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YESIL SENTEZ YONTEMI ILE HAZIRLANMIS KAHVE POSASI-
GUMUS NANOPARTIKULLERININ (KP@AgNP) KITOSAN ILE
NANOJEL HALINE GETIRILMESI VE SHSY-5Y HUCRE
HATTINDA H;O0:; ILE OLUSTURULMUS HUCRESEL
DEJENERASYONDA OKSIDAN VE ANTIOKSIDAN SEVIYELERI
UZERINE ETKIiSININ BELIRLENMESI

OZET

Norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde oksidatif stresin onemli bir rol oynamasi
nedeniyle, biyouyumlu ve ¢evre dostu nanomalzemelerin gelistirilmesi giincel arastirma
alanlar1 arasinda yer almaktadir. Bu calismada, kahve posasi ekstrakti kullanilarak yesil
sentez yontemi ile giimiis nanopartikiilleri (KP@Ag NPs) sentezlenmis ve elde edilen
nanopartikiiller kitosan/tripolifosfat (TPP) esasli nanojel sistemine yiiklenerek
CS@KP@Ag nanojel formiilasyonu gelistirilmistir. Sentezlenen nanopartikiiller ve
nanojel sisteminin fizikokimyasal ozellikleri UV-Vis spektrofotometrisi, FT-IR, LC-
MS/MS, dinamik 151k sa¢ilimi (DLS), zeta potansiyeli, taramali elektron mikroskobu
(SEM) ve enerji dagilimli X-151m1 spektroskopisi (EDX) analizleri ile karakterize edilmistir.
Biyolojik etkinlik calismalari, H20. ile oksidatif stres olusturulan SH-SYSY insan
noroblastoma hiicre hattinda gerceklestirilmig; hiicre canlilign WST yontemi ile
degerlendirilirken toplam antioksidan seviye (TAS) ve toplam oksidan seviye (TOS)
analizleri ile antioksidan etkinlik arastirilmistir. Karakterizasyon sonuglari, glimiis
nanopartikiillerinin basariyla sentezlendigini ve nanojel matrisi igerisine etkin sekilde
yiiklendigini gostermistir. Ayrica CS@KP@Ag nanojel uygulamasinin oksidatif stres
kosullarinda hiicre canliligini artirdig1, toplam antioksidan seviyesini yiikselttigi ve toplam
oksidan seviyesini azalttig1 belirlenmistir. Sonug olarak, kahve posasinin katma degerli bir
biyomateryale doniistliriilmesiyle gelistirilen CS@KP@Ag nanojel sisteminin basarili
fizikokimyasal Ozelliklere sahip oldugu, oksidatif strese karsi ndroprotektif potansiyel
tasidig1 ve biyomedikal ile farmasotik uygulamalarda kullanilabilecek ¢evre dostu ve umut
vadeden bir nano-tastyici sistem oldugu degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glimiis nanopartikiilleri, kahve posasi, kitosan nanojel, oksidatif
stres, SH-SYSY, yesil sentez.



PREPARATION OF CHITOSAN-BASED NANOJELS CONTAINING
GREEN-SYNTHESIZED COFFEE GROUNDS-SILVER
NANOPARTICLES (KP@AgNP) AND EVALUATION OF THEIR
EFFECTS ON OXIDANT AND ANTIOXIDANT LEVELS IN H:0:-
INDUCED CELLULAR DEGENERATION IN THE SH-SYSY CELL
LINE

ABSTRACT

Oxidative stress plays a critical role in the development of neurodegenerative diseases,
making the development of biocompatible and environmentally friendly nanomaterials an
important area of research. In this study, silver nanoparticles (KP@Ag NP) were
synthesized using a green synthesis approach with spent coffee ground extract, and the
synthesized nanoparticles were incorporated into a chitosan/tripolyphosphate (TPP)-based
nanogel system to develop a CS@KP@Ag nanogel formulation. The physicochemical
properties of the synthesized nanoparticles and nanogel system were characterized using
UV-Vis spectroscopy, Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR), liquid
chromatography—tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), dynamic light scattering
(DLS), zeta potential analysis, scanning electron microscopy (SEM), and energy-
dispersive X-ray spectroscopy (EDX). The biological activity of the developed formulation
was evaluated in H20:-induced oxidative stress model using the SH-SYSY human
neuroblastoma cell line. Cell viability was determined by the WST assay, while antioxidant
activity was assessed by measuring total antioxidant status (TAS) and total oxidant status
(TOS). Characterization results confirmed the successful synthesis of silver nanoparticles
and their efficient incorporation into the nanogel matrix. Furthermore, treatment with the
CS@KP@Ag nanogel significantly increased cell viability under oxidative stress
conditions, enhanced total antioxidant status, and reduced total oxidant status. These
findings suggest that the developed CS@KP@Ag nanogel effectively alleviates oxidative
stress-induced cellular damage and exhibits promising neuroprotective potential. In
conclusion, the CS@KP@Ag nanogel, developed by valorizing spent coffee grounds into
a value-added biomaterial, possesses favorable physicochemical properties and
demonstrates considerable biological activity, indicating its potential as an
environmentally friendly and promising nanocarrier system for future biomedical and
pharmaceutical applications.

Keywords: Silver nanoparticles, spent coffee grounds, chitosan nanogel, oxidative stress,
SH-SYSY, green synthesis.
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1. GIRIS

Giliniimiizde cevresel kirlilik, atik yonetimi ve siirdiirtilebilir kaynak kullanimi, bilimsel
arastirmalarin ve teknolojik gelismelerin odak noktalarindan biri haline gelmistir. Ozellikle
endiistriyel ve tarimsal faaliyetler sonucunda ortaya ¢ikan organik atiklarin ¢evreye verdigi
zarar, bu atiklarin geri kazanimimi1 ve katma degeri yiiksek tirlinlere doniistliriilmesini
zorunlu kilmaktadir (Bas ve Aksoy, 2024). Bu baglamda yesil kimya ve siirdiiriilebilir
biyoteknoloji yaklasimlari, cevre dostu iiretim siireclerinin gelistirilmesinde belirleyici bir
rol lstlenmektedir (Meyer et al., 2011). Nanoteknoloji ise s6z konusu siirdiiriilebilir
yaklagimlarla kesiserek ¢evresel ve biyomedikal problemlere yenilik¢i c¢oziimler
iiretmektedir. Metal nanopartikiiller, sahip olduklar1 fizikokimyasal 6zellikler nedeniyle
antibakteriyel, antioksidan ve terapotik uygulamalarda yaygin bicimde kullanilmakta;
ancak geleneksel kimyasal sentez yontemlerinin toksik reaktif gereksinimleri ve yiiksek
enerji maliyeti bu sistemlerin kullanimimi kisitlamaktadir (Joudeh et al., 2022). Bu
kisitlamalarin asilmasi amaciyla gelistirilen yesil sentez yontemleri, biyolojik ve bitkisel
kaynaklarin rediiktor ve stabilizator olarak kullanimini esas almakta; bu cer¢evede kahve
posasi gibi gida endiistrisi atiklart hem ¢evre dostu hem de yiiksek biyoaktif i¢erige sahip
biyomalzemeler olarak 6n plana ¢ikmaktadir (Mussatto et al., 2011; Sayg et al., 2025).
Nanopartikiillerin biyolojik sistemlerde giivenli ve kontrollii sekilde uygulanabilmesi i¢in
ise biyouyumlu tasiyict sistemlere ihtiya¢ duyulmakta; kitosan bazli nanojeller bu amagcla
literatiirde siklikla tercih edilmektedir (Prabahara, 2004). Norodejeneratif hastaliklarin
patogenezinde oksidatif stresin merkezi bir rol oynadigi bilinmekte olup H:0: ile
indiiklenen SH-SY5Y hiicre modeli, bu mekanizmalarin in vitro kosullarda incelenmesinde
standart bir platform olarak kabul gérmektedir (Giiglii et al., 2023). Bununla birlikte, kahve
posast kokenli glimilis nanopartikiillerinin kitosan nanojel sistemiyle birlestirilerek
norodejeneratif oksidatif stres modelinde degerlendirildigi ¢alismalar literatiirde olduk¢a
siirlt kalmaktadir. Bu bosluktan hareketle yiiriitiilen tez ¢alismasi; siirdiiriilebilirlik, yesil
sentez ve noroprotektif nanoteknoloji alanlarini biitiinlestiren 6zgiin bir yaklagim sunmay1

hedeflemektedir.



