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Patojenik Acanthamoeba tiirleri cogunlukla kontakt lens kullanan kisilerde Acanthamoeba keratiti olarak
bilinen enfeksiyona neden olmaktadir. Bu enfeksiyon tedavi edilmedigi takdirde, korneada Ulserasyon,
gormede azalma hatta korlige neden olabilmektedir. Acanthamoeba enfeksiyonunun tedavisinde bircok
secenek bulunmasina ragmen, bunlar zor ve sinirl etkinlige sahiptir. Acanthamoeba’ya karsi etkili olan ve
siklikla kullanilan hidrojen peroksit (H,0,) kontakt lens dezenfektani olmasina ragmen, korneada toksik etki
yapmaktadir. Bu nedenle, Acanthamoeba enfeksiyonlari icin yeni ve daha etkili tedaviler gerekmektedir.
Bu konuyla iliskili olarak bitkilerin yeni ilaclarin gelistiriimesinde dogal kaynaklar oldugu distinilmektedir.
Tibbi bir bitki olan Laurocerasus officinalis Roem. (Rosaceae) Karadeniz Bolgesi'nde yetismektedir;
meyveleri “Taflan”, “Laz kirazi” ve “Karayemis” olarak bilinmektedir. Tohumlari halk arasinda seker
hastaligina karsi kullanilirken, meyveleri ise yiyecek olarak tiiketilmekte, idrar soktirlicli ve bobrek tas
distriict olarak kullaniimaktadir. Bu bdlgede, taflan tohumlarinin antiparazitik olarak kullanildigi da
bildirilmistir. Bu calismada, meyvenin halk arasindaki antiparaziter kullaniminin dogrulanmasi ve potansiyel
etkinliginin organik-inorganik hibrit sentezi yolu ile artirlmasi amaclanmistir. Meyvenin endokarp,
mezokarp ve tohumlarindan hazirlanan metanol ekstrelerinin toplam fenol icerikleri hesaplanmistir.
Metanol ekstrelerinin ve bu ekstrelerden sentezlenen nanocicek (NC) yapilarin Acanthamoeba castellanii
proliferasyonu tizerine etkileri arastirilmistir. Boylece, ilk kez NC olarak bilinen yeni bir organik-inorganik
nano-biyo-antiparazitik ajan uretilmis ve NC'nin amibisidal aktivite tzerindeki etkisi aydinlatilmstir.
NC'lerin ayrintili 6zellikleri taramali elektron mikroskobu (SEM), KizilGtesi spektroskopisi (FT-IR) ve Ener;ji
Dagiimli Spektrometre (EDX) yontemleri kullanilarak gosterilmistir. Meyve ekstreleri ve NC’lerin katalitik
aktiviteleri H,0, varliginda gayakole kargi lctilmustir. Amibisidal aktivite icin kullanilan A.castellanii
kistlerinin canllik testi %4 Trypan blue kullanilarak gerceklestirilmistir. Metanol ekstreleri ve nanogicekler
9%0.9'luk serum fizyolojik icinde 32, 16, 8, 4, 2 ve T mg/ml konsantrasyonlarda hazirlanmig ve tiiplere
200’er pl dagitiimis ve canlihgr %98 olan A.castellanii parazitinden 200’er pl eklenerek oda sicakhginda
inklibe edilmistir. Sonuglar SPSS V.22.0 programi kullanilarak degerlendirilmis ve varyans analizine gore
ekstreler ile karsilastirldiginda NC'lerin amibisidal aktivitesinde anlamli bir artis oldugu saptanmuistir (p<
0.05). Calismada, orneklerin belirli zamanlarda parazitleri 6ldiirdigu veya parazit cogalmasini azalttigi
tespit edilmistir. Sonug olarak, taflan meyve ekstrelerinden sentezlenen NC'lerin tek basina ekstrelerden
yaklasik ti¢ kat daha etkili amibisidal aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. Bu durum, NC olarak bilinen
yeni bir nano-biyo-antiparazitik ajanin A.castellanii tizerinde yliksek proliferatif etkisi olarak aciklanabilir.

Anahtar so6zciikler: Laurocerasus officinalis; Acanthamoeba castellanii; nanogicek; katalitik aktivite;
amibisidal aktivite.

