazmasinda Fe-SOD
(Demir igeren SOD, 50 kDa) ve CuZn-SOD (Bakir ve Cinko igeren SOD, 38 kDa)
olmak tizere iki adet SOD bulunmaktadir (De Obeso Fernandez del Valle ve
Scheckhuber, 2022). GPx, mitokondri ve sitozolde H;O2‘yi suya parcalayan

antioksidan enzimdir (Aslankog ve ark., 2019).

Acanthamoeba, konakg¢inin makrofajlar tarafindan fagosite edilmesi sirasinda,
ROS’a maruz kaldiginda oksidatif strese karst koyup konak¢inin bagisiklik
sisteminden kagmaktadir. Bu sebeple Acanthamoeba'nin oksidatif stres durumunda en
onemli savunma mekanizmalarinin, 6nce antioksidan enzimlerin miktarini artirmak
sonra da mevcut kistlesme mekanizmasini aktiflestirmek oldugu diisiiniilmektedir

(Motavallihaghi ve ark., 2022).

1.4.2.3 Acanthamoeba Kaynaklh Onemli Hastaliklar

Acanthamoeba tiirleri, SYA’lar igerisinde diger tiirlere kiyasla ¢evrede daha
fazla bulunmaktadir. Acanthamoeba’nin hem kist hem trofozoit formlari insan
viicuduna gesitli yollardan (gbz, intranazal yol, biitiinligi bozulmus cilt)
girebilmektedir. Ozellikle su ve toprakla yogun temas halinde olan kisilerde hastalik
olusturabilme ihtimali oldukg¢a fazladir. Ayrica, AIDS ve kanser hastalarinda,
bagisiklik sistemi baskilanmig bireylerde, organ transplantasyonu yapilan hastalarda,
yetersiz ve dengesiz beslenen ve uzun siireli stres yasayan bireylerde patojenik
Acanthamoeba tiirlerinin hastalik olusturabilme riski daha da artmaktadir (Marciano-
Cabral ve Cabral, 2003; Kaynak ve ark., 2019).

Genellikle kontakt lens kullananlarda goriilen Acanthamoeba Keratiti (AK),
cogunlukla 6liimle sonug¢lanabilen Graniilomat6z Amoebik Ensefalit (GAE), Kutanoz
Acanthamoebiasis Acanthamoeba kaynakli 6nemli hastaliklardir. Bununla beraber
immiin sistemi zayiflamis bireylerde goriilen pndmoni, yayilim infeksiyonu, deri
lezyonlar1 parazitin sebep oldugu diger hastaliklardir. Parazit, Pseudomonas

aeruginosa, Mycobacterium avium, Legionella pneumophila gibi gesitli bakteriyel
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ajanlar dahil, birgok virlis ve bakteri orijinli hastaliklar1 bulagtirmada araci

konumundadir (Schuster ve Visvesvara, 2004; Kaynak ve ark., 2019).

Acanthamoeba Keratiti; etkeni bazi Acanthamoeba tiirleri olan, gérme
sagligini tehdit eden, agrili seyreden, tedavi edilmedigi takdirde ilerleyerek korliige
yol acabilen korneal bir hastaliktir (Ertabaklar ve ark., 2009; Kaynak ve ark., 2019).
Hastaliga sekiz Acanthamoeba tiiriiniin (A. griffini, A. polyphaga, A. castellanii, A.
rhysodes, A. hatchetti, A. quina, A. lugdunesis, A. culbertsoni) sebep oldugu

arastirmalar sonucu saptanmustir (Y{inli ve ark., 2015; Efe, 2023).

Acanthamoeba Keratiti, ilk olarak 1974’te Ingiltere’de Nagington tarafindan
kesfedilmis olup, 1980’11 yillarda kontakt lens kullanimindaki artisa paralel olarak lens
hijyenin yetersiz olmasi nedeniyle salginlar goriilmiis ve bu yillardan sonra da
hastaligin insidansinda ciddi bir artis gozlenmistir (Khan, 2006; Madencioglu, 2014;
Kaynak ve ark., 2018). Tiirkiye’de ilk AK vakast 1996 yilinda Elazig ilinden, ikinci
vaka ise 1999 yilinda izmir’den bildirilmistir (Yazar ve ark., 2019).

AK’nin ana risk faktorleri; bireysel hijyen eksikligi, lenslerin zamanindan fazla
kullanilmasi, kontakt lenslerde olusan biyofilm, kontakt lens temizliginin uygunsuz
yapilmasi, korneal travma, etkenle kontamine sulara maruz kalma olarak

sayilabilmektedir (Siddiqui ve Khan, 2012; Kaynak 2017).

Gozlerde goriilen kizariklik, agri, bulanik gérme, fotofobi, gézlerde batma,
sulanma, g6z kapaginda 6dem, yanma ve pitozis, korneada beyaz leke olusumu, goziin
saydamligin1 kaybetmesi, kornea epitelinin gevsekligi ve kornea i¢ginde halka olusumu
AK’nin major belirtileri arasindadir (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Kaynak ve
ark., 2018).
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Sekil 1.8’de AK’nin yarik lamba goriintiileri sunulmustur.

Sekil 1.8 AK’nin (A, B, C) yarik lamba fotograflar1. (A) Psddodendritli epitelit.
(B) radyal noritli epitelit. (C) Halka infiltrasyonu ve hipopyon. Zhang
ve ark., 2023’°ten modifiye edilmistir.

Nadiren goriilen ve 6liimciil seyreden Graniilomatéz Amibik Ensefalit, ilk kez
Jager ve Stamm tarafindan 1972 yilinda tanimlanmustir. Baz1 Acanthamoeba tiirlerinin
sebep oldugu GAE, yavas ilerleyen, kronikleserek akcigerleri tutan MSS
enfeksiyonuyla karakterize bir hastaliktir. Bagisiklik sistemini zayif veya gii¢lii olan
cocuklar ve/veya yetiskinlerde goriilebilmektedir. Burun ve solunum yoluyla viicuda
giren GAE etkeni, kan yoluyla viicuda yayilir, kan-beyin bariyerini agarak MSS’ye
ulagmaktadir (Khan, 2006; Madencioglu, 2014; Kaynak ve ark., 2019). Bas agrisi,
gorme fonksiyonundaki bozukluklari, bulant1 ve kusma, uyusma, ates, haliisinasyon,
konfiizyon, fokal norolojik defisit, kafa basincinda artis ve koma GAE’nin major
belirtileridir (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Malatyali1 ve ark., 2011; Madencioglu,
2014; Kaynak ve ark., 2018). Sekil 1.9’da GAE’nin serebral MR (Manyetik Rezonans)

gOriintlisli sunulmustur.

Sekil 1.9 GAE’nin serebral MR goriintiisii (Keane ve ark., 2020)

Genellikle AIDS hastalarinda MSS enfeksiyonuyla beraber veya yalniz

goriilen, sert eritamatoz nodiiller ve deri iilserleriyle karakterize bir enfeksiyon olan

19



Kutanoz Acanthamoebiasis, organ nakli i¢cin immiinsupresif tedavisi goren hastalarda,
HIV olmayan GAE’li hastalarda veya immiin sistem rahatsizligi olan kisilerde
goriilebilmektedir (Marciano-Cabral ve Cabral, 2003; Kaynak, 2017).

Kutan6z Acanthamoebiasis’de lezyonlar; nodiiller, papiiller, iilserler, skarlar
ya da abseler seklinde goriilmektedir. Genellikle kutandz lezyonlar irinli bir materyal
toplayarak sonrasinda iyilesmeyen sert iilserlere doniisen sert papiilonodiiller olup
GAEF’li hastalarda acanthamoebiasisin ge¢ semptomlaridir. Amip, viicuda girdikten
sonra kan yoluyla akciger ve beyne ulagsmaktadir. Sinsi ve yavas ilerleyen bu
hastaligin, MSS’nin tutulumu ile beraber prognozu daha da kétiileserek bireyin 6liimii
ile sonuglanmaktadir (Stetkevich ve ark., 2022). Acanthamoeba tiirlerinin neden
oldugu kutanoz lezyonlar ve bu lezyonlardan alinan hematoksilen ve eozinle boyanmis

orneklerin 151k mikroskobundaki goriintiisii Sekil 1.10°da sunulmustur.

Sekil 1.10 Acanthamoeba kaynakli kutanéz lezyonlar ve lezyonlardan
aliman, hematoksilen ve eozinle boyanmis 6rneklerin 151k
mikroskobundaki goriintiisii (Galarza ve ark., 2009)

Acanthamoeba kaynakli enfeksiyonlar giin gegtik¢e ciddi saglik sorunu haline
doniismektedir. Bilhassa kontakt lens kullanimimin artmasiyla sorun daha da giin
ylizine ¢ikmistir. Acanthamoeba trofozoitleri; antiseptikler, antiprotozoon ilaglar,
antibiyotikler ve antifungallere ve farkli tedavilere duyarl iken, kistler tedaviye kars1
olduke¢a direncli olup, kornea ylizeyinde uzun siire kalabildikleri i¢in enfeksiyonun
kroniklesmesinden sorumludurlar. Hem kistlere hem de trofozoitlere kars1 etkili bir

ajanin varligi heniiz kanitlanmamistir (De Lacerda ve Lira, 2021).
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Acanthamoeba kaynakli enfeksiyonlarin tedavisinde giinimiizde kullanilan
antiparaziter ilaglar, géoz ve MSS gibi anatomik bolgelerde istenilen diizeyde etkin
olamamaktadir (Fiori ve ark., 2006; Kaynak, 2017). Bunun yanisira Acanthamoeba
tedavisinde antifungaller, antiseptikler ve bazi antibiyotikler (makrolit grubu), test

edilmis fakat her zaman basarili olunamamistir (Mattana ve ark., 2004; Kaynak, 2017).

Graniilomatoz Amibik Ensefalit (GAE), Acanthamoeba kaynakli MSS’inde
olusan enfeksiyondur. Acanthamoeba Keratiti'ne (AK) goére daha az goriilmekle
beraber standart bir tedavisi heniiz bulunamamistir (Ergiiden, 2015; Kaynak, 2017).
Anti-ameobik ilaglardan bazilar1 sadece amoebastatik etki gostermekte, bazilar1 da
konakta sitotoksik etkiye neden olmaktadir. Ayrica bu tedaviler, uzun siire
uygulandiginda, hastalar ilaci 1yi tolere edememekte ve bu ilaglara kars1 giin gectikce
mikroorganizmalar tarafindan direng¢ gelistirilebilmektedir (Aydin, 2008; Kaynak,
2017).

Mevcut sorunlar nedeniyle Acanthamoeba tiirlerinin trofozoit ve kist formlari
tizerinde 1yi tolere edilebilen, etkin ve non-sitotoksik ila¢ arayislari halen siirmektedir
(Sayg1 ve Polat, 2003; Kaynak, 2017). Giiniimiizde uygulanmakta olan tedavilerin
istenilen diizeyde aktivite ve selektivitede olmamasi, tedavi siirelerinin uzamasi buna
bagl advers etkilerin olusmasi, kist formlarmin kronik enfeksiyonlarda ilaglara
direngli olusu gibi sorunlarin elimine edilmesi i¢in alternatif tedavi yontemlerine
gereksinim duyulmaktadir. Bu noktadan haraketle modern tip ve ila¢ endiistrisi
alanlarinda bitkisel kaynakli kimyasallarin tercih edilmesi yoniinde egilimin de

giderek arttig1 goriilmektedir (Inbaneson ve ark., 2012; Kaynak, 2017).
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Kapsamli literatiir taramasi sonucunda E. umbellata Thunb. ile
konjuge edilmis glimiis nanopartiikiillerine maruz birakilan A. castellanii
trofozoitlerinde kist-spesifik protein (CSP21) ve seliiloz sentaz Il (CSII) genlerinin
ifade analizi daha once ¢alisilmamistir. Bu baglamda arastirmadan elde edilecek

yaygin etkiler;

» E. umbellata’nin amoebisidal aktivitesinin arastirilmasina yonelik ilk ¢alisma
olmasinin yanisira, ¢alisma neticesinde elde edilecek verilerin, Tiirkiye’de bitkisel

kaynak kullanimina ciddi oranda katki saglayacagi diistiniilmektedir.

» Klinikte amoebisidal etkileri kanitlanmis olan bazi antiparazitik ilaglarin uzun
stireli kullanim1 sonucunda goriilen yan etkileri, bilimsel ve toplumsal bir sorun
olusturmaktadir. Mevcut calisma ile paraziter enfeksiyonlarin tedavisinde
kullanilabilecek bitkiye ait fitokimyasallarin azami dozlar1 belirlenebilecek ve

AgNP’lerin antiamoebik aktiviteleri de tespit edilecektir.

» Arastirma neticesinde elde edilecek verilerin, farmasotik sanayi alani igin de

Oonemli olabilecegi tahmin edilmektedir.

» AgNP’lerin biyolojik uygulamalar i¢in glivenli bir se¢im olmas1 dikkate alinarak
bu nanopartikiilin Acanthamoeba trofozoitleri {izerinde amoebisidal aktivite

gosterirken konakta da sitotoksik etki olusturmayacagi tahmin edilmektedir.

» Gilniimiizde tibbi cihaz kaplamalarinda hatta yara bakiminda da antimikrobiyal
ajan olarak kullanilan AgNP’lerin sentezinde bitki 6ziitlerinin kullanilmasi, yani
nanopartikiillerin biyosentezi; hizli, non-toksik, ¢evre dostu teknoloji olarak
bilinmektedir. Bu durumda, calismada yapilan yesil sentez yoluyla AgNP’lerin
kullanim1 ¢evre dostu bir ¢alismay1 temsil edecek, tip ve farmakolojik endiistri

alanlarina katki saglayacaktir.

» Oksidatif strese kars1 Acanthamoeba'nin en 6nemli savunma mekanizmalarinin,
once antioksidan enzimlerin miktarmi artirmak sonra da mevcut kistlesme
mekanizmasini aktiflestirmek oldugu diisiiniilmektedir (Motavallihaghi ve ark.,
2022). Acanthamoeba oksidatif stres kosullarinda CAT ve SOD gibi enzimleri
aktive ederek savunma mekanizmasini baslatmaktadir. E. umbellata ' nin meyve
Oziitiinilin ve yesil sentez yoluyla sentezlenen AgNP’lerin parazitin oksidatif stres

enzimleri (CAT ve SOD) iizerinde inhibitor etki yapmasi ve parazitin strese karsi
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savunma mekanizmasinin baskilanmasi hedeflenmistir. Boylece kistlesme siireci
de durdurularak tedavide basar1 olasiligint arttiracak yeni yaklagimlarin

gelistirilmesine bu ¢alisma Onciiliik edecektir.

Ayrica A. castellanii, stres tepkisi olarak kistlesme siirecine girerken CSP21 ve
CSII genlerinin mRNA seviyelerindeki degisiklikler hassas bir teknik olan RT-
qPCR yontemiyle tespit edilecektir. Calismada E. umbellata bitki 6ziitii ve bu bitki
oOziiti kullanilarak sentezlenmis AgNP’lerin A. castellanii Kistleri iizerindeki stres
tepkisi, ilgili genlerin mRNA seviyelerinin kantitatif analizleri ile gdzlenecektir.
Acanthamoeba spp.’nin hem kistlerine hem de trofozoitlerine kars1 etkili bir
tedavinin varlig1 heniiz kanitlanmamistir (De Lacerda ve Lira, 2021). Bu durumda
yapilmasi planlanan caligmanin alternatif tedavi yontem arayisinda etkili

olabilecegi diistiniilmektedir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

Sabir ve ark., (2007) E. umbellata nn gigeklerinden (eter, kloroform, etanol,
metanol), yapraklarindan (aseton, kloroform, etanol, metanol) ve meyvelerinden (saf
su, aseton, kloroform, metanol) farkli ¢oziicliler kullanilarak elde edilen oziitii direngli
Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Enterohemorajik E. coli (EHEC), iizerinde antibakteriyel aktivitelerini test etmislerdir.
Calismada, ¢igegin eter ile hazirlanan 6ziitiiniin EHEC, P. aeruginosa, S. aureus ve B.
subtilis'e oldukca etkili oldugunu belirtmislerdir. Ayrica yapraklarin etanol ile
hazirlanan Oziitiiniin tiim bakterilere kars1 bakterisidal aktivite sergiledigini ortaya
koymuslardir. Meyvenin saf su ile hazirlanan 6ziitiiniin ise EHEC ve S. aureus’un
biiylimesini inhibe ederken, B. subtilis'in daha az inhibisyon bolgesi sergiledigini
gozlemlemislerdir. Coklu ilaca direngli P. aeruginosa’nin, saf su ile hazirlanan meyve
Oziitiine kars1 tamamen direngli bulunurken meyvenin aseton ile hazirlanan oziitiiniin,

P. aeruginosa'ya karsi gii¢lii bakterisidal aktivite gosterdigini vurgulamislardir.

Oh ve Lee, (2008) Elaeagnus multiflora'nin etanolik meyve ve tohum
oziitlerinin antioksidatif ve sitotoksik etkilerini arastirmislardir. Oziitlerin, 1,1-difenil-
2-pikril-hidrazil (DPPH) radikali iizerindeki etkilerini, lipid peroksidasyonu
tizerindeki Onleyici etkilerini ve 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-
bromiir (MTT) etkilerini, Ayrica Insan serviks adenokarsinoma hiicrelerinde (HeLa),
Meme kanseri hiicrelerinde (MCF-7) ve Mide kanseri hiicrelerinde (SNU-638)
inhibitor etkilerini degerlendirmislerdir. E. multiflora meyve ve tohumun etanol
Oziitlerinin - DPPH radikal iretimini (36.91+1.00, 94.17+0.37) ve lipid
peroksidasyonunu (sirasiyla 28.18+ 5.02, 40.30£1.45) inhibe ettigini belirtmislerdir.
Tohum oOziitlerinin HeLa hiicreleri (6.93+1.92, 84.97+0.47), MCF-7 hiicreleri
(5.45+£0.41, 84.97+0.47) ve SNU-638 hiicreleri (19.39+0.43, 76.84+0.63) lizerinde
meyve Oziitiine gore antikanser etkisinin fazla oldugunu belirterek E. multiflora
tohumlarinin antikanser fonksiyonel gidasi olarak koruyucu ve diyetetik tedaviye aday

oldugunu vurgulamislardir.

Jain ve ark., (2009) ise; Carica papaya meyvesinden deiyonize su ile
hazirlanan o6zitiinii kullanarak AgNP (90ml 1mM AgNO: 10ml meyve Oziitii

kullanilarak oda sicakliginda 5 saat) sentezlemislerdir. AgNP’ler karakterizasyon
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analizlerinde Ultraviyole goriiniir spektrofotometri (UV-Vis) ile, 450nm dalga
boyunda oldugunu, Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile sentezlenen pargaciklarin
ortalama boyutunun 15nm olup, kiibik ve altigen sekilli oldugunu ve X-151m1
difraktometresi (XRD) analiziyle 10-80 arasinda, 20 degerindeki tiim spektrumda {i¢
yogun tepe gosterdigini tespit etmislerdir. Ayrica sentezlenen AgNP’lerin, Ampisilin,
Tetrasiklin, Cefixime ve Rifampisin’e direngli E. coli ve P. aeruginosa iizerinde

bakterisidal aktivite sergiledigini vurgulamislardir.

Patel ve ark., (2009) Solanum nigrum meyvelerinin HeLa hiicre hatt1 iizerinde
antikanser aktivitesini aragtirmiglardir. S. nigrum metanolik meyve 0ziitiiniin, HeLa
hiicresi lizerindeki sitotoksisitesini Siilforodamin B (SRB) testi ve MTT testi ile
degerlendirmislerdir. SRB analizinde 6ziitiin, 10mg/ml ila 0.0196mg/ml arasindaki
konsantrasyon araliginda HeLa hiicre hatt1 lizerinde 6nemli sitotoksisite etkisine sahip
oldugunu ve ayrica ayni konsantrasyon araliginda HeLa hiicre hatti {izerinde inhibitor
etkisinin oldugunu belirtmiglerdir. Sonug¢ olarak bitkinin antikanser ajan olarak

kullanilabilecegini vurgulamiglardir.

Kliescikova ve ark.,, (2011) Acanthamoeba'nin (T4 genotipi) cesitli
konsantrasyonlardaki (%1, %10, %25, %50) organik ¢oziiclilere [metanol, aseton ve
Dimetil siilfoksit (DMSO)] karsi zamana bagli stres tepkisini ve psddokistlerin
hidrasyon, pH (3-12) ve 1siya (40-65°C) kars1 direnglerini arastirmiglardir.
Psodokistlerin 25°C’de susuz 1 haftaya kadar, 6-11 aras1t pH ve maksimum 55°C
sicakliga kadar diren¢li oldugunu belirtmislerdir. Ayrica organik ¢oziiciiler belirli
zamanda, (0, 30., 60., 90., 120. dakika, 6., 8., 12., 24., 48., 72. saat) farkl
konsantrasyonlara (%1, %10, %25, %50) maruz birakildiktan sonra CSP21, CSI ve
CSll, Glikojen fosforilaz (GP) ve 18S rDNA (Housekeeping) genlerinin ekspresyon
seviyelerini de incelemislerdir. Dort izolatin tamamindaki canli trofozoitlerin %1 ila
%10 arasindaki konsantrasyonlarda metanol, aseton veya DMSOQO'ya maruz
birakilmasi, maruziyetten sonraki 30 dakika i¢cinde bdliinmeyi inhibe ettigini ve
solventlerin daha yiiksek konsantrasyonlarmin (%25; %50) oldiiriicii oldugunu tespit
etmislerdir. CSP21’in yalnizca eksistasyon sirasinda ifade edildigini ve en yiiksek
ifadenin 24. saatte goriildiigiinii tespit etmislerdir. CSI ve CSII’nin hem kist hem de
psodokist olarak farklilasma sirasinda eksprese oldugunu ve ekspresyonun 30. ve 60.

dakika arasinda goriildiigiinii belirtmislerdir. Buna karsilik, GP’nin biiyliyen ve
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boliinen hiicrelerin yani sira her iki farklilasma islemi sirasinda da eksprese edildigini

ifade etmislerdir.

Saxena ve ark., (2011) raf omriinii uzatmak amaciyla radyasyon ve diisiik
sicaklikta depolanan ve 28 giin bekletilen Ligi (Litchi chinensis) meyvesinin
antioksidan ve radyokoruyucu oOzelliklerini arastirmiglardir. Li¢i meyvesinin
antioksidan ve radyokoruyucu 6zellikler a¢isindan 6nemli dl¢iide zengin oldugunu ve
antioksidan parametrelerinin fenolik ve flavonoid igerikleri ile énemli korelasyon
gosterdigini belirtmislerdir. pPBR322 plazmid DNA’s1 lizerinde radyasyonun neden
oldugu hasara kars1 koruma ozelligini de gozlemlediklerini vurgulamiglardir. Bu
nedenle meyvelerin radyasyon veya diisiik sicaklikta depolamaya duyarli olmadigini

belirtmislerdir.

Meng ve ark., (2012) ise, Garcinia xanthochymus’un yaprak, kok ve
meyvelerin ¢esitli Oziitlerinin (petrol eteri, saf su, etil asetat, n-butanol) in vitro
antioksidan aktivitesini arastirmiglardir. Bitkinin en fazla etil asetat yaprak o6ziiti
olmak tizere tiim oziitlerin pBR322 plazmid DNA’s1 iizerinde gii¢lii bir antioksidan

aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Phanjom ve ark., (2012) Elaeagnus latifolia'nin saf su ile hazirlanan yaprak
ozitiinii kullanarak AgNP sentezlemislerdir. AgNP’lerin karakterizasyonunda UV-
Vis, XRD ve Transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanmiglardir. AgNP’lerin,
UV-Vis’de 450nm dalga boyunda oldugunu, XRD’de 111, 200, 220 ve 311’de bantlar
gozlemlediklerini ve TEM’de AgNP’lerin boyutunun 30-50nm araliginda oldugunu
belirtmislerdir.

Minhas ve ark., (2013a) tarafindan yapilan baska bir calismada E.
umbellata nin yaprak ve kokii kullanilarak cesitli ¢oziiciiler (eter, aseton, etil saf su
asetat, kloroform, etanol, metanol) ile hazirlanan 6ziitlerini {i¢ farkli gram-pozitif (S.
aureus, B. subtilis, Enterococcus faecium), bes farkli gram-negatif (E. coli, Bordetella
bronchisiptica, Salmonella typhi, P. aeruginosa, Pseudomonas syringae), bakteriler
ile bir maya (Saccharomyces cerevisiae) ve bir mantara (Aspergillus flavus) karsi
toksik potansiyellerini arastirmislardir. Bitkinin saf su disindaki oziitlerinin tim
bakteriler iizerinde Onemli antimikrobiyal aktivitelere sahip oldugunu ayrica

kloroform, etanol oziitlerinin orta derecede antimikrobiyal aktivite gosterdigini ve saf
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su ile hazirlanan Oziitiin tim bakterilere karsi hicbir antimikrobiyal aktivite
gostermedigini gdzlemlemislerdir. Etanol ve metanol ile hazirlanan 6ziitlerin mantar
ve mayaya kars1 6nemli antimikrobiyal aktivite gosterdigini ve bitkinin kok 6ziitlerinin

mikroorganizmalara kars1 daha etkili oldugunu ortaya koymuslardir.

Minhas ve ark., (2013b) E. umbellata nin tamaminin kimyasal bilesenlerini
incelemislerdir. 1- 7-Hidroksi-kromen-2-on, 2- 7, 8 Dihyroxychromen-2-one, 3- 3-
(2,2,3,4,5-Pentahidroksi-heksiloksi)-kromen-2-on, 4- antrakinon, 5- p-sitosterol
glikokopiranosid, 6-lupeol gibi bilesikler tespit etmislerdir. Izole edilen bilesiklerin
yapisal incelemesini spektroskopik calismalarla yapmislardir. Bilesik 1 ile 4'in
Plasmodium falciparum'a kars1 antimalaryal aktivitesini de incelemisler ve parazitin

biiylimesinin kismi olarak baskilandigini tespit etmislerdir.

Natarajan ve ark., (2013) Elaeagnus indica’nin yaprak oOziitiiyle AgNP
sentezlemisgler ve karakterizasyon testleriyle de dogrulamislardir. TEM ile AgNP'lerin
ortalama boyutunun ~30nm c¢apinda ve kiiresel sekilde oldugunu tespit etmislerdir.
AgNP'lerin, UV-Vis’de 412-473nm dalga boyunda oldugunu belirtmislerdir. Fourier
Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) ve Dinamik 151k sacgilimi (DLS)
karakterizasyon testleriyle de dogrulamislardir. Sentezlenen AgNP'lerin bakterisidal

ve fungusidsal etkilerini de birkag¢ patojen mikroorganizmalara karsi test etmislerdir.

Vahabi ve ark., (2014) ise, Pyracantha coccinea meyvesinin metanol dziitiiniin
HeLa hiicrelerinde sitotoksik etkisini, meyvelerin metanol ve sulu 6ziitlerinin ise
antioksidan Ozellikleri ile toplam fenolik icerigini degerlendirmislerdir. Metanol
Oziitiin 800ug/ml konsantrasyondaki sitotoksisitesinin diger konsantrasyonlardan
yuksek oldugunu belirtmislerdir. Metanol 6ziitlin toplam fenolik igerik ve antioksidan

ozelliginin sulu 6ziitten daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Yave ark., (2014) Elaeagnus angustifolia’nin etil asetat meyve Oziitiiniin farkli
fraksiyonlarinin antitiimor ve antioksidan aktivitelerini belirlemek i¢in MTT testi,
DPPH radikal temizleme aktivitesi ve indirgeme giicii yontemi ile arastirmislardir.
Sonug olarak konsantrasyon ve polarite arttikca oziitlerin antioksidan aktivitesinin
arttigini tespit etmislerdir. Oziitlerin in vitro HeLa hiicreleri iizerinde inhibitr etki

sergiledigini belirtmislerdir. Ilk 48 saat boyunca inhibisyon etkisi ile konsantrasyon ve
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polarite arasinda bagimli bir iligki olup, konsantrasyon ve polarite ne kadar yiiksekse,

inhibisyon etkisinin o kadar gii¢lii oldugunu belirtmislerdir

Aziz ve ark., (2015) E. umbellata'nin kabuk ve meyve 6ziitlerinin (kloroform,
metanolik, diklorometan, petrol eteri, etil asetat) antibakteriyel, antifungal, insektisidal
ve fitotoksik aktivitelerini arastirmiglardir. Bitkinin petrol eteri 6ziitleri E. faecalis'e
karst onemli antibakteriyel aktivite gosterdigini, diklorometan oziitiiniin S. aureus'a
kars1 etkili oldugunu saptamiglardir. Kloroform 6ziitiiniin S. flexenari, K. pneumoniae,
B. subtilis ve E. coli’ye karsi diisiik antibakteriyel aktivite gosterdigini, etil asetat
oziitiniin, K. pneumoniae'ye karsi anlamli antibakteriyel aktivite sergilerken,
metanolik Oziitiiniin, E. coli'ye karsi onemli antibakteriyel aktivite sergiledigini
belirtmiglerdir. Tim Oziitlerin diisiikk fitotoksik aktivite gosterdigini ancak
diklorometan 6ziitlinlin orta derecede insektisidal aktivite sergilerken diger oziitlerin

diistik insektisidal aktivite gosterdigini vurgulamislardir.

Ramesh ve ark., (2015) ise, Emblica officinalis’in saf su ile hazirlanan meyve
Oziitiinden AgNP sentezlemislerdir. Nanopartikiillerin karakterizasyon analizlerinde;
nanopartikiillerin dalga boyunu UV-Vis (432-436nm) ile, E. officinalis'teki
biyomolekiillerin varligint F-TIR analizi ile seklini ve boyutunu ise SEM ve XRD ile
incelemislerdir. AgNP'lerin ortalama boyutunu yaklasik 15nm olarak bulmuslardir.
Ayrica pH'nin AgNP sentezine etkisini de (10ml meyve oziitii ve 1mM AgNO3
kullanilarak) ¢esitli pH'larda (2, 4, 6, 8, 10) incelemislerdir. Asir1 asidik ve asir1 alkali
kosullar altinda biyomolekiillerin inaktive oldugunu vurgulamiglardir. Sentezlenen
AgNP'lerin antibakteriyel aktivitesini test etmislerdir. Gram-pozitif (S. aureus ve B.
subtilis) ve gram-negatif (E. coli ve K. pneumoniae) bakterilere karsi bakterisidal

aktivitesinin oldugunu vurgulamiglardir.

Shibula ve ark., (2015) ise; Annona muricata’nin metanolik yaprak 6ziitliniin
biyoaktif bilesiklerini GC MS ile tanimlamislardir. Oziitte bulunan bilesiklerin kiitle
spektrumlar1 Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii (NIST) kiitiiphanesi ile
eslestirmislerdir. 4H-Piran-4-on, Tetradekanoik asit, 2,3-dihidro-3,5-dihidroksi-6,
Heksadekanoik asit metil ester, n-Heksadekanoik asit, Fitol, 2,4-Dihydroxy-2,5-
dimethyl-3(2H)-furan-3-one ve Oktadekanoik asit gibi bazi fitobilesikleri tespit

etmisler ve bu bitkinin geleneksel tedavide kullanilabilecegini vurgulamiglardir.
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Swamy ve ark., (2015) Momordica cymbalaria’nin metanolik meyve oziitiini
kullanarak AgNP sentezlemislerdir. AgNP'lerin UV-vis analizinde 450nm'de boyuna
sahip oldugunu ve X-XRD desenlerinin, yliz merkezli kiibik sekilde oldugunu tespit
etmislerdir. Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ve SEM analiz sonuclarina gore
AgNP'lerin pargacik boyutunun ortalama 15.5nm’ye sahip oldugunu ve kiiresel sekilli
oldugunu belirtmislerdir. Sentezlenen AgNP'lerin, ¢oklu ilaca direngli patojenik
bakteri suslarina kars1 giiclii antibakteriyel aktivite gdsterdigini ve meyve Oziitiine
(9%60.4) gore daha yiiksek serbest radikal temizleme aktivitesinin (%74.2) oldugunu
vurgulamiglardir. Ayrica hem meyve 6ziitiiniin hem de sentezlenen AgNP'lerin farkli
konsantrasyonlarda Rat L6 iskelet kasi hiicre hattina kars1 sitotoksisite gosterdigini ve
en ytiiksek inhibisyon ylizdesinin AgNP'ler i¢in 100pg/ml konsantrasyonda oldugunu
belirtmislerdir.

Abu Bakar ve ark., (2016) ii¢ yabani Rubus cinsine (Rubus moluccanus L.,
Rubus fraxinifolius Poir. ve Rubus alpestris blume) ait meyvelerin metanolik ziitiiniin
fitokimyasal igeriklerini (toplam fenolikler, flavonoid, antosiyanin ve karotenoid
igerigi), antioksidan aktivitesini (DPPH, Demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan
gicii (FRAP) ve Troloks Esiti Antioksidan Kapasite (ABTS) testleri ile,
antiasetilkolinesteraz ~ ve  antibakteriyel aktivitelerini  degerlendirmislerdir.
Fitokimyasallarin miktarinin belirlemek i¢in GC MS analizi yapmislardir. R.
alpestris'in en yiiksek toplam fenolik maddeyi igerdigini ve en yiiksek DPPH
temizleme ve FRAP aktivitelerinin oldugunu belirtmislerdir. En yiiksek toplam
flavonoidin ve antosiyanin igeriginin R. moluccanus’ta bulundugunu tespit etmislerdir.
Antibakteriyel etkileri ise R. moluccanus ve R. alpestris 6ziitlerinin B. subtilis, S.
aureus, E. coli, S. enteritidis'e kars1 hafif inhibisyon gosterdigini belirtmislerdir. Tiim
oziitlerin antikolinesteraz aktivitesinin %23-26 araliginda oldugunu vurgulamislardir.
GC MS analizi ile R. alpestris, R. moluccanus ve R. fraxinifolius'un 6ziitlerinde
sirasiyla 12, 21 ve 7 organik bilesik tespit etmisler ve {igiinde de ortak olan bilesigin
2,4-Dihydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furan-3-one oldugunu tespit etmisler. Bu bilesigin

antibakteriyel aktiviteye katkida bulunabilecegini vurgulamiglardir.