1.1. Nanoteknoloji ve Nanopartikiiller

Nanoteknoloji, atomik ve molekiiler diizeyde (yaklasik 1-100 nm) materyallerin kontrol
edilerek yeni Ozellikler kazandirilmast ve bu Ozelliklerin bilimsel ile teknolojik
uygulamalarda kullanilmasini amaglayan disiplinler aras1 bir bilim alanidir. Nanoteknoloji
kavraminin temelleri Richard P. Feynman'in 1959 yilinda yaptig1 "There's Plenty of Room
at the Bottom" baslikli konusmasina dayandirilmakta olup, modern nanoteknolojinin
kapsami1 daha sonra Roco tarafindan ayrintili olarak tanimlanmistir (Feynman, 1960; Roco,
2003). Giiniimiizde nanoteknoloji; yliksek ylizey alani/hacim orani, boyuta bagli optik,
elektriksel, manyetik ve biyolojik 6zellikleri sayesinde tip, biyoteknoloji, ¢cevre bilimleri,
enerji ve malzeme miihendisligi gibi bir¢ok alanda yenilik¢i uygulamalarin gelistirilmesine

olanak saglamaktadir (Buzea et al., 2007; Khan et al., 2019).

Nanopartikiiller, nanoteknolojinin en énemli yap1 taglarindan biri olup metal, metal oksit,
polimerik veya biyolojik kokenli olabilmektedir. Sahip olduklar: kiigiik boyut ve yiizey
ozellikleri, nanopartikiillerin hiicrelerle ve biyomolekiillerle etkilesimini artirmakta; bu
durum 6zellikle biyomedikal uygulamalarda 6nemli avantajlar sunmaktadir (Chavali et al.,
2019). Nanopartikiiller; ila¢c tasima sistemleri, biyosensorler, goriintiileme ajanlari,
antioksidan ve antimikrobiyal uygulamalar gibi bir¢ok alanda aktif olarak kullanilmaktadir

(Kirubakaran et al., 2026).

Nanopartikiillerin biyolojik sistemlerdeki etkileri; partikiil boyutu, sekli, yiizey yiikii ve
yiizey yapisindaki yan gruplara bagl olarak degisiklik gostermektedir. Bu nedenle
nanopartikiil sentezinde kullanilan yontemler ve stabilizasyon stratejileri, elde edilen
yapilarin biyouyumlulugu ve etkinligi acisindan kritik 6neme sahiptir (Florian and Marcus,
2013). Ozellikle biyomedikal uygulamalarda, toksik etkilere yol agmayan ve kontrollii

etkilesim saglayan nanopartikiil sistemlerinin gelistirilmesi gerekmektedir.

Son yillarda, cevresel siirdiiriilebilirlik ve insan sagligina yonelik artan hassasiyet
nedeniyle nanopartikiil iiretiminde ¢evre dostu ve biyouyumlu ydntemlere olan ilgi giderek
artmaktadir. Bu baglamda yesil sentez yaklasimlar1 ve dogal kaynaklarin kullanimi,

nanopartikiil iretiminde geleneksel kimyasal yontemlere alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir.



Nanoteknolojinin bu siirdiiriilebilir yonii, ¢evre ve saglik alanlarinda gelistirilen yeni nesil

uygulamalarin temelini olusturmaktadir (Kirubakaran et al., 2026).

1.2. Nanopartikiil Uretiminde Kullamlan Yéntemler

Nanopartikiillerin elde edilmesi, kullanilan baslangi¢c materyali ve izlenen sentez siirecine
bagl olarak farkli yontemler araciligiyla gergeklestirilmektedir. Bu yontemler, iiretim
stirecinin maddeye uygulanan fiziksel ya da kimyasal miidahale diizeyine gore gesitlilik
gostermektedir. Sentez stratejileri genel olarak, mevcut bir materyalin boyutunun
kiigiiltilmesine dayanan yukaridan asagiya (top-down) yaklasimlar ile temel yap1
birimlerinden yeni bir yapi olusturmayi1 esas alan asagidan yukariya (bottom-up)

yaklagimlar seklinde ele alinmaktadir (Namakka et al., 2023).

Yukaridan asagiya temelli yontemlerde, baslangi¢c materyali ¢esitli fiziksel veya mekanik
islemlere maruz birakilarak nano 6lgege indirgenmektedir. Bu siirecler sirasinda uygulanan
yuksek enerji, materyalin ylizey yapisinda ve kristal diizeninde degisimlere neden
olabilmektedir. Mekanik par¢alama, iyon temelli uygulamalar ve lazer destekli islemler bu
gruba dahil edilebilir. Ancak bu yontemler; yiiksek enerji ihtiyaci, ¢cevresel yiik ve parcacik
boyutunun hassas sekilde kontrol edilememesi gibi nedenlerle sinirli kullanim alanina

sahiptir (Tripathy et al., 2023).

Temel yap1 taglarindan hareketle gerceklestirilen asagidan yukariya (bottom-up) sentez
yaklasimlarinda ise atomik veya molekiiler diizeydeki birimler, kontrollii reaksiyonlar
sonucunda bir araya getirilerek nanopartikiiller olusturulmaktadir. Bu ydntemlerde
reaksiyon ortami, sicaklik ve kimyasal bilesim gibi parametreler aracilifiyla partikiil
boyutu ve morfolojisi daha etkin bigimde yonlendirilebilmektedir. Sol-jel, hidrotermal ve
buhar fazi temelli teknikler bu yaklagim kapsaminda degerlendirilmektedir. Daha diisiik
enerji gereksinimi ve yiiksek kontrol imkan1 sunmalar1 nedeniyle bu yontemler literatiirde

yaygin olarak tercih edilmektedir (Tripathy et al., 2023).

Giliniimiizde nanopartikiil sentezinde c¢evre dostu alternatiflere olan ilginin artmasiyla
birlikte biyolojik kaynakli {iretim yontemleri 6ne ¢ikmistir. Bu yaklasimlarda bitkiler,

mikroorganizmalar veya mantarlar gibi dogal kaynaklardan elde edilen bilesenler, metal



iyonlarinin indirgenmesinde aktif rol oynamaktadir. Biyolojik molekiiller ayn1 zamanda
nanopartikiillerin kararliligini saglayarak ek kimyasal stabilizator ihtiyacini azaltmaktadir

(Hussain et al., 2016).

Biyolojik temelli sentez yontemleri (green synthesis), toksik reaktif kullanimini
sinirlandirmasi, diisiik enerji gereksinimi ve siirdiiriilebilirlik agisindan énemli avantajlar
sunmaktadir. Bununla birlikte, biyolojik kaynaklarin igeriginin c¢evresel ve mevsimsel
faktorlere bagli olarak degiskenlik gdstermesi, sentez siirecinin standartlastirilmasini
zorlagtirabilmektedir. Bu durum o6zellikle tekrarlanabilirlik ve {iriin homojenligi agisindan

bazi kisitlamalar dogurmaktadir (Parveen et al., 2016).

Bu sinirlamalarin agilmasi amaciyla son yillarda, biyolojik sistemlerden elde edilen tanimli
ve saf bilesiklerin nanopartikiil sentezinde kullanimai lizerine ¢alismalar yogunlagmustir. Saf
bilesenler kullanilarak gergeklestirilen sentezler, daha kontrollii reaksiyon kosullar1 ve
daha tutarli nanopartikiil 6zellikleri elde edilmesine olanak tanimaktadir. Bu yaklasim,
cevre dostu iiretim anlayisi ile analitik gilivenilirligi bir arada sunmas1 bakimindan dikkat

cekmektedir (Kirubakaran et al., 2026).