ABSTRACT

Pathogenic Acanthamoeba species often cause infection known as Acanthamoeba keratitis among
people who use contact lenses. It is a type of infection that can result in corneal ulceration, visual loss
or even blindness, if not treated. There are various therapeutic options available in the treatment of
Acanthamoeba infections but they are usually tough treatments with limited efficacy. For instance,
hydrogen peroxide (H,0,) is a commonly used contact lens disinfectant which is effective against
Acanthamoeba but it is toxic to the cornea. For these reasons, new and more efficacious treatment
options are required for Acanthamoeba infections. In this context, plants are considered natural resources
for the discovery of new drugs. Laurocerasus officinalis Roem. (cherry laurel) (Rosaceae) grows in Black
Sea region; and it is known as “Taflan”, “Laz kirazi” or “Karayemis”. Local people are using the seeds
against diabetes, while the fruits are consuming as food, and used fordiuretic and passing kidney stones.
It has also been reported that the seeds of the cherry laurel are used as an antiparasitic agent in this
area. The aim of the study was to confirm the traditionally use of antiparasitic activity of this fruit and to
increase the potential effect by means of organic-inorganic hybrid synthesis. Total phenol contents of
methanol extracts prepared from endocarp, mesocarp and seeds of the fruit were calculated. The effects
of methanol extracts and nano flower (NFs) plants synthesized from these extracts on the proliferation
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of Acanthamoeba castellanii were investigated. Thus, for the first time, novel organic-inorganic nanobio-
antiparasitic agents called NFs were produced from cherry laurel and the increase in the amoebicidal
activity of the NFs was elucidated. The characterization of NFs were determined with Scanning Electron
Microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared Spectrometer (FT-IR) and Energy-Dispersive X-ray (EDX)
techniques. In addition, the catalytic activity of the fruit extracts and the NFs were measured against
guaiacol in the presence of H,0,,. The viability testing of A.castellanii cysts used for amoebicidal activity was
performed using 4% trypan blue. Methanol extracts and nano-flowers were prepared at concentrations
of 32,16, 8, 4, 2 and 1 mg/ml in 0.9% saline and distributed 200 pl each in tubes and incubated in
the room temperature with the addition of 200 pl of 98% viable A.castellani parasites. The results were
evaluated using the SPSS V.22.0 program and it was determined that there was a significant increase
in the amoebicidal activity of NFs compared with the other extracts according to variance analysis (p<
0.05). In the study, it was determined that samples killed parasites or reduced parasite proliferation at
certain times. As a result, NFs synthesized from fruit extracts were demonstrated about three times more
effective than the non hybrid extracts for amoebicidal activity. This situation can be explained as high
proliferative effect of a new nano-bio-antiparasitic agent known as nanoflower against A.castellanii .

Keywords: Laurocerasus officinalis; Acanthamoeba castellanii; nanoflower; catalytic activity; amoebicidal activity.

GIRi$

Acanthamoeba dogal su kaynaklarinda, deniz suyunda ve toprakta serbest yasayan
bir amip tdridur. Ayni zamanda yuzme havuzu, musluk suyu, siselenmis maden suyu
gibi 6rneklerde ve hatta kontakt lens bakim sollisyonu gibi ¢esitli ortamlardan da izole
edilmistir. Acanthamoeba'lar firsatci patojen olup trofozoit ve kist formlari bulunmaktadir.
Trofozoit formu cesitli bakteriler tizerinde yasamakta ve cevresel kosullar olumsuz hale
geldiginde, kist formuna dontsmektedir. Grantilomatoz amibik ensefalit (GAE) olgula-
rinda da sik olarak Acanthamoeba culbertsoni, A.castellanii ve A.rhysoides turleri tespit
edilmistir. Acanthamoeba keratiti cesitli Acanthamoeba tiirlerinin neden oldugu bir para-
zitozdur. Travma, kontakt lens kullanimi, etkeninin bulastigi suyla korneanin temasi ha-
zirlayici faktorlerdir. Asemptomatik kisilerde siddetli okiler agri, yangi, gorme bozuklugu
ve halka seklinde stromal infiltrasyon goriilmektedir. Bu tip durumlarda zamanla gorme
bozularak gorme kaybi olabilmektedir. Acanthamoeba keratitli olgularda A.castellanii ve
A.polyphaga tiirleri sik olarak tespit edilmistir'2. Acanthamoeba enfeksiyonu korneal do-
kuda ve g6z ylizeyinde tolere edilebilen konsantrasyonlardaki bircok antimikrobiyal ajana
direnclidir. Acantamoeba'ya bagh oftalmik enfeksiyonlarin tedavisi ve eradike edilmesi
zordur®,