Salehi ve ark., (2016) ise; Artemisia marschalliana’nin etanol ile hazirlanan
ozitiinii kullanarak sentezledikleri AgNP'leri incelemislerdir. Sentezlenen AgNP'leri,

UV-Vis, X-1s1n1 ile analiz etmislerdir. AgNP'lerin UV-vis’de 430nm dalga boyunda
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oldugunu belirtmislerdir. Calismada insan mide karsinomu (AGS) hiicrelerine karsi
AgNP'lerin doza bagli inhibitor etki yaptigini ve antikanser ozellik gosterdigini
vurgulamiglardir. RT-qPCR ile kanserli ve normal hiicrelerde Bax ve Bcl-2 genlerinin
ekspresyonunu da arastirmiglardir. Pro-apoptotik Bax ekspresyonunun mRNA
seviyelerinin yukar regiile edildigini, anti-apoptotik Bcl-2 gen ekspresyonunun ise
normal hiicrelere kiyasla AgNP'lerle tedavi edilen hiicrelerde azaldigini
belirtmislerdir. Ek olarak, AgNP'ler P. aeruginosa, Bacillus cereus, Acinetobacter
baumannii, S. aureus, gibi patojenik bakterilere kars1 bakterisidal etkisinin oldugunu

vurgulamiglardir.

De Souza ve ark. (2017) Eugenia brejoensis (EBEQO), Hyptis pectinata
(HPEO), Hypenia salzmannii (HSEO), Lippia macrophylla (LMEO) ve Syagrus
Coronata (SCEO) tohumlarindan elde edilen esansiyel yaglarin kimyasal bilesimini
ve in vitro antitrypanosomal etkilerini arastirmiglardir. GC MS analiziyle 114
fitobilesik tanimlamiglardir: ana bilesiklerin: EBEO i¢in &-kadinen (%15.88),
transkaryofilen (%9.77) ve a-Muurolol (%9.42); HFEO igin trans-karyofilen
(%15.24), bisiklogermakren (%7.33) ve cis-kalamenen (%7.15); HPEO i¢in trans-
karyofilen (%30.91), karyofillen oksit (%13.19) ve spathulenol (%5.68); HSEO i¢in
ksantoksilin (%17.20) trans-karyofilen (%14.34) ve metil-6jenol (%5.60); LMEO i¢in
timol (%49.81), karvakrol (%31.6) ve c-simen (%10.27) ve SCEO i¢in oktanoik asit
(%38.83) dodekanoik asit (%38.45) ve dekanoik asit (%20.51) oldugunu tespit
etmiglerdir. Test edilen yaglarin tiimiiniin, Trypanosoma cruzi’nin biitiin formlar1
tizerinde antitrypanosomal etki gosterdigini ve memeli hiicrelerine kars1 orta diizeyde

sitotoksisite (100 <CCsp <500ug/ml) gosterdigini vurgulamislardir.

Huang ve ark., (2017) A. castellanii standart sus hiicrelerini (ATCC 30010) [1
saat siireyle Poliheksametilen biguanid (PHMB) ile isleme tabi tutulan], Ulusal Cheng
Kung Universite Hastanesi’nde PHMB tedavisi goren hastalardan izole edilen izolat
B’yive yine aymi hastanede tedavi goren ve PHMB’ye yiiksek dirence sahip
hastalardan alinan izolat D’yi karsilagtirmislardir. PHMB tedavisinin etkinligini
aydinlatmak ve Acanthamoeba tiirlerinin PHMB'ye duyarliliklarini belirlemek igin
uyguladiklar in vitro ilag testi sonucunda, 100pg/ml'de her iki klinik izolatin (B ve D)
PHMB'ye toleransinin ATCC30010°dan fazla oldugunu ve izolat D’nin en yiiksek

tolerans1 gosterdigini belirtmislerdir. Sekanslama ve genotipleme i¢in 18S rDNA
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kullanmiglardir.  PHMB tedavisi boyunca, izolat B ve izolat D’nin baz
popiilasyonlarinin psddokistlere doniiserek hayatta kaldigini gézlemlemislerdir. Bu
davramsin, ATCC30010 susunda gozlenmedigini belirtmislerdir. izolatlarin farkli
tepkilerini teyit etmek i¢in, A. castellanii enkistasyonunun ve psodokist
transformasyonunun korelatif gen ekspresyon seviyesini kontrol etmisler ve kist
doniistimil ile iliskili marker olan CSP21 i¢in gen ekspresyonunun tespit edilmedigini
gozlemlemislerdir. PHMB tedavisinin ilerlemesi sirasinda, psddokist doniisiimiinde
anahtar enzim olan CSII'nin gen ekspresyon seviyeleri, izolat B'de ATCC 30010'dan

daha yiiksek, izolat D'de ise oraninin 6nemli 6l¢iide degismedigini belirtmislerdir.

Issa ve Abd-Aljabar, (2017) Morus nigra meyvelerinin etanolik, flavonoid ve
antosiyanin Oziitlerinin kimyasal bilesimini arastirmislardir. Karbonhidratlarin,
glikozitlerin, fenolik bilesiklerin varligin1 ve alkaloitler, saponinler, serbest amino
asitler, proteinler ve tanenlerin bulunmadigini tespit etmislerdir. Oziitlerin DNA
koruyucu etkisini pBR322 plazmid DNA’s1 ile test etmislerdir. En yiiksek DNA
koruyucu etkisinin antosiyanin 6ziitiinde oldugunu belirtmislerdir. Tiim 6ziitlerin bazi

patojen bakterilere kars1 gii¢lii antibakteriyel aktivitesinin oldugunu vurgulamiglardir.

Mier-Giraldo ve ark., (2017) olgun Physalis peruviana meyvelerinin etanol ve
izopropanol ~ 6ziitlerinin  biyolojik potansiyelini arastirmislardir.  Interlkin-6,
interlokin-8 ve monosit kemoattraktan protein-1 (MCP-1) ekspresyonunun sitotoksik
ve immiinomodiilatér etkilerini, HelLa ve fare fibroblast hiicrelerinde
degerlendirmislerdir. Her iki dziitte de ursolik asit ve rosmarinik asit varligini tespit
etmigler. Ancak gallik asitin, kuersetinin ve epikatesinin izopropanol 6ziitiinde daha
yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Toplam polifenol iceriginin, antioksidan aktivite ve
sitotoksik aktivite arasinda kullanilan ¢oziiciiye bagli bir iligki oldugunu
belirtmislerdir. izopropanol &ziitiiniin  1Cso  degerinin HeLa hiicrelerinde
60.48+3.8ug/ml ve fare fibroblast hiicrelerinde (L929) 66.62+2.67ug/ml oldugunu
belirtmislerdir. Oziitlerin interldkin-6, interlokin-8 ve MCP-1 salinimini doza bagli bir
sekilde azalttigini ve bitkinin yeni tamamlayici farmasoétik iirtinlerin gelistirilmesi igin

antikanser ve immiinomodiilator potansiyelinin oldugunu vurgulamiglardir.

Mittal ve ark., (2017) Inospora cordifolia yapraklarinin deiyonize sulu 6ziitii

ve SmM glimiis nitrat (AgNQO3) c¢ozeltisinin kombinasyonu kullanilarak AgNP
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sentezlemislerdir. Farkli pH’lardaki (3, 5, 7, 9 ve 11) ¢ozeltileri kullanmislar ve asidik
ortamm (pH 3 ve pH 5) AgNP'lerin sentezinde inhibitér etki gosterdigini
gbzlemlemislerdir. Maksimum pik yogunlugunu pH 11'de gozlemlemislerdir. Ayrica
reaksiyonu farkli sicakliklarda (20, 40, 60, 80, 100°C) gerceklestirmisler ve AgNP
sentezi i¢in optimum sicakligi 30-40°C araliginda oldugunu belirtmislerdir. AgNP
karakterizasyon siirecinde, UV-vis’de 440nm dalga boyunda oldugunu, SEM’de ve
TEM’de AgNP'lerin boyutunun, kiiresel morfolojiye sahip ve 30-50nm araliginda
oldugunu belirtmislerdir. AgNP'lerin kristal yapisini, XRD ile tanimlamislardir.
AgNP'lerin E. coli, P. aeruginosa, S. aureus gibi bakterilere ve bitki patojenik
mantarlar1 olan Fusarium oxysporum ve Sclerotinia sclerotiorum'a karsi toksik

oldugunu vurgulamislardir.

Musa ve ark., (2017) ise; Pandanus tectorius’un etil asetat meyve Oziitiinii
HeLa hiicre hattinda antioksidan aktivitesini ve sitotoksisitesini degerlendirmislerdir.
Radikal temizleme aktivitesini DPPH yontemiyle, sitotoksisitesini ise HeLa hiicre
dizilerine kars1 MTT ile test etmislerdir. P. tectorius etil asetat meyve Oziitiiniin yiiksek
antioksidan 6zellige sahip oldugunu belirtmislerdir. Oziitin HeLa hiicrelerine karsi
sitotoksik aktivite gosterdigini tespit etmiglerdir. P. tectorius meyvesinin antioksidan

ve antikanser aktivite bakimindan giiglii potansiyelinin oldugunu vurgulamislardir.

Rashid ve ark., (2017) Momordica charantia'nin sulu o6ziitiinde bulunan
fitobilesenleri karakterize etmisler ve giimiis Oziitli nanopartikiillerin (Ag-0ziit-
NP'ler) antimikrobiyal etkinligini  degerlendirmislerdir.  Fitokimyasallarin
taranmasindan sonra; AgNP'ler1 ve sulu 0ziitii iyice karigtirarak polianilin ile
kaplamiglardir. AgNP'lerin karakterizasyonunu UV-Vis, FTIR, SEM ve TEM ile
yapmuglardir. S. aureus, S. typhi, E. coli, P. aeruginos’ya kars1 bakterisidal etkilerini
degerlendirmislerdir. UV-Vis’de 408nm dalga boyunda oldugunu, Ag-6ziit-NP'lerin
FTIR spektrumunda —CH, —NH, —COOH vb. varligini, SEM ve TEM ile sentezlenen
NP'lerin pargacik boyutunun 78.5-220nm araliginda oldugunu tespit etmislerdir. Ag-
ozit-NP'lerin, E. coli'ye kars1 34.6+0.8mm inhibisyon bolgesi
gosterirken, siprofloksasin i¢in 25.6+0.5mm'lik inhibisyon bdlgesi gosterdigini tespit
etmiglerdir. Ag-6ziit-NP'ler i¢in maksimum inhibisyon bélgesi, S. typhi, S. aureus, P.
aeruginosa’da sirasiyla  24.8+0.7mm, 26.4+0.4mm, 7.4+0.4mm oldugunu

belirtmislerdir. Ag-6ziit-NP'lerin, AgNP'lere ve M. charantia 6ziitiine gore daha fazla
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antibakteriyel etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir. Ayrica gram negatif bakterilerin
(S. typhi hari¢) Ag-6ziit-NP'lere gram pozitif bakterilerden daha duyarli oldugunu

vurgulamiglardir.

Lakshmanan ve ark., (2018) Cleome viscosa’nin meyve Oziitiinii kullanarak
AgNP sentezlemisler ve elde edilen AgNP'lerin karakterizasyonunu UV-Vis, FTIR,
XRD, Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu (FESEM), Element enerji
dagilimli x-151mm1 spektroskopisi (EDAX) ve TEM analizi ile dogrulamislardir.
Sentezlenen AgNP'lerin, bazi1 bakterilere kars1 antibakteriyel aktivitesi incelendiginde
en fazla S. aureus iizerinde antibakteriyel aktivite sergiledigini belirtmislerdir. Ayrica,
sentezlenen AgNP'lerin, akciger ve yumurtalik kanser hiicre hatlarinda antikanser
aktivitesinin oldugunu da vurgulamislardir. Biyosentezlenmis AgNP'lerin varligi UV-
Vis (410-430nm dalga boyunda) ile dogrulanmig, XRD analizi ile AgNP'lerin kristal
dogasi, FTIR spektrumunda da biyomolekiillerde nanopartikiiller i¢in bir kaplama
ajam1 gorevi goren farkli fonksiyonel gruplarin varligimi dogrulamak igin
kullanmiglardir. AgNP'lerin morfolojisini, SEM kullanilarak analiz etmisler ve

nanopartikiillerin boyutunun TEM ile 20-50nm araliginda oldugunu belirtmislerdir.

Renda ve ark., (2018) Crataegus microphylla'nin kurutulmus yaprak, gévde
kabugu ve meyveleri ile hazirlanan 6ziitler ile (etanol, asit-etanol, etanol-su, metanol,
asit-metanol, metanol-su, su ve asit-su) farkli dozlarda DPPH radikal temizleme,
FRAP analizleri ile oksidatif DNA hasarinin 6nleme, asetilkolinesteraz, tirozinaz, o-
glukosidaz inhibisyonu ve antioksidan etkilerini arastirmislardir. K6k kabuklarinin
asit-metanol 6ziitliniin, diger oziitlerle karsilastirildiginda en yiiksek asetilkolinesteraz
ve tirozinaz inhibisyonu sergiledigini belirtmislerdir. Yapraklarin asit-etanol
Ozlitliniin, o-glukosidaza karsi en etkili 6ziit oldugunu (15.78+0.14pg/ml 1Cso)
belirtmislerdir. DPPH igin asit-etanol 0ziitliniin 1Cso degerinin 9.89+0.09ug/ml
oldugunu vurgulamislardir. Yapraklarin ve gévde kabuklarinin 125pug/ml dozundaki
metanol 6ziitlerinin, pPBR322 plazmid DNA iizerinde DNA hasarina kars1 koruyucu

aktivite sergiledigini vurgulamislardir.

Tessema ve ark., (2018) Embeli schimperi'nin meyve (sulu metanol, n-heksan
etil asetat) Oziitlerinin biyoaktif bilesiklerini ve in vitro antihelmintik etkisini

arastirmislardir. Oziitler arasinda Caenorhabditis elegans'a karsi en yiiksek
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antihelmintik aktiviteyi n-heksan 6ziitiiniin gosterdigini belirtmisler ve bu 6ziitiin GC
MS vyapisal karakterizasyonunda iginde dodecanoic acidin de bulundugu yag
asitlerinin (do-, tri-, tetra-, heksadekanoik asit, palmitoleik, oleik, linoleik, linolenik

asit) varligin tespit etmislerdir.

Ahirrao, (2019) Momordica dioica meyvelerinin antikanser aktivitesini MTT
ile degerlendirmistir. M. dioica meyvelerinin sulu Oziitinii, insan yumurtalik
karsinomu (PA-1) hiicre hattinda ve HelLa hiicre hattinda ¢esitli konsantrasyonlarda
test etmistir. M. dioica meyvelerinin sulu 6ziitli sirastyla 40pg/ml konsantrasyonunda
PA-I ve HeLa hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigini belirtmistir. Sonug olarak M.
dioica'nin, kanser tedavisinde kullanilabilecek bazi onemli kimyasal bilesenleri

icerdigini vurgulamistir.

Anwar ve ark., (2019a) amip ve fungus enfeksiyonlarinda kullanilan
Amfoterisin B, Nistatin ve Flukonazol isimli ilaglar1 altin nanopartikiiller (AuNP) ile
konjuge etmislerdir. Karakterizasyon dogrulamasinda ise AFM (Nyst-AuNP'ler 10-
50nm iken, Amp-AuNP'ler ve Flu-AuNP'lerin 50-200nm), UV-Vis (Amp-AuNP'ler,
Nys-AuNP'ler ve Flu-AuNP'ler, sirasiyla 555, 561 ve 525nm) ve FTIR
kullanmiglardir. Bu ilaglar ve bunlarin altin nanokonjugatlarint A. castellanii’ye karsi
amoebisidal aktivitesini test etmisledir. Ayrica, konak hiicre sitotoksisite deneylerini
de gerceklestirmislerdir. Amp-AuNP'ler ve Flu-AuNP'lerin, tek basina ilaglarla
karsilagtirildiginda  10uM'de  en belirgin  amoebisidal etkiyi  gosterdigini
belirtmislerdir. Ayrica, ilaglarla konjuge edilen altin nanopartikiiller ile muamele
edilen amipler HeLa hiicrelerine kars1 flukonazol harig tiim ilag¢ kapli nanopartikiillerin

konak hiicrede daha az sitotoksisite gosterdigini vurgulamiglardir.

Anwar ve ark., (2019b) Oleik Asit’in etanolik 6ziitiinii ve bu dziitle beraber
sentezledikleri AgNP’leri (OA-AgNP'ler) A. castellanii’ye karsi antiamoebik
etkilerini ve laktat dehidrojenaz salinimi ile belirledikleri amip aracili konak hiicre
sitotoksisitesini arastirmiglardir. UV-Vis (408nm), AFM (OA-AgNP'ler, 20-90nm
arasinda genis boyut dagilimi ile kiiresel sekilli), DLS ve FTIR ile karakterizasyon
dogrulamasin1 yapmislardir. Canlilik, biiylime inhibisyonu, kistlesme ve eksitasyon
deneylerini, tek basina 10 ve SuM Oleik Asit konsantrasyonu ve Oleik Asit’le konjuge
AgNP'ler ile yapmuslardir. Biyoanalizlerin, tek basina Oleik Asit’in ve Oleik Asit’le
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konjuge AgNP'lerin Onemli antiamoebik aktivite sergiledigini, nanopartikiil
konjugasyonunun ise  Oleik  Asit’in  etkinligini daha da arttirdigini
vurgulamiglardir. Fenotip farklilasma deneylerinde ayrica, 5SuM'de kistlesme ve
eksistasyonun énemli 6l¢iide inhibe edildigini belirtmislerdir. Ayrica, Oleik Asit ve
Oleik Asit’le konjuge AgNP'lerin, laktat dehidrojenaz salinimi ile belirlendigi iizere

amip aracil1 konak hiicre sitotoksisitesini de inhibe ettigini vurgulamislardir.

Chegeni ve ark., (2019) Myrtus communis'in sulu ve etanolik Oziitlerinin
Acanthamoeba trofozoitlerine ve kistlerine karsi amoebisidal aktivitesini
degerlendirmislerdir. M. communis 6ziitlerini ¢esitli konsantrasyonlarda (1.25, 2.5, 5,
10mg/ml) hazirlamislar ve Acanthamoeba iizerinde 3 farkli zamanda (24., 48. ve 72.
saat) test etmislerdir. M. communis'in etanolik 6ziitiiniin trofozoitlerin ve Kkistlerin
canlilik yiizdesini sirasiyla %0 ve %38.62 olarak tespit etmislerdir. Ayrica, M.
communis'in sulu &ziitlinin 10mg/ml konsantrasyonunda canlilik oraninin 72 saat
sonra trofozoitlerde %0 ve Kistlerde ise %31.10 oldugunu belirtmislerdir. Bu
Oziitiin, Acanthamoeba trofozoitlerine ve kistlerine karsi giivenli bir amoebisidal ajan
olarak kullanilabilecegini ve bu bitkinin antiparaziter ilag¢ olarak etkilerinin hayvan
modellerinde ve goniillii enfekte kisilerde ileri arastirmalarin yapilmas: gerektigini

vurgulamiglardir.

Korkmaz (2019), yaptig1 c¢alismada, Afrika Meneksesinin (Saintpaulia)
deiyonize su ile hazirlanan yaprak o6ziitiiyle AgNP sentezleyerek karakterizasyonunu
yapmugtir. Karakterizasyon sonucunda, UV-Vis’de ~432nm dalga boyunda oldugunu,
XRD, SEM ile 40.4nm ve kiiresel boyutta AgNP’lerin olustugunu belirtmistir.
AgNP’lerin 4 farkli gram-pozitif ve 4 farkli gram-negatif bakterilere karsi
antibakteriyel aktivite ve biyofilm inhibisyonu gosterdigini belirtmistir. 10mM
konsantrasyondaki AgNP’lerin tiim bakteri suslarina karst bakterisidal etki

gosterdigini vurgulamistir.

Salari ve ark., (2019) tarafindan yapilan ¢alismada, Prosopis farcta
meyvelerinin deiyonize suyla hazirlanan Oziitiiyle AgNP sentezlemislerdir.
Optimizasyon ¢alismasinda, 6ziit konsantrasyonunun etkisini (100, 110, 120, 130 ve
140pL), reaksiyon sicakliginin etkisini (50, 60 ve 70°C), reaksiyon siiresinin etkisini

(25 ve 45 dakika) incelemislerdir. Karakterizasyon i¢in UV-vis, TEM ve XRD
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kullanmiglardir. Ayrica hazirlanan meyve o6ziiti ve AgNP’lerin antibakteriyel
aktivitesini gram-pozitif ve gram-negatif bazi bakterilere karsi degerlendirmislerdir.
AgNP'lerin, gram-negatif bakterilere kars1 daha etkili oldugunu vurgulamislardir.
[lave olarak AgNP’lerin toplam fenolik ve flavonoid bilesiminin meyve oziitiine
oranla daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Biyosentezlenmis AgNP'lerin tek basina
P. farcta meyve 0zii ile karsilastirildiginda daha yiliksek bir antioksidan ve

antibakteriyel aktivite gésterdigini vurgulamiglardir.

Srinivasan ve ark., (2019) E. indica ‘nin hekzan, kloroform, aseton ile etil
asetat ve metanolle hazirlanan yaprak oOziitlerini, antimikrobiyal, antioksidan,
antiproliferatif ve fitokimyasal Ozellikleri agisindan test etmislerdir. Aseton ile
hazirlanan  Oziitlin, in vitro gii¢li antioksidan potansiyelinin  oldugunu
vurgulamiglardir. Ayrica E. indica'nin tiim oziitlerinin, c¢alismada kullanilan
patojenlerin c¢oguna karst genis bir antimikrobiyal potansiyelinin oldugunu
belirtmislerdir. E. indica'nin metanol ile hazirlanan 6ziitiiniin, S. epidermidis'e karsi
oldukca yiiksek antibakteriyel potansiyel sergiledigini ortaya koymuslardir. E.
indica'nin aseton ile hazirlanan 6ziitiiniin giiglii antiproliferatif aktivitesinin oldugunu
gozlemlemislerdir. Aragtirmaya gore, E. indica'nin aseton ile hazirlanan oziitiiniin
antiproliferatif, antimikrobiyal ve antioksidan Kkapasitesinin giiglii oldugunu

vurgulamiglardir.

Suganya ve ark., (2019) ise, kahverengi deniz yosunu (Sargassum wightii) ve
yesil deniz yosunu (Halimeda gracilis) olmak iizere iki deniz yosunu tiiriiniin farkl
oziitlerini (aseton, kloroform, metanol, etanol, su) incelemislerdir. Oziitlerin fenolik
ve flavonoid igerigiyle beraber antioksidan aktivitelerini de degerlendirmislerdir. S.
wightii'nin etanolik 6ziitiiniin, H. gracilis oziitiine kiyasla daha giiglii antioksidan
aktivite sergiledigini ve ayn1 zamanda daha yiiksek toplam fenolikler ve flavonoidler
icerdigini belirtmiglerdir. Ek olarak, bu deniz yosunlarindaki biyoaktif bilesiklerin
karakterizasyon dogrulamasini FTIR ve GC MS ile yapmuslar, her iki tiirde ortak olan
fitobilesik Dimethylsulfoxonium formylmethylide olmak iizere S. wightii’de 9 H.
gracillis'de 4 fitobilesik tespit etmislerdir. Ayrica 6ziitlerin antimikrobiyal aktivitesini
lic patojenik gram-negatif bakterinin biyofilm olusumuna karsi test etmiglerdir. S.
wightii ve H. gracillis'in etanolik oziitleri, biyofilm olusumunda %40-75'e kadar

onemli bir azalmayla en yiiksek biyofilm dnleyici etki gosterdigini belirtmislerdir. Son
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olarak, bu oziitlerin insektisidal potansiyelleri, sitma vektorlerinin (Anopheles
stephensi), Dang Hummasi ve Zika Virilisii vektorlerinin (Aedes aegypti) ve Japon
ensefalit vektoriiniin (Culex tritaeniorhynchus) tgiincii donem larvalarina karsi
degerlendirmislerdir. S. wightii etanolik 6ziitiiniin LCso degerinin 50ppm'den diisiik

oldugunu vurgulamislardir.

Anwar ve ark., (2020) Polyalthia longifolia var pendula'dan izole edilen
Quersetin (QT), kolavenik asit (PGEA) ve Caesalpinia pulcherrima'nin metanolik
ozitini (CPFLM) kullanarak Acanthamoeba T4 genotipine ait bir keratitli hastadan
izole edilen A. castellanii'nin klinik izolatina kars1 etkilerini belirlemek igin AgNP'ler
ile birlestirmislerdir. Bilesiklerin UV-Vis ve AFM ile karakterizasyon dogrulamasini
yapmiglardir. Kuersetin kapli AgNP’lerin (QT-AgNPs), 443nm dalga boyunda
oldugunu ve ortalama boyut dagiliminin 45nm civarinda oldugunu belirtmislerdir. QT-
AgNP'lerin spesifik olarak antiamoebik etkiler sergiledigini ve bu bilesiklerin de insan

hiicrelerinde sitotoksik etkiler gostermedigini vurgulamislardir.

Alive ark., (2020) ise; E. umbellata yapraklari ile 5 farkli 6ziit [hekzan (EUH),
etil asetat (EUE), diklorometan (EUD), biitanol (EUB) ve su (EUW)] hazirlamislar ve
bu oziitlerden AgNP sentezleyerek karakterizasyon testleriyle dogrulamiglardir.
Ayrica S. aureus ile E. coli’ye karsi bakterisidal aktivitesini ve insan makrofaj
hiicrelerinde de sitotoksik etkisini arastirmiglardir. pH 7, 30°C sicaklik, 1 saat siireyle
1000rpm karigtirma hizi ve konsantrasyon (ImM AgNOs ve 1mg/ml ekstrakt) gibi
reaksiyon parametrelerini her reaksiyon sirasinda muhafaza ederek deney
diizenlemislerdir. UV-vis’de AgNPSEUW, AgNPsEUB ve AgNPsEUD, sirasiyla 407,
412 ve 418nm dalga boylarinda oldugunu, AgNPSEUE 398nm dalga boyunda
oldugunu ve AgNPSEUH'de absorbans gostermedigini belirtmislerdir. AFM ve SEM
incelemelerinde boyut olarak tek tip olmadiklarini ve boyutlarin 20-100nm arasinda
degistigini bununla birlikte, AgNPEUW, yaklasik 40nm'lik tek dagilimli boyuta sahip
oldugunu vurgulamislardir. Ayrica tiim nanopartikiillerin E. coli iizerinde daha aktif
olduklarin1 ve AgNPSEUW’nin digerlerine gore antibakteriyel etkisinin daha fazla
oldugunu belirtmiglerdir. Yine AgNPSEUE, AgNPsEUD, AgNPsEUB ve
AgNPsSEUW'nin sitotoksisitesini MTT ile farkli konsantrasyonlarda (5 ila 250pg/ml)
nanopartikiiller ve Oziitler kullanilarak arastirmiglardir. AgNPsEUW'nin yiiksek
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konsantrasyonda dahi nonsitotoksik oldugunu ve sito-uyumluluk 6zellikler

sergiledigini vurgulamislardir.

Artanti ve ark., (2020) Parijoto meyvesinin (Medinilla speciosa Reinw.ex.),
antikanser potansiyeli olan sekonder metabolit bilesiklerini ve metanol 6ziitliniin
sitotoksik etkisini MTT testi ile arastirmiglardir. Sonuglar, Parijoto meyvesinin (MEP)
metanol 6ziitliniin, HeLa hiicrelerinde sitotoksik etki gosterdigini, HeLa hiicrelerine
kars1 sisplatinin (kanser tedavisinde kullanilan bir ilag) ICso degerinin ise 12.8ug/ml
oldugunu belirtmislerdir. Sonu¢ olarak, MEP'in sisplatin ile sinerjistik sitotoksisite
etkisi dikkate alindiginda ortak kemoterapi ajani olarak potansiyelinin var oldugunu

vurgulamiglardir.

Oztiirk ve Oztiirk (2020) Tilia rubra’nin deiyonize suyla hazirlanan &ziitii ile
sentezlenen AgNP’lerin antifungal (C. albicans) etkisini degerlendirmislerdir.
AgNP’lerin biyosentezi UV-Vis’de 427nm dalga boyunda oldugunu, TEM gorintiileri
ile nanopartikiillerin kiiresel morfolojiye sahip ve 5-15nm boyutlarinda oldugunu
gozlemlemislerdir. XRD analizi ile partikiillerin kiibik ve kristal yapida oldugunu
belirtmislerdir. Giimiisiin biyo-indirgenmesinden sorumlu fitobilesikleri tanimlamada
FTIR analizi kullanmiglardir. AgNP’lerin C. albicans f{izerindeki antifungal etkisi
incelemisler ve sonu¢ olarak sentezlenen AgNP’lerin gii¢lii antifungal aktivitesi

oldugunu vurgulamiglardir.

Renuka ve ark., (2020) Phyllanthus emblica bitkisinden deiyonize suyla
hazirlanan meyve oOziitlinli kullanilarak AgNP sentezlemisler ve AgNP’lerin
karaterizasyonunu UV-vis ve FTIR ile dogrulamislardir. XRD ile ortalama boyutun
19-45nm arasinda degisen kristal yapi olusturdugunu belirtmislerdir. SEM ile
AgNP’lerin altigen seklinde oldugunu belirtmislerdir. Sentezlenen nanopartikiillerin,
K. pneumoniae ile S. aureus’a en az konsantrasyonda dahi (10pg) 6nemli derecede

antibakteriyel etki gosterdigini vurgulamislardir.

Singha ve ark., (2020) farkli (Alev g¢ekirdeksiz, Kishmish chorni, Red Globe
ve Thompson c¢ekirdeksiz) liziim Oziitlerinin antioksidan etkilerini ve radyasyon
kaynakl1 hasara karst DNA koruyucu aktivitelerini arastirmislardir. Uziim &ziitlerinin
radyasyonun neden oldugu plazmid DNA hasarin1 6nemli 6l¢iide 6nledigini ve siiper

sarmal pBR322 plazmid DNA'sinin (~%93) tamamen 150 Gy gama-radyasyon
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dozunda acik dairesel (~%97) ve dogrusal (~%2) forma doniistiigiinii belirtmislerdir.
Uziim kabugunda bulunan antosiyaninin muhtemel radyokoruyucu aktivitesinin

bulundugunu vurgulamislardir.

Francis ve ark., (2021) Jatropha curcas’nin yaprak 6ziitlerinin Phaeoisariopsis
personata'ya karsi antifungal etkinligini test etmislerdir. J. curcas yaprak oziitiinde
GC MS ile tamimlanan, Hexadecane, n-hexadecanoic acid, phenol, 2, 4 bis (-
dimethylethyl), phytol and hexadecanoic methyl ester, 1,2,3-propanetriol;
monoacetate gibi bazi1 bilesiklerin antifungal aktiviteden sorumlu olan ana

fitobilesikler olabilecegini belirtmislerdir.

Nazir ve ark., (2021) E. umbellata meyveleri kullanilarak hazirlanan kloroform
Oziitliniin aktif bilesenlerini, ¢esitli spektroskopik teknikler kullanarak morin,
florogliisinol ve 1-heksil benzen izole etmislerdir. izole edilen bilesiklerin antioksidan,
antibakteriyel ve antidiyabetik aktivitelerini degerlendirmislerdir. Morin, DPPH ve
ABTS radikallerine kars1 giiclii in vitro antiradikal potansiyel sergiledigini ayrica
secilmis bakteri tiirlerine karst (E. coli, B. cereus, S. typhi, K. pneumonia, P.
aeruginosa ve Proteus mirabilis) belirgin antibakteriyel aktiviteler sergiledigini

belirtmiglerdir.

Miranda ve ark., (2021) A. muricatanin (EtOHAm) etanolik oziitlerinin
Toxoplasma gondii'nin in vitro ve in vivo antiparaziter etkisini arastirmislardir. Ayrica
bitkinin etil asetat (EtOAcCAm), n-biitanol (BuOHAm), sulu (H2OAm), heksan
(HexAm) ve diklorometan (CH2CloAm) o6ziitlerinin de sitotoksisitesini NIH/3T3
fibroblastlarda degerlendirmislerdir. EtOHAm, EtOAcAm, BuOHAm, H>OAm,
200pg/ml dozlarina kadar diisiik sitotoksisite sergilerken HexAm ve CH2Cl,Am,
100pg/ml dozlardan itibaren toksisite gosterdigini, EEOHAmM, HexAm ve CH2Cl.Am
in vitro parazitin canliligini azalttigini tespit etmislerdir. Canlilarda EtOHAm, HexAm
ve CH2Cl,Am, enfekte hayvanlarin hayatta kalma oranini artirdigini yalnizca

EtOHAM’1n ince bagirsak ve akcigerdeki parazit canliligini azalttigini belirtmislerdir.

Mortazavi-Derazkola ve ark., (2021) E. angustifolia aga¢ kabugunun metanol
Oziitliniin antibakteriyel aktivitesini arastirmislardir. Biyosentezlenmis AgNP’lerin
karakterizasyonu i¢in XRD, FTIR, enerji dagitict X-1s11 analizi (EDS) ve FESEM

teknikleri ile dogrulamiglardir. AgNP’lerin olusumunu 424nm'de maksimum
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adsorpsiyon ile  Dbelirlemislerdir. Ayrica ~FESEM  sonuglari, sentezlenen
nanopartikiillerin homojen ve 65-90nm boyutunda, kiiresel morfolojide oldugunu
vurgulamiglardir. E. coli, S. aureus, K. pneumoniaei¢in minimum inhibitor
konsantrasyon (MIC) degerlerini sirastyla 1.5, 2.5 ve 20ug/ml olarak tespit
etmislerdir. Ayrica E. coli, S. aureus, K. pneumoniae'nin minimum bakterisidal

konsantrasyon (MBC) degerlerini sirasiyla 2.5, 5, 20ug/ml olarak tespit etmislerdir.

Tailulu ve ark., (2021) kuru noni (Morinda citrifolia) meyvesinin metanolik
oziitiiniin aktif bilesenlerini arastirmuslardir. Oziitin, E. coli, Streptococcus
thermophilus, S. aureus, S. cerevisiae ve C. albicans'a kars1 antimikrobiyal etki
gosterdigini belirtmislerdir. Oziitte GC MS ile yirmi bir fitobilesik oldugunu ve
iclerinde 2,4-dihydroxy-2,5-dimehtyl-3(2H)-furan-3-one bilesiginin de bulundugu
belirtmislerdir.

Catrawardhana ve ark., (2022) Mangifera kemanga’nin etanol, etil asetat ve n-
heksan oziitlerinin igeriklerini, HeLa hiicrelerinde de sitotoksik etkilerini MTT analizi
ile incelemislerdir. Fitokimyasal testlerle oziitlerin flavonoid, tanen, triterpenoid ve
alkaloid icerdigini belirtmislerdir. MTT analizi sonucu HeLa hiicreleri igin, sirasiyla
etanol, etil asetat, n-heksan 6ziitleri igin ICso degerlerini, 44.34, 16.41 ve 43.23ppm
olarak tespit etmislerdir. M. kemanga meyve Oziiti rahim agzi kanserine karsi

antikanser ajan olarak potansiyele sahip oldugunu vurgulamislardr.