1.3. Kahve Posasi ve Biyolojik Atiklarin Degerlendirilmesi

Kahve, diinya genelinde en yaygin tiiketilen i¢ceceklerden biri olup tiiketim siireci sonunda
biiyiik miktarlarda kahve posas1 atig1 olugsmaktadir. Genellikle evsel veya endiistriyel atik
olarak degerlendirilen kahve posasi, uygun sekilde yonetilmediginde ¢evresel kirlilige yol
acabilmektedir (La Scalia et al., 2021). Bununla birlikte, icerdigi zengin biyokimyasal
bilesenler sayesinde kahve posasi, siirdiiriilebilir ve katma degeri yiliksek uygulamalar i¢in

onemli bir biyomalzeme potansiyeli tasimaktadir (Zabaniotou et al., 2019).

1.3.1. Kahve Posasinin Kimyasal Icerigi

Kahve posasi; fenolik bilesikler, flavonoidler, alkaloidler, polisakkaritler, lipitler ve
proteinler gibi ¢esitli biyolojik olarak aktif bilesenler icermektedir (Franca et al., 2022).
Ozellikle klorojenik asitler, kafeik asit, ferulik asit ve gallik asit gibi fenolik bilesikler,

kahve posasinin gii¢lii antioksidan 6zellikler gostermesinde dnemli rol oynamaktadir. Bu



bilesenler, serbest radikalleri notralize edebilme yetenekleri sayesinde biyolojik

sistemlerde oksidatif stresin azaltilmasina katki saglamaktadir (Zengin et al., 2019).

Kahve posasinda bulunan polisakkaritler ve indirgen sekerler, metal iyonlarmin
indirgenmesinde dogal indirgeme ajanlar1 olarak gorev alabilmektedir. Ayni1 zamanda bu
biyomolekiiller, sentezlenen nanopartikiillerin yilizeyinde kaplayici ve stabilize edici etki
gostererek partikiil agregasyonunu azaltmaktadir. Bu 6zellikler, kahve posasini yesil sentez
yaklagimlari i¢in uygun ve fonksiyonel bir biyomalzeme haline getirmektedir (Chien et al.,

2019).

1.3.2. Atik Biyomalzemelerin Geri Kazanimi

Atik biyomalzemelerin geri kazanimi, siirdiiriilebilirlik ve dongiisel ekonomi anlayisinin
temel bilesenlerinden biridir. Tarimsal ve gida endiistrisi atiklar1, uygun biyoteknolojik ve
kimyasal iglemlerle yiiksek katma degerli tirlinlere doniistiiriilebilmektedir. Bu yaklagim
hem c¢evresel yiikiin azaltilmasina hem de ekonomik agidan verimli iiretim siireglerinin

gelistirilmesine katki saglamaktadir (Echave et al., 2023).

Kahve posasinin nanopartikiil sentezinde kullanilmasi, atik yonetimi agisindan ¢evre dostu
bir ¢6ziim sunarken, toksik kimyasallarin kullanimini azaltarak yesil kimya prensipleriyle
uyumlu bir dretim silireci olusturmaktadir. Ayrica, biyolojik atiklarin bu sekilde
degerlendirilmesi; yenilenebilir kaynak kullanimini tesvik etmekte ve siirdiirtilebilir
biyoteknolojik uygulamalarin yayginlagsmasima olanak tanimaktadir (Yusufoglu et al.,

2024).

Bu baglamda kahve posasi gibi atik biyomalzemelerin nanoteknolojik uygulamalarda
kullanilmasi, g¢evresel stirdiiriilebilirlik ile biyomedikal yenilikleri bir araya getiren

stratejik bir yaklagim olarak 6ne ¢ikmaktadir.



1.4. Giimiis

Gumis (Ag), fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri nedeniyle tarih boyunca insanlik
tarafindan farkli amagclarla kullanilmis, biyolojik sistemlerle etkilesimi en iyi bilinen
metallerden biridir. Antik uygarliklardan itibaren giimiis kaplarin su ve gidalarin
muhafazasinda tercih edilmesi, bu metalin mikroorganizmalar iizerindeki baskilayici
etkisinin erken donemlerde fark edildigini gostermektedir (Antsiferova et al., 2022).
Modern bilimsel calismalar, giimiisiin biyolojik aktivitesinin temel olarak glimiis
iyonlarinin (Ag*) hiicresel yapilarla etkilesimine dayandigini ortaya koymustur; bu iyonlar
hiicre duvar1 ve membran biitiinliigiinii bozabilmekte, enzimatik proteinlerle baglanarak
metabolik siiregleri inhibe edebilmekte ve niikleik asit yapilariyla etkilesime girerek hiicre
cogalmasin1 sinirlandirabilmektedir (de Paiva Pinheiro et al., 2021). Bu 6zellikler,
giimiisiin Ozellikle antibakteriyel, antifungal ve antiviral uygulamalarda etkin bir ajan
olarak kullanilmasina olanak saglamistir. Glinlimiizde giimiis; yara ortiileri, yanik tedavi
materyalleri, ortopedik ve dental implantlar, kateterler ve diger tibbi cihazlarin yiizey
kaplamalarinda  enfeksiyon  riskini  azaltmak  amaciyla  yaygin  bigimde

degerlendirilmektedir (Betts et al., 2021).

1.5. Giimiis Nanopartikiiller (AgNP)

Nanoteknolojideki gelismelerle birlikte glimiisiin biyolojik uygulamalar1 yeni bir boyut
kazanmis; glimiis nanopartikiiller (AgNP'ler), yliksek yiizey alani/hacim oranlar1 sayesinde
klasik giimiis formlarina kiyasla daha giiclii ve uzun siireli biyolojik etki gosterebilen
yapilar olarak one c¢ikmistir. AgNP'lerin hiicre membraniyla dogrudan etkilesime
girebilmesi ve kontrollii iyon salinimi saglayabilmesi, bu nanopartikiillerin ilag tasima
sistemleri, doku miihendisligi uygulamalar1 ve biyosensor teknolojilerinde kullanilmasini

miimkiin kilmistir (de Paiva Pinheiro et al., 2021).

AgNP'lerin biyolojik etkinligi, partikiil boyutu ile dogrudan iliskilidir. Daha kiigiik boyutlu
AgNP'ler, birim kiitlede daha genis ylizey alan1 sunarak Ag* salinim hizini artirmakta ve
biyolojik hedeflerle daha etkin etkilesime girmektedir. Ayn1 zamanda yiizey yiikii ve

kaplama materyali, partikiiliin hiicresel alimini, kararliligini ve toksisite profilini belirleyen



kritik parametreler arasinda yer almaktadir (Joudeh et al., 2022). UV-Vis spektroskopisi
ile gdzlemlenen ylizey plazmon rezonansi (SPR) piki, AgNP'lerin temel karakterizasyon
yontemi olup partikiil boyutu ve dagilimi1 hakkinda 6nemli bilgi saglamaktadir. TEM, SEM
ve dinamik 1s1k sagilimi (DLS) teknikleri ise morfolojik ve boyutsal analizde kullanilan

tamamlayict yontemlerdir.

Bununla birlikte, giimiis ve giimiis nanopartikiillerinin biyolojik etkilerinin doza, partikiil
boyutuna ve ylizey Ozelliklerine bagli olarak degiskenlik gosterebildigi; yiiksek
konsantrasyonlarda sitotoksik etkilere yol acabilecegi bilinmektedir (Sati et al., 2025).
Noral hiicreler iizerinde yapilan ¢alismalar, AgNP'lerin konsantrasyona bagli nérotoksik
potansiyel tasidigim1 ortaya koymakta; bu nedenle ndroprotektif amaca yodnelik
uygulamalarda doz optimizasyonu ve biyouyumlu tasiyici sistemlerin kullanimi biiyiik
onem kazanmaktadir. Bu dogrultuda kitosan gibi biyopolimerlerle hibrit nanojel sistemleri
olusturulmasi, AgNP'lerin terapotik etkinligini korurken hiicresel toksisite riskinin

minimize edilmesine imkan tanimaktadir (Shehabeldine et al., 2022).