Bu enfeksiyonun tedavisinde bircok secenek olmasina ragmen, bunlar zor ve sinirh
etkinlige sahip tedavi yéntemleridir>>7. Tedavide etkili olan antibiyotikler arasinda pro-
pamidin izotiyonat, ketokonazol, mikonazol ve itrakonazol sayilabilir. Lezyonun cerrahi
olarak temizlenmesinin; buna ek olarak agizdan ve lokal olarak mikonazol verilmesinin
etkili oldugu belirlenmistir’. Ayrica, Acanthamoeba'ya karsi etkili olan hidrojen peroksit
(H,0,) sik kullanilan bir kontakt lens dezenfektani olmasina ragmen kornea icin toksik-
tir'. Bu nedenle, Acanthamoeba enfeksiyonlari icin yeni yaklagimlar ve daha etkili tedavi
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protokollerine gereksinim bulunmaktadir. Glinimtizde bircok bilimsel alanda oldugu
gibi, paraziter enfeksiyonlarda da bitki ekstreleri ve onlarin biyoaktif bilesenleri ile yapilan
calismalar artmaktadir>®1!. Ayrica, nanomateryal sentezinde de bakteriler, mantarlar ve
bitki ekstrelerinin kullanildigi biyosentetik yontemler daha kompleks kimyasal sentetik
islemlere karsi basit ve gecerli bir alternatif olmustur'?'6,

Son yillarda metal nanoparcaciklarin sentezi icin etkin yesil kimya yontemlerinin ge-
listirilmesi aragtirmalarin odak noktasi haline gelmistir. Bu calismalardaki temel amac iyi
karakterize olmus nanomateryallerin retimi icin cevre dostu ve pratik bir teknik bul-
maktir'’. ilk defa Ge ve arkadaslari'®, inorganik bilesen olarak Cu*? iyonunu ve organik
bilesen olarak da cesitli protein ve enzimleri (laktalbumin, lakkaz, karbonik anhidraz,
lipaz ve sigir serum albumini) kullanarak nano yapraklardan olusan cicek benzeri (flower-
like) sekillere sahip organik-inorganik hibrit yapilari gelistirmistir. Bu yeni teknik ile ayni
zamanda olusan hibrit yapilarin diger calismalar ile karsilastirildiginda kararhiliginin ve
aktivitesinin dikkat cekici 6lctide arttigini gostermislerdir!618.19,

Bu calismada, yetistigi bolgede halk arasinda antiparaziter kullaniminin yani sira fe-
nolik bilesikler yoniinden de zengin olmasi ile organik komponent olarak Laurocerasus
officinalis Roem. meyve ekstreleri ve inorganik bilesen olarak da Cu (Il) iyonu kullanilarak
fosfat tamponu ortaminda cicek sekilli hibrit nano yapilarin sentezlenmesi ve ekstreler ile
organik bilesen olarak kullanilan ekstre-Cu hibrit yapilarinin amibisidal ve katalitik aktivi-
telerinin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismada taflan meyve ekstreleri materyal olarak kullanildi ve ekstrelerden nanocicek
sentezi ve aktivite calismalari olmak (izere temel olarak iki basamak hedeflendi. Calisma-
nin sekilsel 6zeti Sekil 1'de goriilmektedir.

Bitki Materyali

Taflan meyveleri Trabzon ilinin Akcaabat ilcesinden 2015 yili Eylil ayinda toplandi.
Bitki 6rnegi Yrd. Doc. Dr. Ayse Baldemir tarafindan tayin edilerek Ankara Universitesi
Eczacilik Fakultesi Herbaryum’una (AEF 26257) kaydedildi. Meyveler laboratuvara soguk
zincir kosullarinda getirilerek distile suda yikandi ve etiivde 40°C’de l¢ gun boyunca
kurutulup calisma anina kadar derin dondurucuda saklandi.

Ekstrelerin Hazirlanmasi

Meyvelerin mezokarp + ekzokarp (ekzokarp, mezokarpi saran yapisik zar seklinde), en-
dokarp ve tohumlarindan fenolik bilesikler yoniinden zengin ekstre hazirlamak amaciyla,
ayiklanan kisimlari degirmende toz haline getirildi ve her birinden 20 g olmak tizere 200
ml| metanol icerisinde ¢ giin boyunca oda sicakliginda maserasyon yapildi. Gin sonla-
rinda ekstreler Whatman no.1 filtre kagidi kullanilarak stiziildii ve tekrar ¢oziicli eklendi.
Siziintller birlestirilerek rotavapor ile yogunlastirildi. Tim ekstreler liyofilize edildi.
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1. Nanogigeklerin Sentezi

Taflanmeyvesi  Egstre hazirlanmast NC

~7 —

, ok FosfatTampon " Cu*? mamp

Amibisidal aktivite

Katalitik aktivite

0 6 80 100 120 140

Absorbans

Sekil 1. Calismanin sekilsel ozeti.