Jha ve ark., (2022) Jasminum sambac’in ugucu yaginda GC MS analiziyle ana
bilesik olarak Dimetilsiilfoksonyum formilmetilidin (%85.33) ve ardindan Asetik asit,
fenilmetil esterin (%4.09); Dietil Ftalat (%2.17); ve Feniletil Alkol (%1.33) tespit
etmislerdir. Esansiyel yagin 9 bakteriye karsi antibakteriyel ve 3 mantara karsi
antifungal etki gosterdigini belirtmislerdir. Yagin, diisiik konsantrasyonlarda dahi, P.
falciparum'un ilaca direngli ve ilaca duyarli susglarina kars1 giiclii anti-sitma etkisinin

oldugunu belirtmislerdir.

Motavallihaghi ve ark., (2022) A. castellanii'nin oksidatif strese kars1 direng
mekanizmalarmi  incelemislerdir.  A.  castellanii'nin  trofozoitlerini  farkh
konsantrasyonlarda H2O; ile muamele ederek ICso degerini MTT analizi kullanilarak
belirlemislerdir. SOD, CAT, GPx ve GR aktiviteleri belirleyerek, CAT ve SOD'un gen
ekspresyon miktarlar1 RT-qPCR ile analiz etmislerdir. Ayrica CAT ve SOD'un spesifik
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inhibitorleri olarak sirasiyla 3-AT ve potasyum siyaniir (KCN) kullanmiglardir. Hiicre
dongiisii analizini ve apoptozu, akis sitometrisi ile degerlendirmiglerdir. SOD, CAT,
GR ve GPx aktivitelerinin oksidatif streste artis gosterdigini vurgulamislardir.
Apoptozun oksidatif stres altinda CAT ve SOD'un spesifik inhibisyonundan sonra
onemli Olgiide arttigini belirtmislerdir. Sonu¢ olarak parazitin SOD ve CAT
enzimlerinin aktivitesinin azaltilmasi veya engellenmesi yoluyla A. castellanii

enfeksiyonu ile bas etmenin miimkiin olabilecegini vurgulamislardir.

Sifaoui ve ark., (2022) klorheksidinin A. polifaga’nin oksidatif stres durumu
tizerindeki etkisini ABTS, DPPH ve FRAP gibi farkli antiradikal yontemler kullanarak
incelemislerdir. Klorheksidinin, ROS’nin asir1 ekspresyonu yoluyla ve/veya
antioksidan enzimlerini inhibe ederek hiicrelerde oksidatif dengesizligi tetikledigini
belirtmislerdir. Klorheksidinin, oksidatif strese tepki olarak antiradikal aktiviteyi
arttirmasinin yani sira, iki antioksidan enzim olan SOD ve indirgenmis flavin adenin
diniikleotid-fumarat rediiktazin (NADH-FRD) aktivitesini sirasiyla %30 ve %40’a
diistirebildigini belirtmislerdir. Hem SOD hem de NADH-FRD aktivitelerinin
inhibisyonunun, hiicre oksidatif dengesizliginde dnemli bir role sahip olabilecegini

vurgulamiglardir.

Qanash ve ark., (2022) ise, Kei Elmasi’nin (Dovyalis caffra) metanolik
Oziitiiniin Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) ve GC MS analizlerini
yapmuslar ve biyolojik (antiviral ve antikanser) aktivitelerini degerlendirmislerdir.
HPLC ile klorojenik asitin (2107.96 + 0.07ng/g), katesinin (168 + 0.58pg/g) ve gallik
asidin (15.66 + 0.02ug/g) varligini tespit etmislerdir. 2,4-Dihydroxy-2,5-dimethyl-
3(2H)-furan-3-one bilesiginin yani sira levoglukozenon, izokiapin B, dotriakontan, 7-
nonononik asit ve terteksadekanetiyol iceren farkli biyolojik aktivitelere sahip
fitobilesikleri GC MS ile tanimlamiglardir. Test edilen Oziitiin, 1000pg/ml'de
Hepatoseliiler karsinom hiicrelerine (Hep G2) karsi potansiyel antikanser aktivite
(%58.90 toksisite) sergiledigini belirtmislerdir. Antibakteriyel etki bakimindan en
fazla E. coli ve Proteus vulgaris'e kars1 gézlendigini, bunu S. aureus ve B. Subtilis’in
takip ettigini belirtmislerdir. C. Albicans’a kars1 zayif aktivite gosterirken, insan
koronaviriisiine (229E) karsi antiviral aktivite gosterdigini, ancak insan H3N2'ye (SI)

virilisline kars1 etkisinin zayif oldugunu vurgulamislardir.
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Zulfigar ve ark., (2022) E. umbellata (meyve) kullanilarak AgNP
sentezlemisler ve karakterizasyon testleriyle dogrulamislardir. AgNP’lerin
antibakteriyel, antioksidan ve fitotoksik aktivitelerini de degerlendirmislerdir.
AgNP’lerin UV-vis’de, 456nm dalga boyunda oldugunu gozlemlemislerdir.
AgNP'lerin SEM ve XRD analizlerinde kiiresel yapida olduklarmi ve ortalama
11.94+7.325nm boyuta sahip olduklarini belirtmislerdir. Sentezlenen AgNP'lerin, baz1
bakterilere karsi1 giiclii antibakteriyel etkisinin yaninda, DPPH'ye karsi %69

inhibisyonla giiclii antioksidan aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Ahmed ve ark., (2023) Myristica cinnamomea king meyvesinin etil asetat
oziitiinii, A. castellanii'ye (ATCC 50492) kars1 degerlendirmislerdir. Oziitiin 1Cso
degerini  45.102+4.62ug/ml olarak  tespit  etmislerdir. Oziitten izole ettikleri
asilfenollerin A. castellanii’ye kars1 amoebisidal aktivitelerini de test etmislerdir. Test
edilen bilesikler arasinda Malabaricone B’nin ICso degerini 101.31 + 17.41uM ve
Malabaricone C’nin ICsg degerini 49.95 + 6.33uM olarak tespit etmislerdir. Ayrica
hem Oziitiin hem de Malabarikonlarin ayn1 zamanda A. castellanii'nin kistlesme ve
eksistasyonunu 6nemli Slgiide (p <0.05) inhibe ederken, test edilen daha diisiik
konsantrasyonlarda insan keratinosit hiicrelerine (HaCaT) karst minimum toksisite
gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica saflastirilmis bilesiklerin olas1 etki mekanizmasini
da kromatinin durumunun tespiti ile degerlendirmislerdir. Hoechst/PI 33342 cift
boyamasi,  Malabariconesun (AC) 8 saatlik  tedavisinden  sonra A.
castellanii trofozoitlerinde ~ nekrotik  hiicre  Sliimiiniin ~ oldugunu  tespit
etmiglerdir. Malabaricones B ve C'nin A. castellanii enfeksiyonlaria kars: alternatif

tedavi secenegi olabilecegini vurgulamisglardir.

Anjuwon ve ark., (2023) ise, P. falciparum ve Plasmodium berghei'nin
secilmis izolatlarinin antimalaryal ajanlara ve Glyphaea brevis’in yaprak 6ziitlerinin
GC MS analizini ve in vitro antimalaryal duyarliligini degerlendirmislerdir. P.
falciparum’ye karst ICso araligr 1.03pg/ml-7.63ug/ml iken P. berghei'ye karsi 1Csg
degerleri 4.32ug/ml-7.89ug/ml araliginda tespit etmislerdir. GC MS analizinde
tanmimladiklar1 dodekanoik asit, metil esteri, karotol, heksadekanoik asit, oleik asit,
metil stearat, heptadekanoik asit vb. tespit edilen bu bilesiklerin sitmaya karsi

etkilerinin olabilecegini vurgulamiglardir.
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Habib ve ark., (2023) Palmiye meyvesi poleni 6ziitiiniin (PFPE), antioksidan,
antimikrobiyal, antikanser, enzim inhibisyonu, DNA koruyucu aktivitesini ve fenolik
bilesiklerini arastirmislardir. Sonuglar, PFPE'nin DPPH gibi radikal temizleme
analizlerinde giiclii antioksidan aktivite sergiledigini belirtmislerdir. PFPE ayrica bazi
patojenik Dbakterilere karsi antimikrobiyal etki sergiledigini vurgulamislardir.
PFPE’nin asetilkolinesteraz, tirozinaz ve a-amilaz enzim aktivitelerini de azalttigini
belirtmislerdir. PFPE'nin kolon karsinomu (Caco-2), hepatoma (HepG-2) ve meme
karsinomu (MDA) kanser hiicrelerine kars1 antikanser etkisi oldugu vurgulamislardir.
PFPE’le tedavi edilen hiicrelerde doza bagli apoptoz meydana geldigini ve hiicre
dongiisiiniin durdugunu belirtmislerdir. Ayrica meme kanseri hiicrelerinde PFPE, Bcl-
2 ve p2l'yi asag regiile ederken p53 ve Caspase-9'u yukan regile ettigini
belirtmislerdir.

Zafar ve Mehmood, (2023) tarafindan yapilan ¢alismada Tolipeer Azad Jammu
ve Kesmir'de yetisen E. umbellata'nin metabolik ve diyet profillerini, meyvenin
toplam fenolik icerigini (TPC) ve toplam flavonoid igerigini (TFC) test etmislerdir.
Antioksidan aktiviteyi degerlendirmede DPPH ve H>0: temizleme analizlerini
kullanmiglardir. E. umbellata'nin bazi bakterilere karsi antibakteriyel aktivitesini
incelemislerdir. E. umbellata metanolik meyve Oziitiiniin, en yiiksek TPC ve TFC
seviyelerine sahip oldugunu, DPPH radikallerine kars1 en gii¢lii antioksidan aktiviteyi
gosterdigini vurgulamiglardir. E. umbellata’nin P. aeruginosa'ya karsi en giiglii
antibakteriyel aktiviteyi sergiledigini (15.00 £ 1.0mm) ve ¢esitli enfeksiyon ve hastalik
tirlerinin  kontroliinde alternatif bir antioksidan ve antibakteriyel ajan olarak

potansiyelinin varligin1 vurgulamislardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Bitki Materyali
Elaeagnus umbellata Thunb. Ordu ili Altinordu ilgesinde sahile yakin

bahgelerden toplanmustir. Sekil 3.1°de E. umbellata’nin genel goriiniisii sunulmustur.

s

Sekil 3.1 E. umbellata bitkisinin dogal goriintiisii

3.2 Bitkinin Meyve Oziitiiniin Hazirlanmasi

Bitkinin meyveleri 6nce musluk suyu ile sonra deiyonize suyla yikanip
kurutma kagitlar1 ile kurutulmustur. Kurutulan meyvelerden 100g hassas terazide
(Radwag AS220/C/2) tartilip, 300ml etanol ile bir Ogiitiiciide birlestirilerek
ogiitlilmistiir. Sonra karisim steril bir payrex sisesine alinip 150rpm hiz, %35+5 nem
ve 20+2°C’deki calkalayicida (Grotech GP08) 72 saat bekletilmistir. 72 saat sonra
karisim, filtre kagidindan siiziilerek kaba filtrasyon yapilmis sonra da evaporatérde
(Heidolph HB Digital) 35°C’de etanol uzaklastirilmistir. Sonrasinda bakteri filtresi
bulunan (por c¢apr: 0.45um) vakumlu filtreden siiziilerek bakteri izolasyonu
saglanmistir. Son hacim, 100ml’de %99 meyve 6ziitii ile steril saf su, %1 etanol olacak
seklinde ayarlanarak Oziitiin son konsantrasyonu 40mg/ml hesaplanmistir (Kaynak,

2017; Kaynak ve ark., 2018, 2019).
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Sekil 3.2°de E. umbellata meyve oOziitiiniin temizlenmesi ve etanoliin

evaporatorde uzaklastirilmasi asamalar1 verilmistir.

Sekil 3.2 E. umbellata meyvelerinin temizlenmesi ve etanoliin evaporatorde
uzaklastirilmasi agsamalar1

Sekil 3.3’te ise E. umbellata meyve Oziitiiniin kaba filtrasyon ve vakumlu

filtrasyon uygulama asamalar1 verilmistir.

Sekil 3.3 Kaba filtrasyon ve vakumlu filtrasyon uygulama asamalar1

3.3 E. coli Kiiltiirii

E. coli’den (ATCC 25922) Eosin Methylene Blue (EMB) (Merck Cat.No:
WM754747635) besiyerine ekim yapilarak inkiibatérde (Binder BD56) 36°C etiivde
24 saat inkiibe edilmistir. Sari-yesil metalik refle veren koloniler steril Ringer broth ile
yikanarak steril ependorf tiiplerine toplanmistir (Kaynak, 2017; Kaynak ve ark., 2018,
2019).
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3.4 A. castellanii Trofozoit Kiiltiirii, Sayim ve Canhlik Testi

Ringer agar besiyerlerine (Cat. n0:1155250001, Merck) ilk olarak 0.5’er ml
Ringer broth besiyeri eklendikten sonra 6nceden hazirlanan 1ml E. coli (ATCC 25922)
stispansiyonu eklenmis, sonra A. castellanii (ATCC 30010) susundan ayni1 besiyerine
300uL ilave edilerek steril 6ze ile ekimi yapilmistir. 26°C etiivde (Binder BD56) 96
saat inkiibasyona birakildiktan sonra trofozoitler Ringer broth besiyeri ile yikanarak
toplanmis ve thoma laminda m1’deki trofozoit sayis1 ve %0.4’1iik trypan blue (Sigma
T-8154) boyast ile canlilik testi yapilmigtir. Deneye 2x108/ml trofozoit sayis1 ve %100

canlilikla baglanilmgtir.

3.5 Bitki Oziitiiniin Amoebisidial Aktivitesinin Test Edilmesi

E. umbellata meyve oziitleri 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625mg/ml
konsantrasyonlarda hazirlanarak 200uL olacak sekilde ependorf tiiplerine konulup her
bir ependorf tiipiiniin tizerine 200’er uL A. castellanii trofozoiti eklenmistir (Sekil 3.4).
Negatif kontrol tiipii (trofozoit+%99 steril saf su ve %1etanol) ve pozitif kontrol tiipii
(trofozoit+%0.05 chlorhexidine gluconate) hazirlanarak 26°C’de etiivde 24, 48, 72
saat tutulmus ve her siire bitiminde 25pL parazit+bitki 6ziitli karistmima 25puL
%0.4°1iik trypan blue eklenerek vortekslenmistir. Oda sicakliginda 5 dakika bekletilip
6li ve canli trofozoitler ayr1 ayr1 thoma laminda sayilmistir. Her bir sayim ii¢ kez

tekrarlanmigtir (Malatyali ve ark. 2011; Kaynak, 2017).

A. castellanii trofozoitlerine farkli konsantrasyonlardaki bitki &ziitiiniin

eklenmesi Sekil 3.4’te sunulmustur.

A.castellanii
trofozoit

2x10%/mi \
VAL
200pL 200pL 200puL IOUHL orhexidine 200pL
Bitki Oziitii Bitki Oxziitii Bitki Oziitii Bitki Oziitii 1 e Saf su
9

200pL 200pL 200uL 200pL 200pL 200pL

P P Acastellanii P P Acastellanii A o a P—

trofozoit Qﬂ"_n.:(fl/ w trofozoit trofozoit trofozoit
8

5 6 7
40mg/ml 20mg/ml 10mg/ml Smg/ml 2.5mg/ml 1.25mg/ml 0.625mg/ml Poz. Kontrol Neg. Konftrol

|

Sekil 3.4 A. castellanii trofozoitlerine farkli konsantrasyonlardaki bitki 6ziitiiniin
eklenmesi



3.6 Giimiis Nanopartiikiillerinin Hazirlanmasi

Glimiis nitrat (AgNO3) konsantrasyonlar1 20, 10, 5, 1 ve 0.5mM/ml
(AgNO3>%99, Sigma-Aldrich) hazirlanarak 45’er ml ve 37+1°C’deki deiyonize suya
500rpm 1siticili manyetik (Heidolph MR3001K) karistiricidayken ilave edilmistir.
Oziitlerin pH’s1 sirastyla 5, 6, 7, 8, 9, 10 ve 11°e ayarlanip 5’er ml deiyonize su ve
AgNO3 karigimina damla damla ilave edilip, 30 dakika boyunca 36+1°C’de (Cozelti
sicakligl) 500rpm 1siticili manyetik karistiricida bekletilmistir. Sonra da ornekler
aliminyum folyoya sarilarak oda sicakliginda karanlik ortamda 48 saat bekletilmistir.
Ali ve ark.,’nin (2020) protokolii modifiye edilerek kullanilmistir. Siire sonunda
karigimlar 50ml’lik falkon tiiplerine alinmis ve 10.000rpm’de 30 dakika santrifiij
(Universal 320-R, Hettich-Zentrifugen) edilmistir. Karisimlar ayr1 ayr1 3 defa deiyoze
su ile yikanmistir (Anwar ve ark. 2020). AgNP’lerin olusumu nanopartikiil

karakterizasyon testleriyle dogrulanmistir.

3.7 Nanopartikiil Karakterizasyon Analizleri
3.7.1 UV-Vis Analizi

Deiyoze su ile hazirlanan AgNOs ¢ozeltisi 10 dakika sonikatérde sonike
edilmistir. Spektrofotometrede 6nce 1ml deiyoze su ile kér numune okumasi yapilmis
ve sonra da Iml AgNOs ¢ozeltisi kullanilarak spektrum analizi yapilmistir. Sonra
AgNP'lerin karakterizasyonu UV-Vis’de (UV1240, Shimadzu) 300-700nm dalga boyu

araliginda absorbansi alinmistir.

3.7.2 EDX Analizi

Metalik glimiis iyonlarinin varlig1 ve element analizi EDX detektorii (Hitachi,
SU 1510) kullanilarak incelenmistir. Sentezlenen AgNP’ler karbon film {izerine
dokiilerek kurutulmustur. Sonra numune SEM cihazina yerlestirilip yliksek vakum
altinda 15kV’de analizi yapilarak Ornek icerisindeki elementlerin yar1 kantitatif
tayinleri gergeklestirilmistir. Numuneden elde edilen spektrum daha sonra elektronik

islemeyle birlikte X 1sinlarinin tespiti igin yar1 bir iletken kullanilarak analiz edilmistir.

3.7.3 FTIR Analizi
FTIR (Spectrum65, Perkin Elmer, USA) ile nanopartikiillerin kapatilmasinda
ve stabilizasyonunda yardimci olan fonksiyonel gruplar ve adsorbe edilmis

kimyasallar dogrulanmistir. AgNP’ler 400-4000cm "*’de taranmigtir. AgNP’lerin
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sentezinde, oziitlerin igerdigi biyoindirgeyici maddeler nanopartikiillerin yiizeyine

adsorbe edilmektedir.

3.7.4 SEM Analizi

Sentezi yapilan AgNP'lerin yiizey morfolojisi ve yapisal analizi, 0.1-30Kv
araliginda 10x-1000000x biiylitmede c¢alistirilabilen SEM ile (Jeol JSM-7001F)
yapilmistir. Numuneden stablarin tizerindeki karbon bant tizerine 30uLL damlatildiktan
sonra oda sicakliginda kurutularak SEM’de 15Kv voltajda AgNP'lerin goriintiileri

alinmustir.

3.8 A. castellanii Trofozoit Kiiltiirii ve Sentezlenen AgNP’lerin Amoebisidal
Aktivitesinin Test Edilmesi

Once A. castellanii trofozoit kiiltiirii yapilarak thoma lamimda m1’deki trofozoit
say1s1 belirlenmis ve canlilik testi yapilmistir. Deneye 2x108/ml trofozoit sayist ve
%100 canlilikla baglanmistir. 20, 10, 5, 1, 0.5mM/ml konsantrasyonlarda hazirlanan
ve optimizasyonu yapilmis AgNP’ler, 200°er pL olarak ependorf tiiplerine
konulmustur. Her bir ependorf tiipiiniin {izerine 200’er pL trofozoit eklenmistir.
Negatif kontrol tiipii (trofozoit + steril saf su) ile pozitif kontrol tiipii de (trofozoit +
%0.05 chlorhexidine gluconate) hazirlanmistir. 26°C etiivde 24, 48, 72 saat tutulmus
ve her siire sonunda 25uL parazit+nanopartikiil karisimina 25uL %0.4°1iik trypan blue
eklenerek karistirilip, oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Olii ve canl trofozotler
ayr1 ayr1 thoma laminda sayilmistir. Her bir sayim ii¢ kez tekrarlanmistir (Malatyali ve
ark. 2011; Kaynak, 2017). Sekil 3.5’te A. castellanii trofozoitlerine farkl
konsantrasyonlardaki AgNO3 eklenmesi sunulmustur.

A.castellanii
trofozoit
2x10%/ml

200pL
2004L 200uL 200uL 200uL 200uL chlorhexidine
_ AgNO, AgNO, AgNO, _AgNO, _ AgNO, gluconate
200pL 200uL 200uL 200uL 200uL 2004L 200uL
A.castellanii A.castellanii A lianii A.castellanii A.castellanii A.castellanii A-castellanii
trofozoit mmit/ w w w w trofozoit
1 2 3 4 5 6 7
20mM/ml 10mM/ml SmM/ml ImM/ml 0.5mM/ml Poz. Kontrol Neg. Kontrol

Sekil 3.5 A. castellanii trofozoitlerine farkli konsantrasyonlardaki AgNO3
eklenmesi
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3.9 E. umbellata Meyve Oziitiiniin GC MS Analizi

E. umbellata meyve Oziitinden 200ml steril evaporatdr balonuna alinarak
igerisindeki etanol ve su evaporatdrde tamamen uzaklastirilmistir. Daha sonra DMSO
(sigma-aldrich, D2650/Merck) ile 2000ppm konsantrasyonda hazirlanan 6ziitiin GC
MS analizi su sekilde yapilmistir (Shimadzu, GCMS- QP2010 Ultra). Restek-Rtx-5
kapiller kolonda (30.0m x 0.25mm x 0.25um) 70ev'de elektron darbe modunda helyum
(%99) gazi kullanilmistir. 1ml/dakika sabit akista tasiyici gaz ve enjeksiyon 1uL
hacimde kullanilmistir (split ratio 1/10) enjektor sicakligi 240°C, firmn sicakligi 40°C,
iyon sicakligi 200°C’de 2 dakikadan baslayarak 4°C/dakikalik bir artigla 240°C’ye (10
dakika) c¢ikarilmis olup, toplam c¢alisma siiresi 55 dakikadir. Sonuglarin
degerlendirmesinde, Aroma ve Koku Dogal ve Sentetik Bilesikler Kiitiiphanesi
(FFNSC3), NIST ve 6zel bir kiitle spektral veritaban1 (WILEY) kiitiiphanelerinden
faydalanilmustir. Pai ve Shenoy, (2020) protokolii modifiye edilerek kullanilmistir.

3.9.1 Laurik Asit’in Amoebisidial Aktivitesinin Test Edilmesi

Laurik Asit (LA) konsantrasyon serileri su sekilde hazirlanmistir. Bes adet
steril ependorf tiipline 1, 0.8, 0.6, 0.4 ve 0.2mM/ml konsantrasyonlarda sirasiyla 200,
160, 120, 80 ve 40mg (Molekiil agirligr 200g/1t) Laurik Asit tartilip tizerine 1000uL
etanol (Laurik Asit’i oda sicakliginda saf suya oranla daha hizli ¢ozdiigiinden) ilave
edilerek vortekslenmistir. Sonra buradan 10’ar pL yeni ependorf tiiplerine alinarak
tizerine 990uL deiyonize su eklenmistir. 1, 0.8, 0.6, 0.4, 0.2mM/ml konsantrasyonlarda
hazirlanan Laurik Asit’ler 200’er pL olarak ependorf tiiplerine konularak her bir
ependorf tiipiiniin iizerine 200’er pL A. castellanii trofozoiti eklenmistir. Negatif
kontrol tiipii (trofozoit+saf su) ile pozitif kontrol tiipii (trofozoit+%0.05 chlorhexidine
gluconate) hazirlanarak 26°C etiivde 24, 48, 72 saat tutulmus her siire bitiminde 25uLL
parazit + Laurik Asit karisimina 25uL %0.4°liik trypan blue eklenip karistirilarak, 5
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Olii ve canli trofozoitler ayr1 ayri thoma
laminda sayilmistir. Her bir sayim {i¢ kez tekrarlanmistir (Malatyali ve ark., 2011;
Kaynak, 2017).
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Sekil 3.6’da A. castellanii trofozoitlerine farkli konsantrasyonlardaki Laurik

Asit’in eklenmesi verilmistir.

A.castellanii
trofozoit
2x10%/mil

L I NG i NG [ NGRS I NP

200pL 200pL 200pL 200uL chlorhexidine
LA LA LA LA gluconate
200uL 200pL 200pL 200pL 200uL 200pL

y PR p P A Honii A P P A.castellanii

1 2 3 4 5 6 7
1mM/ml 0.8mM/ml 0.6mM/ml 0.4mM/ml 0.2mM/ml Poz. Kontrol Neg. Kontrol

Sekil 3.6 A. castellanii trofozoitlerine farkli konsantrasyonlardaki Laurik Asit’in
eklenmesi

3.10 MTT Sitotoksisite Testi

E. umbellata'nin etanolik meyve oziitiniin 40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625,
0.312, 0.156mg/ml konsantrasyonlarda memeli hiicreleri {izerinde sitotoksik etkisi
HeLa hiicre hatt1 kullanilarak test edilmistir. HeLa hiicreleri %10 Fetal Sigir Serumu
(FBS) ile 2mM L-glutamin ihtiva eden yiliksek glukozlu modifiye bir besiyeri
(DMEM; Dulbecco’s Modified Eagle Medium) olan kiiltiir ortaminda 37°C'de %5
COg, iceren inkiibatorde T75°lik hiicre kaplar1 igerisinde biyiitiilmiistiir. Cogalan
hiicreler tripsin araciligiyla pasajlanmigtir. Tripsin ile kaldirilan ve thoma laminda
sayllan HeLa hiicrelerinin seffaf diiztabanli 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplar
icerisine kuyucuk basina 10* hiicre olacak sekilde %10 FBS ihtiva eden DMEM
besiyeri igerisine hiicre ekimi yapilmistir. Ertesi giin hiicrelere meyve 6ziitii, farkl
konsantrasyonlarda uygulanmistir. Hiicreler 72 saat boyunca bitki meyve oziitiine
maruz birakilmistir. Uygulama sonunda sitotoksisitenin test edilmesi i¢in Elabscience
MTT Cell Proliferation and Cytotoxicity Assay Kiti (Cat. No: E-CK-A341)
kullanilmistir. Kit protokoliine gore kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilip her
kuyucuga 50uL serumsuz DMEM ve 50ul MTT reaktifi eklenmistir. Kontrol igin,
yalnizca ortam igeren (hiicre icermeyen) bir kuyucuga S0uL MTT reaktifi eklenmistir.
96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii %5 CO2, ve 37°C etiivde 3 saat inkiibe edilmistir. Siire
sonunda her bir kuyucuga 150uL MTT solvent eklenmistir. 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiirti kab1 folyo ile sarilarak 15 dakika orbital bir ¢alkalayicida ¢alkalanmistir. 15
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dakika sonunda Tecan i-control™ Microplate Reader’da 570nm’de absorbansi
okutulmustur.
311 E. umbellata Oziitiiniin, AgNP’lerin ve Laurik Asit’in Amoebisidal

Aktivitelerinin Istatistiksel Analizi

Bitki oziitiiniin eklenmedigi kontrol grubu ve bitki oziitiniin 7 farkli
konsantrasyonunun, AgNP’lerin ilave edilmedigi kontrol grubu ile AgNP’lerin 5 farkli
konsantrasyonunun ve Laurik Asit’lerin ilave edilmedigi kontrol grubu ile Laurik
Asit’lerin 4 farkli konsantrasyon serilerinin ilave edildigi test gruplarindaki hiicresel
farkliliklar karsilagtirmali sekilde incelenmistir. Kontrol grubu ile AgNP’lerin, bitki
Oziitlerinin, ve Laurik Asit’in bulundugu test gruplarmin 24., 48., 72. saatlerdeki
degisimlerine ait veriler ile farkli konsantrasyonlardaki bitki Oziitlerinin memeli
hiicreleri (HeLa) iizerinde sitotoksisite testine ait veri girisi Microsoft Excel ile IBM
SPSS Statistics 27.0.1 programlari ile yapilmistir. Grafikler ile tanimlayici veri analizi
de IBM SPSS Statistics 27.0.1 programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Veriler
ortalama (Mean)+standart sapma (Sd) olarak ifade edilmistir. IBM SPSS Statistics
27.0.1 programinda, “p” ifadesi, (probability anlamindaki olasilik) %1 hatay1 kabul
ederek karsilastirma yapilmigtir. Giiven araliklart %99 olasilikla (%1 hata ile)
belirlenmistir. Oziitlerin, AgNP’lerin ve Laurik Asit’in amoebisidal aktivitesini
gosteren % canlilik sayim sonuglart IBM SPSS Statistics 27.0.1 kullanilarak post-
Hock c¢oklu karsilastirma analizi, Tukey ve Duncan ikili grup karsilastirilmasi
yapilarak degerlendirilmistir. Trofozoitler ve HeLa hiicrelerinde letal aktivite gosteren
AgNP’lerin, bitki 6ziitlerinin ve Laurik Asit’in farkli konsantrasyonlari, %50 inhibitor
(ICs0) degerlerinin hesaplanmasinda logaritmik regresyon analizi kullanilmigtir. %50
hiicre 6limiinii saglayan farkli 6ziit, AgNP ve Laurik Asit konsantrasyonlarinin
degerleri logaritmik regresyon grafigi ile hesaplanmistir. Deneylerde uygulanan farkli
saatlerde bitki oziitii, AgNP ve Laurik Asit konsantrasyonlarinin amoebisidal etki
gosterenlerinin  kontrol hiicreleriyle kiyaslandiginda gosterdigi % hiicre o6limii
degerleri hesaplanmistir. Inhibitér konsantrasyonlar1 (ICso) ii¢ tekrarli denemelerle
yapilmistir. Ayrica aciklayic1 degiskenler ve tiim konsantrasyonlarin sonuglarini
Ozetlemede Temel Bilesenler Analizi (Principal Component Analysis; PCA) Jamovi

2.4.11 programi ile gorsellestirilmistir.
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3.12 E. umbellata Oziitiiniin, Laurik Asit’in ve AgNP’lerin DNA Koruyucu

Aktivitesinin Incelenmesi

E. umbellata’nin etanolik meyve oziitiiniin, E. umbellata meyve oziitiyle

sentezlenen AgNP’lerin ve Laurik Asit’in hidroksil radikali (-OH) ile indiiklenen

DNA hasarina karsi1 etkisini aragtirmak i¢in in vitro deney dizayn edilmistir. Col ve

ark., 2018’in protokolii modifiye edilerek kullanilmistir.

3.12.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi

>

37.5mM Demir siilfoksit (Fe,SO4) stok ¢ozeltisi hazirlamak igin; 26.06mg Fe;SO4

tartilarak 2.5ml saf suda ¢ozdiiriilmiistiir. Hazirlanan bu stoktan 2.5mM Fe2SO4
icin 100puL alinip 1400uL saf su ile birlikte bir ependorfta birlestirilmistir.

37.5mM _Disodyum Etilendiamin tetraasetikasit (Na;EDTA) stok c¢ozeltisi
hazirlamak i¢in; 75uL 0.5M Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) alinip 925uL saf

su ile bir ependorfta birlestirilmistir. Daha sonra hazirladigimiz bu stoktan 2.5mM
Na:EDTA i¢in 100uL almip 1400uL saf su ile birlikte bir ependorfta
birlestirilmistir.

0.08M Trolox stok ¢o6zeltisinin hazirlamak i¢in; 5mg Trolox tartilarak 250uL

etanolde c¢ozdiirilmiistiir. 133uM Trolox ¢ozeltisi hazirlamak igin; 3.3puL
hazirladigimiz stoktan alinip 1996.7uL saf su ile birlikte bir ependorfta
birlestirilmistir.

%2°1lik H»O> stok ¢ozeltisi hazirlamak igin; 100uL %30’luk H202 alinip 1400uL

saf su ile birlikte bir ependorfta birlestirilmistir.

50mM Steril Fosfat Tamponu (PBS) ¢ozeltisi hazirlamak icin; 100mM’lik PBS’ten

500uL alinip 500puL saf su ile birlikte bir ependorfta birlestirilmistir.
0.5M EDTA (pH 8) ¢ozeltisi i¢in; 46.53g EDTA tartilip 200ml deiyonize su
eklenerek c¢ozdiiriildiikten sonra Sodyum Hidroksit (NaOH) ile pH’s1 8’e

ayarlanarak final hacim 250ml’ye tamamlanmistir.
10x Elektroforez Tamponu, Tris-Asetik Asit-EDTA (TAE) hazirlamak igin; 48.4¢
Tris tartildiktan sonra 11.2ml glasiyal asetik asit ve 20ml 0.5M EDTA ile beraber

800ml saf suda birlestirilip iyice karistirildiktan sonra final hacim 1000ml’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan 10x TAE’den 100ml alinarak 900ml deiyonize su

eklenerek xXTAE hazirlanmistir.
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3.12.2 Agaroz Jel Hazirlanmasi

Agaroz jel %08 olarak hazirlanmistir. 0.6gr agaroz tartilip 75ml xTAE ile bir
erlende birlestirilerek mikrodalga firinda eritilmistir. Jel 50°C civarindayken {izerine
0.5uL Etidyum bromiir eklenerek alt ve {ist taraklar takilip elektroforez tankina
dokilmiistiir. Jel donduktan sonra elektroforez tanki iizerine 600ml XxTAE ilave
edilmistir. Sonra taraklar c¢ikarilarak ornekler elektroforez jel kuyucuklarina

yuklenmistir (Cizelge 3.2).