1.6. Kitosan Bazh Nanojel Sistemleri

Nanoteknoloji ve biyomalzeme alanindaki gelismeler, biyolojik sistemlerle uyumlu,
giivenli ve etkin tasiyict sistemlerin gelistirilmesini miimkiin kilmistir (Drabczyk et al.,
2024). Bu baglamda dogal kokenli polimerler arasinda yer alan kitosan, sahip oldugu
biyolojik ve fizikokimyasal 6zellikler nedeniyle nanojel sistemlerinin gelistirilmesinde
yaygin olarak tercih edilmektedir. Kitosan bazli nanojeller, 6zellikle biyomedikal
uygulamalarda kontrollii salim, artmis hiicresel etkilesim ve diisiik toksisite gibi dnemli

avantajlar sunmaktadir (Iacob et al., 2021).

1.6.1. Kitosanin Yapisi ve Biyouyumlulugu

Kitosan, kitinin deasetilasyonu sonucu elde edilen, dogrusal yapida ve pozitif yiikli bir
dogal polisakkarittir. Yapisinda bulunan serbest amino gruplari, kitosana pH-duyarlh
0zellik kazandirmakta ve biyolojik sistemlerle giiclii etkilesimler kurmasini saglamaktadir.
Bu fonksiyonel gruplar sayesinde kitosan, cesitli biyomolekiiller ve nanopartikiillerle

kolaylikla kompleks olusturabilmektedir (Shariatinia et al., 2019). Kitosanin en énemli



ozelliklerinden biri biyouyumlu ve biyobozunur bir polimer olmasidir. Viicut icerisinde
toksik yan iirlinler olusturmadan enzimatik yollarla pargalanabilmesi, onu biyomedikal
uygulamalar i¢in giivenli bir materyal haline getirmektedir. Ayrica kitosanin diisiik
immiinojenik 6zellik gdstermesi, hiicre kiiltiirii ve doku miihendisligi ¢alismalarinda tercih
edilmesinin baslica nedenleri arasinda yer almaktadir (Saputra et al., 2025). Pozitif yiizey
yiikii sayesinde hiicre membranlartyla elektrostatik etkilesim kurabilen kitosan, hiicresel
alimm artirilmasina da katki saglamaktadir (Aibani et al.,, 2021). Bu o6zellikleri
dogrultusunda kitosan; ilag tasiyict sistemler, gen transferi, yara iyilesmesi ve doku

miihendisligi gibi bir¢ok biyomedikal uygulamada etkin bir sekilde kullanilmaktadir.

1.6.2. Nanojeller

Nanojeller, ¢apraz bagli polimer aglarindan olusan, nanometre dl¢eginde boyutlara sahip
ve yliksek su tutma kapasitesi gosteren yapilardir. Bu 6zellikleri sayesinde hem hidrofilik
hem de hidrofobik aktif maddelerin enkapsiilasyonuna olanak tanimakta ve biyolojik
ortamlarda stabil bir tasiyici sistem olarak gérev yapmaktadir (Soni et al., 2016). Klasik
nanopartikiil ve mikropartikiil sistemleriyle karsilastirildiginda nanojeller, daha yumusak
ve esnek yapilar sayesinde biyolojik dokularla daha iyi uyum saglamakta ve hiicresel
etkilesim acisindan avantaj sunmaktadir (Soni et al., 2016). Nanojel sistemlerinin 6énemli
ustiinliiklerinden biri, aktif maddelerin kontrollii ve siirdiiriilebilir salimina imkan
tanimasidir. Yiksek sisme kapasitesi ve genis ylizey alani sayesinde nanojeller, tasidiklari
biyoaktif bilesenlerin = biyoyararlanimini  artirabilmekte ve salim  kinetiginin
diizenlenmesine olanak saglamaktadir. Ayrica pH, iyonik gii¢ ve sicaklik gibi cevresel
faktorlere duyarli olarak tasarlanabilmeleri, hedefe yonelik ilag tasima sistemlerinin

gelistirilmesinde nanojelleri 6n plana ¢ikarmaktadir (Jain et al., 2024).

Kitosan bazli nanojeller, kitosanin biyouyumlu, biyobozunur ve diisiik toksisiteye sahip bir
polimer olmast nedeniyle biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak tercih edilmektedir.
Kitosanin yapisinda bulunan protonlanabilir amino gruplari, nanojel sistemlerine pH-
duyarli 6zellik kazandirarak o6zellikle asidik ortamlarda kontrollii salimi miimkiin
kilmaktadir. Bunun yani sira, kitosan bazli nanojellerin pozitif yiizey yiikii, hiicre
membranlariyla elektrostatik etkilesim kurarak hiicresel alimin artirilmasma katki

saglamaktadir (Arpa et al., 2025).



1.7. Oksidatif Stres ve Norodejeneratif Hastalhiklar

Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile hiicresel antioksidan savunma sistemleri
arasindaki dengenin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan ve hiicresel hasara yol agan temel bir
biyokimyasal siirectir. ROS; siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali gibi
yiliksek reaktiviteye sahip molekiilleri igerir ve normal fizyolojik kosullarda diisiik
diizeylerde tiretilir. Bu diisiik diizeydeki ROS, hiicresel sinyal iletimi, gen ekspresyonunun
diizenlenmesi, metabolik homeostazin korunmasi1 ve hiicresel adaptasyon siireclerinde
kritik bir rol oynar (Juan et al., 2021). Ancak ROS iiretimi asiriya ¢iktiginda, lipit
peroksidasyonu, protein oksidasyonu ve DNA hasari1 gibi geri doniissiiz molekiiler hasarlar
ortaya cikar. Lipit peroksidasyonu, 6zellikle hiicre membranlarinin biitiinliiglinii bozarak
membran gegirgenligini ve sinyal iletimini etkiler. Protein oksidasyonu, enzimatik
aktivitelerde azalmaya ve hiicresel metabolizma bozukluklarina yol acabilir. DNA
iizerindeki oksidatif hasar ise mutasyonlara, hiicresel fonksiyon kaybina ve programli
hiicre dliimiine (apoptoz) zemin hazirlar (Sikder et al., 2025). Sinir hiicreleri, yiiksek
metabolik aktiviteleri ve oksijen tiiketimleri nedeniyle ROS'a kars1 dogal olarak yiiksek
maruziyet gosterir. Ayrica beyin dokusu, yogun poli-doymamis yag asitleri icerdigi i¢in
lipit peroksidasyonuna kars1 oldukca hassastir. Bu hiicrelerin smirli rejenerasyon
kapasiteleri, meydana gelen oksidatif hasarin onarimini giiglestirir ve néronal islevlerin
bozulmasina neden olabilir (Singh et al., 2019). Oksidatif stresin kronik bir bicimde devam
etmesi, sinir hiicrelerinde enerji metabolizmasinin bozulmasmma ve mitokondriyal
disfonksiyonun artmasina yol agar (Singh et al., 2019). Yaslanma ve bazi nérodejeneratif
hastaliklar da bu siireci siddetlendirir. Hiicresel antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz
kaldig1 durumlarda, oksidatif stres hiicre 6liimii ve dokusal hasarin baslica nedenlerinden

biri haline gelir (Dayem et al., 2014).

1.7.1. Oksidatif Stres Mekanizmalari

Oksidatif stres mekanizmalari, sliperoksit anyonu (O:*7), hidrojen peroksit (H20:) ve
hidroksil radikali (*OH) gibi reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iretimiyle iligkilidir. Bu reaktif
tiirler, mitokondriyal solunum zinciri, inflamatuvar siirecler ve ¢evresel stres faktorleri
sonucunda olusabilmektedir (Ozcan et al., 2015). Hiicrelerde antioksidan savunma sistemi;

stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimatik
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mekanizmalar ile glutatyon, askorbik asit ve tokoferoller gibi enzimatik olmayan

antioksidanlardan olusmaktadir (Aslankog vd., 2019).