L.officinalis Meyve Ekstresi-Cu*? Hibrit Nanogicek Sentezi

Cicek benzeri hibrid nanoyapilar (NG), modifiye edilmis yéntemle sentezlendi'®2%-22,

50 ml 10 mM PBS (pH 7.4) ve 0.8 mM Cu*? iyon ihtiva eden karisima, 0.1 ve 0.5 mg/ml
konsantrasyonlarda taflan ekstresi ilave edildi. Her bir karisim 30 saniye vortekslendi ve 3
glin boyunca 4°C’de inkube edildi. Reaksiyon tiiplerinin tabaninda olusan ¢okelti toplandi
ve 15 dakika 10.000 devirde santriflij kullanilarak suyla yikandi. Yikama islemi ¢ kez tek-
rarlandi ve son Urtnler 50°C’de kurutuldu.

Sentezlenecek Ekstre-Cu*? Organik-inorganik Hibrit Nano Yapilarin Karakterizasyonu

Ekstre ve standartlardan sentezlenecek organik-inorganik hibrit nano yapilarin morfolo-
jisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize edildi. Enerji Dagiimli Spektrometre
(EDX) ve FTIR ile hibrit nano yapilarin olusumlari incelendi''8.

L.officinalis Ekstrelerinden Sentezlenen Nanociceklerin Katalitik Aktivitesi

Esit miktarlarda taflan meyve ekstrelerinin ve NC'lerin katalitik aktivitesi, spektroskopik
yéntem kullanilarak gayakole karsi test edildi?2. Klasik aktivite &lciim protokolii (pH 6.8,
0.1 M mono potasyum fosfat (KH,PO,), 25°C) kullanildi. Taflan ekstreleri ve NC’ler, 1 ml
PBS icinde ayri ayr ¢ozuldi ve bunu takiben 1 ml 22.5 mM hidrojen peroksit (H,0,) ve
1 ml 45 mM gayakol ilave edildi. Elde edilen her bir karisimin inkiibasyonundan sonra
gayakoliin oksitlenmesine bagh olarak absorbans degerlerinde olusan degisiklikler UV-vis
spektrofotometresinde 470 nm dalga boyunda olctilerek kaydedildi.
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Antiparazitik Aktivite Calismalan

Cumbhuriyet Universitesi Parazitoloji Laboratuvarindan A.castellanii ve Ordu Universi-
tesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliminden Escherichia coli izolatlar elde edildi ve
parazitin kiltiri yapilarak devamlihg saglandi®2324,

Acanthamoeba besiyeri
Non-nutrient Agar

Kullanim prosediiriine gore hazirlanan EMB besiyerinde E.coli Uretildi. Calismada
Page’in amip tuzlu su sollisyonu kullanildi. Hazirlanan soltsyon 121°C’de 15 dakika otok-
lavda steril edildikten sonra 4°C’de sakland.

1.5 g agar 100 ml Page sollisyonunda isitilarak ¢oziildi ve 121°C’de 15 dakika otok-
lavda bekletilerek ve petrilere dagitildi. Hazirlanan besiyerleri deney yapilana kadar 4°C’de
sakland.

Kiltiir

Hazirlanan besiyerlerinin tizeri 0.5 ml Page soliisyonu ile sulandirildi ve 24 saatlik E.coli
izolati agar tizerine yayildi. A.castallenii izolatindan alinan 6rnekler besiyerine ekildi. Ekim
yapilan parazitler 72 saat 26°C’de bekletildi ve trofozoitler zedelenmeden petriden Page
solisyonu ile toplandi ve yikama islemi icin 1500xg’de 5 dakika santrifiij edildi.

Trofozoitlerin canlihgini test etmek icin %4’ltk tripan mavisi kullanildi ve hemosito-
metri laminda sayildi.