3.12.3 Mix Tiipiiniin Hazirlanmasi ve Orneklerin Elektroforeze Yiiklenmesi
Cizelge 3.1°deki gibi mix tiipli hazirlanmis ve hazirlanan mix tiiptinden pozitif
kontrol tiiptine 15uL mix, 15uL Trolox ve 1uL pBR322 plazmid DNA’s1 eklenmistir.
Negatif kontrol tiipiine 15pL mix, 15uL niikleaz igermeyen H20 ve 1pL pBR322
plazmid DNA’s1 eklenmistir. Geri kalan diger tiiplere de 7.5’er pL mix ile E.
umbellata 6ziitii, Laurik Asit ve AgNP konsantrasyon serilerinden 7.5’er uL eklenmis
ve sonra her birine 0.5’er uL plazmid DNA’s1 eklenmistir. 37°C'deki 1s1ticil1 blokta 30
dakika inkiibe edildikten sonra yiikleme boyasi (loading dye) ile muamele edilen
ornekler kuyucuklara yliklenmistir (Cizelge 3.2). Jelin alt ve st 1. kuyucuklarina
0.5uL plazmid DNA’s1 ve 4.5uL niikleaz icermeyen H20, 1uL yiikleme boyasiyla
muamele edildikten sonra isiticili blokta bekletilmeden dogrudan jele yiiklenmistir.
Ornekler jel elektroforezde 100V akimda 50 dakika yiiriitiilmiistiir. Cizelge 3.1’de Mix
icerigi, Cizelge 3.2°te oOrneklerin jel elektroforez kuyucuklarima yiiklenme sirasi

verilmistir.

Cizelge 3.1 Mix tiipiiniin igerigi

2.5mM Fe S04 1ulL x20 20uL
2.5mM Na,EDTA 1uL x20 20uL
%2’lik H,0; 1uL x20 20uL
50mM PBS 4uL x20 80uL
pBR322 Plazmid DNA 0.5uLx20 10uL
Toplam Hacim 150uL
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Hazirlanan Ornekler jel elektroforez kuyucuklarima Cizelge 3.2°teki

yiiklenmistir.

Cizelge 3.2 Orneklerin jel elektroforez kuyucuklarina yiiklenmesi

Ust Kuyucuklar

1.Plazmid DNA
2.Negatif Kontrol
3.Pozitif Kontrol
4 Bitki Oziitii

5. Bitki Oziitii

6. Bitki Oziitii

7. Bitki Oziitii

8. Bitki Oziitii

9. Bitki Oziitii
10. Bitki Oziitii

0.5uL pBR322 Plazmid DNA + 4.5uL H,0 + 1pL Loading dye
7.5uL mix+ 7.5ulL H0 +3ul Loading dye

7.5uL mix+ 7.5uL Trolox + 3uL Loading dye

7.5uL mix+ 7.5uL E. U. 6ziiti (40mg/ml) + 3uL Loading dye
7.5uL mix+ 7.5uL E. U. 6ziitii (20mg/ml) + 3uL Loading dye
7.5uL mix+ 7.5uL E. U. 6ziitii (10mg/ml) + 3uL Loading dye
7.5uL mix+ 7.5uL E. U. 6ziitii (Smg/ml) + 3uL Loading dye

7.5 pL mix+ 7.5 pL E. U. 6ziitii (2.5mg/ml) + 3 pL Loading dye
7.5 pL mix+ 7.5 pL E. U. 6ziitl (1.25mg/ml) + 3 pL Loading dye
7.5 pL mix+ 7.5 uL E. U. 6ziitii (0.625mg/ml) + 3 puL. Loading dye

Alt kuyucuklar

1. Plazmid DNA
2.NegatifKontrol
3.Pozitif Kontrol
4. AgNOs3

5. AgNO3;

6. AgNO;

7. AgNO;

8. AgNO;

9. Laurik Asit
10. Laurik Asit
11. Laurik Asit
12. Laurik Asit

0.5uL pBR322 Plazmid DNA + 4.5uL H>0 + 1pL Loading dye
7.5uL mix+ 7.5uL H>0 +3uL Loading dye

7.5pL mix+ 7.5puL Trolox + 3uL Loading dye

7.5pL mix+ 7.5pL AgNOs3 (20mM/ml) + 3pL Loading dye
7.5uL mix+ 7.5uL AgNOs (10mM/ml) + 3uLL Loading dye
7.5uL mix+ 7.5uL AgNO3 (SmM/ml) + 3uL Loading dye
7.5uL mix+ 7.5uL AQNOs (1mM/ml) + 3uL Loading dye
7.5pL mix+ 7.5pL AgNO3 (0.5mM/ml) + 3uL Loading dye
7.5uL mix+ 7.5uL LA. (1mM/ml) + 3uL Loading dye
7.5uL mix+ 7.5uL LA. (0.8mM/ml) + 3uL Loading dye
7.5uL mix+ 7.5uL LA. (0.6mM/ml) + 3uL Loading dye
7.5pL mix+ 7.5uL LA. (0.4mM/ml) + 3uL Loading dye

gibi

3.13 Farkh Kosullarda Olusturulan Stres Altinda A. castellanii’nin Antioksidan
Enzimlerinden (CAT ve SOD) Sorumlu Genler ile Pseudokistlesme (CSII) ve
Asil Kistlesme (CSP21) Siireclerinden Sorumlu Genlerin Ifade Analizleri

3.13.1 E. umbellata’nin Etanolik Meyve Oziitiiniin, AgNP’lerin ve Laurik Asit’in
A. castellanii Trofozoitlerindeki Pseudokistlesmeden (CSII) Sorumlu
Genin ifade Analizi

Acanthamoeba kiiltiirii yapilip, 4 giin sonra trofozoitler toplanmistir. Son

konsantrasyonda 5x108/ml trofozoit olacak sekilde asagida belirtildigi gibi deney

dizayn1 gerceklestirilmistir.
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CSII geninin ifade analizi icin 30. dakika, 1. ve 2. saat kombinasyonlari:

a- A. castellanii 100uL

b- A. castellanii 100uL + %15 metanol 100uL

c- A. castellanii 100uL + %15 metanol 100uL + E. umbellata (2mg/ml) 100uL
d- A. castellanii 100uL + %15 metanol 100uL + AgNO3 (1mM) 100uL

e- A. castellanii 100uL + %15 metanol 100uL + 3-AT (0.7M) 100uL

f- A. castellanii 100uL + %15 metanol 100uL + H202 (%30) 100uL

vV Vv VY YV Vv VY VY

g- A. castellanii 100uL + %15 metanol 100uL + Laurik Asit (ImM) 100uL

CSII kombinasyonlari, 30.dk i¢in; 1 (a, b, ¢, d, e, f, g), 1. saat i¢in; 2 (a, b, ¢, d,
e, f, g), 2. saat i¢in ise; 3 (a, b, ¢, d, e, f, g) olarak numaralandirilmigtir. Sonra 26°C

etiivde 30 dk, 1 ve 2 saat inkiibasyona birakilmuistir.

Acanthamoeba trofozoitleri %15 metanol i¢eren ortama maruz birakilarak stres
olusturulmustur. 30dk, Isaat, 2saat sonra her saat aralifinda yukarida tanimlanan 7
kosuldaki ependorf tiipleri 3500rpm’de 5 dakika santrifiijlenip siipernatant atilarak
20’ser uL hacme kadar indirgenmistir. Sonra tizerlerine hacimlerinin 5 kat1 kadar
RNA later eklenerek -20°C buzdolabinda saklanmistir. Daha sonra her bir farkli saat
ve kosuldaki tiiplerden RNA izole edilmistir.

1mM Laurik Asit hazirlama; Bir ependorf tiipiine 200mg (Molekiil agirligi 200g/L)

Laurik Asit tartilmus, tizerine 1000uL etanol (Laurik Asit’i oda sicakliginda saf suya
oranla daha hizli ¢6zdiiglinden) ilave edilerek vortekslenmistir. Sonra buradan 10puL

aliarak yeni bir ependorfa konmus ve tlizerine 990uL saf su ilave edilmistir.

0.7M 3-AT hazirlama; Bir ependorf tiipiine 58.8mg (Molekiil agirhigi 0.084g/1t) 3-

AT tartilmig ve 1000uL saf suda ¢ozdiiriilmiistiir.

H>O7 (%30) hazirlama; Bir ependorf tiipiine H20, stogundan 300uL alinmis ve

tizerine 700uL saf su ilave edilerek hazirlanmistir.
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3.13.2 E. umbellata’nin Etanolik Meyve Oziitiiniin, AgNP’lerin ve Laurik Asit’in
A. castellanii Trofozoitlerindeki Asil Kistlesmeden (CSP21) Sorumlu
Geninin ifade Analizi

CSP21 geninin ifade analizi icin 12., 24. ve 48. saat kombinasyonlari:

» a-A. castellanii 100uL

» b-A. castellanii 100uL + %2 metanol 100uL

c-A. castellanii 100pL + %2 metanol 100uL + E. umbellata (0.625mg/ml) 100puL
d-A. castellanii 100pL + %2 metanol 100uL + AgNO;3 (0.5mM) 100uL

e-A. castellanii 100pL + %2 metanol 100pL + 3-AT (0.5M) 100pL

f-A. castellanii 100uL + %2 metanol 100uL + H20> (%30) 100uL

YV V VY VY V¥V

g-A. castellanii 100puL + %2 metanol 100pL + Laurik Asit (0.2mM) 100uL

CSP21 kombinasyonlar1 12. saat i¢in; 4 (a, b, ¢, d, e, f, g), 24. saat i¢in; 5 (a, b,
c, d, e, f, g), 48. saat icin ise; 6 (a, b, ¢, d, e, f, g) olarak numaralandirilmistir. Sonra

26°C etiivde 12, 24, 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

Acanthamoeba trofozoitleri %2 metanol igeren ortama maruz birakilarak stres
olusturulmustur. 12saat, 24saat ve 48saat sonra her saat aralifinda yukarida
tanimlanan 7 kosuldaki ependorf tiipleri 3500rpm’de 5 dakika santrifiijlenip
slipernatant atilarak 20’ser pl hacme kadar indirgenmistir.  Sonra {izerlerine
hacimlerinin 5 kati kadar RNA later eklenmis ve -20°C buzdolabinda saklanmustir.

Daha sonra her bir farkli saat ve kosuldaki tiiplerden RNA izole edilmistir.

0.2mM L aurik Asit hazirlama; Bir ependorf tiipiine 40mg (Molekiil agirligi 200g/L)

Laurik Asit tartilmis, tizerine 1000uL etanol ilave edilerek vortekslenmistir. Sonra
buradan 10puL alinarak yeni bir ependorfa konmus ve tlizerine 990uL saf su ilave

edilmistir.

0.5M 3-AT hazirlama; Bir ependorf tiipiine 42mg (Molekiil agirlig1 0.084g/1t) 3-AT

tartilmis ve 1000puL saf suda ¢ozdiirilmiistir.
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3.13.3 E. umbellata’nin Etanolik Meyve Oziitiiniin, AgNP’lerin ve Laurik Asit’in
CAT ve SOD Antioksidan Enzimlerinden Sorumlu Genlerin ifade Analizi

A. castellanii’'nin CAT ve SOD gibi oksidatif stres enzimleri tizerinde spesifik
antioksidan enzim inhibitorleri sirasiyla 3-AT ve H2O; olarak belirlenmistir. E.
umbellata min meyve Oziitiiniin, AgNP’lerin ve Laurik Asit’in de parazitin oksidatif
stres enzimlerine kars1 inhibitor gibi davranip davranmadigini belirlemek icin asagida

verilen deney kombinasyonu dizayn edilmistir.

CAT ve SOD genlerinin ifade analizi icin: 30. dakika, 1.. 2. saat kombinasyvonlari:

a- A. castellanii 100uL

b- A. castellanii 100uL + %15 metanol 100uL

c- A. castellanii 100pL + %15 metanol 100uL + E. umbellata (2mg/ml) 100uL
d- A. castellanii 100uL + %15 metanol 100uL + AgNO3 (1mM) 100uL

e- A. castellanii 100uL + %15 metanol 100uL + 3-AT (0.7M) 100uL

f- A. castellanii 100uL + %15 metanol 100uL + H202 (%30) 100uL

YV V VvV VY V V VY

g- A. castellanii 100uL + %15 metanol 100uL + Laurik Asit (1ImM) 100uL

CAT ve SOD genlerinin ifade analizi icin: 12., 24.. 48. saat kombinasyonlari:

» a-A. castellanii 100uL

» b-A. castellanii 100uL + %2 metanol 100uL

c-A. castellanii 100pL + %2 metanol 100uL + E. umbellata (0.625mg/ml) 100pL
d-A. castellanii 100pL + %2 metanol 100uL + AgNO;3 (0.5mM) 100uL

e-A. castellanii 100pL + %2 metanol 100uL + 3-AT (0.5M) 100pL

f-A. castellanii 100pL + %2 metanol 100uL + H202 (%30) 100uL

YV V VYV VY V

g-A. castellanii 100puL + %2 metanol 100puL + Laurik Asit (0.2mM) 100uL

CAT ve SOD kombinasyonlar1 30. dakika i¢in; 1 (a, b, c, d, e, f, g), 1.saat i¢in
ise; 2 (a, b, c,d, e f, g), 2 saatiginise; 3 (a, b, C, d, e, f, 9), 12. saat i¢in; 4 (a, b, ¢, d,
e, f, g), 24. saat icin; 5 (a, b, ¢, d, e, f, g), 48. saat i¢in ise; 6 (a, b, c, d, e, f, g) olarak
numaralandirilmigtir. Sonra 26°C etiivde 30 dk, 1, 2, 12, 24, 48 saat inkiibasyona

birakilmustir.
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Acanthamoeba trofozoitleri %15 metanol i¢eren ortama maruz birakilarak stres
olusturulmus, 30dk, 1 ve 2 saat sonra her saat araliginda yukarida tanimlanan ilk 7
kosuldaki gibi hazirlanan ependorf tiipleri 3500rpm’de 5 dakika santrifiijlenip
stipernatant atilarak 20’ser pul. hacme kadar indirgenmistir. Sonra {izerlerine
hacimlerinin 5 kat1 kadar RNA later eklenmis ve -20°C buzdolabinda saklanmstir. Her
bir farkli saat ve kosuldaki tiiplerden RNA izole edilmistir. Acanthamoeba trofozoitleri
%2 metanol igeren ortama maruz birakilarak stres olusturulmus, 12, 24 ve 48 saat
sonra her saat araliginda yukarida tanimlanan ikinci 7 kosuldaki gibi hazirlanan
ependorf tlipleri 3500rpm’de 5 dakika santrifiijlenip siipernatant atilarak 20’ser puL
hacme kadar indirgenmistir. Sonra iizerlerine hacimlerinin 5 kati kadar RNA later
eklenmis ve -20°C buzdolabinda saklanmistir. Daha sonra her bir farkli saat ve

kosuldaki tiiplerden RNA izole edilmistir.

3.13.4 Total RNA izolasyonu (Qiagen 74104 Rneasy Mini Kit 50)

» Derin dondurucuda énceden hazirlanan buzlar kirilarak temiz bir kapta buz havuzu
olusturulmus ve tiim ¢alisma bu buz iizerinde yapilmstir.

» -20°C’de buzdolabinda sakladigimiz 30. dakika kombinasyonlar1 buzdolabindan
cikarilarak ¢ozdiirilmiistiir.

» Coziliince iizerlerine 350°ser uL RLT Buffer eklenerek homojen olana kadar
vortekslenmistir.

» Sonra (120+350=470) 470’er puL. %70’lik etanol eklenmis ve pipetle ver/cek
yapilarak karistirilmistir (Total hacim 940uL).

» Kitte bulunan 2ml’lik steril collection tiipleri i¢ine steril Rneasy mini spin column
tiipleri numaralandirilarak konulmustur 1(a, b, c, d, e, f, g).

» 940’ar uLl’lik o6rnek Rneasy mini spin column tiiplerine aktarilmistir.
23°C’de,10.000rpm’de15 saniye santrifiijlendikten sonra collection tiipiline biriken
s1v1 kisim atilmustir.

» 700’er pL RWI1 Buffer, spin columna tiiplerine eklenmistir. 23°C’de,
10.000rpm’de 15 saniye santrifiijlendikten sonra collection tiipiine biriken sivi
kisim atilmustir.

» 500’er uL RPE Buffer spin column tiiplerine konularak 23°C, 10.000rpm’de ve 15

saniye santrifiijlendikten sonra collection tiipiine biriken s1v1 kisim atilmistir.
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» Sonra 500°er pL. RPE Buffer spin column tiiplerine konmus ve
23°C’de,10.000rpm’de 2 dakika santrifiijlenmistir.

» Yeni collection tiiplerine mevcut spin column tiipleri yerlestirilip 23°C’de,
14.000rpm’de 1 dakika santrifiijlenmistir.

» Sonra yeni steril ependorf (1.5ml’lik) tiipleri numaralandirilarak {izerlerine spin
column tiipleri yerlestirilmis ve (spin column tiipliniin tam ortasina gelecek
sekilde) tizerlerine 50’ser pL Rnase free water eklenmistir. 23°C’de,10.000rpm’de
1 dakika santrifiijlenmistir. Bu iglemler tiim kombinasyonlar i¢in de uygulanmustir.

Kullandigimiz RNA izolasyon kiti (Qiagen, 74104 RNeasy mini-Kit)
100png/ml kadar RNA izole ettigi igin elde ettigimiz RNA’larin konsantrasyonlari

Nanodropta ol¢iilmemistir. Ayrica DNA-free™ Kit ile muamele etmek icin RNA’nin

konsantrasyonu < 200pg/ml olmasi gerektiginden DNA kontaminasyonunu ortadan

kaldirmak i¢in dogrudan DNA-free™ Kit kullanilmistir.

3.13.5 DNA’nin Uzaklastirilmasi (DNase Treatment and Removal Reagents (Cat.

No: AM1906)
RNA’dan DNA’y1 uzaklastirmak (DNA kontaminasyonunu 6nlemek icin) igin

kullanilmustir.

Dna-Free Kit Prosediirii

Total RNA Ormegi ......oooovvvvvniinnnnn.. 50uL
10x DNase 1 buffer.......................... SuL (0.1 voliim; 50x0.1=5uL)
RNase-Free DNase 1........................ IuL

» Yukardaki karisimin bulundugu ependorf tiipiine parmagimizla hafif¢e vurarak

karistirildiktan sonra 37°C’deki 1siticili blokta 30 dakika tutulmustur.
» DNase inaktivasyon soliisyonu her kullanimdan 6nce vortekslenmistir.

» DNase inaktivasyon soliisyonu 0.1 hacim (50uL x 0.1=5uL) yani SuL pipetle ver-
cek yaparak eklenmistir.

» Oda sicakliginda 2 dakika tutulan tiiplere 3 kez parmagimizla hafif¢e vurarak
kanigtirilmagtir.

» Siire sonunda tiipler 4°C 10.000rpmde 90 saniye santrifiijlenmistir.
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» Alttaki pellete dokunmadan siipernatant (RNA) dikkatlice yeni steril ependorfa
alimmigtir. RNA 6rnegi kiigiik voliimlerde steril PCR tiiplerine (8.1’er uLL hacimde

numaralandirilarak) boliinerek -20 °C’de saklanmistir.

3.13.6 cDNA Sentezi (Invitrogen cat no: 11904-018)

c-DNA sentezine baslamadan 6nce kuru blok 1sitict (Biosan TDB-120) 65°C’ye
ayarlanmistir. Buzluktaki buzlar kirilarak kirik buz elde edilmistir. Ayrica PCR
cthazinda bulent cDNA kosul 2 programi segilerek cihazin 70°C’ye gelmesi

saglanmustir.

3.13.6.1 Premiks I Havuzunun Hazirlanmasi

(Her bir siire i¢in 7 kombinasyon oldugundan kimyasallar 7.1 ile carpilmistir)

10mM dNTPs ............ ... 1x7.1 =7.1uL
Oligodt...........ccevvin IX7.1 =711
Toplam Hacim ...................... =14.2uL

Onceki agsamada elde ettigimiz 8’er uL olan RNA 6rnek tiiplerine yukarida
hazirladigimiz Premiks I havuzundan 2’ser pL dagitilmis ve tiipler pipetle ver-¢ek
yapilarak karistirilmis ve kuru blok 1siticida 65°C’de 5 dakika bekletilmistir. Sonra 1
dakika buzda tutulmustur (Sonra kuru blok 1sitic1 42°C’ye ayarlanmustir).

3.13.6.2 Premiks II Havuzunun Hazirlanmasi

(Her bir siire i¢in 7 kombinasyon oldugundan kimyasallar 7.1 ile carpilmistir)

10X RT tamponu ........coviiniiiiiii e 2x7.1=14.2uLL
25MM MECloe e 4x7.1=28.4uL
0. IM DTT ... 2x7.1=14.2uL

RNaseout (RNA’y1 uzaklastiran soliisyon 40U/pL) ...1x7.1=7.1uL
Toplam Hacim..........coooiiiiii e =63.9ulL

» Yukarida hazirlanan Premiks II havuzundan 9’ar pL alinarak RNA ve Premiks I
iceren Ornek tiliplerine ilave edilmistir. Yavasca pipetle ver/cek yapilarak

kanistirilmastar.

» Kuru blok isiticida 42°C’de 2 dakika bekletildikten sonra tiipler cihazdan
uzaklastirilmaksizin tizerlerine 1’er pL Superscript Revers Transcriptaz enzimi

eklenmistir.
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> Sonra kuru blok 1siticida 42°C’de 50 dakika bekletilmistir. (Ornekler buradan PCR
cihazinda 70°C’de 15 dakika tutulmak {izere alinirken kuru blok 1sitict 37°C’ye

ayarlanmistir).
» 70°C’de 15 dakika PCR cihazinda tutulmustur.

> Ornekler buz iizerinde 10 dakika bekletilip, vortekslenmis ve kisa spin-down

yapilarak tiim karisim dipte toplanmistir.

> Orneklere 1’er pL Endoriboniikleaz (RNAse H) soliisyonu eklenip 37°C’de 20
dakika bekletilmis ve tekrar vortekslenerek kisa spin-down yapilmistir. Elde edilen
cDNA’lar -20°C’de saklanmustir.

3.13.7 RT-gPCR ile Kantitatif Analiz (Blastag2xqPCR master mix, Cat. No:
G891)

Tiim kombinasyonlardan elde edilen cDNA’lar nanodropta olgiilerek her biri
100pg/ml olacak sekilde Niikleaz igermeyen su (NFW) ile diliisyonlar1 yapilmistir.
Daha sonra elimizdeki 100mM konsantrasyonda olan stok primerler (GAPDH, SOD,
CAT, CSII ve CSP21) NFW ile yeni streril ependorflara 10’ar mM konsantrasyonda
(10puL 100mM’lik stok primerden alinarak iizerine 90uL NFW eklenmistir)
hazirlanmistir. CSII’nin 30. dakika kombinasyonunun ifade analizi i¢in; GAPDH (A),
CSII (B), CAT (C) ve SOD (D) olmak {iizere asagidaki protokole gore 4 ayr1 havuz

hazirlanmistur.

3.13.7.1 CAT, SOD ve CSII’nin ifade analizi icin 30. Dakika, 1., 2. saat

Kombinasyonlar:
NEW 6x 7.1=42.6uL
GAPDH/SOD/CAT/CSII F1(10mM) ........ccoeveinennnen. 0.25x 7.1=1.775uL
GAPDH/SOD/CAT/CSII R1(10mM) .....oovviniiiiiiniin, 0.25x 7.1=1.775uL
MaASEET TNIX. . .utenieeeieiiete e ieerieereenee e esiee e enee e e 2.9 X 7.1= 17.75u1
DN A = 1uL
Toplam Hacim........ooooiiii e =10uL

Hazirlanan bu havuzlardan RT-qPCR plakasina 9’ar uL pipetlenmistir. A, B, C,
D’nin 1. kuyucugu Kontrol (K) oldugundan sadece 10’ar uL. NFW pipetlenmistir.
Daha sonra dnceden elde edilen cDNA’lardan 1’er uL hacimde pipetlendikten sonra
500rpm’de 20 saniye santrifiijlenmistir (Hermle Z 306). Sonra da Cizelge 3.5te

gosterilen kosula gére RT-qPCR cihazina verilmistir. Islem ii¢ kez tekrar edilmistir.
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CAT, SOD ve CSII’'nin ifade analizinde; 1. ve 2. saat kombinasyonlar1 i¢in de
yukaridaki protokol izlenmistir. Cizelge 3.3’te CAT, SOD ve CSII’nin 30. dakika

kombinasyonunun pipetlenmesi sunulmustur.

Cizelge 3.3 CAT, SOD ve CSII’nin 30. dakika kombinasyonunun pipetlenmesi

CSII (30.dk.) 1(K) 2 3 4 5 6 7 8
A (GAPDH) NFW la 1b lc 1d le 1f 1g
B (CSII) NFW la 1b lc 1d le If Ig
C (SOD) NFW la 1b lc 1d le 1f 1g
D (CAT) NFW la 1b Ic 1d le 1f lg

Cizelge 3.4’te calismada kullanilan RT-qPCR kosulu sunulmustur.

Cizelge 3.4 Calismada kullanilan RT-qPCR kosulu

Ezim aktivasyonu 95°C 3 dakika 1 dongii
Denaturasyon 95°C 15 saniye
extention 60°C 1 dakika
Melt-curve 65°C /0;05

95°C /0.5
End 40 dongii

3.13.7.2 CAT, SOD ve CSP21’in ifade Analizi icin 12., 24. ve 48. saat
Kombinasyonlari

CSP21’in 12. saat kombinasyonunun ifade analizi i¢in; GAPDH (A), CSP21
(B), CAT (C) ve SOD (D) olmak iizere asagidaki protokole gore 4 ayr1 havuz

hazirlanmustr.

NE W e 6 x 7.1=42.6uL
GAPDH/SOD/CAT/CSP21 F1(10mM) .......ccoceviiinnnen. 0.25x 7.1=1.775uL
GAPDH/SOD/CAT/CSP21 R1(10mM) ........cooviiiiinninn. 0.25x 7.1=1.775uL
MaSter MIX.......oooviiiiiniiniiiiiieeieeie e 2.9 X 7.1= 177501
DN A = luL
Toplam Hacim.........coooiniiiii e e =10uL

Hazirlanan bu havuzlardan RT-qPCR plakasina 9’ar pL pipetlenmistir. A, B, C,
D’nin 1. kuyucugu Kontrol (K) oldugundan sadece 10’ar pL. NFW pipetlenmistir.
Daha sonra dnceden elde edilen cDNA’lardan 1’er uL hacimde pipetlendikten sonra

500rpm’de 20 saniye santrifiijlenmistir. Sonra da Cizelge 3.4 te gosterilen kosula gore
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RT-qPCR cihazma verilmistir. Islem {ic kez tekrar edilmistir. CSP21’in ifade

analizinde; 24. ve 48. saat kombinasyonlari i¢in de yukaridaki protokol izlenmistir.

CAT, SOD ve CSP21’in 12. saat kombinasyonu Cizelge 3.5’deki gibi

pipetlenmistir.

Cizelge 3.5 CAT, SOD ve CSP21’in 12. saat kombinasyonunun pipetlenmesi

CSP21 (12. Saat) 1 (K) 2 3 4 5 6 7 8
A (GAPDH) NFW 44  4b  4c  4d e  Af  4g

B (CSP21) NFW 4a 4b  4c  4d  de  Af  4g

C (SOD) NFW 4a 4b  4c  4d  de  Af  4g

D (CAT) NFW 4 4b 4c  4d  de  Af  4g

3.13.8 RT-gPCR Sonugclari I¢in istatistiksel Analiz

RT-gPCR ile CSP21, CSII, SOD ve CAT genlerinin ekspresyon degerleri
GAPDH referans (housekeeping) geni ile normalize edilmistir. RT-qPCR yonteminde
Ct (Crossing points) degerleri elde edilmistir. Higbir maddeye maruz birakilmayan
trofozoitler kontrol grubunu temsil ederken metanole maruz birakilmis trofozoitler
pozitif kontrol grubunu temsil etmistir. Bitki 6ziitli, AgNP ve Laurik Asit’e maruz
birakilmis trofozoitlerde CAT, SOD, CSP21 ve CSII genlerinin ekspresyon degerleri
acisindan kiyaslama yapilmistir. Karsilastirma yapilirken elde edilen Ct degerleri

hesaplanmasinda kullanilan formiil Sekil 3.7’de verilmistir.

> AACE — > -[Omek ACt(Gen-Referans) —Kontrol ACt (Gen-Referans)]

Sekil 3.7 Ct degerlerinin hesaplanmasinda kullanilan formdil

Microsoft Excel ve IBM SPSS Statistics 27.0.1 programlar ile veriler analiz
edilmistir (Ergiin ve ark., 2018, 2019a, 2019b, 2020). Ayrica Tiim konsantrasyonlarin
sonuglarini 6zetlemek i¢in de agiklayict degiskenler, Temel Bilesenler Analizi (PCA),

Jamovi 2.4.11 program ile gorsellestirilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

» A. castellanii trofozoitleri iizerinde E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitiiniin,
farkli konsantrasyon serilerinin amoebisidal aktivitesinin,

» A. castellanii trofozoitleri tlizerinde E. umbellata’nin etanolik meyve oOziiti
kullanilarak yesil (green) sentezle elde edilen AgNP’lerin karakterizasyon
testlerinin ve farkli konsantrasyon serilerinin amoebisidal aktivitesinin,

» A. castellanii trofozoitleri tizerinde E. umbellata’nin meyve Oziitinde GC MS
analiziyle tespit edilen Laurik Asit’in farkli konsantrasyon serilerinin amoebisidal
aktivitesinin,

» E. umbellata meyve 6ziitiiniin GC MS analizi ile kimyasal kompozisyonunun,

» E. umbellata 6ziitiiniin, Laurik Asit’in ve AgNP’lerin -OH radikaliyle olusturulan
DNA hasarina kars1 koruyucu etkilerinin,

» E. umbellata’nin etanolik meyve dziitiiniin HeLa hiicrelerinde doza bagl sitotoksik
aktivitesinin,

» E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitiinliin, E. umbellata meyve Oziitiiyle
sentezlenen AgNP’lerin ve E. umbellata 6ziitiinlin kimyasal bir fitobilesigi olan
Laurik Asit’in 4. castellanii trofozoitlerinin stres altinda antioksidan
enzimlerinden (CAT ve SOD) sorumlu genler ile pseudokistlesme (CSII) ve asil
kistlesme (CSP21) siireglerinden sorumlu genlerin ifade analizlerinin arastirildigi
caligmada elde edilen bulgular béliimler halinde sunulmustur.

4.1 A. castellanii Trofozoitleri Uzerinde E. umbellata’min Etanolik Meyve

Oziitiiniin Farkhh Konsantrasyon Serilerinin Amoebisidal Aktivitesi
A. castellanii trofozoitleri lizerinde E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitlinlin

farkli doz ve siirelerde amoebisidal etkisinin grafigi Sekil 4.1°de sunulmustur.
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Sekil 4.1 A. castellanii trofozoitleri {izerinde E. umbellata’nin etanolik meyve
oziitiiniin farkl doz ve siirelerde amoebisidal etkisinin grafigi

Sekil 4.1 incelendiginde E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiniin 40mg/ml
konsantrasyonda 24. saatte trofozoitlerin dnemli bir boliimiinde letal etki gosterdigi,
48. saatten sonra ayni konsantrasyonda canli trofozoite rastlanmadigi, 20mg/ml
konsantrasyonda 24. ve 48. saatlerde 6nemli oranda letal etki gosterdigi 72. saatten
sonra ayni konsantrasyonda canli trofozoite rastlanmadigi, 10mg/ml konsantrasyonda

ise 72. saatte dnemli oranda letal etki gosterdigi sonucuna varilmaistir.

Sekil 4.2°de 151k mikroskobunda A. castellanii trofozoitlerinin canli (A) ve 6l

(B) goriintiisii sunulmustur.

Sekil 4.2 Isik mikroskobunda A. castellanii trofozoitlerinin canli (A)
ve Olii (B) goriintiisii (orijinal biiyiitme 40x objektif)
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E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitlinliin farkli dozlarda 4. castellanii

trofozoitlerinin hiicre canlilig1 tizerine etkisi (Mean+SD) Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 E. umbellata’nin etanolik meyve Ozitiiniin farkli dozlarda A.
castellanii trofozoitlerinin hiicre canlilig1 tizerine etkisi

Doz (mg/ml) Mean+SD
Kontrol 99.54+0.90*
0.625 75.98+10.14°
1.25 35.95+5.29¢
2.5 26.54+7.854
5 19.04+8.47¢
10 12.22+8.33f
20 5.43+£5.01¢
40 1.04+1.58"

p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
farkliliklar bulunmaktadir.

E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitliinlin farkli siirelerde A. castellanii

trofozoitlerinin hiicre canlilig1 tizerine etkisi (Mean+SD) Cizelge 4.2’ de gosterilmistir.

Cizelge 4.2 E. umbellata’nin etanolik meyve oziitiiniin farkl siirelerde A. castellanii
trofozoitlerinin hiicre canlilig1 tizerine etkisi

Siire (Saat) Mean+SD
24 40.85+33.007
48 34.96+34.49°
72 27.59+34.13¢
p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar
bulunmaktadir.

Cizelge 4.1 ve 4.2 incelendiginde E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitlinlin
A. castellanii trofozoitleri iizerinde uygulanan 6ziit dozlarinin ve bu dozlarin
uygulanma siirelerinin istatistiksel olarak hiicre canliligina etkisinin énemli oldugu
(p<0.01) bulunmustur. Oziit dozlarinin hiicre canlihig iizerine etkileri incelendiginde,
0ziit dozu arttik¢a canlilik oranlarinin azaldig: belirlenmistir. En yiiksek canlilik en
diisiik doz olan 0.625mg/ml’de olurken en diisiik canlilik ise en yiliksek dozda
(40mg/ml) Ol¢llmistiir. Uygulama stirelerinin hiicre canlilifi {izerine etkileri
incelendiginde, bekleme siiresi arttik¢a canlilik oranlarinin azaldig: belirlenmistir. En
yuksek canlilik 24. saatin sonunda olurken en diisiik canlilik 72. saatin sonunda

Olciilmiistiir.
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Cizelge 4.3’te E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiinlin farkli doz ve farkl
stirelerde A. castellanii trofozoitlerinin hiicre canlili§1 iizerine etkisi (Mean+SD)
verilmistir.

Cizelge 4.3 E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiniin farkli doz ve siirelerde A.
castellanii trofozoitlerinin hiicre canliligi izerine etkisi

Siire (Saat) Doz (mg/ml) Mean+SD
Kontrol 100+0.00?
0.625 85.13+1.42°
1.25 42.21+0.72¢
2.5 35.31+0.84F
24 5 28.62+1.03¢
10 20.93+1.55"
20 11.31+1.16
40 3.144+0.34™
Kontrol 100£0.00*
0.625 79.56£1.29°
1.25 35.51+0.50f
2.5 26.90+1.31¢
43 5 19.18+1.32"
10 20.93+2.041
20 4.97+1.644
40 0.00+0.00™
Kontrol 98.63+1.18
0.625 63.08+3.00¢
1.25 30.15+1.38¢
2.5 17.42+1.96M
2 5 9.3142.14¥k
10 2.18+1.89™m
20 0.00+0.00™
40 0.00+0.00™
p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
farkliliklar bulunmaktadir.