Bu savunma sistemlerinin yetersiz kaldig1 durumlarda, ROS birikimi lipit peroksidasyonu,
protein oksidasyonu ve DNA hasar1 ile sonu¢lanmaktadir. Hidrojen peroksit, hiicre
zarindan kolaylikla difiize olabilmesi ve daha reaktif tiirlere doniisebilmesi nedeniyle in
vitro oksidatif stres modellerinde yaygin olarak kullanilan bir ajandir. H20: ile indiiklenen
oksidatif stres, hiicresel dejenerasyon mekanizmalarinin kontrollii bir sekilde

incelenmesine olanak saglamaktadir (Basaran, 2024).

]
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Lipit Hasari DNA Hasari Sitokrom ¢ Salinimi Hiicre Olimi

Sekil 1.1. H202'nin SH-SY5Y hiicrelerinde oksidatif stres olusturma mekanizmasinin sematik gosterimi

1.7.2. Norodejeneratif Hastaliklarda Oksidan/Antioksidan Denge

Norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde oksidan ve antioksidan denge bozuklugu
merkezi bir rol oynamaktadir. Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastaliklar1 gibi
norodejeneratif bozukluklarda, artmis oksidatif stresin ndronal hasari hizlandirdigr ve
hiicre 6liim mekanizmalarini tetikledigi gosterilmistir. Protein agregasyonu, mitokondriyal
disfonksiyon ve noroinflamasyon gibi siiregler, oksidatif stres ile dogrudan iligkilidir

(Olufunmilayo et al., 2023).
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1.7.2.1. Oksidatif Stres ve Alzheimer

Alzheimer hastalig1 (AH), yasa bagli ilerleyici bir ndrodejeneratif bozukluk olup biligsel
islev kayb1 ve hafiza bozulmasi ile karakterizedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, AH
patogenezinde oksidatif stresin merkezi bir rol oynadigini gostermektedir. Oksidatif stres,
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ile hiicresel antioksidan savunma mekanizmalar1 arasindaki
dengenin bozulmas1 sonucu ortaya ¢ikar. Bu dengesizlik, lipitler, proteinler ve DNA
iizerinde geri dontigsiiz molekiiler hasarlara yol acar (Olufunmilayo et al., 2023). Beyin
dokusu, yiiksek oksijen tiiketimi ve yogun poli-doymamis yag asidi igerigi nedeniyle
ROS'a kars1 ozellikle hassastir. Noronal membranlarda lipit peroksidasyonu, hiicre
biitiinliiglinlin bozulmasina ve sinyal iletiminde aksamalara neden olur. Mitokondriyal
disfonksiyon, enerji metabolizmasinin bozulmasi ve ROS {iretiminin artmasi, oksidatif
stresi daha da siddetlendirir (Kocacenk vd., 2016). Protein agregasyonu ve
noroinflamasyon gibi patolojik siire¢ler, oksidatif stres ile dogrudan iliskilidir ve AH’nin
ilerlemesini hizlandirir. Hiicresel antioksidan savunma sistemlerinin yetersizligi, ndronal
oliim ve bilissel islev kaybinin baslica nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir. Bu
nedenle AH patogenezinde oksidatif stresin mekanizmalarinin anlasilmasi, yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi agisindan biiyiik dnem tagir. Antioksidan yaklasimlar ve ROS
seviyelerinin diizenlenmesi, Alzheimer hastalifinda noroproteksiyonun saglanmasinda

umut vaat etmektedir (Teleanu et al., 2022).

1.7.2.2. Oksidatif Stres ve Parkinson

Parkinson hastaligi, ilerleyici seyirli ve norodejeneratif 6zellik gosteren bir hastalik olup
temel olarak substantia nigra pars compacta bolgesindeki dopaminerjik néron kaybi ile
karakterizedir. Hastaligin patogenezinde oksidatif stresin merkezi bir rol oynadigina dair
giiclii bilimsel kanitlar bulunmaktadir (Blesa et al., 2015). Beynin yiiksek oksijen tiikketimi
ve sinirli antioksidan savunma kapasitesi, noral dokuyu oksidatif hasara karsi hassas hale
getirmektedir. Dopamin metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri,
Parkinson hastaliginda artmis oksidatif yiikiin 6nemli kaynaklarindan biridir. Substantia
nigra bolgesinde goriilen demir birikimi, serbest radikal olusumunu hizlandirarak oksidatif
stresi daha da artirmaktadir (Chang et al., 2020). Mitokondriyal solunum zincirindeki

bozukluklar, hiicresel enerji liretimini azaltirken reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimine
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yol agmaktadir. Artan oksidatif stres, lipit peroksidasyonu yoluyla hiicre zarinin
biitiinliigiinii bozmaktadir. Ayn1 zamanda proteinlerin oksidatif modifikasyonu, enzim
aktivitelerinde ve hiicresel sinyal yollarinda ciddi islev kayiplarina neden olmaktadir. DNA
ve mitokondriyal DNA hasari, noronlarin onarim kapasitesini asarak hiicre o6liim
stireclerini tetiklemektedir (Exner et al., 2012). Oksidatif stres, apoptotik ve nekrotik hiicre
olim mekanizmalarinin aktivasyonunda onemli bir faktor olarak gorev yapmaktadir.
Bununla birlikte oksidatif hasar, alfa-siniiklein agregasyonunu artirarak Lewy
cisimciklerinin olusumuna katk: saglamaktadir (Erekat et al., 2018). Mikroglial hiicrelerin
aktivasyonu ile gelisen noroinflamasyon, oksidatif stresle birlikte dopaminerjik néron
kaybin1 hizlandirmaktadir. Bu siiregler birbirini besleyen patolojik bir dongii olusturarak
hastaligin ilerlemesini  kolaylastirmaktadir. Antioksidan savunma sistemlerinin
yetersizligi, ndéronlarin serbest radikal hasarina karsi korunmasini zorlastirmaktadir. Bu
nedenle oksidatif stresin Parkinson hastaligindaki roliiniin detayli olarak incelenmesi,
hastaligin  molekiiler mekanizmalarinin anlasilmast ve yeni tedavi stratejilerinin

gelistirilmesi acisindan biiylik 6nem tagimaktadir (He et al., 2020).

1.7.2.3. Oksidatif Stres ve Huntington

Huntington hastali§i, kalitsal gecis gosteren, ilerleyici ve oOliimciil seyirli bir
norodejeneratif hastalik olup motor, biligsel ve psikiyatrik bozukluklarla karakterizedir.
Hastalik, huntingtin geninde meydana gelen CAG triniikleotid tekrar artis1 sonucunda
olusan mutant huntingtin proteininin ndronal islevleri bozmasiyla ortaya ¢ikmaktadir
(Reiner et al., 2011). Norodejeneratif hastaliklarin biiyiik bir kisminda oldugu gibi
Huntington hastaliginin patogenezinde de oksidatif stres onemli bir rol oynamaktadir.
Beyin dokusunun yiiksek oksijen tiiketimi ve sinirli antioksidan savunma kapasitesi,
ndronlar1 oksidatif hasara karsi1 duyarli hale getirmektedir. Huntington hastaliginda artmis
reaktif oksijen ve azot tiirleri, hiicresel redoks dengesinin bozulmasina neden olmaktadir
(D’Egidio et al., 2023). Mutant huntingtin proteini, mitokondriyal fonksiyonlar1 olumsuz
etkileyerek enerji metabolizmasinda aksamalara yol agmaktadir. Mitokondriyal solunum
zincirindeki bozukluklar, ATP iiretiminin azalmasma ve serbest radikal olusumunun
artmasia neden olmaktadir. Artan oksidatif stres, lipit peroksidasyonu yoluyla hiicre
zarmin biitiinliiglinii bozarak noronal hasari derinlestirmektedir. Ayni1 zamanda proteinlerin

oksidatif modifikasyonu, hiicresel sinyal iletimini ve enzim aktivitelerini olumsuz