Ekstre Konsantrasyonlarinin Hazirlanmasi

Ekstreler 9%0.9'luk serum fizyolojik icinde 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 mg/ml, konsantrasyon-
larda hazirlandi ve steril ependorf tiiplerine 200’er pl olacak sekilde dagitildi. A.castellanii
son konsantrasyonu 30 x 106 trofozoit/ml olacak sekilde ayarlandi ve 200’er pl tlplere
eklenerek oda sicakiginda inkiibe edildi. Canliligi %98 olan A.castellanii (20 x 10° para-
zit/ml) 200’er pl eklenerek oda sicakliginda inkiibe edildi. Parazitin canhhgr belirli saat-
lerde kontrol edilerek kayit edildi. Canl hiicre tespit edilmeyen tiiplerden tekrar kontrol
ekimleri yapildi ve hicbirinde tireme saptanmadi. Ekstre/NC eklenmeyen parazitler kont-
rol olarak ayni ortamda bekletildi.

Ekstrelerin Toplam Fenol Miktar Tayini

Mezokarp + ekzokarp, endokarp ve tohum metanol ekstrelerinin icerdikleri toplam fe-
nol miktar gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak hesaplandi®>.
Bunun icin 6 ml distile su, 100 pl 6rnek ¢ozelti ve 500 pl Folin-Ciocalteu reaktifi hazirlan-
di. Bir dakika sonra 1.5 ml %20’lik sulu Na,CO, ilave edilip distile su ile T0 ml’ye tamam-
landi. Kontrol olarak ekstre icermeyen reaktif karigimi kullanildi. Inkiibasyon 25°C’de ve
2 saat sure ile yapildi. Daha sonra 760 nm’de absorbans degerleri 6lculdii ve gallik asit
kalibrasyon egrisi ile karsilastirildi. Ekstrelerin toplam fenol miktarlar gallik asite esdeger
olarak hesaplandi. Deneyler U¢ kere yapildi ve sonuclar ortalama deger olarak belirlendi.
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istatistiksel Analiz

Veriler 6ncelikli olarak, varyanslarin homojenligi acisindan logaritmik transformasyona
tabi tutuldu. Bitki tirlerinin canliligi ile uygulama dozlar acisindan anlaml bir farklihgin
olup olmadigini ortaya koymak icin transformasyona tabi tutulmus verilere tekrarlanan
Olcimlu varyans analizi ve Tukey coklu karsilastirma testi uygulandi. Analiz sonucunda
veriler tekrar orijinal haline donusturilerek arastirma bulgulari n, ortalama ve standart
sapma seklinde gosterildi. Bulgular, p< 0.05 6nem seviyesinde anlamli olarak kabul edildi.
Tam istatistiksel hesaplamalar SPSS V22.0 paket programi kullanilarak gerceklestirildi.

BULGULAR

Taflan meyvesinin ekzokarp-mezokarp (M-eks.), endokarp (E-eks.) ve tohum (T-eks.)
metanol ekstrelerinden cicek sekilli hibrit nano yapilar (NC) dretilmistir. Erciyes Universi-
tesi Teknoloji ve Uygulama Arastirma Merkezi‘nde bulunan taramali elektron mikroskobu
(SEM) (Leo 440, Polaron SC7620 Sputter Coater) ile sentezlenen nanociceklerin goriinti-
leri alinmig ve boyutlari belirlenmistir (Sekil 2A-F).

Ekstrelerin ve bunlardan Gretilen NC'lerin yapilar Fourier Kiziltesi Spektroskopisi (FTIR)
(Perkin Elmer Spectrum 400) kullanilarak analiz edilmistir (Sekil 3).

Endokarp-eks.-NC hibrit yapidaki bakir metali varligi EDX ile element analiz yapilarak
ispatlanmistir (Sekil 4).

L.officinalis meyve ekstreleri ve bu ekstrelerden ilk kez sentezlenen nanocicek hibrit yapi-
larin A.castellanii proliferasyonuna karsi etkileri arastirilmistir. Calismada her 6lciim iki kere
yapilmis ve ortalamalari alinmistir. Parazit tiirlerinin doz ve saate gore canlilik diizeylerine
ait tekrarlanan 6lctimli varyans analiz tablosu Tablo I'de, tanimlayici istatistikler (ortalama-
lari ve standart sapmalari) ise Tablo Il’de verilmistir.