Cizelge 4.3 incelendiginde; E. umbellata’nin etanolik meyve oOziitliinlin A.
castellanii trofozoitleri lizerinde uygulanan 6ziit dozlariin ve uygulama siirelerinin
hiicre canlilig1 {izerine etkisinin istatistiksel olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir.

Tiim stireler ve dozlar arasinda (p<0.01) anlaml istatistiksel farkliliklar bulunmustur.
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E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiniin farkli doz ve siirelerde A. castellanii
trofozoitlerinin hiicre canlilig {izerine etkisinin 6zet tablo olarak gosterimi Cizelge
4.4’de sunulmustur.

Cizelge 4.4 E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiniin farkli doz ve siirelerde A.
castellanii trofozoitlerinin hiicre canlilig1 tizerine etkisi

Doz/Siire 24.Saat 48.Saat 72.Saat >
Kontrol 100+0.00? 100+0.00? 98.63+1.18° 99.54+0.90°
0.625mg/ml 85.13+1.42° 79.56+1.29¢ 63.08+3.00¢ 75.98+10.14°
1.25mg/ml 42.21+0.72¢ 35.51+0.50" 30.15+1.388 35.95+5.29¢
2.5mg/ml 35.31+0.84f 26.90+1.31¢ 17.42+1.96M 26.54+7.854
Smg/ml 28.62+1.03¢ 19.18+1.32" 9.31£2.14* 19.04+8.47¢
10mg/ml 20.93£1.55" 20.93+2.041 2.18+1.89™ 12.22+8.33f
20mg/ml 11.31£1.16 4.97+1.64% 0.00+0.00™ 5.43+£5.01¢
40mg/ml 3.14+0.34'm 0.00+0.00™ 0.00+0.00™ 1.04+1.58"
> 40.85+33.00°  34.96+34.49°  27.59+34.13¢

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
farkliliklar bulunmaktadir.

E. umbellata’nin etanolik meyve oOziitlinlin A. castellanii trofozoitleri
tizerindeki 72., 48. ve 24. saatlerde yaklasik ICso degerleri sirasiyla 0.9, 1.09 ve
1.15mg/ml olarak bulunmustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5 Farkli konsantrasyondaki E. umbellata’'min etanolik meyve
ozitiinlin A. castellanii trofozoitleri tizerinedeki ICso degeri

A. castellanii Uygulanan Saat %50 inhibitér Konsantrasyon (ICso)

72 0.9mg/ml
Trofozoit 48 1.09mg/ml
24 1.15mg/ml

Tim 06ziit konsantrasyonlarinin 4. castellanii trofozoitleri tizerindeki %
canlilik sonuglarim1 6zetlemek ic¢in agiklayict degiskenler, Temel Bilesenler Analizi
(PCA) ile gorsellestirilmistir. Sekil 4.3 farkli konsantrasyonlarin farkli saatlerdeki
degerlerinin PCA biplotunu gdstermektedir. Hem birinci (F1, %99.12) hem de ikinci
(F2, 9%0.85) temel bilesenler toplu olarak veri setindeki en biiyiik varyasyona (%99.97)

katkida bulunmustur.

Sekil 4.3’te farkli konsantrasyonlardaki E. umbellata’nin etanolik meyve

Oziitiiniin PCA ile gosterimi sunulmustur.
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Dim 1 (99.12%)

Sekil 4.3 Farkli konsantrasyonlardaki E. umbellata 6ziitiiniin PCA ile gosterimi

Sekil 4.3 incelendiginde agiklama orani (%99.97) olan eksenin sag ve sol
tarafin1 ayirdigimizda 40, 20, 10, 5 ve 2.5mg/ml’deki dozlar ile kontrol, 1.25 ve
0.625mg/ml dozlar arasinda negatif korelasyon gostermektedir. Sekil 4.4’te farkli
konsantrasyonlardaki E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitiinlin % canlilik iizerine

etkisinin farkl: siirelerdeki aktif bilesenlerinin gosterimi sunulmustur.

Dim 2 (0.85%)
>

0.5

0.0

£0.5

-1.0 -0.5 0.0 0:5 1.0
Dim 1 (99.12%)

Sekil 4.4 E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiintin farkli
doz ve siirelerdeki aktif bilesenlerinin gosterimi

Sekil 4.4 incelendiginde, E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiniin uygulanan
tiim dozlarin 24 saatlik dilimindeki % hiicre canlili1 degerleri ile 72 saatteki degerler
arasinda 6dnemli diizeyde negatif korelasyon gostermektedir, (p<0.05). 48. saat hiicre

canlilig1 verileri eksenin ortasinda yer alip, bu zamandan sonraki zaman periyodunda

69



hiicre canliliginin azaldig1 gézlenmistir. Bu baglamda 48. saat tiim dozlar icin esik
deger kabul edilebilir. Cizelge 4.6’da E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitiiniin

0zdeger ve kiimiilatif varyans yiizdesi verilmistir.

Cizelge 4.6 E. umbellata 6ziitiiniin 6zdeger ve kiimiilatif varyans yiizdesi

Ozdeger Varyans Yiizdesi Kiimiilatif %
Dim. 1 2.97350 99.1165 99.1
Dim. 2 0.02547 0.8489 100.0

Cizelge 4.6 incelendiginde tiim eksenler varyanslarin %100 {inii
acgiklamaktadir.
4.2 A. castellanii trofozoitleri iizerinde E. umbellata’min etanolik meyve oziitii

kullamilarak yesil (green) sentezle elde edilen AgNP’lerin, karakterizasyon
test bulgulari ve farkh konsantrasyon serilerinin amoebisidal aktivitesi

E. umbellata’nin etanolik meyve 0ziitii kullanilarak yesil (green) sentezle elde
edilen AgNP’ler karakterizasyon testleri ile dogrulanmustir. Karakterizasyon test

bulgular1 boliimler halinde sunulmustur.

4.2.1 UV-Vis Bulgulari

AgNP'ler UV-Vis’de 300-700nm dalga boyu araliginda 436nm dalga boyunda
absorbans alinmistir. Elde edilen AgNP’lerin Sekil 4.5 incelendiginde asir1 asidik
(pH<5) ve asir1 bazik (pH>11) ortamda UV dalga boylar1 beklenen ve istenen diizeyde

olmadig1 gdzlenmistir.

Sekil 4.5’te AgNP’lerin pH 5 (A) ve pH 11 (B) UV-Vis spektrofotometre

goriintiisti sunulmustur.
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Sekil 4.5 AgNP’lerin pH 5 (A) ve pH 11 (B) UV-Vis spektrofotometre goriintiisii
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AgNP’ler iginde en giicli amoebisidal aktiviteyi pH’st 9 olan AgNP
gosterdiginden caligmanin sonraki asamalarinda pH 9’da sentezlenen AgNP’ler
kullanmilmastir. E.umbellata 6ziitiinlin ve pH’s1 9 olan AgNP’lerin UV-Vis goriintiisii
Sekil 4.6°da verilmistir.
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Sekil 4.6 E.umbellata 6ziitiiniin (A) ve pH’s1 9 olan AgNP’lerin (B) UV-Vis
spektrofotometre goriintiisii

4.2.2 EDX Bulgularn
EDX analizi sonucuna gore, sentezlenen AgNP’lerin igeriginin biiylik oranda
giimiis karbon ve oksijen elementlerinin varlig1 gézlenmistir. Sekil 4.7°de AgNP’lerin

EDX Element haritalama goriintiisii sunulmustur.

T T T"TM{W”| [ L R R O LA B
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Sekil 4.7 AgNP’lerin EDX Element haritalama goriintiisti

Cizelge 4.7°de AgNP’lerin EDX Element haritalama spektrum bulgular

verilmigtir.

Cizelge 4.7 AgNP’lerin EDX Element haritalama spektrum bulgular

Element Agirhik % Atomik %
C 14.87 45.44
) 13.10 30.05
Ag 72.03 24.51
Toplam 100.0 100.0
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4.2.3 FTIR Bulgulan

E. umbellata meyve 0ziitii ile sentezlenen AgNP’lerin FTIR spektrumunu
gosteren Sekil 4.8 incelendiginde; 3819, 3741, 3564, 3232 ve 3124cm™! bantlar1 alkol
ve fenol bilesiklerinin O-H baglarini, 2924, 2854 ve 2738cm’! bantlari, C-H alken
baglarini, 2669, 2584 ve 2468cm! H-bagli karboksilik asit bantlarini, 2337 ve 2266¢cm™
I'C=N Nitril bantlarini, 2160cm™' C=C Alkin bandini, 1651cm™ C=C Alken bandini,
1519cm™ C=C Aromatik halka bandini, 1288 ve 1219c¢cm™! C-N Amin ve Amid
bantlarmi, 1072cm™! C-O Alkol, eter, ester ve karboksilik asit bantlarmi, 671 ve 609cm”
I'C-H ile -OH gruplarinin titresimlerini gostermektedir (Socrates, 2004; Zulfiqar,
2022). Sekil 4.8°de E. umbellata meyve 0ziitii ile sentezlenen AgNP’lerin FTIR

spektrofotometre goriintiisii sunulmustur.
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Sekil 4.8 AgNP’lerin FTIR spektrofotometre goriintiisii

4.2.4 SEM Bulgular
Sentezi yapilan AgNP'lerin ylizey morfolojisi ve yapisal analizi, SEM’de

yapilmis ve 10nm boyutunda, yuvarlak sekilli AgNP goriintiileri alinmastir. Sekil
4.9°da AgNP’lerin SEM goriintiisli sunulmustur.
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X 30,000 15.0kV SEI

Sekil 4.9 AgNP’lerin SEM goriintiisii

425 A. castellanii trofozoitleri iizerinde AgNP’lerin farkli konsantrasyon
serilerinin amoebisidal aktivitesi
Sekil 4.10’da A. castellanii trofozoitleri lizerinde E. umbellata’nin etanolik

meyve Oziitii kullanilarak yesil sentezle elde edilen AgNP’lerin farkli doz ve siirelerde

amoebisidal etkisinin grafigi gosterilmistir.
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Sekil 4.10 A. castellanii trofozoitleri tizerinde E. umbellata’nin etanolik meyve
Oziitliyle sentezlenen AgNP’lerin farkli doz ve siirelerde amoebisidal
etkisinin grafigi
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Sekil 4.10 incelendiginde, E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitii kullanilarak
yesil sentezle elde edilen AgNP’lerin 20mM/ml konsantrasyonda 24. saatte
trofozoitlerin 6nemli bir boliimiinde letal etki gosterdigi, 48. saatten sonra ayni
konsantrasyonda canli trofozoite rastlanmadigi ve 10mM/ml konsantrasyonda ise 24.
ve 48. saatlerde Oonemli oranda letal etki gosterdigi, 72. saat sonrasinda ayni

konsantrasyonda canli trofozoite rastlanmadigi gortilmektedir.

E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitiiyle sentezlenen AgNP’lerin farklh
dozlarda A. castellanii trofozoitlerinin hiicre canlilig1 iizerine etkisi (Mean+SD)
Cizelge 4.8 de verilmistir.

Cizelge 4.8 E. umbellata’nin etanolik meyve oziitilyle sentezlenen AgNP’lerin

farkli dozlarda A. castellanii trofozoitlerinin hiicre canlilig tizerine
etkisi (Mean+SD)

Doz (mM/ml) Mean+SD
Kontrol 99.71+0.852
0.5 76.15+£10.84°
1 33.28+14.74¢
5 19.20+10.434
10 7.95+7.56°
20 1.57+2.58f

p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
farkliliklar bulunmaktadir.

E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitiiyle senlezlenen AgNP’lerin farkl
siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin hiicre canlilig1 {lizerine etkisi (Mean+SD)
Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9 E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiyle sentezlenen AgNP’lerin
farkli stirelerde A. castellanii trofozoitlerinin hiicre canlilig1 tizerine

etkisi
Siire (Saat) Mean+SD
24 48.50+35.84*
48 39.18+38.69°
72 31.24+38.17¢
p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
farkliliklar bulunmaktadir.

Cizelge 4.8 ve 4.9 incelendiginde E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiyle

sentezlenen AgNP’lerin A. castellanii trofozoitleri lizerinde uygulanan 6ziit dozlarinin
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ve bu dozlarin uygulanma siirelerinin istatistiksel olarak hiicre canliligina etkisinin
onemli oldugu bulunmustur. Tim siireler ve dozlar arasinda (p<0.01) anlamh
istatistiksel farkliliklar tespit edilmistir. AgNP dozlarmin hiicre canlilig1 {izerine
etkileri incelendiginde, AgNP dozu arttik¢a canlilik oranlarinin azaldigi belirlenmistir.
En yiiksek canlilik en diisiik doz olan 0.5mM/ml’de olurken en diisiik canlilik ise en
yiiksek dozda (20mM/ml) Ol¢iilmiistiir. Uygulama stirelerinin hiicre canlilig1 tizerine
etkileri incelendiginde, bekleme siiresi arttikca canlilik oranlarinin azaldigi
belirlenmistir. En yiiksek canlilik 24. saat sonunda olurken en diisiik canlilik 72. saatin
sonunda Ol¢llmiistiir. Cizelge 4.10’da E. umbellata’nin etanolik meyve o6ziitiiyle
sentezlenen AgNP’lerin farkli doz ve farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin
hiicre canlilig1 tizerine etkisi (Mean+SD) verilmistir.
Cizelge 4.10 E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitiiyle sentezlenen AgNP’lerin

farkli doz ve siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin hiicre canliligi
tizerine etkisi

Siire (Saat) Doz (mM/ml) Mean+SD
Kontrol 100£0.00*
0.5 86.53+2.08°
50.424+2.02¢
24 5 32.21+2.08F
10 17.16+1.558
20 4.714£2.12M0
Kontrol 100+0.002
0.5 79.47+1.74¢
32.42+2.70F
43 5 16.52+1.65¢
10 6.68+1.36"
20 0.00+0.00
Kontrol 99.14+1.48*
0.5 62.46+1.84¢
16.99+4 282
72 5 8.87+1.93h
10 0.00+0.00
20 0.00+0.00
p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkl harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar
bulunmaktadir.
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E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitliyle sentezlenen AgNP’lerin farkli doz
ve siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin hiicre canlilig1 iizerine etkisinin 6zet tablo

olarak gosterimi Cizelge 4.11°de sunulmustur.

Cizelge 4.11 E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitiiyle sentezlenen AgNP’lerin

farkli doz ve siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin hiicre canlilig1
tizerine etkisinin grafigi

Doz/Siire 24.Saat 48.Saat 72.Saat >
Kontrol 100+0.00* 100+0.00° 99.14+1.48 99.71+0.85*

0.5mM/ml 86.53+2.08° 79.47+1.74¢ 62.46+1.844 76.15+£10.84°
ImM/ml 50.4242.02¢ 32.42+2.70F 16.99+4.28¢ 33.28+14.74°
5mM/ml 32.21+2.08f 16.52+1.65¢ 8.87+1.93h 19.20+10.434

10mM/ml 17.16£1.55¢ 6.68+1.36" 0.00+0.00 7.95+7.56°

20mM/ml 4.714£2.12" 0.000.00 0.00+0.00 1.57+2.58"

> 48.50+35.84% 39.18+38.69° 31.24+38.17¢

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
farkliliklar bulunmaktadir.
E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitiiyle yesil sentez yolu ile elde edilen
AgNP’lerin A. castellanii trofozoitleri lizerindeki 72., 48. ve 24. saatlerde yaklasik ICso
degeri sirasiyla 0.65, 0.8 ve 1mM/ml olarak bulunmustur (Cizelge 4.12).

Cizelge 4.12 E. umbellata’nin etanolik meyve oziitii ile sentezlenen farkli

konsantrasyondaki AgNP’lerin A. castellanii trofozoitleri
tizerindeki 1Cso degeri

A. castellanii Uygulanan Saat %350 Inhibitér Konsantrasyon (ICso)

72 0.65mM/ml
Trofozoit 48 0.8mM/ml
24 ImM/ml

Tiim AgNP konsantrasyonlarinin A4. castellanii trofozoitleri lizerindeki %

canlilik sonuglarini 6zetlemek i¢in agiklayict degiskenler, PCA ile gorsellestirilmistir.

Sekil 4.11 farkli konsantrasyonlarmm farkli saatlerdeki degerlerinin PCA
biplotunu gostermektedir. Hem birinci (F1, %98.30) hem de ikinci (F2, %1.63) temel
bilesenler toplu olarak veri setindeki en biiyiikk varyasyona (%99.93) katkida

bulunmustur.
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Sekil 4.11 Farkli konsantrasyonlardaki AgNP’lerin PCA ile gosterimi

Sekil 4.11 incelendiginde aciklama orani (%99.93) olan eksenin sag ve sol
tarafin1 ayirdigimizda 20, 10, 5 ve ImM/ml’deki dozlar ile kontrol ve 0.5mM/ml dozu
negatif korelasyon gostermektedir. Sekil 4.12°de farkli konsantrasyonlardaki
AgNP’lerin % canlilik {izerine etkisinin farkli doz ve siirelerdeki aktif bilesenlerinin

gosterimi sunulmustur.
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Sekil 4.12 AgNP’lerin farkli doz ve siirelerdeki aktif
bilesenlerinin gosterimi

Sekil 4.12 incelendiginde AgNP’lerin tiim uygulanan dozlarin 24 saatlik
dilimindeki % hiicre canlilif1 degerleri, 72 saatteki degerler bakimindan 6nemli
diizeyde negatif korelasyon gostermektedir, (p<0.05). 48. saat hiicre canlilig1 verileri
eksenin ortasinda yer alip, bu zamandan sonraki zaman periyodunda hiicre canliliginin

azaldig1 gozlenmistir. Bu baglamda 48. saat tiim dozlar i¢in esik deger olarak kabul
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edilebilir. Cizelge 4.13’te AgNP’lerin 0zdeger ve kiimiilatif varyans yiizdesi

verilmigtir.

Cizelge 4.13 AgNP’lerin 6zdeger ve kiimiilatif varyans ytlizdesi

Ozdeger Varyans Yiizdesi  Kiimiilatif %
Dim. 1 2.94900 98.2999 98.3
Dim. 2 0.04895 1.6316 99.9

Cizelge 4.13 incelendiginde tiim eksenler varyanslarin %99.9’unu
agiklamaktadir.
4.3 A. castellanii trofozoitleri iizerinde E. umbellata’min meyve o6ziitiinde GC MS

ile tespit edilen Laurik Asit’in farkh konsantrasyon serilerinin amoebisidal
aktivitesi

Sekil 4.13’te GC MS ile E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitiinde tespit
edilen Laurik Asit’in A. castellanii trofozoitleri tizerinde farkli doz ve sirelerde

amoebisidal etkisinin grafigi gosterilmistir.
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Sekil 4.13 Laurik Asit’in A. castellanii trofozoitleri lizerinde farkli doz ve
stirelerde amoebisidal etkisinin grafigi

Sekil 4.13 incelendiginde, GC MS ile E. umbellata’nin etanolik meyve
oziitinde tespit edilen Laurik Asit’in 1mM/ml konsantrasyonda 24. saattte
trofozoitlerin 6nemli bdoliimiinde letal etki gosterdigi, 48. saatten sonra ayni
konsantrasyonda canli trofozoite rastlanmadigi ve 0.8mM/ml konsantrasyonda 48.

saatte Onemli oranda letal etki gosterdigi 72. saatte ayni konsantrasyonda canli
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trofozoite rastlanmadigi, 0.6mM/ml konsantrasyonda ise 72. saatte dnemli oranda letal

etki gosterdigi goriilmektedir.

Cizelge 4.14°te Laurik Asit’in farkli dozlarda A. castellanii trofozoitlerinin

hiicre canlilig1 lizerine etkisi (Mean+SD) gosterilmistir.

Cizelge 4.14 Laurik Asit’in farkli dozlarda A. castellanii trofozoitlerinin hiicre
canlilig1 lizerine etkisi

Doz (mM/ml) Mean£SD
Kontrol 99.77+0.66*
0.2 73.98+16.68"
0.4 40.48+15.68°¢
0.6 16.35+11.08¢
0.8 7.75+7.98¢

1 1.68+2.58f

p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel ~farkliliklar
bulunmaktadir.

Cizelge 4.15’te Laurik Asit’in farkl siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin

hiicre canlilig1 lizerine etkisi (Mean+SD) sunulmustur.

Cizelge 4.15 Laurik Asit’in farkl: siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin hiicre
canlilig1 tizerine etkisi

Siire (Saat) Mean+SD
24 50.25+36.712
48 39.82+38.94°
72 29.93+£37.16°
p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
farkliliklar bulunmaktadir.

Cizelge 4.14 ve 4.15 incelendiginde GC MS ile E. umbellata’nin etanolik
meyve Oziitiinde tespit edilen Laurik Asit’in A. castellanii trofozoitleri iizerinde
uygulanan dozlarinin ve bu dozlarin uygulanma siirelerinin istatistiksel olarak hiicre
canliligima etkisinin énemli oldugu bulunmustur, (p<0.01). Laurik Asit’in dozlarmin
hiicre canlilig1 {izerine etkileri incelendiginde, Laurik Asit’in dozu arttik¢a canlilik
oranlarinin azaldigi belirlenmistir. En yiiksek canlilik en diisiik doz olan 0.2mM/ml’de
olurken en diistik canlilik ise en yliksek doz olan ImM/ml’de 6l¢iilmiistiir. Uygulama
stirelerinin hiicre canlilig1 iizerine etkileri incelendiginde, bekleme siiresi arttik¢a
canlilik oranlarinin azaldig: belirlenmistir. En yiiksek canlilik 24. saat sonunda olurken

en diisiik canlilik 72. saatin sonunda 6l¢tilmiistiir.
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E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitinde GC MS ile tespit edilen Laurik
Asit’in farkl siire ve dozda A. castellanii trofozoitlerinin hiicre canliligi iizerine etkisi
(Mean£SD) Cizelge 4.16’da gosterilmistir.

Cizelge 4.16 Laurik Asit’in farkli doz ve siirelerde A. castellanii
trofozoitlerinin hiicre canliligi izerine etkisi

Siire (Saat) Doz (mM/ml) Mean+SD
Kontrol 100£0.002
0.2 89.94+1.39°
0.4 58.76+2.38¢
24 0.6 29.95:+] 328
0.8 17.81£2.10M
1 5.04+1.13%k
Kontrol 100£0.00?
0.2 79.28+0.64°
0.4 39.79+2.75F
48 0.6 14.44+0.941
0.8 5.44+0.55
1 0.00+0.00*
Kontrol 99.33+1.15°
0.2 52.7242.98¢
0.4 22.89+2.14"
2 0.6 4.65+0.83*
0.8 0.00+0.00%
1 0.00+0.00*
P <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
farkliliklar bulunmaktadir.
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Cizelge 4.17°de GC MS ile E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitiinde tespit
edilen Laurik Asit’in farkli doz ve siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin hiicre
canliligi lizerine etkisinin 6zet tablo olarak gosterimi sunulmustur.

Cizelge 4.17 Laurik Asit’in farkli doz ve siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin
hiicre canlilig1 iizerine etkisinin grafigi

Doz/Siire 24 Saat 48.Saat 72.Saat >

Kontrol 100+0.00? 100+0.00? 99.33+£1.15° 99.77+0.66*
0.2mM/ml 89.94+1.39° 79.28+0.64¢ 52.72+2.98¢ 73.98+16.68°
0.4mM/ml 58.76+2.38¢ 39.79+2.75¢ 22.89+2.14" 40.48+15.68°

0.6mM/ml 29.95+].32¢ 14.44+0.941 4.65+0.83% 16.35+11.08¢
0.8mM/ml 17.8142.10M 5.4440.55 0.00+£0.00% 7.75+7.98¢
ImM/ml 5.04+1.13% 0.00+0.00% 0.00+0.00% 1.68+2.58f
Y 50.25+36.71*  39.82+38.94°  29.93+37.16°

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
farkliliklar bulunmaktadir

E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitinde GC MS analiziyle tespit edilen
Laurik Asit’in 4. castellanii trofozoitleri tizerindeki 72., 48. ve 24. saatlerde yaklasik
ICso degeri sirastyla 0.19, 0.25 ve 0,34mM/ml olarak bulunmustur (Cizelge 4.18).

Cizelge 4.18 Farkli konsantrasyondaki Laurik Asit’in A. castellanii trofozoitleri
tizerindeki ICsp degeri

A. castellanii Uygulanan Saat %50 Inhibitér Konsantrasyon (ICso)
72 0.19mM/ml
Trofozoit 48 0.25mM/ml
24 0.34mM/ml

Tiim Laurik Asit konsantrasyonlarinin A. castellanii trofozoitleri iizerindeki %

canlilik sonuglarini 6zetlemek igin agiklayict degiskenler, PCA ile gorsellestirilmistir.

Sekil 4.14 farkli konsantrasyonlarin farkli saatlerdeki degerlerinin PCA
biplotunu gostermektedir. Hem birinci (F1, %97.29) hem de ikinci (F2, %2.62) temel
bilesenler toplu olarak veri setindeki en biiyiikk varyasyona (%99.91) katkida

bulunmustur.
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Sekil 4.14 Farkli konsantrasyonlardaki Laurik Asit’in PCA ile gosterimi

Sekil 4.14 incelendiginde agiklama orani (%99.91) olan eksenin sag ve sol
tarafin1 ayirdigimizda 1, 0.8, 0.6 ve 0.4mM/ml’deki dozlar ile kontrol ve 0.2mM/ml
dozu arasinda negatif korelasyon goOstermektedir. Sekil 4.15’te  farkh
konsantrasyonlardaki Laurik Asit’in % canlilik iizerine etkisinin farkli doz ve

stirelerdeki aktif bilesenlerinin gdsterimi sunulmustur.

Dim 2 (2.62%)
5

0.5

0.0

1.0 -05 00 05

Dim 1 (97.29%)

Sekil 4.15 Laurik Asit’in farkli doz ve siirelerdeki aktif
bilesenlerinin gosterimi
Sekil 4.15 incelendiginde Laurik Asit’in tiim uygulanan dozlarin 24 saatlik
dilimindeki % hiicre canliligi degerleri, 72 saatteki degerler bakimindan 6nemli
diizeyde negatif korelasyon gostermektedir, (p<0.05). 48. saat hiicre canlilig1 verileri

eksenin ortasinda yer alip, bu zamandan sonraki zaman periyodunda hiicre canliliginin
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azaldig1 gozlenmistir. Bu baglamda 48. saat tiim dozlar i¢in esik deger kabul edilebilir.

Cizelge 4.19°da Laurik Asit’in 6zdeger ve kiimiilatif varyans yiizdesi verilmistir.

Cizelge 4.19 Laurik Asit’in 6zdeger ve kiimiilatif varyans yiizdesi

Ozdeger Varyans Yiizdesi Kiimiilatif %
Dim. 1 2.91870 97.2898 97.3
Dim. 2 0.07860 2.6199 99.9

Cizelge 4.19 incelendiginde tiim eksenler varyanslarin %99.9’unu
agiklamaktadir.
4.4 E. umbellata Meyve Oziitiiniin GC MS ile Kimyasal Kompozisyonun

Belirlenmesi

Sekil 4.16’da E. umbellata meyve 0Oziitinin GC MS analiz grafigi
sunulmustur. Kapsamli literatiir taramasi sonucunda bu kimyasal bilesiklerin
bazilarinin (2,4-Dihydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furan-3-one, Dimethylsulfoxonium
formylmethylide, 1,2,3-Propanetriol monoacetate ve Laurik (Dodecanoic) Asit)

antimikrobiyal etkilerinin tespit edildigi calismalara rastlanmistir.

(x1,000,000) Max Intensity : 1,853,005
ITIC (1.00) Time 31835 Scan% 4,368 inten. 334,216 Oven Temp159.34]

'\\\.Lu w Moo

A
100 125 180 175 200 225 280 208 300 a3s | 380 a7s | 00 | 435 450 475 500 525 | s80 | 515 600

Sekil 4.16 E. umbellata meyve 6ziitiiniin GC MS analiz grafigi

Cizelge 4.20°de E. umbellata nin etanolik meyve 6ziitliniin GC MS analiz ile

belirlenen kimyasal kompozisyonu verilmistir.
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Cizelge 4.20 E. umbellata meyve 6ziitiiniin kimyasal kompozisyonu

Molekiil -
Pik TuEuln{a A‘}an Kimyasahn Ad1 CAS Formiil Agirhg Kufuphane
Siiresi %o NO (Library)
MW)
1 10.061  3.35 Dimethylsulfoxonium formylmethylide ~ 31043-74-0  C4H;0,S 120 NISTI11
2 10.442 1.41  Methanesulfonyl chloride 124-63-0 CH;C,0,S 114 NIST11
3 11.883  1.02  3-Octanol, 2-methyl- 26533-34-6  CoHyO 144 NIST11
4 16.509 1.56  1,4-Butanediol, diacetate 628-67-1 CsH,,04 174 NIST11
5 16823 1425 24-Dihydroxy-2.5-dimethyl-3(2H)- 10230-62-3  C¢HgOs 144 NIST11
furan-3-one
6 19712 3402 2OH)-Furanone, d-methyl-5-(2-methyl- go00: 549 1,0, 152 NISTI1
2-propenyl)-
7 20.05 1.3 1,1,2-Triacetoxyethane 2983-35-9 CsH 1,06 204 NIST11
8 21287  1.06 Malic Acid 6915-15-7  C4HsO 134 NIST11
9 22469  1.11  N-Nitroso-2-ethyl-1,3-tetrahydrooxazine ~24033-81-6 CetlN0 144 NIST11
2
10 24.592 1.91  2-Tetrahydrofurfuryl isothiocyanate 36810-87-4 C¢HoNOS 143 NISTI11
1,2,3,5-Cyclohexanetetrol,
11 2789  1.34 (1.alpha. 2 beta. 3 alpha..5 beta.)- 53585-08-3  CeH,04 148 NIST11
12 31194 461 .beta-D-Glucosyloxyazoxymethane 14901-08-7  CsthieN20 555 NISTI1
7
13 33.066 16.86 .alpha.-d-Mannofuranoside, methyl 4097-91-0 C7H 14056 194 NIST11
14 34766  1.02 1,3,2-Oxathiaborole, 2-cyclooctyl- 0-00-0 C‘°HS‘°BO 198 NISTI11
15 40.999 1.28  Phosphonic acid, methyl-, dioctyl ester 1832-68-4  C;7H3,0;P 320 NIST11
16 10061 335 Methane, sulfinylbis- (CAS) Dimethyl 67-68-5 CH;OS 78 WILEY
sulfoxide
17 10442 141 ]S\:[ﬂeft:s:e sulfonylbis- (CAS) Dimethyl 67-71-0  C,H 0,8 94 WILEY
18  11.883  1.02 (E) Ethyl Undec-2-cnoate 0-00-0 C13 Hy O, 212 WILEY
19 16.509 156 2-acetyl-2-hydroxy-. gamma.- 135366-64- CoHs O, 144 WILEY
butyrolactone 2
20 16823 1425 23-Dihydro-3,5-dihydroxy-6-methyl- 0-00-0 Cs Hs Oy 144 WILEY
4H-pyran-4-one
2-Furancarboxaldehyde, 5- :
21 19712 34.02 (hydroxymethyl)- (CAS) HMF 67-47-0 Co He O3 126 WILEY
22 20.05 1.3 1,2,3-Propanetriol, monoacetate 26446-35-5 CsHjoOy4 134 WILEY
23 21287 106 Dutanedioic acid, hydroxy- (CAS) 6915-15-7  C4Hg Os 134 WILEY
Pomalus acid
24 22469 111 cis-dimethyl morpholine 0-00-0  Ce %‘3 N 115 WILEY
25 2459 191 E/I“et;l“y‘i’_ LI-Methylenebis(Oxy)IBIS3- 55418 64.0 € M0, 188 WILEY
26 2789 134 6-Anhydro-Bea-D-Glucopyranose 498-07-7  Cg Hyp Os 162 WILEY
(Levoglucosan)
27 31104 ag1 Det-D-Glucopyranose, 4-0-beta-D- 5965 665 ¢, m,0, 342 WILEY
galactopyranosyl-
28 33.066 16.86  Mome Inositol 0-00-0 C; Hy4 Og 194 WILEY
(R)-2-tert-Butyl-N- Cio Hi N
29 34766  1.02 ((methylthio)methyl)-4-methylidene-5-  86046-41-5 “6 ‘g 215 WILEY
oxazolidinone 2
30 40999 128 Cyclohexanol, d-(l-methylethyl)- (CAS) g 44 4651 om0 142 WILEY
4-Isopropylcyclohexanol
31 10.061 335 Sclerosol 67-68-5 C,HsOS 78 FFNSC 3
32 10.442 1.41 Norborneol <exo-2-> 497-37-0 C;H;; 0 112 FENSC 3
33 1883 102 Acetate <2d-dimethyl ethyl- 13- 6290-17-1  CoHy O, 188 FFNSC3
dioxolane>
34 16509  1.56 Isobutyrate <hexyl-> 7.07.2349  CyoHy O, 172 FFNSC 3
35 19.712 34.02 Hydroxy methyl furfural 67-47-0 Cs Hg O3 126 FENSC 3
36 20.05 1.3 Phenethyl acetate <2-> 103-45-7  CyyHj, 0, 164 FFNSC 3
37 21287 1.06 Malate <diethyl-> 3.12.7554  CgHy4 Os 190 FFNSC 3
38 22469  1.11 Nonanoate <ethyl-> 123-29-5  C;; Hp O, 186 FFNSC 3
39 24592 191 Decyl tiglate 84284-37-7 CysHy 0, 240 FFNSC 3
40 2789 134 n-Undecanoic acid 112-37-8  C;;Hy 0, 186 FFNSC 3
41  31.194 461 Dodecanoic acid 143-07-7  CpHy 0, 200 FFNSC 3
42 33066 16.86 Nonanoic acid <4-methyl-> 45019-28-1  Cy9 Hy O, 172 FFNSC 3
43 34766  1.02 Decanoic acid 334-48-5  CjoHy O, 172 FFNSC 3
44 40999  1.28 Gossyplure 50933-33-0  CisHs, O, 280 FFNSC 3
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45 E. umbellata Meyve Oziitiiniin, Laurik Asit’in ve AgNP’lerin Hidroksil
Radikali Tarafindan Olusturulan DNA Hasarina Karsi1 Koruyucu aktivitesi
Uzerine Etkileri

Calismada, E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitiinlin, Laurik Asit’in ve E.
umbellata’nin etanolik meyve 6ziitli ile sentezlenen AgNP’lerin -OH ile olusturulan
DNA hasarina kars1 koruyucu etkisini aragtirmak amaciyla pBR322 plazmid DNA’s1
kullanilmigtir. Plazmid DNA’sinda serbest radikalle olusturulan kiriklarin onarimi,
farkli dozlardaki E. umbellata 6ziitiiniin, Laurik Asit’in ve AgNP’lerin koruyucu

aktivitesi agaroz jel elektroforezi yontemiyle arastirilmistr.