13

etkilemektedir. DNA ve mitokondriyal DNA'da meydana gelen oksidatif hasar, néronlarin
onarim kapasitesini asarak hiicre 6liim siireclerini tetiklemektedir (Joshi et al., 2025).
Oksidatif stres, apoptotik ve nekrotik hiicre 6liim mekanizmalarinin aktivasyonunda
onemli bir faktor olarak gorev yapmaktadir. Striatum bolgesindeki néronlarin oksidatif
hasara karsi daha hassas olmasi, Huntington hastaligina 6zgii néronal kaybin temel
nedenlerinden biri olarak kabul edilmektedir (Jiménez-Jiménez et al., 2025). Ayrica
oksidatif stresin ndro inflamasyon siirecleriyle etkilesimi, ndronal dejenerasyonu
hizlandiran patolojik bir dongli olusturmaktadir. Antioksidan savunma sistemlerinin
yetersizligi, mutant huntingtin proteininin toksik etkilerini daha da belirgin hale
getirmektedir. Bu nedenle oksidatif stresin Huntington hastaligindaki roliiniin ayrintili
olarak incelenmesi, hastaligin molekiiler mekanizmalarinin anlagilmasi ve yeni tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi agisindan biiylik onem tagimaktadir (D’Egidio et al., 2025).

1.8. SH-SY5Y Hiicre Hatt1 ve H.0: ile Oksidatif Stres Modeli

Norodejeneratif hastaliklarin hiicresel ve molekiiler mekanizmalarinin anlasilabilmesi i¢in
giivenilir ve tekrarlanabilir in vitro modellere ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu amagla kullanilan
hiicre hatlar arasinda insan kokenli néroblastoma hiicre hatt1 olan SH-SYS5Y, sinir sistemi
hastaliklarinin aragtirilmasinda en yaygin tercih edilen modellerden biridir. SH-SYS5Y
hiicreleri, noronal farklilasma kapasitesi ve oksidatif strese duyarliligi sayesinde

norodejeneratif siireclerin incelenmesine olanak saglamaktadir (Zhang et al., 2025).

1.8.1. H:20: ile Hiicresel Dejenerasyonun Modellenmesi

Hidrojen peroksit (H202), hiicre zarindan kolaylikla difiize olabilen ve hiicre igerisinde
daha reaktif oksijen tiirlerine doniisebilen bir oksidan ajandir. Bu 6zelligi nedeniyle H20-
ile indiiklenen oksidatif stres modelleri, hiicresel dejenerasyonun in vitro kosullarda
kontrollii bir sekilde olusturulmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. H2O. uygulamasi,
hiicrelerde lipit peroksidasyonu, protein oksidasyonu, DNA hasar1 ve mitokondriyal
fonksiyon bozukluklarina yol agarak nérodejeneratif siirecleri taklit etmektedir (Clementi

etal., 2019).
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SH-SYS5Y hiicre hattinda H20: ile olusturulan oksidatif stres modeli, oksidan/antioksidan
dengenin bozulmasini ve buna bagl hiicresel hasar1 degerlendirmek agisindan oldukga
etkilidir. Bu model, antioksidan kapasiteye sahip bilesiklerin ve nanoteknolojik sistemlerin
hiicre koruyucu etkilerinin arastirilmasina olanak saglamaktadir. H.O: konsantrasyonu ve
maruziyet siiresi, hiicresel yanitin siddetini belirleyen temel parametreler olup deneysel

tasarimda dikkatle optimize edilmektedir (Clementi et al., 2019).

1.9. Calismanin Amaci

Nanoteknoloji alaninda son yillarda gerceklestirilen caligmalar, biyolojik kaynaklar
kullanilarak sentezlenen metal nanopartikiillerinin biyouyumluluklarinin artirilabilecegini
ve ¢evre dostu iretim yaklagimlarinin gelistirilebilecegini gostermektedir. Bununla
birlikte, yesil sentezde kullanilan bitkisel ve biyolojik kaynaklarin énemli bir bolimii
dogrudan dogal bitki materyallerinden elde edilmekte olup, tarimsal ve gida endiistrisi
atiklarinin yiiksek katma degerli nanomalzemelerin {retiminde degerlendirilmesine
yonelik ¢aligmalar halen smirli sayidadir. Bu kapsamda kahve posasi (KP), igerdigi
klorojenik asit, kinik asit ve diger fenolik bilesikler sayesinde metal iyonlarini indirgeme
ve sentezlenen nanopartikiilleri stabilize edebilme potansiyeline sahip siirdiiriilebilir bir
biyokiitle kaynagi olarak dikkat c¢ekmektedir. Ayni zamanda kahve posasinin
degerlendirilmesi, organik atik miktarinin azaltilmas1 ve dongiisel ekonomi yaklasiminin

desteklenmesi agisindan da 6nemli bir gevresel avantaj saglamaktadir.

Gilimiis nanopartikiilleri (AgNP'ler), yiiksek yilizey alani/hacim orani, giiglii biyolojik
aktivitesi ve antimikrobiyal, antioksidan ile terapotik 6zellikleri nedeniyle biyomedikal
uygulamalarda en yaygin kullanilan metal nanopartikiiller arasinda yer almaktadir.
Bununla birlikte, c¢iplak AgNP'lerin biyolojik ortamlarda agregasyona ugrayabilmesi,
kontrolsiiz iyon salmimi gostermesi ve yiiksek dozlarda sitotoksisite olusturabilmesi
onemli simrliliklar arasinda bulunmaktadir. Bu nedenle son yillarda AgNP'lerin
biyouyumlu polimerlerle birlestirilerek daha giivenli ve kontrollii tasiyici sistemlerin

gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar 6nem kazanmustir.

Bu ama¢ dogrultusunda dogal, biyobozunur ve biyouyumlu bir polisakkarit olan kitosan,

nanojel sistemlerinin hazirlanmasinda yaygin olarak tercih edilmektedir. Kitosan bazli
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nanojeller, yliksek su tutma kapasiteleri, kontrollii salim 6zellikleri, pozitif ylizey yiikleri
sayesinde hiicrelerle etkin etkilesim kurabilmeleri ve nanopartikiillerin stabilitesini
artirmalar1 nedeniyle biyomedikal uygulamalarda 6nemli avantajlar saglamaktadir.
AgNP'lerin kitosan nanojel sistemi igerisine yliklenmesiyle hem nanopartikiillerin
fizikokimyasal kararliliginin artirilmasi hem de biyolojik etkinliklerinin kontrollii sekilde

ortaya konulmasi hedeflenmektedir.

Calismada biyolojik degerlendirme modeli olarak SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicre
hatt1 tercih edilmigtir. SH-SYSY hiicreleri, ndronal 6zellik gdstermeleri, oksidatif strese
duyarli olmalar1 ve norodejeneratif hastaliklarin  molekiiler mekanizmalarinin
arastirilmasinda yaygin olarak kullanilmalar1 nedeniyle in vitro néroprotektif ¢alismalar
icin giivenilir deney modellerinden biri olarak kabul edilmektedir. Hiicresel oksidatif stres
modeli olusturmak amaciyla hidrojen peroksit (H20:) kullanilmistir. H2O, hiicre zarini
kolaylikla gegebilmesi, hiicre igerisinde reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu artirmasi ve
kontrollii bigimde oksidatif hasar olusturabilmesi nedeniyle norodejeneratif hastalik

modellerinde en yaygin kullanilan oksidan ajanlardan biridir.