Tablo I. Parazit, Zaman ve Doza Gore Varyans Analiz Tablosu

Varyasyon Kaynag: KT SD KO F [
Ol¢lim zamani 378.539 5 75.708 57.949 0.001
Olciim zamani *6rnek (ekstre/NC) 98.161 25 3.926 3.005 < 0.001
Olciim zamani *dozlar 218.636 30 7.288 5.578 < 0.001
Olglim zamani *6rnek *dozlar 325.807 150 2172 1.663 < 0.001
Hata (Olciim zamani) 274.354 210 1.306

Ornek 275.877 5 55.175  18.856 < 0.001
Dozlar 1315.371 6 219.228 74.921 < 0.001
Ornek * dozlar 426.751 30 14.225 4.861 < 0.001
Hata 122.897 42 2.926

KT: Kareler toplami; SD: Serbestlik derecesi; KO: Kareler ortalamasi.
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Sekil 2. L.officinalis’in meyve ekstrelerinden sentezlenen hibrit nanogicek yapilarin SEM gdriintiileri, (A,B)
mezokarp + ekzokarp NC’si, (M-NC), (C,D) endokarp NC'si (E-NC), (E,F) tohum NC’si (T-NC). NC, ekstre-
Cu+2 hibrit nanogicek yapi.

Taflan ekstreleri ve ekstrelerden sentezlenen NC'lerin katalitik aktiviteleri, H,O, varligin-
da gayakole karsi dlctilmistiir?2. Uriiniin absorbans degisiklikleri spektrofotometrik olarak
470 nm’de kaydedilmistir (Sekil 5).

Taflan meyve ekstrelerinin toplam fenol icerikleri gallik asite esdeger olarak Folin-Ciocal-
teu ydntemi kullanilarak hesaplanmigtir?®. Tablo Ill'te gériildigii gibi fenolik icerik bakimin-
dan en zengin ekstre endokarp ekstresi olarak belirlenmistir.
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Sekil 3. Endokarp ekstre (E-eks.) ve endokarp-nanocicek (E-NC) hibrit yapinin FTIR analizi.
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Sekil 4. Cu metalinin varligini gbsteren NC’nin EDX analizi.
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Sekil 5. Taflan meyve ekstreleri ve nanocicek (NC) yapilarin katalitik aktiviteleri.
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TARTISMA

Bu calismada, taflan meyve ekstrelerinin ve ekstrelerden sentezlenen NC'lerin katali-
tik aktiviteleri ile A.castellanii 'ye karsi antiparazitik etkileri arastinlmistir. Katalitik aktivite
NC'lerin yapisindaki bakirin hidrojen peroksit (H,0,) varliginda peroksidaz tipi aktivite
gostermesi ile aciklanmaktadir. Fenton benzeri bir reaksiyon olan bu aktivite icin meka-
nizmanin su sekilde gerceklestigi dustunilmektedir: Cicek yapidaki nano katalizor iceri-
sindeki Cu*? iyonlari hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek Cu*! iyonlarini olusturmakta
ve olusan Cu*' ile H,0, nin reaksiyonu tepkimesi sonucunda oldukga reaktif bir hidroksil
radikali olusmaktadir. Bu serbest hidroksil radikali gayakol substratinin oksidasyonunu
baslatmaktadir. Gayakol, HRP enzimi icin ideal bir substrat olmakla birlikte, serbest hid-
roksil radikalleri ile hizh bir sekilde 3,3’-dimetoksi-4,4’-bifenokinon yapisina oksitlenmek-
tedir. Dolayisiyla, NC'ler H,O, varhiginda gosterdikleri peroksidaz benzeri aktiviteleri ile
Fenton ajani ya da reaktifi gibi davranmaktadirlar'622,

Calismamizda katalitik aktivite deneyinde ekstrelerden sentezlenen hibrit NC'lerin (M-
NC, E-NC, T-NC) diger ekstrelere (M-eks., E-eks., T-eks.) gore aktivitelerinin cok daha
yuksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 5-7). Bitki ekstresinden Cu (Il) metali kullanilarak
nanocicek sentezine dair calismalar literatiirde oldukca azdir. lldiz ve arkadaslar'® yaptik-
lar calismada Viburnum opulus L. meyve metanol ekstresi-Cu*? nanogicek hibrit yapilari
sentezlemis ve tek basina ekstre ile kiyaslandiginda antimikrobiyal ve katalitik aktivitede
yiiksek bir artis oldugunu rapor etmislerdir'®. Ficus benghalensis L. yaprak ekstresinden
bakir nanocgicekler sentezlenerek bu yapilarin metilen mavisinin katalitik degragasyonun-
da artisa neden oldugu tespit edilmistir'®. Baldemir ve arkadaslari® yesil cayin (Camellia
sinensis L.) etanol ve su ekstreleri ile icerdigi kafein ve katesin maddelerinden NC yapilar
sentezleyerek antimikrobiyal ve katalitik aktivitenin arttigini gostermislerdir. Calismamiz-
da NC'lerin diger ekstrelere gore amibisidal aktivitesinde artigin gortlmesi literattirii des-
tekleyici niteliktedir.