Sekil 4.17°de hidroksil radikalinin neden oldugu pBR322 plazmid DNA hasar1
tizerinde E. umbellata, AgNP ve Laurik Asit drneklerinin DNA koruyucu aktivitesini

gosteren agaroz jel elektroforez goriintiileri sunulmustur.

Sekil 4.17 incelendiginde E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiniin Smg/ml
konsantrasyonu ile Laurik Asit’in tiim konsantrasyonlarinin (1, 0.8, 0.6, 0.4mM/ml). -
OH ile olusturulan DNA hasarina kars1 koruyucu etkilerinin varlig: tespit edilmistir. E.
umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiniin diger konsantrasyonlari (40, 20, 10, 2.5, 1.25
ve 0.625mg/ml) ile E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitliyle sentezlenen AgNP’lerin
tiim konsantrasyonlarmin (20, 10, 5, 1, 0.5mM/ml) DNA hasarma kars1 koruyucu

etkilerinin bulunmadig: tespit edilmistir.
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Sekil 4.17 Hidroksil radikalinin neden oldugu pBR322 plazmid DNA hasari
tizerinde E. umbellata, AgNP ve Laurik Asit o6rneklerinin DNA
koruyucu aktivitesini gdsteren agaroz jel elektroforez goriintiileri

A-

1: DNA

2: DNA+Na;EDTA+H,0,+Fe;SO4

3: DNA+Na,;EDTA+H,0,+Fe;SO4 +Trolox

4-10: Trolox yerine E. umbellata 6zitiiniin farkli konsantrasyonlar1 (40, 20, 10, 5, 2.5,
1.25, 0,625 mg/ml).

B-

1: DNA

2: DNA+Na,EDTA+H,0,+Fe>SO4

3: DNA+Na;EDTA+H,0,+Fe,SO4+Trolox

4-8: Trolox yerine, farkli AgNOj; konsantrasyonlari (20, 10, 5, 1, 0.5 mM)

9-12: Trolox yerine, farkli Laurik Asit konsantrasyonlari (1, 0.8, 0.6, 0.4 mM).

4.6 E. umbellata’mn Etanolik Meyve Oziitiiniin HeLa Hiicrelerinde Doza Bagh
Sitotoksik Aktivitesi

Yapilan ¢alismada E. wumbellata nin etanolik meyve Oziitiiniin farkl
konsantrasyonlarda (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312mg/ml) memeli hiicreleri
uzerine sitotoksik etkisi, HelLa hucre hatti kullanilarak MTT testi ile
degerlendirilmistir. HeLa hiicreleri farkli konsantrasyonda hazirlanan E. umbellata

Oziitiiyle 72 saat inkiibe edilmistir.
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Sekil 4.18 incelendiginde, E. umbellata nin etanolik meyve Oziitlinlin hiicre
canlilig1 tizerinde doza bagl azalma gozlenmistir. Ancak 72 saat sonra 40mg/ml’de
dahi hiicrelerin yaridan fazlas1 (%53.82) igin sitotoksik olmadigi tespit edilmistir.
Dolayisiyla ICso degerinin ancak 40mg/ml’den daha yiiksek dozlarda bulanabilecegi

diistiniilmektedir.

m Konsantrasyonlar  m Hiicre Canlilig (%)

—~ 100

£

< 80

50

= 60

E 40

o

g 20

g 0 —_— e e o &8

1 2 3 4 5

E. umbellata Oziit Konsantasyonu (mg/ml)

Sekil 4.18 Farkli konsantrasyonlardaki E. umbellata’nin etanolik meyve
Oziitlinlin 72. saatte HeLa hiicreleri lizerindeki sitotoksisite grafigi

4.7 E. umbellata’min Etanolik Meyve Oziitiiniin, E. umbellata Meyve Oziitiiyle
Sentezlenen AgNP’lerin ve E. umbellata Oziitiiniin Kimyasal Bir Bilesigi
Olan Laurik Asit’in A. castellanii Trofozoitlerinin Stres Altinda Antioksidan
Enzimlerinden (CAT ve SOD) Sorumlu Genler ile Pseudokistlesme (CSII) ve
Asil Kistlesme (CSP21) Siireclerinden Sorumlu Genlerin ifadesi Uzerine
Etkileri

4.7.1 E. umbellata’nin Etanolik Meyve Oziitiiniin, AgNP’lerin ve Laurik Asit’in
A. castellanii Trofozoitlerindeki Pseudokistlesmeden (CSII) Sorumlu Genin
ifadesi Uzerine Etkileri

Metanol ile strese maruz birakilan A. castellanii trofozoitlerinin E.
umbellata’nin etanolik meyve oziitii, AgNP’ler ve Laurik Asit ile muamele edilmesi
sonucunda psoddokistlesmeden sorumlu gen olan ve stres durumunda ilk 2 saat

igerisinde ifade edilen CSII geninin ifade analizi Sekil 4.19°da sunulmustur.
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B Negatif Kontrol
8 1 m Pozitif Kontrol
B E. umbellata

6 - B AgNP

Laurik Asit

Expresyon Seviyesi

30. Dakika 1. Saat 2. Saat
CSII Geni

Sekil 4.19 Farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin
pseudokistlesmesinden sorumlu CSII geninin ifadesi iizerinde
inhibitor etkisini gdsteren grafik

Sekil 4.19 incelendiginde; metanol ile strese maruz birakilmayan kontrol (K)
ve metanolle strese maruz birakilan pozitif kontrol (PK) ile £. umbellata 6ziitii (EU),
AgNP (AgNP’s) ve Laurik Asit (LA) karsilastirildiginda; 30. Dakikada; AgNP’s, CSII
geninin ifadesi lizerinde EU ve LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki sergilemistir.
Ayni siirede LA ve EU ayni1 oranlarda inhibitor etki géstermistir. 1. saatte ise; EU, CSII
geninin ifadesi tizerinde AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir.
Ayni stirede AgNP’s de LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir. 2. saatte
ise; EU CSII geninin ifadesi lizerinde, AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla inhibit6r
etki gosterirken, aymi stirede LA ise AgNP’s e oranla daha fazla inhibitor etki

gostermistir.

Farkli gruplarin A. castellanii trofozoitlerinin pseudokistlesmesinden sorumlu
CSII geninin ekspresyonu iizerinde inhibitor etkisi (MeantSD) Cizelge 4.21°de

sunulmustur.
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Cizelge 4.21 Farkli gruplarin A. castellanii trofozoitlerinin pseudokistlesmesinden
sorumlu CSII geninin ekspresyonu iizerinde inhibitor etkisi

Gruplar Mean+SD
Kontrol 2.23+0.70°
Pozitif Kontrol 3.89+1.12°
E. umbellata 1.88+0.94¢
AgNP 2.04+1.18¢
Laurik Asit 2.09+0.90°
p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
farkliliklar bulunmaktadir.

Gruplarin farkli stirelerde A. castellanii trofozoitlerinin pseudokistlesmesinden
sorumlu CSII geninin ekspresyonu {iizerinde inhibitdr detkisi (Mean+SD) Cizelge

4.22’de sunulmustur.

Cizelge 4.22 Farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin
pseudokistlesmesinden sorumlu CSII geninin ekspresyonu
tizerinde inhibitor etkisi

Siire (Saat) Mean+SD
0.5 1.65+0.87*
1 3.16£1.18°
2 2.47+1.07¢
p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
farkliliklar bulunmaktadir.

Cizelge 4.21 ve 4.22 incelendiginde A. castellanii trofozoitlerinin
pseudokistlesmesinden sorumlu CSII geninin ekspresyonu iizerinde istatistiksel olarak
farkli gruplarin farkli siirelerde inhibitor etkisinin (p<0.01) anlamli oldugu
bulunmustur. En fazla inhibitor etkiyi gruplar i¢inde, 1.88+0.94 ile E. umbellata 6ziitii
gosterirken en fazla inhibisyon 30. dakikada 1.65+0.87 olarak Sl¢iilmiistiir.

Farkli  gruplarin  farkli  siirelerde A.  castellanii  trofozoitlerinin
pseudokistlesmesinden sorumlu CSII geninin ekspresyonu iizerinde inhibitor etkisi

Cizelge 4.23’te sunulmustur.
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Cizelge 4.23 Farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin
pseudokistlesmesinden sorumlu CSII geninin ekspresyonu

tizerinde inhibitor etkisi

Siire (Saat) Gruplar Mean+SD
Kontrol 1.61+0.26°
Pozitif Kontrol 3.22+0.09%¢
0.5 E. umbellata 1.16+0.32°
AgNP 1.10+0.31¢
Laurik Asit 1.16+0.37¢
Kontrol 2.83+0.84¢2b¢
Pozitif Kontrol 4.54+1.53¢2
1 E. umbellata 2.67+1.23%¢
AgNP 2.78+1.03%¢
Laurik Asit 2.97+0.712b¢
Kontrol 2.24+0.30
Pozitif Kontrol 3.90+1.17%
2 E. umbellata 1.82+0.49%°
AgNP 2.24+1 .48b¢
Laurik Asit 2.15+0.42b
p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar
bulunmaktadir.

Cizelge 4.23 incelendiginde; farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii
trofozoitlerinin pseudokistlesmesinden sorumlu CSII geninin ekspresyonu tizerinde
etkisinin tiim siireler ve gruplar arasinda istatistiksel olarak farkliliklar gosterdigi

belirlenmistir, (p<0.01).

A. castellanii trofozoitlerinin pseudokistlesmesinden sorumlu CSII geninin
ekspresyonu tlizerinde farkli gruplarin ve farkli siirelerin inhibitor etkisinin 6zet tablo

olarak gosterimi Cizelge 4.24’te sunulmustur.

Cizelge 4.24 Farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin
pseudokistlesmesinden sorumlu CSII geninin ekspresyonu iizerinde
inhibitor etkisi

Gruplar/Siire (0.5.Saat 1.Saat 2.Saat >
Kontrol 1.61£0.26°¢ 2.83+£0.84%¢  2.24+0.30 2.23+0.70°
Pozitif Kontrol 3.2240.09%° 4.54+1.53¢ 3.90£1.17%® 3.89+1.12°
E. umbellata 1.16+0.32°¢ 2.67+1.23%¢ 1.824+0.49% 1.88+0.94¢
AgNP 1.10+£0.31°¢ 2.7841.03%¢  2.2441.48% 2.04+1.18¢
Laurik Asit 1.16+0.37¢ 2.97+0.71%¢  2.15+0.42% 2.09+0.90¢
> 1.65+0.87* 3.16+1.18° 2.47+1.07¢

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar

bulunmaktadir.
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Cizelge 4.24 incelendiginde A. castellanii trofozoitlerinin
pseudokistlesmesinden sorumlu CSII geninin ekspresyonu tizerinde istatistiksel olarak
farkli gruplarin ve farkli siirelerin inhibitér etkisinin 6nemli oldugu (p<0.01)
belirlenmistir. Metanol ile strese maruz birakilmayan kontrol ve metanol ile strese
maruz birakilan pozitif kontrol ile E. umbellata 0ziitii, AgNP ve Laurik Asit
karsilastirildiginda; gruplar ve siireler arasinda anlamli istatistiksel farkliliklar

bulunmaktadir.

Tiim gruplarin A. castellanii trofozoitlerinin pseudokistlesmesinden sorumlu
CSII geninin ekspresyonu iizerinde inhibisyon sonuglarini 6zetlemek icin agiklayici

degiskenler PCA ile gorsellestirilmistir.

Sekil 4.20, farkli gruplarin farkli siirelerdeki degerlerinin PCA biplotunu
gostermektedir. Hem birinci (F1, %71.87) hem de ikinci (F2, %15.65) temel bilesenler
toplu olarak veri setindeki en biiyiik varyasyona (%87.52) katkida bulunmustur.
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Sekil 4.20 Farkli gruplarin CSII gen ekspresyonunun PCA ile gosterimi

Sekil 4.20 incelendiginde aciklama orami (%87.52) olan eksenin sag ve sol
tarafin1 ayirdigimizda Kontrol, E. umbellata 6ziiti, AgNP, Laurik Asit ile Pozitif
kontrol arasinda negatif korelasyon gostermektedir. Sekil 4.21°de CSII geninin

ekspresyonunun farkli grup ve siirelerdeki aktif bilesenlerinin gdsterimi sunulmustur.
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Dim 2 (15.65%)
B

1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
Dim 1(71.87%)

Sekil 4.21 CSII gen ekspresyonunun farkli grup ve
stirelerdeki aktif bilesenlerinin gosterimi

Sekil 4.21 incelendiginde, tiim gruplarin A. castellanii trofozoitlerinin
pseudokistlesmesinden sorumlu CSII geninin ekspresyonu iizerinde 1. saat dilimdeki
degerler ile 2. saatteki degerler bakimindan 6nemli diizeyde negatif korelasyon
gostermektedir, (p<0.05). 30. dakika ekspresyon verileri eksenin ortasinda yer alip, bu
zamandan sonraki zaman periyodunda ekspresyonun arttig1 gézlenmistir. Bu baglamda
30. dakika tiim gruplar i¢in esik deger kabul edilebilir. Cizelge 4.25’de gruplarin

0zdeger ve kiimiilatif varyans yiizdesi verilmistir.

Cizelge 4.25 Gruplarin 6zdeger ve kiimiilatif varyans ytlizdesi

Ozdeger Varyans Yiizdesi  Kiimiilatif %
Dim. 1 2.156 71.9 71.9
Dim. 2 0.470 15.7 87.5

Cizelge 4.25 incelendiginde tiim eksenler varyanslarin  %87.5’ini

acgiklamaktadir.
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4.7.2 E. umbellata’nin Etanolik Meyve Oziitiiniin, AgNP’lerin ve Laurik Asit’in
A. castellanii Trofozoitlerindeki Asil Kistlesmeden (CSP21) Sorumlu Genin
ifadesi Uzerine Etkileri

Metanol ile strese maruz birakilan A. castellanii trofozoitlerinin E.
umbellata nin etanolik meyve oziitii (EU), AGNP’ler (AgNP’s) ve Laurik Asit (LA)
ile muamele edilmesi sonucunda asil kistlesmeden sorumlu gen olan ve 12. saatten
sonra eksprese edilmeye baslanan CSP21 geninin ifade analizi Sekil 4.22°de
sunulmustur. Sekil 4.22 incelendiginde, gruplar metanol ile strese maruz birakilmayan
kontrol (K) ve metanol ile strese maruz birakilan pozitif kontrol (PK) ile
karsilagtirildiginda 12. satte; EU, CSP21 geninin ifadesi lizerinde AgNP’s ve LA’ya
gore daha fazla inhibitor etki sergilemektedir. Ayni siirede, LA’da AgNP’s e oranla
daha fazla inhibitor etki gostermistir. 24. saatte EU, CSP21 geninin ifadesi tizerinde
AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki gosterirken, AgNP’s ise LA’ya oranla
daha fazla inhibitor etki sergilemistir. 48. saatte ise; LA, CSP21 geninin ifadesi
tizerinde EU ve AgNP’s e oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir. Ayn1 saatte
AgNP’s, LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir. Sekil 4.22°de farkh
gruplarin farkl stirelerde 4. castellanii trofozoitlerinde asil kistlesmeden sorumlu

CSP21 geni iizerinde inhibisyon grafigi sunulmustur.

® Negatif Kontrol
8 m Pozitif Kontrol
B E. umbellata

H AgNP

Laurik Asit

Expresyon Seviyesi

12.Saat 24, Saat 48. Saat
CSP21 Geni

Sekil 4.22 Farkli gruplarin farkl siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde asil
kistlesmeden sorumlu CSP21 geni iizerinde inhibisyon grafigi
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Farkli gruplarin A. castellanii trofozoitlerinde asil kistlesmeden sorumlu
CSP21 geninin ekspresyonu iizerinde inhibitor etkisi (Mean+SD) Cizelge 4.26’da
gosterilmistir.

Cizelge 4.26 Farkli gruplarin A. castellanii trofozoitlerinin asil kistlesmeden
sorumlu CSP21 geninin ekspresyonu iizerinde inhibitor etkisi

Gruplar Mean+SD

Kontrol 2.29£1.15°

Pozitif Kontrol 4.54£2.07°

E. umbellata 2.69+1.94¢

AgNP 2.73+1.44¢

Laurik Asit 2.64+0.73¢

p <0.01
Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar
bulunmaktadir.

Cizelge 4.27°de gruplarin farkli siirelerde 4. castellanii trofozoitlerinde asil
kistlesmeden sorumlu CSP21 geninin ekspresyonu {iizerinde inhibitér etkisi
sunulmustur.

Cizelge 4.27 Gruplarim farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde asil

kistlesmeden sorumlu CSP21 geninin ekspresyonu iizerinde
inhibitor etkisi

Siire (Saat) Mean+SD
12 2.57+1.65°
24 2.56+1.05°
48 3.80+1.99¢
p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel
farkliliklar bulunmaktadir.

Farkli gruplarin (Cizelge 4.26) farkl siirelerde (Cizelge 4.27) A. castellanii
trofozoitlerinde asil kistlesmeden sorumlu CSP21 geninin ekspresyonu iizerinde
inhibitor etkisi (Mean+SD) gosterilmistir. Cizelge 4.26 ve 4.27 incelendiginde A.
castellanii trofozoitlerinde asil kistlesmeden sorumlu CSP21 geninin ekspresyonu
tizerinde istatistiksel olarak farkli gruplarin farkl siirelerde inhibitor etkisinin anlaml
oldugu bulunmustur, (p<<0.01). Gruplar i¢inde en fazla inhibitor etkiyi 2.64+0.73 ile
Laurik Asit gosterirken en fazla inhibisyon 24. saatte 2.56+1.05 olarak 6lclilmiistiir.
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Cizelge 4.28’de farkli gruplarin farkl siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde
asil kistlesmeden sorumlu CSP21 geninin ekspresyonu iizerinde inhibitor etkisi
sunulmustur (Mean+SD).

Cizelge 4.28 Farkli gruplarin farkl siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde

asil kistlesmeden sorumlu CSP21 geninin ekspresyonu iizerinde
inhibitor etkisi

Siire (Saat) Gruplar Mean+SD
Kontrol 1.84+1.05
Pozitif Kontrol 4.114£2.32
12 E. umbellata 1.99+1.25
AgNP 2.5142.39
Laurik Asit 2.40+0.69
Kontrol 2.024+0.87
Pozitif Kontrol 3.82+1.21
24 E. umbellata 2.27+1.25
AgNP 2.30+0.60
Laurik Asit 2.39+0.75
Kontrol 3.00+£1.50
Pozitif Kontrol 5.70+£2.69
48 E. umbellata 3.81+3.01
AgNP 3.39+1.09
Laurik Asit 3.12+0.78
p <0.01

Cizelge 4.28 incelendiginde; 4. castellanii trofozoitlerinde asil kistlesmeden
sorumlu CSP21 geninin ekspresyonu iizerinde tiim siireler ve gruplar arasinda

etkisinin istatistiksel olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir, (p<0.01).

A. castellanii trofozoitlerinde asil kistlesmeden sorumlu CSP21 geninin
ekspresyonu iizerinde farkli gruplarin ve farkl siirelerin inhibitor etkisi 6zet tablo
olarak gosterimi Cizelge 4.29°da sunulmustur.

Cizelge 4.29 Farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinin asil

kistlesmeden sorumlu CSP21 geninin ekspresyonu iizerinde
inhibitdr etkisi

Gruplar/Siire 12.Saat 24 Saat 48.Saat >
Kontrol 1.84+1.05 2.02+0.87 3.00+1.50 2.29+1.15°
Pozitif Kontrol 4.11£2.32 3.82+1.21 5.70+2.69 4.544+2.07°
E. umbellata 1.99+1.25 2.27+1.25 3.81+3.01 2.69+1.94¢
AgNP 2.51+£2.39 2.30+0.60 3.39+1.09 2.73+1.444
Laurik Asit 2.40+0.69 2.39+0.75 3.1240.78 2.64+0.73¢
> 2.57+1.65* 2.56+1.05° 3.80+1.99¢

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar
bulunmaktadir.
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Cizelge 4.29 incelendiginde A. castellanii trofozoitlerinde asil kistlesmeden
sorumlu CSP21 geninin ekspresyonu tizerinde istatistiksel olarak farkli gruplarin ve
farkli stirelerin inhibitor etkisinin 6nemli oldugu belirlenmistir, (p<0.01). Metanol ile
strese maruz birakilmayan kontrol ve metanol ile strese maruz birakilan pozitif kontrol
ile karsilasgtinnldiginda; gruplar ve siireler arasinda istatistiksel farkliliklar

bulunmaktadir.

Tim gruplarin 4. castellanii trofozoitlerinin asil kistlesmeden sorumlu CSP21
geninin ekspresyonu iizerinde inhibisyon sonucglarini Ozetlemek i¢in aciklayic

degiskenler, PCA ile gorsellestirilmistir.

Sekil 4.23 farkli gruplarin farkli siirelerdeki degerlerinin PCA biplotunu
gostermektedir. Hem birinci (F1, %63.41) hem de ikinci (F2, %21.53) temel bilesenler
toplu olarak veri setindeki en biiyiik varyasyona (%84.94) katkida bulunmustur.
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Sekil 4.23 Farkli gruplarin CSP21 gen ekspresyonunun PCA ile gésterimi

Sekil 4.23 incelendiginde acgiklama orani (%84.94) olan eksenin sag ve sol
tarafin1 ayirdigimizda Kontrol, E. umbellata 6ziitii, AgNP, Laurik Asit ile Pozitif

kontrol arasinda negatif korelasyon gdstermektedir.
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Sekil 4.24°de CSP21 ekspresyonunun farkli grup ve siirelerdeki aktif

bilesenlerinin gosterimi sunulmustur.

Dim 2(21.53%)
5

0.5

0.0

-1.0 -0.5 0.0 0.5

1.0
Dim 1 (63.41%)

Sekil 4.24 CSP21 gen ekspresyonunun farkli grup ve siirelerdeki
aktif bilesenlerinin gosterimi

Sekil 4.24 incelendiginde tiim gruplarin A4. castellanii trofozoitlerinde asil
kistlesmeden sorumlu CSP21 geninin ekspresyonu iizerinde 24 saatlik dilimdeki
degerler, 12. ve 48. saatteki degerler bakimindan 6nemli diizeyde negatif korelasyon
gostermektedir, (p<0.05). Gruplarin 6zdeger ve kiimiilatif varyans ylizdesi Cizelge

4.30’da verilmistir.

Cizelge 4.30 CSP21’in 6zdeger ve kiimiilatif varyans ylizdesi

Ozdeger Varyans Yiizdesi Kiimiilatif %
Dim. 1 1.902 63.4 63.4
Dim. 2 0.646 21.5 84.9

Cizelge 4.30 incelendiginde tiim eksenler varyanslarin %84.9’unu

acgiklamaktadir.
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4.7.3 E. umbellata’min Meyve Oziitiiniin, AgNP’lerin ve Laurik Asit’in A.
castellanii Trofozoitlerindeki CAT Geninin ifadesi Uzerine Etkileri

Sekil 4.25 farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde

antioksidan etkiden sorumlu CAT geni {izerinde inhibisyon grafigi

m Negatif Kontrol
m Pozitif Kontrol
B E umbellata

= ApNP

6 - m3-AT

Laurik Asit

Expresyon Seviyesi

30. Dakika 1. Saat 2. Saat
CAT-1
m Negatif Kontrol
8 - m Pozitif Kontrol
B E. umbellata
= AgNP
6 m3-AT

\ Laurik Asit

Expresyon Seviyesi
B

12.Saat 24. Saat 48. Saat
CAT-2

Sekil 4.25 Farkli gruplarin farkli stirelerde A. castellanii trofozoitlerinde
antioksidan etkiden sorumlu CAT geni iizerinde inhibisyon
grafigi

Sekil 4.25 incelendiginde A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan
aktiviteden sorumlu enzimi olan CAT geni metanol ile strese maruz birakilmayan
kontrol (K), metanol ile strese maruz birakilan pozitif kontrol (PK) ile CAT 1n spesifik
inhibitorii olan 3-AT ve diger gruplar karsilastirildiginda 30. dakikada; EU, CAT geni
tizerinde AgNP’s, 3-AT ve LA’ya gore daha fazla inhibitor etki sergilemektedir. Ayni
siirede LA ve 3-AT, AgNP’s e oranla daha fazla inhibitor etki sergilemistir. 1. saatte
ise; EU ve 3-AT, CAT geni iizerinde ayn1 oranda inhibitor etki sergilemektedir. Ayni
stirede, AgNP’s de LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir. 2. saatte ise; 3-
AT, CAT geni iizerinde LA, AgNP’s ve EU’ya gore daha fazla inhibitor etki
gostermistir. Ayni stirede AgNP’s, CAT geni iizerinde EU ve LA’ya oranla daha fazla

98



inhibitor etki gostermistir. 12. saatte; 3-AT, CAT geni lizerinde EU, AgNP’s ve LA’ya
gore daha fazla inhibitor etki sergilemektedir. Ayn1 siirede LA, CAT geni iizerinde
AgNP’s ve EU’ya oranla daha fazla inhibitor etki sergilemistir. 24. saatte ise; 3-AT,
CAT geni iizerinde EU, AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki sergilemistir.
Ayni stirede EU, CAT geni lizerinde AgNP’s ve LA’ya gbre daha ¢ok inhibitor etki
gostermistir. 48. saatte EU, CAT geni tlizerinde 3-AT, AgNP’s ve LA’ya oranla daha
fazla inhibitor etki gostermistir. Ayni siirede 3-AT, CAT geni iizerinde AgNP’s ve
LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir. Yine ayni1 stirede LA da AgNP’s e

oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir.

Farkli gruplarin 4. castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu
CAT geninin ekspresyonu iizerinde inhibitor etkisi (Mean+SD) Cizelge 4.31°de
verilmistir.
Cizelge 4.31 Farkli gruplarin A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan

aktiviteden sorumlu CAT geninin ekspresyonu iizerinde
inhibitor etkisi

Gruplar Mean+SD

Kontrol 2.92+1.142
Pozitif Kontrol 4.69+1.89°
E. umbellata 2.82+1.07°¢
AgNP 3.50+1.594
3-AT 2.89+1.15¢
Laurik Asit 3.13+1.59¢
p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen de@erler arasinda istatistiksel
farkliliklar bulunmaktadr.

Farkli gruplarin (Cizelge 4.31) farkl siirelerde (Cizelge 4.32) A. castellanii
trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu CAT geninin ekspresyonu tlizerinde
inhibitor etkisi (Mean+tSD) gosterilmistir. Cizelge 4.31 ve 4.32 incelendiginde, A.
castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu CAT geninin ekspresyonu
tizerinde farkli gruplarin farkli siirelerde istatistiksel olarak inhibitor etkisinin anlamli
oldugu belirlenmistir, (p<0.01). Gruplar i¢inde en fazla inhibitor etkiyi 2.82+1.07 ile
E. umbellata 6ziitii gosterirken en fazla inhibisyon 1. saatte 2.33+0.90 olarak
Olciilmiistiir. Cizelge 4.32°de gruplarin farkl: siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde
antioksidan aktiviteden sorumlu CAT geninin ekspresyonu iizerinde inhibitor etkisi

sunulmustur.
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Cizelge 4.32 Gruplarm farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde
antioksidan aktiviteden sorumlu CAT geninin ekspresyonu
tizerinde inhibitor etkisi

Siire (Saat) Mean+SD

0.5 2.60+1.012
1 2.33+0.90b
2 2.77+0.74¢
12 2.9441.004
24 4.80+1.73¢
48 4.51£1.70f
p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar
bulunmaktadir.

A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu CAT geninin
ekspresyonu tizerinde farkli gruplarin ve farkl siirelerin inhibitor etkisi Cizelge 4.33°te
verilmistir.

Cizelge 4.33 Farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde
antioksidan aktiviteden sorumlu CAT geninin ekspresyonu

uzerinde inhibitor etkisi

Siire (Saat) Gruplar Mean+SD
Kontrol 2.02+1.104
Pozitif Kontrol 3.87+1.60%4
0.5 E. umbellata 2.15+0.79¢
' AgNP 2.88+0.26b<d
3-AT 2.38+0.65¢
Laurik Asit 2.33+0.46¢
Kontrol 2.01+0.144
Pozitif Kontrol 3.69+1.11b<d
1 E. umbellata 2.02+0.61¢
AgNP 2.15+0.84¢
3-AT 2.00+0.394
Laurik Asit 2.12+1.014
Kontrol 2.35+0.524
Pozitif Kontrol 3.74+0.50204
) E. umbellata 2.57+0.86¢
AgNP 2.56+0.52¢
3-AT 2.51+0.37¢
Laurik Asit 2.90+1.03b<d
Kontrol 2.8140.72bd
Pozitif Kontrol 4.08+1.26%d
b E. umbellata 2.65+0.73b<d
AgNP 3.011.13%<
3-AT 2.4140.72bcd
Laurik Asit 2.7241.21b<d

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar

bulunmaktadir.
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Cizelge 4.33 Farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde
antioksidan aktiviteden sorumlu CAT geninin ekspresyonu
tizerinde inhibitor etkisi (devami)

Siire (Saat) Gruplar Mean+SD
Kontrol 4.02+0.9620<4

Pozitif Kontrol 6.79+3.26*
24 E. umbellata 4.12+0.26%¢d
AgNP 5.54+£1.59%¢
3-AT 4.0240.942b<d
Laurik Asit 4.30+0.982b<d
Kontrol 4.32+(.712bcd

Pozitif Kontrol 6.00+0.69°
48 E. umbellata 3.40+1.61204
AgNP 4.87+1.652%d
3-AT 4.06+1.752d
Laurik Asit 4.40+3.09204

p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar
bulunmaktadir.

Cizelge 4.33 incelendiginde; A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan
aktiviteden sorumlu CAT geninin ekspresyonu iizerinde inhibitor etkisinin istatistiksel
olarak farklilik gosterdigi belirlenmistir. Tiim siireler ve gruplar arasinda anlamli

farkliliklar bulunmustur, (p<0.01).

A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu CAT geninin
ekspresyonu tizerinde farkli gruplarin ve farkl siirelerin inhibitdr etkisinin 6zet tablo
olarak gosterimi Cizelge 4.34’te sunulmustur.

Cizelge 4.34 Farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde

antioksidan aktiviteden sorumlu CAT geninin
ekspresyonu iizerinde inhibitor etkisi

Gruplar/Siire 0.5.Saat 1.Saat 2.Saat 12.Saat 24.Saat 48.Saat >

Kontrol 2.02+1.10¢ 2.01£0.14¢  2.35+0.52¢ 2.81£0.72%¢  4.02+£0.96¢  4.32+£0.71¢  2.92+1.14°

3.69+1.11°
cd

Pozitif Kontrol ~ 3.87+1.60% 3.74+0.50¢  4.08+1.26™¢  6.79+£3.26° 6.00£0.69® 4.69+1.89°

E. umbellata 2.15+0.79¢ 2.02+0.61¢  2.57+0.86% 2.65+0.73%¢ 4124026 3.40£1.61¢  2.82+1.07°

AgNP 2.88+0.26*4  2.15+0.84¢  2.56+0.52% 3.01£1.13%¢  5.5441.59%  4.87£1.65"¢  3.50+1.59¢
3-AT 2.38+0.65% 2.00+0.39¢  2.51+0.37 2.41£0.72%¢  4.0240.94®¢  4,06+£1.75%¢  2.89+1.15¢
Laurik Asit 2.33+0.46¢ 2.12+1.01¢  2.90+£1.03*¢  2.7241.21°¢  4.30+0.98¢  4.4043.09™¢  3.13+1.59"
> 2.60+1.01* 2.33£0.90°  2.7740.74¢ 2.94+1.00¢ 4.80+1.73¢ 4.51+£1.70°

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar
bulunmaktadir.

Cizelge 4.34 incelendiginde A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan

aktiviteden sorumlu CAT geninin ekspresyonu tiizerinde farkli gruplarin ve farkli
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stirelerin istatistiksel olarak inhibitor etkisinin 6nemli oldugu belirlenmistir, (p<0.01).
Metanol ile strese maruz birakilmayan kontrol ve metanolle strese maruz birakilan
pozitif kontrol ile karsilastirildiginda, diger gruplar ve siireler arasinda anlaml

istatistiksel farkliliklar bulunmaktadir.

Tim gruplarin A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden
sorumlu CAT geninin ekspresyonu iizerinde inhibisyon sonuglarini 6zetlemek igin

aciklayict degiskenler, PCA ile gorsellestirilmistir.

Sekil 4.26’da farkli gruplarin farkl siirelerdeki degerlerinin PCA biplotunu
gostermektedir. CAT i¢in hem birinci (F1, %45.92) hem de ikinci (F2, %19.12) temel
bilesenler toplu olarak veri setindeki en biiyilk varyasyona (%65.04) katkida

bulunmustur.

Dim 2 (19.12%)]
"

! o
1% Fozitif Kontrol
14 1.1

i
-2 o 2 4

Dim 1 {45.92%)

Sekil 4.26 Farkli gruplarin CAT gen ekspresyonunun PCA ile gdsterimi

Sekil 4.26 incelendiginde aciklama orami (%65.04) olan eksenin sag ve sol
tarafin1 ayirdigimizda Kontrol, E. umbellata 6ziitli, Laurik Asit, 3-AT ile Pozitif

kontrol, AgNP arasinda negatif korelasyon gostermektedir.
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Sekil 4.27°de CAT gen ekspresyonunun farkli grup ve siirelerdeki aktif

bilesenlerinin gosterimi sunulmustur.

Dim 2 (19.12%)
&

0.5

0.0+

-0.51

-1.0 -05 0.0 05 10
Dim 1(45.92%)

Sekil 4.27 CAT gen ekspresyonunun farkli grup ve
stirelerdeki aktif bilesenlerinin gosterimi

Sekil 4.27 incelendiginde, tiim gruplarin A. castellanii trofozoitlerinde
antioksidan aktiviteden sorumlu CAT geninin ekspresyonu iizerinde 30. Dakika, 1. ve
12. saat dilimindeki degerler ile 2., 24. ve 48.saatlerdeki degerler ile negatif korelasyon
gostermektedir, (p<0.05). Gruplarin 6zdeger ve kiimiilatif varyans yiizdesi Cizelge

4.35’te verilmistir.