Mevcut literatlir incelendiginde kahve posasi kullanilarak sentezlenen glimiis
nanopartikiillerine iligkin caligmalar bulunmasina ragmen, bu nanopartikiillerin kitosan
bazl1 nanojel sistemi igerisine yiiklenerek H20- ile olusturulan SH-SYSY oksidatif stres
modelinde oksidan ve antioksidan parametreler agisindan birlikte degerlendirildigi
caligmalarin olduk¢a sinirli oldugu goriilmektedir. Bu durum, gelistirilen sistemin hem
strdiiriilebilir nanoteknoloji hem de biyomedikal uygulamalar acisindan 6zgiin bir

yaklagim sundugunu gostermektedir.

Bu tez calismasinin temel amaci; kahve posasi ekstrakti kullanilarak yesil sentez
yontemiyle giimiis nanopartikiillerinin sentezlenmesi, sentezlenen nanopartikiillerin
kitosan bazli nanojel sistemine yiiklenerek karakterize edilmesi ve gelistirilen nanojel
formiilasyonunun H:0: ile oksidatif stres olusturulmus SH-SYSY hiicre hattinda hiicre
canlilig1 ile toplam oksidan ve toplam antioksidan seviyeleri iizerindeki etkilerinin
arastiritlmasidir. Bu amag¢ dogrultusunda, kahve posasi ekstraktinda bulunan fenolik
bilesiklerin glimiis iyonlarin1 indirgeme ve kararli AgNP sentezini gergeklestirebilecegi,

sentezlenen nanopartikiillerin kitosan bazli nanojel sistemi igerisine basarili sekilde



yiiklenebilecegi,

gelistirilen nanojel formiilasyonunun yiiksek konsantrasyonlarda

AgNP’ler ile larsilastirmali oalrak oksidatif stres kosullarinda antioksidan savunmay1

destekleyerek toplam oksidan seviyesini azaltacagi ve SH-SYSY hiicrelerinde hiicre

canliliginin korunmasina katki saglayacagi ongoriilmiistiir.

Boylece hem siirdiiriilebilir bir biyokiitle kaynaginin yiiksek katma degerli bir

nanobiyomalzemeye doniistiiriilmesi hem de gelistirilen nanojel sisteminin oksidatif strese

kars1 potansiyel biyolojik etkinliginin ortaya konulmasi hedeflenmistir.
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oksidatif stres kosullarinda SH-SYS5Y hiicrelerinde oksidan diizeyleri disiiriirken

antioksidan kapasiteyi artirarak noroprotektif etki gosterecektir.

Calismanin 6zgilin yonii, ¢evresel bir atik olan kahve posasimnin hem nanopartikiil
sentezinde aktif rol almasi hem de elde edilen nanoyapinin nérodejeneratif hastaliklarla
iligkili oksidatif stres modelinde degerlendirilmesidir. Bu yoniiyle tez; siirdiiriilebilirlik ve
yesil kimya ilkelerini biyomedikal nanoteknoloji ile birlestirerek literatiire ¢cevre dostu ve
biyouyumlu yeni bir yaklasim sunmakta, ayni zamanda norodejeneratif hastaliklarda
potansiyel antioksidan ve ndroprotektif uygulamalara yonelik bilimsel ve uygulamali katki

saglamay1 hedeflemektedir.



18

2. KAYNAK OZETLERI

Dayem ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada, glimiis nanopartikiillerin
(AgNP) SH-SYSY hiicrelerinde noronal farklilasma {izerindeki etkisi arastirilmistir.
Biyolojik yollarla elde edilen bu nanopartikiillerin hiicrelere uygulanmasi sonucunda,
hiicre yapisinda belirgin degisiklikler meydana geldigi ve ozellikle norit uzamasinda
dikkate deger bir artis oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte, reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) tiretiminin arttig1; ERK ve AKT gibi sinyal iletiminde gorevli kinazlarin daha aktif
hale geldigi belirlenmistir. Ayrica Map-2, B-tubulin III, sinaptofizin, nérogenin-1, Gap-43
ve Drd-2 gibi noronal farklilasma ile iligkili proteinlerin ekspresyon diizeylerinde de
ylikselme saptanmistir. Tim bu bulgular, AgNP’lerin hiicre i¢i sinyal mekanizmalarini
etkileyerek noronal farklilasmayi destekledigini ve bu yoniiyle kok hiicre temelli

uygulamalar agisindan dikkate deger bir potansiyele sahip olabilecegini gostermektedir.

Youssif ve arkadaslarinin (2019) gerceklestirdigi arastirmada, Lampranthus coccineus ve
Malephora lutea bitkilerinin sulu ekstraktlart kullanilarak giimiis nanopartikiiller
sentezlenmistir. Calismada, AICls ile Alzheimer modeli olusturulmus sicanlarda bu
nanogiimiis yapilarinin antioksidan kapasitesi ve noroprotektif etkileri degerlendirilmistir.
Elde edilen sonuglar, s6z konusu nanopartikiillerin kan-beyin bariyerini asabildigini ve
asetilkolinesteraz diizeylerinde artiga yol agtigini1 ortaya koymustur. Ayrica, nano glimiis
iceren sulu ekstraktlarin oksidatif stresin olumsuz etkilerini azalttigi ve bu yoniiyle
Alzheimer hastaliginin tedavisine yonelik potansiyel bir yaklagim sunabilecegi ifade

edilmistir (Youssif et al.,2019).

Yukarida Gzetlenen g¢aligmalar birlikte degerlendirildiginde, giimiis nanopartikiillerinin
biyolojik etkilerinin biiyiik Olclide sentez yontemine, yiizey modifikasyonuna, partikiil
boyutuna ve uygulanan doza bagli olarak degistigi goriilmektedir. Ozellikle biyolojik veya
yesil sentez yontemleriyle elde edilen AgNP'lerin klasik kimyasal sentez yontemlerine
kiyasla daha yiiksek biyouyumluluk gosterebildigi bildirilirken, SH-SY5Y hiicre hattinda
gergeklestirilen calismalarin 6nemli bir kismimin nanopartikiillerin ndérotoksik etkilerini

arastirmaya odaklandig1 dikkat ¢ekmektedir. Buna karsin yesil sentezlenmis AgNP'lerin
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oksidatif stres altinda olas1 noroprotektif etkilerini inceleyen g¢alismalarin sinirhi sayida

oldugu goriilmektedir.

Dahran ve arkadaslar1 (2025), referans antitiimdr ilag olarak florourasil (5-FU) kullanarak
gerceklestirdikleri bir ¢alismada, kafeinle konjuge edilmis giimiis nanopartikiillerin (Caf-
AgNP’ler) MDA-MB-231 meme kanseri hiicreleri iizerindeki antikanser etkinligini
degerlendirmistir. Calisma  sonucunda, kafeinin AgNP’ler {izerine stratejik
konjugasyonunun, meme kanseri hiicre hatlarina kars1 terapotik etkinligi belirgin sekilde
artirdigi ve ayni zamanda normal fare karacigeri (NBL) hiicrelerinde sitotoksisiteyi
azalttig1 gosterilmistir. Caf-AgNP’lerin MDA-MB-231 hiicrelerinde reaktif oksijen tiirleri
(ROS), malondialdehit (MDA), COX-2, IL-1B ve TNF-a diizeylerini anlamli diizeyde
artirdig1; bu artisa glutatyon (GSH) seviyelerinde belirgin bir azalma eslik ettigi rapor
edilmigtir. Ayrica, sitozolik sitokrom c, kaspaz-3 ve Bax protein diizeylerindeki artis ile
Bcl-2 ekspresyonu ve Bel-2/Bax oranindaki azalma, Caf-AgNP’lerin bu hiicrelerde giiclii
pro-apoptotik etki gdsterdigini ortaya koymustur (Dahran et al., 2025).