Calismada, ilk hedef olan meyve ekstrelerinden NC'lerin sentezi basarili bir sekilde ger-
ceklestirilmistir. Mezokarp + ekozokarp, endokarp ve tohum NC'lerinin SEM gorintileri
incelendiginde sekil ve boyutlarinin ilging bir sekilde cok benzer oldugu tespit edilmis-
tir. Bu durum, butiin ekstre tirlerinin icerigi ile NC olusumunda fosfat tampon icinde
Cu*? iyon ve ekstrelerin etkilesimlerinin de benzer oldugu seklinde yorumlanmustir. SEM
gorintileri incelendiginde NC’lerin morfolojik olarak genelde tek dagihmli, kompakt ve
kuresel olduklari saptanmustir (Sekil 2). Mezokarp nanocicek (M-NC), endokarp nanoci-
cek (E-NC) ve tohum nanocicek yapilarin (T-NC) boyutlari ise sirasiyla yaklasik 8.63, 8.59
ve 11.54 pm olarak belirlenmistir.

Analiz sonucunda tum bitki ekstrelerinin ve NC’lerin FTIR spektrumlarinin kendi ara-
larinda benzer oldugu gorilmis ve ornek olarak endokarp ekstresi (E-eks.) ve endokarp
ekstre-nanocicek (E-eks.-NC)’lerin FTIR spektrumu yorumlanmustir (Sekil 3). Buna gore,
E-eks.-NC'lerin icerdigi PO4~3 gruplarinin titresim bantlarindaki egilme 1044 cm™ , bii-
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Tablo IIl. Taflan Meyve Ekstrelerinin Verimleri ve Toplam Fenol lcerikleri

Toplam fenol

Metanol ekstreleri Ekstre verimleri % (mgGAE/g ekstre)
Taflan ekzokarp-mezokarp (M-eks.) 42.9 49.8 £ 0.8
Taflan endokarp (E-eks.) 5.8 76.2 +0.9
Taflan tohum (T-eks.) 14.7 47.09+0.5

kiilme ise 557 cm™ olarak gézlenmistir. Bu durum NC’nin yapisina PO43 gruplarinin
entegre oldugunu géstermektedir. Titresim bantlari incelediginde ~1604 cm™' ve ~1742
cm™’de NH2 gruplari E-ekstrede daha belirgin iken, E-eks.-NC hibrit yapida daha zayif
olarak belirlenmistir. Bu durum, bazi NH, gruplarinin kismen NC icerisine gémulmesi-
nin bir sonucu olabilir. Son olarak, yaklasik 2920 civarinda cm™ arasinda bulunan CH2
ve CH3 gruplarina atfedilen germe bantlari E-ekstrenin spektrumunda daha keskin go-
riliirken, E-eks.-NC’de daha zayif olarak saptanmistir. Yaklasik 1742 cm™ ve yaklasik
3268 cm'"deki piklerinde iki tepe noktasi E-ekstredeki fenolik bilesiklerden C= O ve O-H
gruplarini temsil etmektedir. Taflan ekstreleri icerigindeki negatif ytikli gruplardan dolayi
NC'ler ile kiyaslandiginda cok daha dusiik oranda katalitik aktivite gostermistir. Buna
kargin, yliksek katalitik aktiviteler, negatif yiiklii gruplar ve Cu*? iyonlarina sahip NC'ler
vasitastyla gortlmustir. Negatif yUkli gruplar, Fenton benzeri reaksiyona bagli olarak
NC’ lerde Cu*' iyonlari reterek substrati okside edebilir. EDX analizleri ise ekstre- Cu*2
hibrit yapinin olusmasi icin bakir metalinin gerekliligini ve E-eks.-NC’nin yapisinda bulun-
dugunu gostermistir (Sekil 4).