Cizelge 4.35 CAT’1n 6zdeger ve kiimiilatif varyans ytizdesi

CAT Ozdeger Varyans Yiizdesi  Kiimiilatif %
Dim. 1 2.755 45.92 45.9
Dim. 2 1.147 19.12 65.0
Dim. 3 0.866 14.43 79.5

Cizelge 4.35 incelendiginde, tiim eksenler varyanslarin %79.5’ini

acgiklamaktadir.
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4.7.4 E. umbellata’mmn Meyve Oziitiiniin, AgNP’lerin ve Laurik Asit’in A
castellanii Trofozoitlerindeki SOD Geninin ifadesi Uzerinde Etkileri

Sekil 4.28°de farkli gruplarin farkl siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde

antioksidan etkiden sorumlu SOD geni iizerinde inhibisyon grafigi verilmistir.

m Negatif Kontrol
= Pozitif Kontrol
m E. umbellara

= A NP

6 = H202

Laurik Asit

Expresyon Seviyesi
IS

30. Dakika 1. Saat 2. Saat
SOD-1

m Negatif Kontrol
= Pozitif Kontrol
m E. umbellara

= AgNP

= H202

Laurik Asit

Expresyon Seviyesi

12.Saat 24. Saat 48. Saat
SOD-2

Sekil 4.28 Farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde
antioksidan etkiden sorumlu SOD geni iizerinde inhibisyon grafigi

Metanol ile strese maruz birakilan A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan
aktiviteden sorumlu enzimi olan SOD geni Sekil 4.28 incelendiginde, metanol ile
strese maruz birakilmayan kontrol (K), metanol ile strese maruz birakilan pozitif
kontrol (PK) ve SOD’un spesifik inhibitorii olan H>O, ile karsilastirildiginda 30.
dakikada; EU ve AgNP’s, SOD geni iizerinde ayni inhibitor etkide olup, H>O> ve
LA’ya gore daha fazla inhibitor etki sergilemektedir. Ayni stirede H>O», LA’ya gore
daha fazla inhibitor etki sergilemektedir. 1. saatte ise; EU, SOD geni lizerinde H>O»,
AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir. Aynm1 saatte H2Oo,
AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki sergilemistir. 2. saatte ise; H20»,
SOD geni lizerinde LA, AgNP’s ve EU’ya gore daha fazla inhibisyon gostermistir.
Ayni stirede EU, AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla inhibitér etki gdstermistir. 12.
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saatte; EU, SOD geni lizerinde H>O2, AgNP’s ve LA’ya gore daha fazla inhibitor etki
sergilemektedir. Ayni siirede H>O2, AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki
sergilemistir. 24. saatte ise; H>O2, SOD geni tizerinde LA, AgNP’s ve EU’ya gore daha
fazla inhibitor etki sergilemistir. Ayni siirede LA, AgNP’s ve EU’ya oranla daha fazla
inhibitor etki gostermistir. 48. saatte ise; LA, SOD geni iizerinde H>O,, AgNP’s ve
EU’ya oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir. Ayn1 siirede EU, H,O> ve AgNP’s
e oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir. Farkli gruplarin A. castellanii
trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu SOD geninin ekspresyonu lizerinde
inhibitor etkisi (Mean+£SD) Cizelge 4.36’da gosterilmistir.

Cizelge 4.36 Farkli gruplarin A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan
aktiviteden sorumlu SOD geninin ekspresyonu iizerinde inhibitor

etkisi

Gruplar Mean+SD
Kontrol 2.2440.99°
Pozitif Kontrol 4.09+1.51°
E. umbellata 2.34+1.22°¢
AgNP 2.65+1.324
H,0, 2.22+1.07°
Laurik Asit 2.53+1.00"
p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar
bulunmaktadir.

Farkli gruplarin (Cizelge 4.36) farkl siirelerde (Cizelge 4.37) A. castellanii
trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu enzim olan SOD geninin ekspresyonu
tizerinde inhibitor etkisi (Mean+SD) sunulmustur. Cizelge 4.36 ve 4.37 incelendiginde
A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu enzim olan SOD
geninin ekspresyonu iizerinde farkli gruplarin farkli siirelerde istatistiksel olarak
inhibitor etkisinin anlamli oldugu belirlenmistir, (p<0.01). Gruplar i¢inde en fazla
inhibitér etkiyi 2.22+1.07 ile H>O, gosterirken en fazla inhibisyon 30. dakikada
1.68+0.76 olarak Slgiilmiistiir.

Cizelge 4.37°de gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde
antioksidan aktiviteden sorumlu enzim olan SOD geninin ekspresyonu lizerinde

inhibitor etkisi sunulmustur.
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Cizelge 4.37 Gruplarin farkl: siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan
aktiviteden sorumlu SOD geninin ekspresyonu iizerinde inhibitor

etkisi

Siire (Saat) Mean+SD
0.5 1.68+0.76*
1 2.47+1.28°
2 2.49+1.03¢
12 2.44+1.254
24 3.87+1.36°
48 3.10+1.32f
p <0.01

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar
bulunmaktadir.

Farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan
aktiviteden sorumlu enzim olan SOD geninin ekspresyonu lizerinde inhibitdr etkisinin
Cizelge 4.38’de sunulmustur.

Cizelge 4.38 Farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde
aktiviteden sorumlu SOD geninin ekspresyonu iizerinde inhibitor

etkisi

Siire (Saat) Gruplar Mean+SD
Kontrol 1.42+0.29°
Pozitif Kontrol 2.73+0.60%
05 E. umbellata 1.40+0.57°¢
’ AgNP 1.40+1.27¢
H,0, 1.44+0.51¢
Laurik Asit 1.72+0.40
Kontrol 1.99+1.36%
Pozitif Kontrol 3.91+1.80%°
, E. umbellata 2.17+1.53%
AgNP 2.20+0.84%
H,0, 2.19+0.67*
Laurik Asit 2.37+1.24%
Kontrol 2.22+0.88%
Pozitif Kontrol 3.64+0.97%¢
) E. umbellata 2.10£1.05%
AgNP 2.29+0.95"
H,0, 1.95+0.66"
Laurik Asit 2.75+1.42%
Kontrol 2.10+0.74%
Pozitif Kontrol 3.81+1.32%¢
12 E. umbellata 1.95+1.46%
AgNP 2.30+0.91%
H,0, 2.05+1.92°¢
Laurik Asit 2.46+0.88"

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gdsterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar
bulunmaktadir.
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Cizelge 4.38 Farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde
aktiviteden sorumlu SOD geninin ekspresyonu tizerinde inhibitor
etkisi (devamni)

Kontrol 3.17+1.09%°

Pozitif Kontrol 5.82+0.86"

2 E. umbellata 3.69+0.63%°
AgNP 4.48+1.53%

H,0, 2.88+1.14%
Laurik Asit 3.20+0.76*°

Kontrol 2.53+1.17%

Pozitif Kontrol 4.62+2.05%

48 E. umbellata 2.74+1.35b
AgNP 3.23+0.20%°

H,0, 2.81+1.14%

Laurik Asit 2.68+1.30"

b <001

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar
bulunmaktadir.

Cizelge 4.38 incelendiginde A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan
aktiviteden sorumlu enzim olan SOD geninin ekspresyonu tizerinde farkli gruplarin ve
farkli siirelerin inhibitor etkisi istatistiksel olarak farklilik gostermektedir. Tim siireler

arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur, (p<0.01).

A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu enzim olan SOD
geninin ekspresyonu iizerinde farkli gruplarin ve farkl siirelerin inhibitor etkisinin
Ozet tablo olarak gosterimi Cizelge 4.39°da sunulmustur.

Cizelge 4.39 Farkli gruplarin farkli siirelerde A. castellanii trofozoitlerinde

antioksidan aktiviteden sorumlu SOD geninin
ekspresyonu iizerinde inhibitor etkisi

Gruplar/Siire 0.5.Saat 1.Saat 2.Saat 12.Saat 24.Saat 48.Saat >
Kontrol 1.4240.29¢ 1.99+1.36> 2.2240.88% 2.10+0.74% 3.17£1.09%¢ 2.53%1.17% 2.24+0.99*
Pozitif Kontrol ~ 2.730.60> 3.91+1.80%° 3.64+0.97%¢ 3.81+]1.32%¢ 5.82+0.86" 4.6242.05° 4.09+1.51°
E. umbellata 1.40+0.57¢ 2.17+1.53% 2.10£1.05% 1.95+1.46% 3.69+0.63%° 2.7441.35% 2.34+1.22¢
AgNP 1.40+1.27¢ 2.20+0.84% 2.29+0.95% 2.30+0.91% 4.48+].53® 3.23+0.20%¢ 2.65+1.32¢
H>0> 1.44+0.51°¢ 2.19+0.67% 1.95+0.66" 2.05+1.92¢ 2.88+1.14% 2.8141.14% 2.22+1.07¢

Laurik Asit 1.720.40% 2.37£1.24% 2.75£1.42% 2.46+0.88 3.200.76%¢ 2.68+1.30% 2.53+1.00"
> 1.68+0.76* 2.47+1.28° 2.49£1.03¢ 2.44+1.25¢ 3.87£1.36° 3.10+1.32F

Ust simge olarak verilen ve farkli harfle gosterilen degerler arasinda istatistiksel farkliliklar
bulunmaktadir.

Cizelge 4.39 incelendiginde A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan
aktiviteden sorumlu enzim olan SOD geninin ekspresyonu lizerinde istatistiksel olarak
farkli gruplarin ve farkli siirelerin inhibitor etkisinin énemli oldugu belirlenmistir,
(p<0.01). Metanolle strese maruz birakilmayan kontrol, metanolle strese maruz

birakilan pozitif kontrol ve SOD’un spesifik inhibitorii olan H>0O, ile
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karsilastirildiginda gruplar ve siireler arasinda anlamli istatistiksel farklilik

bulunmaktadir.

Tim gruplarin A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden
sorumlu SOD geninin ekspresyonu iizerinde inhibisyon sonuclarini 6zetlemek icin

aciklayici degiskenler, PCA ile gorsellestirilmistir.

Sekil 4.29 farkli gruplarin farkli siirelerdeki degerlerinin PCA biplotunu
gostermektedir. Hem birinci (F1, %46.28) hem de ikinci (F2, %25.98) temel bilesenler
toplu olarak veri setindeki en biiyiik varyasyona (%72.26) katkida bulunmustur.
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Sekil 4.29 Farkli gruplarin SOD gen ekspresyonunun PCA ile gosterimi

Sekil 4.29 incelendiginde aciklama orani (%72.26) olan eksenin sag ve sol
tarafini ayirdigimizda Kontrol, E. umbellata 6ziitii, AGNP, H>O:, Laurik Asit ile Pozitif

kontrol arasinda negatif korelasyon gostermektedir.
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Sekil 4.30’da SOD ekspresyonunun

bilesenlerinin gdsterimi sunulmustur.

farkli ve surelerdeki aktif

grup

Dim 2 (25.98%)
B

0.5

0.0

0.5

4.0 05 00

X0.5 saat

X24 saat

05 10
Dim 1 (46.28%)

Sekil 4.30 SOD gen ekspresyonunun farkli grup ve
siirelerdeki aktif bilesenlerinin gdsterimi

Sekil 4.30 incelendiginde tiim gruplarin A. castellanii trofozoitlerinde

antioksidan aktiviteden sorumlu enzim olan SOD geninin ekspresyonu tizerinde 30.

Dakika, 1. ve 48. saat ile 2., 12. ve 24. saat dilimindeki degerler bakimindan 6nemli

diizeyde negatif korelasyon gostermektedir, (p<0.05). Cizelge 4.40’da gruplarin

0zdeger ve kiimiilatif varyans yiizdesi verilmistir.

Cizelge 4.40 SOD’un 6zdeger ve kiimiilatif varyans ylizdesi

SODI Ozdeger Varyans Yiizdesi Kiimiilatif %
Dim. 1 2,777 46.28 46.3
Dim. 2 1.559 59.98 72.3
Dim. 3 0.565 9.41 81.7
Cizelge 4.40 incelendiginde tiim eksenler varyanslarin %81.7’sini
agiklamaktadir.
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Paraziter enfeksiyonlar, Diinya’daki onemli saglik sorunlarindan olmalarina
ragmen genellikle geri plana atilmistir. Ancak iilkelere verdigi ekonomik zararlar ciddi
boyutlara ulagsmaktadir. Paraziter enfeksiyonlarmn elimine edilmesi etkin bir tedavi ile
miimkiin olmaktadir. Ancak giinlimiizde bu enfeksiyonlara kars1 tedavide kullanilan
ilaclar sinirl sayidadir. Ayrica zamanla mikroorganizmalar tarafindan bu ilaglara kars1
da direng gelismektedir. Bununla beraber tedavide uzun siire kullanilan antiparaziter
ilaglar hastalarca iyi tolere edilememekte ve ciddi yan etkiler sergilemektedir. Ote
yandan antiparazitik ilaclar, bazi anatomik bolgelerde (goz, MSS, vb.) etkili
olamamakta bazilar1 ise sadece statik etki gostermektedir. Parazitlerin Okaryotik
yapida olusu etkin ilag gelistirilmesini de zora sokmaktadir. Ayrica antiparaziter asilar
da gelistirilememis ve gelistirilen bir¢ok ilacin da etki mekanizmasi halen

bilinmemektedir (Ergiiven, 2012; Kaynak ve ark., 2019).

A. castellanii, serbest yasayan amiplerden olan ve dogada yaygin bi¢imde
toprakta ve suda yasayan Okaryotik protozoondur (Kaynak ve ark., 2018; Giilsen ve
ark., 2022; Aykur ve Dagci, 2023). Acanthamoeba cinsine ait baz tiirler insanlarda
onemli enfeksiyonlara neden olmaktadir. Bu enfeksiyonlarin basinda; genellikle
kontakt lens kullanicilarinda goriilen agrili, bulasic1 ve korliige kadar ilerleyebilen
Acanthamoeba keratiti (AK), ender olarak goriilen ancak MSS’yi de etkileyerek
Oliimciil seyreden Graniilomatéz Amibik Ensefalit (GAE) ve bagisiklik sistemi
baskilanmis, (AIDS vb.) MSS tutulumu olan/olmayan kisilerde goriilebilen cilt
lezyonlariyla karakterize Kutanéz Acanthamoebiasis gelmektedir (Ergiiden, 2015;

Kaynak ve ark., 2019).

Acanthamoeba tiirlerinden kaynaklanan enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilan
antiparaziter ilaglarin; bazi1 anatomik bolgelerde (MSS, goz, vb.) etkin olamamasi,
uzun siire kullanildiklarinda hastalarin ilaca toleransinin diisiik olusu, ilaglarin ciddi
yan etkilerin olmasi, parazitlerin bir siire sonra bu ilaclara kars1 direncini arttirmasi ve
parazitin kist formuna karsi ilaglarin etkisiz kalmasi, bununla birlikte GAE’nin
Acanthamoeba keratiti’'ne gore daha nadir goriiliip heniiz tedavi standardinin olmayisi,
bazi ilaglarin etkisinin yanlizca amoebastatik olmas1 gibi problemlerin giderilmesi igin
alternatif ve etkin tedavi metodlarina ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu baglamda 6zelikle
dogal bitkisel kaynakli tedaviye olan yonelim gilinlimiizde daha da Onem

kazanmaktadir (Sayg1 ve Polat, 2003; Ergiiden, 2015; Kaynak ve ark.,2018).
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Bitkisel biyogesitlilik ve endemizm oram1 yiikksek ve bitkisel kaynak
bakimindan olduk¢a zengin olan Tiirkiye, bitki orijinli ilag gelistirme potansiyeli
acisindan elverigli bir tilke konumundadir. Bu dogrultuda da E. umbellata’nin
meyvelerinden elde edilen 6ziitiin ve bu 6ziit kullanilarak yesil sentezle elde edilen
AgNP’lerin A. castellanii’ye karsi amoebisidal etkisinin arastirilmasi bu g¢alismada

gerceklestirilmistir.

Son yillarda bitki oziitlerinin ve bu Oziitlerden elde edilen AgNP’lerin
antiparazitik etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda artis gézlenmektedir. Acanthamoeba
tiirlerine yonelik aragtirmalar da halen siirmektedir. Ancak yapilan arastirmalarda
etkili bulunan bitkisel 6ziitlerin anti-parazitik aktivitesinden sorumlu fitobilesiklerin

etki mekanizmalar1 hakkindaki bilgiler de sinirlidir.

Birgok arastirmaci E. umbellata’nin gesitli boliimlerini (yaprak, ¢igek, meyve
vb.) kullanarak elde ettikleri 6ziitlerin antibakteriyel, (Sabir ve ark., 2007; Minhas ve
ark., 2013a; Aziz ve ark., 2015; Ali ve ark., 2020; Nazir ve ark., 2021; Zafar ve
Mehmood, 2023) antifungal (Minhas ve ark., 2013; Aziz ve ark., 2015) ve antimalaryal
(Minhas ve ark., 2013b) etkilerini arastirmislardir.

Bizim ¢alismamizda da A. castellanii trofozoitleri tizerinde E. umbellata’nin
etanolik meyve 0ziitliniin amoebisidal aktivitesi arastirilmistir. Arastirmada 24. saatin
sonunda E. umbellata 6ziitiiniin 40mg/ml konsantrasyonunda trofozoitlerin biiyiik bir
boliimiinde dnemli oranda letal etki gosterdigi, ayni konsantrasyonda 48. saatten sonra
canli trofozoite rastlanmadigi, 20mg/ml konsantrasyonda ise 24. ve 48. saatlerde
dikkate alinacak diizeyde letal etki gosterdigi ve ayni konsantrasyonlarda 72. saattten
sonra canli trofozoite rastlanmadigi, 10mg/ml konsantrasyonda ise 72. saatte onemli
oranda letal etki gosterdigi gdzlenmistir. Bununla beraber A. castellanii trofozoitleri
izerinde E. umbellata oziitiiniin 72., 48. ve 24. saatlerde yaklasik 1Cso degerleri
sirastyla 0.9, 1.09 ve 1.15mg/ml olarak bulunmustur. Ayrica 6ziit dozlarinin hiicre
canlilig1 iizerine etkileri incelendiginde, 6ziit dozu arttik¢a canlilik oranlarinin azaldigi
belirlenmistir. En yiiksek canlilik en diisiikk dozda (0.625mg/ml) olurken en diisiik
canlilik ise en yiiksek dozda (40mg/ml) Olclilmiistiir. Uygulama siirelerinin hiicre
canlilig1 iizerine etkileri incelendiginde, bekleme siiresi arttikga canlilik oranlarinin

azaldig1 belirlenmistir. En yiiksek canlilik 24. saat sonunda olurken en diisiik canlilik
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72. saatin sonunda Ol¢lilmiistliir. Bununla beraber tiim 6ziit konsantrasyonlarinin A.
castellanii trofozoitleri iizerindeki % canlilik sonuglarini 6zetlemek i¢in agiklayici
degiskenler, PCA ile gorsellestirilmistir. Buna gore 40, 20, 10, 5 ve 2.5mg/ml’deki
dozlar ile kontrol ve 1.25 ve 0.625mg/ml dozlar arasinda negatif korelasyon
gostermektedir. E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiniin uygulanan tiim dozlarin 24
saatlik dilimindeki % hiicre canliligi degerleri, 72 saatteki degerler bakimindan 6nemli
diizeyde negatif korelasyon gostermektedir. 48. saat hiicre canlilig1 verileri eksenin
ortasinda yer alip, bu zamandan sonraki zaman periyodunda hiicre canliliginin azaldig:

gbzlenmistir. Bu baglamda 48. saat tiim dozlar i¢in esik deger kabul edilebilir.

Bazi arastirmacilar; gesitli bitkilerin Carica papaya (Jain ve ark., 2009),
Emblica officinalis (Ramesh ve ark., 2015), Momordica cymbalaria (Swamy ve ark.,
2015), Momordica charantia (Rashid ve ark., 2017), Cleome viscosa (Lakshmanan ve
ark., 2018), Prosopis farcta (Salari ve ark., 2019), Phyllanthus emblica (Renuka ve
ark., 2020) meyve oziitlerini, kimileri ise Elaeagnus’un baz: tiirlerini, E. angustifolia
(Mortazavi-Derazkola ve ark., 2021), E. indica (Natarajan ve ark., 2013), E. latifolia
(Phanjom ve ark., 2012) kullanarak yesil (green) sentez ile giimiis nanopartikiil
(AgNP) sentezlemigler ve sentezlenen AgNP’leri karakterizasyon testleri ile

dogrulamislardir.

Bizim ¢alismamizda ise, E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitii kullanilarak
yesil sentez ile glimils nanopartikiil sentezlenmistir. Sentezlenen AgNP’ler
karakterizasyon testleri ile dogrulanmistir. AgNP'lerin UV-Vis spektroskopisinde 300-
700nm dalga boyu araliginda 436nm dalga boyunda absorbans alinmistir. EDX analiz
sonucu sentezlenen AgNP’lerin iceriginin biiylik oranda glimiis (%72.03), karbon
(%14.87) ve oksijen (%13.1) elementlerinin olusturdugu gozlenmistir. FTIR da ise
3819, 3741, 3564, 3232 ve 3124cm™ bantlar1 alkol ve fenol bilesiklerinin, O-H
baglarini, 2924, 2854 ve 2738cm™ bantlar ise, C-H alken baglarini, 2669, 2584 ve
2468cm H-bagh karboksilik asit bantlarini, 2337 ve 2266¢cm™ C=N Nitril bantlarina,
2160cm™t C=C Alkin bandini, 1651cm™ C=C Alken bandini, 1519cm™ C=C Aromatik
halka bandini, 1288 ve 1219cm™ C-N Amin ve Amid bantlarini, 1072cm™ eter,
karboksilik asit, C-O Alkol, ve ester bantlarmi, 671 ve 609cm™ C-H ve -OH
gruplarinin titresimlerini gostermektedir. SEM’de 10nm boyutunda ve yuvarlak sekilli

olan AgNP goriintiileri alinmigtir.
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E. umbellata’nin yaprak (Ali ve ark., 2020) ve meyve (Zulfigar ve ark., 2022)
Oziitlerinden yesil sentez ile glimilis nanopartikiil (AgNP) sentezlendigi,
karakterizasyon testleri ile dogrulandigi ve antibakteriyel etkilerini arastirildig

caligmalar da yapilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada da E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitii kullanilarak
yesil sentez ile glimilis nanopartikiil sentezlenmistir. Sentezlenen AgNP’ler
karakterizasyon testleri ile dogrulanmustir. Sentezlenen AgNP’lerin A. castellanii
trofozoitleri lizerinde amoebisidal aktivitesi incelenmistir. E. umbellata’nin etanolik
meyve Oziitli kullanilarak yesil sentezle elde edilen giimiis nanopoartikiillerin
20mM/ml konsantrasyonda 24. saatin sonunda trofozoitlerin biiyiik bir boliimiinde
letal etki gosterdigi, aym1 konsantrasyonda 48. saatten sonra canli trofozoite
rastlanmadigi ve 10mM/ml konsantrasyonda ise 24. ve 48. saatlerde énemli oranda
letal etki gosterdigi ayni konsantrasyonda 72. saat sonrasinda canli trofozoite
rastlanmadi@r gortilmiistiir. Giimiis nanopoartikiillerin A. castellanii  trofozoitleri
tizerindeki 72., 48. ve 24. saatlerde yaklasik ICso degeri sirasiyla 0.65, 0.8 ve 1mM/ml
olarak bulunmustur. Ayrica AgNP dozlarinin hiicre canliligi tizerine etkileri
incelendiginde, AgNP dozu arttik¢a canlilik oranlarinin azaldigi belirlenmistir. En
yuksek canlilik en diisiik doz olan 0.5mM/ml’de olurken en diisiik canlilik ise en
ylksek dozda (20mM/ml) Slgiilmiistiir. Uygulama stirelerinin hiicre canlilig1 iizerine
etkileri incelendiginde, bekleme siiresi arttitkga canlilik oranlarinin azaldig
belirlenmistir. En yiiksek canlilik 24. saat sonunda olurken en diisiik canlilik 72. saatin
sonunda Ol¢iilmiistiir. Tim AgNP konsantrasyonlarinin A. castellanii  trofozoitleri
tizerindeki % canlilik sonuglarini 6zetlemek igin agiklayict degiskenler, PCA analizi
gorsellestirilmistir. Sonug olarak, 20, 10, 5 ve ImM/ml’deki dozlar1 ile kontrol ve
0.5mM/ml  dozu arasinda negatif korelasyon  gostermektedir.  Farkli
konsantrasyonlardaki AgNP’lerin % canlilik iizerine etkisinin farkli doz ve siirelerdeki
aktif bilesenleri incelendiginde AgNP’lerin tiim uygulanan dozlarin 24 saatlik
dilimindeki % hiicre canliligi degerleri, 72 saatteki degerler bakimimdan 6nemli
diizeyde negatif korelasyon gostermektedir. 48. saat hiicre canlilig1 verileri eksenin
ortasinda yer alip, bu zamandan sonraki diger zaman araliklarinda hiicre canliliginin

azaldig1 gozlenmistir. Bu baglamda 48. saat tiim dozlar i¢in esik deger kabul edilebilir.
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Bitkilerde GC MS analizi ile tespit edilen bazi fitokimyasal bilesiklerin,
antimikrobiyal aktivitelerinin incelendigi arastirmalara da rastlanmistir. Bu
fitobilesiklerden ~Dimethylsulfoxonium formylmethylide’in  antibakteriyel ve
insektisidal (Suganya ve ark., 2019), 1,2,3-propanetriol; monoacetate’in antifungal
(Francis ve ark.,, 2021), 2,4-Dihydroxy-2,5-dimethyl-3(2H)-furan-3-one’in
antibakteriyel (Abu Bakar ve ark., 2016; Tailulu ve ark., 2021; Qanash ve ark., 2022),
antifungal (Tailulu ve ark., 2021; Qanash ve ark., 2022) ve antiviral (Qanash ve ark.,
2022), Dodekanoik (Laurik) Asit’in ise anti-giardial (Rayan ve ark., 2005),
antitrypanosomal (De Souza ve ark., 2017), antihelmintik (Tessema ve ark., 2018) ve
antimalaryal (Anjuwon ve ark., 2023) aktivitelerinin incelendigi ¢aligmalar

yapilmistir.

Bizim ¢alismamizda ise, GC MS analizi sonucunda E. umbellata’nin etanolik
meyve Oziitiinde 44 fitobilesik tespit edilmistir.  Dimethylsulfoxonium
formylmethylide, 1,2,3-propanetriol monoacetate, 2,4-Dihydroxy-2,5-dimethyl-
3(2H)-furan-3-one ve Laurik Asit (Dodekanoik asit, C12 H240-) en fazla orana sahip
fitokimyasallar olarak bulunmustur. Bu fitokimyasallardan ayn1 zamanda doymus bir
yag asiti olan Laurik Asit’in antibakteriyel (Nitbeani ve ark., 2016; Anzaku ve ark.,
2017), antifungal (Rihakova ve ark., 2001; Akula ve ark., 2021), antigiardial (Rayan
ve ark., 2005; Rayan ve McDonnell, 2014), Antileysmanyal (Zahedifard ve ark.,
2019), antitimoral (Ahn ve ark., 2021) etkilerinin arastirildigi c¢aligmalar da

mevcuttur.

Ayrica, Laurik asit, trigliseritlerin bir bileseni olup, insan anne siitiinde %6.2,
inek siitiinde %2.9 ve keci siitiinde %3.1 oraninda bulunmaktadir. Ucuz, uzun raf
Oomiirlii, non-toksik ve iglenmesi giivenlidir. Esasen sabun ve kozmetik iiretiminde
kullanilan Laurik asit, ¢cogunlukla yiiksek yogunluklu lipoproteini (HDL) arttirarak

ateroskleroz insidansini azalttig1 belirlenmistir (Anonim, 2021h).

Laurik Asit’in bu Ozellikleri dikkate alinarak c¢alismamizda amoebisidal
aktitivesi arastirilmistir. Laurik Asit’in ImM/ml konsantrasyonda 24. saatin sonunda
trofozoitlerin biiylik bir bolimiinde letal etki gosterdigi, ayn1 konsantrasyonda 48.
saatten sonra canli trofozoite rastlanmadiglr ve 0.8mM/ml konsantrasyonda ise 48.

saatte Oonemli oranda letal etki goOsterdigi ayni konsantrasyonda 72. saatte canli
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trofozoite rastlanmadigi, Laurik Asit’in 0.6mM/ml konsantrasyonda 72. saatte 6nemli
oranda letal etki gosterdigi tespit edilmistir. Laurik Asit’in A. castellanii trofozoitleri
tizerindeki 72., 48. ve 24. saatlerde yaklasik 1Cso degeri sirasiyla 0.19, 0.25 ve
0.34mM/ml olarak bulunmustur. Laurik Asit dozlarinin hiicre canlilig1 tizerine etkileri
incelendiginde, Laurik Asit dozu arttik¢a canlilik oranlarinin azaldigi belirlenmistir.
En yiiksek canlilik en diisiik doz olan 0.2mM/ml’de olurken en diisiik canlilik ise en
yiiksek doz olan 1mM/ml’de o6l¢iilmiistiir. Uygulama siirelerinin hiicre canlilig
izerine etkileri incelendiginde, bekleme siiresi arttik¢a canlilik oranlarinin azaldig:
belirlenmistir. En yiiksek canlilik 24. saat sonunda olurken en diisiik canlilik 72. saatin
sonunda Ol¢iilmiistiir. Tim Laurik Asit konsantrasyonlarinin A. castellanii
trofozoitleri lizerindeki % canlilik sonuglarin1 6zetlemek i¢in agiklayici degiskenler,
PCA ile gorsellestirilmistir. Buna gore 1, 0.8, 0.6 ve 0.4mM/ml’deki dozlar ile kontrol
ve 0.2mM/ml dozu arasinda negatif korelasyon gostermektedir. Farkli
konsantrasyonlardaki Laurik Asit’ler % canlilik iizerine etkisinin farkli doz ve
stirelerdeki aktif bilesenleri incelendiginde Laurik Asit’lerin tiim uygulanan dozlarin
24 saatlik dilimindeki % hiicre canlilig1 degerleri, 72 saatteki degerler bakimindan
onemli diizeyde negatif korelasyon gostermektedir. 48. saat hiicre canlilig1 verileri
eksenin ortasinda yer alip, bu zamandan sonraki zaman periyodunda hiicre canliliginin
azaldig1 gozlenmistir. Bu baglamda 48. saat tiim dozlar i¢in esik deger kabul edilebilir.

Bazi bitkilerin meyve 6ziitlerinin pBR322 plazmid DNA's1 iizerinde in vitro
DNA koruyucu aktivitelerinin Emblica officinalis (Bhattacharya ve ark., 2006), Litchi
chinensis (Saxena ve ark., 2011), Garcinia xanthochymus (Meng ve ark., 2012), Morus
nigra (Issa ve Abd-Aljabar, 2017), Crataegus microphylla (Renda ve ark., 2018),

farkl1 tiziim tiirlerinin (Singha ve ark., 2020) incelendigi ¢aligmalara da rastlanilmistir.

Bizim g¢alismamizda da E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitliniin, Laurik
Asit’in ve E. umbellata’nin ectanolik meyve Oziitinden yesil yolla sentezlenen
AgNP’lerin -OH ile indiiklenen DNA hasarini engelleme aktivitesi, serbest radikal ile
indiiklenmis  kiriklarin ~ olusturuldugu pBR322 plazmid DNA’s1 {izerinde
aragtirtlmistir. Calisma neticesinde E. umbellata’nin etanolik meyve o6ziitiiniin 5
mg/ml konsantrasyonu ile Laurik Asit’in tiim konsantrasyonlarinin (1, 0.8, 0.6,
0.4mM/ml) -OH tarafindan olusturulan DNA hasarin1 engelleme tizerine etkilerinin

varhig tespit edilmistir. Ote yandan E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiniin diger
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konsantrasyonlari (40, 20, 10, 2.5, 1.25 ve 0.625mg/ml) ile E. umbellata’nin etanolik
meyve Oziitlinden yesil yolla sentezlenen AgNP’lerin tiim konsantrasyonlarinin (20,
10, 5, 1, 0.5mM/ml) DNA hasarin1 engelleme {lizerine etkilerinin bulunmadig: tespit

edilmistir.

Arastirmacilar bazi bitkilerin meyve 6ziitlerini; Solanum nigrum (Patel ve ark.,
2009), Pyracantha coccinea (Vahabi ve ark., 2014), Physalis peruviana (Mier-Giraldo
ve ark., 2017), Pandanus tectorius (Musa ve ark., 2017), Momordica dioica (Ahirrao,
2019), Medinilla speciosa (Artanti ve ark., 2020), Mangifera kemanga
(Catrawardhana ve ark., 2022) ve E. multiflora (Oh ve Lee, 2008) ile E. angustifolia
(Ya ve ark., 2014) gibi baz1 Elaeagnus tiirlerinin meyve 6ziitlerinin memeli hiicreleri
tizerine sitotoksik etkisini HeLa hiicre hatt1 kullanarak MTT Sitotoksisite Testi ile test

etmislerdir.

Bizim g¢alismamizda ise, E. umbellata’nin etanolik meyve Oziitiiniin farkli
konsantrasyonlarda (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312mg/ml) memeli hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisi HeLa hiicre hatti kullanilarak MTT analizi ile
degerlendirilmistir. E. umbellata 'nin etanolik meyve 6ziitliniin doza bagl olarak hiicre
canliligini azalttig1 tespit edilmistir. Ancak 72. saatin sonunda en yliksek
konsantrasyonda (40mg/ml) dahi hiicrelerin yaridan fazlasi (%53.82) i¢in sitotoksik
etki gostermedigi tespit edilmis ve ICso degerinin 40mg/ml’den daha yiiksek dozlarda
bulanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu durumda caligmada kullanilan 6ziitiin en yiiksek
dozda (40mg/ml) dahi parazit lizerinde amoebisidal aktivite gosterirken memeli

hiicrelerinde sitotoksik etki gdstermedigi tespit edilmistir.

Acanthamoeba nin viicutta makrofajlar tarafindan fagositozu sirasinda ve
ROS’a maruz kaldig: siirede oksidatif strese kars1 koyabildigi ve konak¢inin bagisiklik
sisteminden kactig1 bilinmektedir. Acanthamoeba’nin oksidatif stres durumunda en
Oonemli savunma mekanizmasinin, antioksidan enzimlerinin miktarini artirmak veya
mevcut kistlesme mekanizmalarini aktive etmek seklinde oldugu varsayilmaktadir
(Motavallihaghi ve ark., 2022). Acanthamoeba oksidatif stres kosullarinda CAT ve
SOD gibi enzimleri aktive ederek savunma mekanizmasini baslatmaktadir. Stresin
devam etmesi durumunda ise tepki olarak pseudokist olusturmaktadir. Bu sirada CSl|

geninin ifadesi baskin olmaktadir. Stresin uzun siire daha devam ettigi durumlarda ise
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parazit asil kistlesme siirecini baglatmakta buna bagli olarak CSP21 geninin ifadesi

baskin olmaktadir (Motavallihaghi ve ark., 2022).