Calismada, ayrica ekstrelerin toplam fenol icerikleri incelenmis ve en zengin ekstrenin
endokarp ekstresi oldugu tespit edilmistir (Tablo 1). Karahalil ve arkadaslarinin?® yaptik-
lari calismada da taflan meyvesinin tohumdan ayiklanmis kisminin fenolik icerigi 1.094
g GAE/100 g kuru agirlk olarak bulunmusgtur. Sunulan calisma sonuclarina gore, Uc
ekstrenin toplam fenol icerigi arastiricilarin bildirdigi degerden ytiksektir. Bu durumun
taflan tdrlerinin farkli genotipe sahip olmalarindan kaynaklandigi dustintlmstir. Bu so-
nucu destekler nitelikte olan Akbulut ve arkadaslarinin?” yaptiklari calismada Karadeniz
Bolgesi'nde yetisen 28 farkli genotipteki taflan meyveleri {izerine bazi fizikokimyasal test-
ler yapilmig ve genotipler arasi farkhliklar oldugu tespit edilmistir.

Turkiye’de “Taflan”, “Laz kirazi” ve “Karayemis” isimleri ile bilinen L.officinalis Roem.
(Rosaceae) genellikle Karadeniz kiyr kesiminde dogal olarak yetismektedir. Bu bolgede
popller olan meyveler pazarlarda satilmakta ve meyve olarak yenilmektedir. Halk ara-
sinda firinlarda kurutulmus meyveden elde edilen tohumlar seker hastaligina karsi, taze
meyveler ise idrar soktiriicl ve bobrek tasi dusuricu olarak kullaniimaktadir. Ayrica arazi
calismasi sirasinda bu boélgede taflan tohumlarinin antiparazitik olarak kullanildigi bilgisi
edinilmistir?®,
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Amibisidal aktivite calismasinda parazit canlihgr acisindan zaman, ornekler (ekstreler
ve NC'ler) ve dozlara gore anlaml bir farkhlik oldugu belirlenmistir (Tablo I1). Ayrica,
ornek-doz-zaman interaksiyon etkisinin de parazit canliligi tizerine anlamli bir etki gos-
terdigi belirlenmistir. Bu durum, ekstre ve NC’lerde degismekle beraber, doz arttikca
parazitin canliiginin azalma oraninin distiigu seklinde yorumlanabilir. Yine zamana bagl
olarak da parazitin canliiginda azalma gozlenmistir. Buna ek olarak, dozlara gore parazit
canhhk dizeylerindeki farklilasmanin nedeni ise, ekstre ve NC'lerin farkli oranlarda anti-
parazitik etkisi oldugu seklinde aciklanabilir. Ayrica, ekstreler ile kiyaslandiginda NC'lerin
amibisidal aktivitesinin oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir?®,

Literatlrde taflan ekstresi ve diger ekstrelerden sentezlenen NC’lerin amibisidal etkisi-
nin degerlendirildigi bir calismaya rastlanilmamistir. Ancak farkli aragtirmalarda Trigonel-
la foenum-graecum’un 400 mg/mL?°, Peucedanum caucasicum, P.palimbioides, P.chryseum
ve Plongibracteolatum’un 32 mg/ml®, Salvia staminea’'nin 16 mg/ml*°, Propolis’in 15.62
mg/mI3' Origanum syriacum ve Origanum laevigatum’un 32 mg/ml** dozlarda amibisi-
dal etki gosterdigi ve ayrica kullanilan dozlarin toksik etkisinin olmadigi da belirlenmistir.
Calismamizda taflanin belirli saatlerde parazitin Gremesinde gerileme yaptigi ve 6ldirdu-
gu belirlenmistir. Ancak, bu bitkinin ilac olarak kullanilabilmesi icin in vivo calismalara ve
kontrollii deneylere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica, katalitik aktivite sonuglarina gore me-
zokarp, endokarp ve tohumdan sentezlenen NC'lerin aktivitelerinin tek basina ekstrelerin
aktivitelerinden daha ytksek oldugu (T-NC > tohum ekstre > E-NC > endokarp ekstre >
M-NC > mezokarp-ekstre) tespit edilmistir (Sekil 5).

Sonug olarak, NC’lerin tek basina ekstrelerden yaklasik l¢ kat daha etkili amibisidal
aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. Bu durum, NC olarak bilinen yeni bir nano-biyo-
antiparazitik ajanin A.castellani’ye karsi amibisidal aktivitesindeki artis olarak aciklanabilir.
Gelecekte yapilacak calismalarda NC'lerin standardizasyonunun yapilmasi hedeflenmek-
tedir. Boylece, bitki ekstresinden sentezlenen nanomateryal dogal bir antiparazitik mad-
de olarak kullanilabilecektir.
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