Yapilan literatiir arastirmasinda, Acanthamoeba tiirlerinin oksidatif strese kars1
savunma enzimlerinin (CAT, SOD, vb.) ve kistlesme enzimlerinin (CSII ve CSP21)
baskilandig1 calismalarin ¢ok az sayida oldugu belirlenmistir. Kliescikova ve ark.,
(2011) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Acanthamoeba'nin (T4 genotipi) farkli
konsantrasyonlardaki (%1, %10, %25, %50) organik ¢oziiclilere (metanol, aseton ve
DMSO) kars1 zamana bagl stres tepkisini ve psddokistlerin hidrasyon, pH (3-12) ve
1stya (40-65°C) karst direnglerini arasgtirmiglardir. Psddokistlerin 25°C’de susuz 1
haftaya kadar yasayabildigini, 6-11 arast pH ve maksimum 55°C sicakliga kadar
direngli oldugunu belirtmislerdir. Ayrica Acanthamoeba'nin belirli zamanda (0, 30, 60,
90 dakika ve 2, 6, 8, 12, 24, 48, 72 saat) ve farkli konsantrasyonlarda (%1, %10, %25,
%50) organik ¢oziiciilere maruz birakildiktan sonra CSP21, CSI ve CSII, GP ve 18S
rDNA genlerinin ekspresyon seviyelerini incelemislerdir. Acanthamoeba'nin dort
izolatinin %1 ile %10 arasindaki konsantrasyonlarda (metanol, aseton veya DMSO)
30 dakika iginde canli trofozoitlerinin boliinmesinin inhibe edildigini ve ¢6ziiciilerin
daha yiiksek konsantrasyonlarinda (%25; %50) letal etkiye sahip oldugunu tespit
etmislerdir. CSP21’in yalnizca asil kistlesme sirasinda ifade edildigini ve en yiiksek
ifadenin 24. saatte goriildiigiinii tespit etmislerdir. CSI ve CSII’nin hem kist hem de
psodokist olarak farklilasma sirasinda ifade edildigini ve psodokiste farklilagma
sirasinda ekspresyonun 30 ila 60 dakika arasinda goriildiigiinii belirtmislerdir. GP’nin
biiyliyen ve boliinen hiicrelerin yani sira her iki farklilasma islemi sirasinda da ifade
edildigini vurgulamiglardir. Huang ve ark., (2017) tarafindan Tayvan’da yapilan bir
aragtirmada ise; 1 saat PHMB’ye maruz birakilan A. castellanii standart susunu
(ATCC 30010), PHMB ile tedavi goren hastalardan izole edilen izolat B’yi ve tedavi
goren ve PHMB’ye yiiksek dirence sahip hastalardan alinan izolat D’yi
karsilastirmiglardir. PHMB tedavisinin etkinligini aydinlatmak ve Acanthamoeba
tiirlerinin PHMB'ye duyarliliklarini belirlemek icin uyguladiklari in vitro ilag testi
sonucunda, 100ug/ml'de her iki klinik izolatin (B ve D) PHMB'ye toleransinin
ATCC30010’dan fazla oldugunu ve en yiiksek toleransi izolat D’nin gosterdigini
belirtmislerdir. PHMB tedavisi boyunca, izolat B ve izolat D’nin bazi

poplilasyonlarmin psddokistlere doniiserek hayatta kaldigin1 goézlemlemislerdir. Bu
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davramisin, ATCC30010 susunda gozlenmedigini belirtmislerdir. izolatlarin, esas
kistik enzim olan CSP21 geninin ekspresyonunun tespit edilmedigini
gozlemlemislerdir. PHMB tedavisinin ilerlemesi sirasinda, psddokist doniisiimiinde
anahtar enzim olan CSII'nin gen ekspresyon seviyesinin, izolat B'nin ATCC 30010'dan
daha yiiksek oldugunu ancak izolat D oraninin 6nemli Olciide degismedigini
belirtmislerdir. Motavallihaghi ve ark., (2022) tarafindan yapilan bagka bir ¢aligmada,
A. castellanii trofozoitlerinin oksidatif strese karst direng mekanizmalarini
incelemislerdir. Trofozoitleri farkli konsantrasyonlarda H2O, ile muamele ederek
H202'nin yar1 maksimum inhibitér konsantrasyonunu (ICsg), MTT analizi ile
belirlemislerdir. H2O> ile muamele edilan trofoziitlerin SOD, CAT, GPx ve GR gen
ifade analizleri ile CAT ve SOD antioksidan enzimlerinin gen ekspresyon seviyelerini
RT-gPCR yontemi ile analiz etmislerdir. SOD, CAT, GR ve GPx aktivitelerinin
oksidatif streste artig gosterdigini vurgulamiglardir. Ancak CAT ve SOD'un spesifik
inhibisyonundan sonra 6nemli 6l¢lide enzim aktivitelerinin azaldigini belirtmislerdir.
Sonug olarak parazitin SOD ve CAT gibi antioksidan enzimlerinin aktivitesinin
azaltilmas1 veya engellenmesi yoluyla A. castellanii ile bas etmenin miimkiin

olabilecegini vurgulamislardir.

Yaptigimiz ¢alismada ise, metanol ile strese maruz birakilan A. castellanii
trofozoitlerinin E. umbellata’nin etanolik 6ziti (EU), E. umbellata’nin etanolik
oziitiiyle sentezlenen giimiis nanopartikiiller (AgNP’s) ve E. umbellata’nin etanolik
oziitinde GC MS analiziyle tespit edilen Laurik asit (LA) kullanilarak oksidatif stres
enzimleri CAT ve SOD’un ifade analizleri RT-gPCR yo6ntemi ile aragtirilmistir. CAT
ve SOD’un spesifik inhibitorleri olan sirasiyla 3-AT ve H2O: gibi inhibitorler
kullanilarak gen ekspresyon seviyelerinde azalma olup olmadig1 incelenmistir. Ayrica
metanol ile strese maruz birakilan A. castellanii trofozoitlerinin psddokist siirecini
baglatan CSII enzimi ile asil kistlesmeyi baslatan CSP21 geninin ekspresyon
seviyelerinde azalma olup olmadigi, sadece metanol ile strese maruz birakilan pozitif
kontrol (PK) ve hi¢bir maddeye maruz birakilmayan kontrol (K) ile karsilastirma
yapilarak aragtirilmistir. A. castellanii trofozoitlerinin psddokistlesmeden sorumlu gen
olan ve stres durumunda ilk 2 saat igerisinde eksprese olan SCII geninin ifadesi
bakimindan incelendiginde (Sekil 4.19); PK, K, EU, AgNP’s ve LA
karsilastirildiginda; 30. dakikada; AgNP’s, CSII geninin ifadesi tizerinde EU ve LA’ya
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oranla daha fazla inhibitor etki sergilemistir. Ayni slirede LA ve EU ayni1 oranlarda
inhibitor etki gdstermistir. 1. saatte ise; EU, CSII geninin ifadesi tizerinde AgNP’s ve
LA’ya oranla daha fazla inhibitoér etki gostermistir. Aymi siirede AgNP’s de LA’ya
oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir. 2. saatte ise; EU CSII geninin ifadesi
tizerinde, AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki gosterirken, ayn siirede
LA ise AgNP’s e oranla daha fazla inhibitor etki gdstermistir. Gruplar i¢inde en fazla
inhibitor etkiyi 1.88+0.94 ile EU gosterirken en fazla inhibisyon 30. dakikada
1.65+0.87 olarak Ol¢lilmiistiir. Tim gruplarin A. castellanii trofozoitlerinin
pseudokistlesmesinden sorumlu CSII geninin ifadesi tizerindeki etkilerini dzetlemek
icin aciklayict degiskenler, PCA ile gorsellestirilmistir (Sekil 4.20). Buna gore
Kontrol, EU, AgNP’s, LA ile PK arasinda negatif korelasyon goriilmektedir. CSII
geninin ekspresyonunun farkli grup ve siirelerdeki aktif bilesenlerinin gosterimi
incelendiginde tiim gruplarin A. castellanii trofozoitlerinin pseudokistlesmesinden
sorumlu CSII geninin ekspresyonu iizerinde 1. saatteki degerler, 2. saatteki degerler
bakimindan 6nemli diizeyde negatif korelasyon gostermektedir. 30. dakika ekspresyon
verileri eksenin ortasinda yer alip, bu zamandan sonraki zaman periyodunda
ekspresyonun arttig1 gézlenmistir. Bu baglamda 30. Dakika tiim gruplar i¢in esik deger

kabul edilebilir (Sekil 4.21).

A. castellanii trofozoitlerinde asil kistlesmeden sorumlu gen olan ve 12. saatten
sonra eksprese olmaya baglayan CSP21 geninin ifadesi incelendiginde (Sekil 4.22);
PK, K, EU, AgNP’s ve LA karsilastirildiginda; 12. satte; EU, CSP21 geninin ifadesi
tizerinde AgNP’s ve LA’ya gore daha fazla inhibitor etki sergilemektedir. Ayni siirede,
LA’da AgNP’s e oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir. 24. saatte EU, CSP21
geninin ifadesi lizerinde AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki gosterirken,
AgNP’s ise LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki sergilemistir. 48. saatte ise; LA,
CSP21 geninin ifadesi iizerinde EU ve AgNP’s e oranla daha fazla inhibitor etki
gostermistir. Ayni saatte AgNP’s, LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir.
Gruplar i¢cinde en fazla inhibitdr etkiyi 2.64+0.73 ile LA gosterirken en fazla
inhibisyon 24. saatte 2.56+1.05 olarak Olgiilmiistiir. Tiim gruplarin A. castellanii
trofozoitlerinin asil kistlesmeden sorumlu CSP21 geninin ekspresyonu iizerinde
inhibisyon  sonuglarini ~ 6zetlemek i¢in  agiklayici  degiskenler PCA ile
gorsellestirilmistir (Sekil 4.23). Buna gore Kontrol, EU, AgNP, LA ile PK arasinda
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negatif korelasyon gostermektedir. Tiim gruplarin A. castellanii trofozoitlerinde asil
kistlesmeden sorumlu CSP21 geninin ekspresyonu iizerinde 24. saatlik dilimindeki
degerler ile 12. ve 48. saatteki degerler bakimindan 6nemli diizeyde negatif korelasyon

gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4.24).

A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu gen olan
CAT’1n ifadesi bakimindan incelendiginde (Sekil 4.25); PK, K ve CAT n spesifik
inhibitérii olan 3-AT ile karsilastirildiginda 30. dakikada; EU, CAT geni iizerinde
AgNP’s, 3-AT ve LA’ya gore daha fazla inhibitor etki sergilemektedir. Ayni siirede LA
ve 3-AT, AgNP’s e oranla daha fazla inhibitor etki sergilemistir. 1. saatte ise; EU ve 3-
AT, CAT geni lizerinde ayni oranda inhibitdr etki sergilemektedir. Ayni siirede, AgNP’s
de LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki gdstermistir. 2. saatte ise; 3-AT, CAT geni
tizerinde LA, AgNP’s ve EU’ya gore daha fazla inhibitor etki gostermistir. Ayni siirede
AgNP’s, CAT geni iizerinde EU ve LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir.
12. saatte; 3-AT, CAT geni lizerinde EU, AgNP’s ve LA’ya gore daha fazla inhibitor
etki sergilemektedir. Aym siirede LA, CAT geni iizerinde AgNP’s ve EU’ya oranla
daha fazla inhibitor etki sergilemistir. 24. saatte ise; 3-AT, CAT geni iizerinde EU,
AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki sergilemistir. Ayni stirede EU, CAT
geni lizerinde AgNP’s ve LA’ya gore daha ¢ok inhibitdr etki gdstermistir. 48. saatte
EU, CAT geni iizerinde 3-AT, AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki
gostermistir. Ayni siirede 3-AT, CAT geni lizerinde AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla
inhibitor etki gdstermistir. Yine ayni siirede LA da AgNP’s e oranla daha fazla inhibitor
etki gdstermistir. Gruplar i¢inde en fazla inhibitor etkiyi 2.82+1.07 ile EU gosterirken
en fazla inhibisyon 1. saatte 2.33+0.90 olarak Ol¢lilmiistiir. Tim gruplarin A.
castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu CAT geninin ekspresyonu
tizerinde inhibisyon sonuglarini 6zetlemek igin agiklayici degiskenler PCA ile
gorsellestirilmistir (Sekil 4.26). Buna gore K, E.U, LA, 3-AT ile PK, AgNP’s arasinda
negatif korelasyon gostermektedir. CAT ekspresyonunun farkli grup ve siirelerdeki
aktif bilesenlerinin gosterimi incelendiginde (Sekil 4.27); tiim gruplarin A. castellanii
trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu CAT geninin ekspresyonu iizerinde
30. dakika, 1. ve 12. saat dilimindeki degerler ile 2., 24. ve 48. saatlerdeki degerler ile

negatif korelasyon gostermektedir.
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A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu gen olan
SOD’un ifadesi bakimindan incelendiginde (Sekil 4.28); PK, K ve SOD’un spesifik
inhibitorii olan H2O: ile karsilagtirildiginda; 30. dakikada; EU ve AgNP’s, SOD geni
tizerinde ayni inhibitor etkide olup, H>O, ve LA’ya gore daha fazla inhibitor etki
sergilemektedir. Aymi1 siirede H»O, LA’ya gore daha fazla inhibitor etki
sergilemektedir. 1. saatte ise; EU, SOD geni iizerinde H>O2, AgNP’s ve LA’ya oranla
daha fazla inhibitor etki gostermistir. Ayni1 saatte H>O2, AgNP’s ve LA’ya oranla daha
fazla inhibitor etki sergilemistir. 2. saatte ise; H2O2, SOD geni iizerinde LA, AgNP’s
ve EU’ya gore daha fazla inhibisyon gdstermistir. Ayni siirede EU, AgNP’s ve LA’ya
oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir. 12. saatte; EU, SOD geni {izerinde H>O»,
AgNP’s ve LA’ya gore daha fazla inhibitor etki sergilemektedir. Ayni siirede H2O»,
AgNP’s ve LA’ya oranla daha fazla inhibitor etki sergilemistir. 24. saatte ise; H2O»,
SOD geni tizerinde LA, AgNP’s ve EU’ya gore daha fazla inhibitdr etki sergilemistir.
Ayni siirede LA, AgNP’s ve EU’ya oranla daha fazla inhibitor etki gostermistir. 48.
saatte ise; LA, SOD geni iizerinde H>O2, AgNP’s ve EU’ya oranla daha fazla inhibitor
etki gostermistir. Ayni siirede EU, H>O, ve AgNP’s e oranla daha fazla inhibitor etki
gostermistir. Gruplar iginde en fazla inhibitor etkiyi 2.22+1.07 ile H2O> gosterirken en
fazla inhibisyon 30. dakikada 1.68+0.76 olarak oOlclilmiistiir. Tim gruplarin A.
castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu SOD geninin ekspresyonu
lizerinde inhibisyon sonuglarini 6zetlemek icin agiklayici degiskenler PCA (Sekil
4.29); ile gorsellestirilmistir. K, EU, AgNP’s, H20», LA ile Pozitif kontrol arasinda
negatif korelasyon gostermektedir. SOD ekspresyonunun farkli grup ve siirelerdeki
aktif bilesenlerinin gosterimi incelendiginde (Sekil 4.30); tiim gruplarin A. castellanii
trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu SOD geninin ekspresyonu iizerinde
30. dakika, 1. ve 48. saatile 2., 12. ve 24. saat dilimindeki degerler bakimindan 6nemli

diizeyde negatif korelasyon gostermektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

E. umbellata nin etanolik meyve oziitiiniin A. castellanii trofozoitleri tizerinde
40mg/ml konsantrasyonda 24. saatin sonunda trofozoitlerin biiyiik bir béliimiinde letal
etki gOstermis, ayni konsantrasyonda 48. saatten sonra canli trofozoite
rastlanmamustir. E. umbellata 6ziitiiniin 72., 48. ve 24. saatlerde yaklagik ICso degerleri
sirastyla 0.9, 1.09 ve 1.15mg/ml olarak bulunmustur. Ayrica 6ziit dozu arttikga
canlilik oranlarinin azaldigi belirlenmistir. En yiiksek canlilik 0.625mg/ml’de olurken
en disiik canlilik ise 40mg/ml’de Sl¢iilmiistiir. Uygulama siirelerinin hiicre canliligi
tizerine etkileri incelendiginde, bekleme siiresi arttik¢a canlilik oranlarinin azaldig:
belirlenmistir. En yiiksek canlilik 24. saatin sonunda olurken en diisiik canlilik 72.
saatin sonunda Ol¢lilmiistiir. Bununla beraber tiim 0ziit konsantrasyonlarinin A.
castellanii trofozoitleri tizerindeki % canlilik sonuglari, PCA’ya gore; 40, 20, 10, 5 ve
2.5mg/ml’deki dozlar ile kontrol, 1.25 ve 0.625mg/ml dozlar arasinda negatif
korelasyon gostermektedir. E. umbellata’nin etanolik meyve ziitiiniin uygulanan tiim
dozlarmm 24 saatlik dilimindeki % hiicre canliligi degerleri, 72 saatteki degerler
bakimindan 6nemli diizeyde negatif korelasyon gostermektedir. 48. saat hiicre canlilig1
verileri eksenin ortasinda yer alip, bu zamandan sonraki zaman periyodunda hiicre
canliligiin azaldig1 gézlenmistir. Bu baglamda 48. saat tiim dozlar i¢in esik deger
kabul edilebilir.

Yapilan g¢aligmada; E. umbellata’nin etanolik meyve o6ziitii kullanilarak
sentezlenen AgNP’ler karakterizasyon testleri ile dogrulanmuistir. AgNP'lerin UV-
Vis’de 436nm dalga boyunda absorbans alimmistir. EDX Analiziyle AgNP’lerin
icerigini biiylik oranda gimiis (%72.03), karbon (%14.87) ve oksijen (%13.1)
elementlerinin olusturdugu goézlenmistir. FTIR’da ise 3819, 3741, 3564, 3232 ve
3124cm ! bantlari alkol ve fenol bilesiklerinin, O-H baglarmi, 2924, 2854 ve 2738cm’
! bantlar1 ise, C-H alken baglarmi, 2669, 2584 ve 2468cm™ H-bagl karboksilik asit
bantlarini, 2337 ve 2266cm™ C=N Nitril bantlarmi, 2160cm™ C=C Alkin bandini,
1651cm™ C=C Alken bandmi, 1519cm™® C=C Aromatik halka bandini, 1288 ve
1219cm™ C-N Amin ve Amid bantlarmi, 1072cm™ C-O Alkol, eter, karboksilik asit
ve ester bantlarini, 671 ve 609cm™ C-H ve -OH gruplarmn titresimleri tespit
edilmistir. SEM’de 10nm boyutunda ve yuvarlak sekilli olan AgNP goriintiileri

alimmustir.

122



Sentezlenen AgNP’ler, karakterizasyon testleri ile dogrulandiktan sonra A.
castellanii trofozoitleri iizerinde amoebisidal aktivitesi incelenmistir. AgNP’lerin
20mM/ml konsantrasyonda 24. saatin sonunda trofozoitlerin biiylik bir boliimiinde
letal etki gosterdigi, ayni konsantrasyonda 48. saatten sonra canli trofozoite
rastlanmadigr ve A. castellanii trofozoitleri lizerindeki 72., 48. ve 24. saatlerde
yaklagik ICso degeri sirasiyla 0.65, 0.8 ve 1mM/ml olarak bulunmustur. Ayrica AgGNP
dozu arttikca canlilik oranlarinin azaldigr belirlenmistir. En yiiksek canlilik
0.5mM/ml’de olurken en diisiik canlilik ise 20mM/ml’de Ol¢iilmiistiir. Uygulama
stirelerinin hiicre canlilig1 lizerine etkileri incelendiginde, bekleme siiresi arttik¢a
canlilik oranlarinin azaldigi belirlenmistir. En yiiksek canlilik 24. saatin sonunda
olurken en diisiik canlilik 72. saatin sonunda Olgiilmistiir. Tim AgNP
konsantrasyonlarinin A. castellanii trofozoitleri tizerindeki % canlilik sonuglarini
Ozetlemek icin agiklayici degiskenler, PCA ile gorsellestirilmistir. Buna gore 20, 10,
5 ve 1mM/ml’deki dozlar ile kontrol ve 0.5mM/ml dozu, negatif korelasyon
gostermektedir. Farkli konsantrasyonlardaki AgNP’lerin % canlilik {izerine etkisinin
farkli doz ve siirelerdeki aktif bilesenleri incelendiginde AgNP’lerin tiim uygulanan
dozlarmm 24 saatlik dilimindeki % hiicre canliligi degerleri, 72 saatteki degerler
bakimindan 6nemli diizeyde negatif korelasyon gostermektedir. 48. saat hiicre canliligi
verileri eksenin ortasinda yer alip, bu zamandan sonraki zaman periyodunda hiicre

canliliginin azaldig1 gézlenmistir. Bu baglamda 48. saat tiim dozlar i¢in esik deger
kabul edilebilir.

Calismada, E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitinde GC MS analizi ile tespit
edilen Dodekanoik (Laurik) Asit’in A. castellanii trofozoitleri tizerinde amoebisidal
aktivitesi incelenmistir. Laurik Asit’in 1mM/ml konsantrasyonda 24. saatin sonunda
trofozoitlerin biiylik bir bolimiinde letal etki gosterdigi, ayn1 konsantrasyonda 48.
saatten sonra canli trofozoite rastlanmadigi ve A. castellanii trofozoitleri tizerindeki
72.,48. ve 24. saatlerde yaklasik ICso degeri sirastyla 0.19, 0.25 ve 0.34mM/ml olarak
tespit edilmistir. Laurik Asit dozlarinin hiicre canlilig1 iizerine etkileri incelendiginde,
Laurik Asit dozu arttikca canlilik oranlarinin azaldigi belirlenmistir. En yiiksek
canliik 0.2mM/ml’de, olurken en diisiik canlilik ise 1mM/ml’de Olgiilmiistiir.
Uygulama siirelerinin hiicre canlilig1 lizerine etkileri incelendiginde, bekleme siiresi

arttikca canlilik oranlarinin azaldigi belirlenmistir. En yiiksek canlilik 24. saat sonunda

123



olurken en diisik canlilik 72. saatin sonunda Ol¢lilmiistiir. Tim Laurik Asit
konsantrasyonlarinin A. castellanii trofozoitleri {izerindeki % canlilik sonuglarini
Ozetlemek i¢in agiklayici degiskenler, PCA ile gorsellestirilmistir. Buna gore 1, 0.8,
0.6 ve 0.4mM/ml’deki dozlar ile kontrol ve 0.2mM/ml dozu arasinda negatif
korelasyon gostermektedir. Farkli konsantrasyonlardaki Laurik Asit’ler % canlilik
tizerine etkisinin farkli doz ve siirelerdeki aktif bilesenleri incelendiginde Laurik
Asit’lerin tiim uygulanan dozlarin 24 saatlik dilimindeki % hiicre canlilig1 degerleri,
72 saatteki degerler bakimindan 6nemli diizeyde negatif korelasyon gostermektedir.
48. saat hiicre canlilig1 verileri eksenin ortasinda yer alip, bu zamandan sonraki zaman
periyodunda hiicre canliliginin azaldigi gézlenmistir. Bu baglamda 48. saat tiim dozlar

icin esik deger kabul edilebilir.

Calismada E. umbellata’nin etanolik meyve oziitiiniin, Laurik Asit’in ve E.
umbellata’nin etanolik meyve oziitilyle sentezlenen AgNP’lerin -OH ile indiiklenen
DNA hasarin1 engelleme tizerine etkisi pPBR322 plazmid DNA’s1 ile incelenmistir. E.
umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiniin Smg/ml konsantrasyonu ile Laurik Asit’in
tim konsantrasyonlarinin (1, 0.8, 0.6, 0.4mM/ml). Hidroksil radikali tarafindan
olusturulan DNA hasarmi engelleme iizerine etkilerinin varlig: tespit edilmistir. Ote
yandan E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiniin diger konsantrasyonlari (40, 20, 10,
2.5, 1.25 ve 0.625mg/ml) ile E. umbellata’nin etanolik meyve 6ziitiiyle sentezlenen
AgNP’lerin tiim konsantrasyonlarinin (20, 10, 5, 1, 0.5mM/ml) DNA hasarim

engelleme iizerine etkilerinin bulunmadig tespit edilmistir.

Calismada E.  umbellatamin  etanolik meyve  Oziitiinlin  farkli
konsantrasyonlarda (40, 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.312mg/ml) memeli hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisi HeLa hiicre hatti kullanilarak MTT analizi ile
degerlendirilmistir. £. umbellata nin etanolik meyve oziitiiniin doza bagl olarak hiicre
canliligin1 azalttig1 tespit edilmistir. Ancak 72. saatin sonunda en yiiksek
konsantrasyonda (40mg/ml) dahi hiicrelerin yaridan fazlasi (%53.82) i¢in sitotoksik
etki gostermedigi tespit edilmis ve 1Cso degerinin 40mg/ml’den daha yiiksek dozlarda

bulanabilecegi diistiniilmektedir.

Calismada metanol ile strese maruz birakilan A. castellanii trofozoitlerinin E.

umbellata’nin etanolik meyve o6ziitii (EU), E. umbellata’nin etanolik oziitiiyle
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sentezlenen giimiis nanopartikiiller (AgNP’s) ve E. umbellata’nin etanolik 6ziitiinde
GC MS ile tespit edilen Laurik Asit (LA) kullanilarak oksidatif stres enzimleri olan
CAT ve SOD’un gen ekspresyon seviyelerinde azalma olup olmadigi, ayrica psédokist
siirecini baglatan CSII enzimi ile asil kistlesmeyi baslatan enzim olan CSP21
genlerinin ekspresyon seviyelerinde azalma olup olmadigi, sadece metanol ile strese
maruz birakilan pozitif kontrol (PK) ve hi¢bir maddeye maruz birakilmayan kontrol

(K) ile karsilagtirmali olarak arastirilmustir.

A. castellanii trofozoitlerinin psddokistlesmeden sorumlu CSII geninin ifadesi
bakimindan incelendiginde; PK, K, EU, AgNP’s ve LA karsilastirildiginda, gruplar
icinde CSII geninin ekspresyonunda en fazla inhibitor etkiyi 1.88+0.94 ile EU
gosterirken en fazla inhibisyon 30. dakikada 1.65+0.87 olarak Ol¢iilmiistiir. Tiim
gruplarin A. castellanii trofozoitlerinin pseudokistlesmesinden sorumlu CSII geninin
ekspresyonu {iizerinde inhibisyon sonuglarini 6zetlemek igin agiklayict degiskenler,
PCA ile gorsellestirilmistir. Buna gore K, EU, AgNP’s, LA ile PK arasinda negatif
korelasyon gostermektedir. CSII geninin ekspresyonunun farkli grup ve siirelerdeki
aktif Dbilesenlerinin gosterimi incelendiginde tim gruplarn  A. castellanii
trofozoitlerinin pseudokistlesmesinden sorumlu CSII geninin ekspresyonu iizerinde 1.
saat dilimdeki degerler, 2. saatteki degerler bakimindan 6nemli diizeyde negatif
korelasyon gostermektedir. 30. dakika ekspresyon verileri eksenin ortasinda yer alip,
bu zamandan sonraki zaman periyodunda ekspresyonun arttigi gozlenmistir. Bu

baglamda 30. dakika tiim gruplar i¢in esik deger kabul edilebilir.

A. castellanii trofozoitlerinde asil kistlesmeden sorumlu gen olan CSP21
ifadesi bakimindan incelendiginde; PK, K, EU, AgNP’s ve LA karsilastirildiginda,
gruplar iginde CSP21geninin ekspresyonunda en fazla inhibitor etkiyi 2.64+0.73 ile
LA gosterirken en fazla inhibisyon 24. saatte 2.56+1.05 olarak Ol¢iilmiistiir. Tim
gruplarin A. castellanii trofozoitlerinde CSP21 geninin ekspresyonu {izerinde
inhibisyon sonuglarin1 6zetlemek igin agiklayici degiskenler, PCA ile gosterilmistir.
Elde edilen sonuglarina gore; K, EU, AgNP’s, LA ile PK arasinda negatif korelasyon
gostermektedir. CSP21 gen ekspresyonunun farkli grup ve siirelerdeki aktif
bilesenlerinin gosterimi incelendiginde, tim gruplarda bu geninin ekspresyonu
sirasinda 24. saatteki degerler, 12. ve 48. saatteki degerler bakimindan 6nemli diizeyde

negatif korelasyon gostermektedir.
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A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu gen olan
CAT’1n ifadesi bakimindan incelendiginde PK, K ve CAT 1 spesifik inhibitorii olan
3-AT ile karsilastirildiginda, gruplar i¢inde en fazla inhibitor etkiyi 2.25+0.83 ile EU
gosterirken en fazla inhibisyon 1. saatte 2.33+0.90 olarak ol¢lilmiistiir. Tiim gruplarin
A. castellanii trofozoitlerinde CAT geninin ekspresyonu fizerinde inhibisyon
sonuglarini 6zetlemek icin acgiklayici degiskenler, PCA ile gorsellestirilmistir. Buna
gore K, EU, LA, 3-AT ile PK, AgNP’s arasinda negatif korelasyon gostermektedir.
CAT ekspresyonunun farkli grup ve siirelerdeki aktif bilesenlerinin gosterimi
incelendiginde tiim gruplarin A. castellanii trofozoitlerinde CAT geninin ekspresyonu
tizerinde 30. dakika, 1. ve 12. saat dilimindeki degerler ile 2., 24. ve 48. saatlerdeki

degerler arasinda negatif korelasyon gostermektedir.

A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu gen olan
SOD’un ifadesi bakimindan incelendiginde PK, K ve SOD’un spesifik inhibitorii olan
H20: ile karsilastirildiginda, gruplar i¢inde en fazla inhibitor etkiyi 1.86+0.63 ile H.O>
gosterirken en fazla inhibisyon 30. dakikada 1.68+0.76 olarak olgilmiistiir. Ttim
gruplarin A. castellanii trofozoitlerinde antioksidan aktiviteden sorumlu SOD geninin
ekspresyonu lizerinde inhibisyon sonuglarin1 6zetlemek icin aciklayict degiskenler,
PCA ile gorsellestirilmistir. K, EU, AgNP’s, H20,, LA ile PK arasinda negatif
korelasyon gostermektedir. SOD ekspresyonunun farkli grup ve siirelerdeki aktif
bilesenlerinin gosterimi incelendiginde tiim gruplarin A. castellanii trofozoitlerinde
antioksidan aktiviteden sorumlu SOD geninin ekspresyonu iizerinde 30. dakika, 1. ve
48. saatile 2., 12. ve 24. saat dilimindeki degerler bakimindan 6nemli diizeyde negatif

korelasyon gostermektedir.
Calismadan elde edilen bulgular neticesinde;

> E. umbellata’nin meyve Oziitiinlin ve bu oOziit ile sentezlenen
AgNP’lerin Acanthamoeba kaynakli hastaliklarin tedavisinde alternatif ya da kombine
tedavi yontemleri i¢in aday olarak kullanilabilecegi kanisina varilmistir.

> Giiniimiizde Acanthamoeba enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan
ilaglara kars1 mikroorganizmalarca gelisen direng, uzun siiren tedaviler ve istenmeyen
yan etkilerin gibi mevcut problemlerin eliminasyonu bakimindan ¢alismadan elde

edilen verilerin, nanopartikiil temelli bitkisel kaynakli ilaglar ile alternatif tedavi
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yontemleri  olusturulmasinda Oncii  olacagi distiniilmektedir. Acanthamoeba
enfeksiyonlarmin semptom ve komplikasyonlarinin, nanopartikiil temelli bitkisel
orijinli ilaglarla hizli ve etkin bir sekilde tedavisinin miimkiin olabilecegi ve boylece
hastanin yasam kalitesinde iyilesme saglayacagi diisiiniilmektedir.

> Arastirma sonucunda elde edilen verilerin, farmakolojik endiistri igin
temel olusturacagi diistiniilmektedir. Ayrica bitki temelli yesil sentez yoluyla elde
edilebilecek ilaglarla hizli ve etkin bir tedavi imkani varolacak ve mevcut tedavilere
harcanan maliyet ile zaman kaybi da elimine edilecek ve dolayisiyla da iilke
ekonomisine de katki saglayacagi varsayilmaktadir.

> Calisma sonucunda elde edilen veriler kullanilarak nanoteknoloji ve
bitki orijinli biyosentez yoluyla elde edilecek yerli ilaglar sayesinde, giiniimiizde
Acanthamoeba enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan ve ¢ogu yabanci menseli
ilaclarin yerine, yerli sermayeyle iiretilen bitki kaynakli ilaglarin kullaniminin tesvik
edilmesinde oncii ¢alisma olacagi diisliniilmektedir.

> Calismanin neticesinde, farmakoloji endiistrisi i¢in bu bitkiye olan
talebin artmasiyla 6zellikle Dogu Karadeniz Bolgesi’nde uygun yetistirme kosullarina
sahip olan bitkinin yetistiriciligi konusunda da tiretim sahalarinin ve buna bagl olarak
1§ istthtaminin da artabilecegi ongoriilmektedir.

> Nanoteknolojik metotlarla elde edilen bitki orijinli biyosentez
uygulamalar1 Acanthamoeba enfeksiyonlarinin tedavisinde de uygulanarak, Diinya’da
hizla artan nanoteknolojik ¢alismalara Tiirkiye’nin de mevcut bitkisel kaynaklariyla
katilimini saglayacag diisiiniilmektedir.

> Son zamanlarda tibbi cihaz kaplamalarinda ve hatta yara bakiminda da
antimikrobiyal ajan olarak kullanilan AgNP’lerin biyosentezinde bitki oziitlerinin
kullanimi oldukea hizli, temiz, non-toksik ve ¢evre dostu bir teknoloji olarak karsimiza
¢ikmaktadir. Bu durum dikkate alindiginda, ¢alismada yesil sentezle elde edilen
AgNP’lerin kullanimiin ¢evre dostu bir ¢calismay1 temsil ettigi, tip ve farmakolojik

endiistri alanlarina da katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir.
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