Leyva-Lopez ve arkadaslar1 (2021), C. viridis beyin hiicrelerinde H-02"nin neden oldugu
oksidatif strese karsi kullanilmis kahve telvesinden (spent coffee grounds, SCG) elde
edilen polifenolik 6ziitlerin koruyucu etkisini aragtirmay1 amaglamistir. Calismada, kahve
posasindan elde edilen hidrofilik 6ziitlerin kinik, ferulik ve kafeik asitler agisindan zengin
oldugu belirlenmis ve bu oziitlerin DPPH, ORAC ve FRAP analizleri ile yiiksek
antioksidan kapasite sergiledigi gosterilmistir. Ayrica, C. viridis beyin hiicrelerinin 100
uM H:0: ile 1 saatlik maruziyetinden Once 24 saat boyunca SCG’den elde edilen
polifenolik 6ziitlerle (230 ve 460 pg/mL) 6n isleme tabi tutulmasinin, siiperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) gibi antioksidan enzim aktivitelerini anlaml diizeyde artirdig1 ve
lipid peroksidasyonunu (MDA seviyeleri ile olgiilen) belirgin sekilde azalttigi rapor
edilmistir. Bu bulgular, SCG 6ziitlerinde bulunan polifenollerin SOD ve CAT aktivitesini
uyararak C. viridis beyin hiicrelerinde oksidatif strese karst onemli bir antioksidan

koruyucu etki gosterdigini ortaya koymaktadir (Leyva-Lopez et al., 2021).

Angeloni ve ark. (2021) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, kahve posasi ekstraktlarinin
(spent coffee grounds, SCG) norodejeneratif hastaliklarda goriilen oksidatif stres ve

ndroinflamasyon tizerindeki etkileri arastirilmistir. Farkli ekstraksiyon yontemleriyle elde
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edilen kahve posasi ekstraktlarinin fenolik bilesenler bakimindan zengin oldugu ve baslica
biyoaktif bilesiklerin kafein ile 5-O-kafeoilkinik asit (klorojenik asit) oldugu belirlenmistir.
SH-SYS5Y hiicrelerinde H-20: ile olusturulan oksidatif stres modelinde 6zellikle metanol
ekstraktinin hiicreleri oksidatif hasara kars1 anlamli diizeyde korudugu gosterilmistir. Bu
koruyucu etkinin, heme oksijenaz-1 (HO-1), NAD(P)H kinon oksidorediiktaz-1 (NQOI1),
tiyoredoksin rediiktaz ve glutatyon rediiktaz gibi endojen antioksidan enzimlerin
ekspresyonunu artirmasiyla iligkili oldugu bildirilmistir. Ayrica ekstraktlarin
noroinflamasyonu baskilayarak néronal hasar1 azalttig1 ve kahve posasinin nérodejeneratif
hastaliklara yonelik dogal bir biyoaktif kaynak olabilecegi sonucuna varilmistir. (Iriondo-

DeHond et al., 2021).

Yang ve ark. (2024) tarafindan hazirlanan bu derleme c¢alismasinda, glimiis
nanopartikiillerinin (AgNP) sinir sistemi iizerindeki norotoksik etkileri molekiiler
mekanizmalar agisindan kapsamli olarak degerlendirilmistir. Calismada AgNP'lerin kan-
beyin bariyerini asarak noronlarda reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimini artirdigi,
mitokondriyal fonksiyon bozukluguna yol agtig1 ve oksidatif stresi tetikledigi bildirilmistir.
Bunun sonucunda inflamasyon, apoptoz ve otofaji diizensizligi gibi siireglerin aktive
oldugu; 6zellikle Nrf2, NF-kB, MAPK ve kalsiyum sinyal yolaklarinin bu mekanizmalarda
onemli rol oynadig1 vurgulanmistir. Ayrica nanopartikiillerin boyutu, yiizey 6zellikleri,
dozu ve maruziyet siiresinin biyolojik etkileri belirleyen temel faktorler oldugu
belirtilmistir. Derlemede, AgNP norotoksisitesinin daha dogru degerlendirilmesi amaciyla
3B beyin organoidleri ve gelismis in vitro modeller gibi yeni deneysel yaklasimlarin
kullanilmasimin gelecekteki arastirmalar i¢cin 6nemli oldugu ifade edilmistir. Bu ¢alisma,
AgNP'lerin norodejeneratif siireglerde hem potansiyel risklerinin hem de giivenli kullanim

kosullarinin belirlenmesine yonelik 6nemli bilgiler sunmaktadir (Yang et al., 2024).

Park ve arkadaglar1 (2025) tarafindan hazirlanan bu derleme calismasinda, giimiis
nanopartikiillerinin (AgNP) sinir sistemi tizerindeki norotoksik etkileri ve bu etkilerin
Adverse Outcome Pathway (AOP) yaklasimi g¢ercevesinde nasil gelistigi
degerlendirilmistir. Calismada, AgNP'lerin kan-beyin bariyerini gegebildigi, hiicre ici
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) {iretimini artirarak oksidatif strese ve mitokondriyal
fonksiyon bozukluguna neden oldugu bildirilmistir. Ayrica mikroglia aktivasyonu ve

ndroinflamasyonun artmastyla birlikte néronal hasar, sinaptik fonksiyon kaybi ve hiicre
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Olimiintin gelisebilecegi belirtilmigtir. Derlemede, AgNP maruziyetinin 6zellikle
dopaminerjik noronlar iizerinde olumsuz etkiler olusturabilecegi ve bunun Parkinson
hastalig1 gibi ndrodejeneratif hastaliklarla iligkili olabilecegi vurgulanmistir. Nanopartikiil
boyutu, yilizey kaplamasi, doz ve maruziyet siiresinin norotoksisite iizerinde belirleyici
faktorler oldugu ifade edilmistir. Sonuc olarak caligma, AgNP'lerin giivenli kullanim
siirlariin belirlenebilmesi i¢in molekiiler mekanizmalarin daha ayrintili arastiriimasi

gerektigini ortaya koymustur (Park et al., 2025).

Arancibia-Diaz ve arkadaslar1 (2026) tarafindan yapilan calismada, fermente kahve
posasindan elde edilen fenolik fraksiyonlarin SH-SY5Y ndronal hiicrelerinde néroprotektif
etkileri arastirilmistir. Calismada fermente ekstraksiyon isleminin toplam fenolik madde
miktarii 6nemli dl¢iide artirdig belirlenmistir. Alzheimer ile iliskili oksidatif stres modeli
olusturulan hiicrelerde kahve posasi fraksiyonlarinin reaktif oksijen tiirlerini (ROS)
yaklagik %90 oraninda azalttigi, siiperoksit dismutaz (SOD) aktivitesini yeniden
yiikselttigi ve amiloid-B-40 (APso) diizeylerini diisiirdiigii gosterilmistir. Elde edilen
bulgular, fermente kahve posasinin giiglii antioksidan ve noroprotektif 6zelliklere sahip
oldugunu ve norodejeneratif hastaliklara yonelik dogal bir biyomateryal olarak

degerlendirilebilecegini ortaya koymustur (Arancibia-Diaz et al., 2026).

Genel olarak literatiir incelendiginde, yesil sentez yontemiyle elde edilen glimiis
nanopartikiillerinin biyolojik etkilerinin; sentez yontemi, partikiil boyutu, yiizey 6zellikleri
ve uygulama dozuna bagli olarak degistigi, 6zellikle oksidatif stres ve norodejeneratif
streclerde hem noroprotektif hem de norotoksik etkiler gosterebildigi bildirilmektedir
(Dayem et al., 2014; Yang et al., 2024; Park et al., 2025). Benzer sekilde, kahve posasindan
elde edilen fenolik bilesiklerin giiclii antioksidan 6zellikleri sayesinde H20: ile olusturulan
hiicresel oksidatif stres modellerinde reaktif oksijen tiirlerini azaltarak ve endojen
antioksidan savunma sistemlerini aktive ederek noroprotektif etki gosterdigi ortaya
konmustur (Leyva-Lopez et al., 2021; Iriondo-DeHond et al., 2021; Arancibia-Diaz et al.,
2026). Bununla birlikte, mevcut g¢aligmalarin biiyliik ¢ogunlugu yesil sentezlenmis
AgNP'ler ile kahve posasi ekstraktlarini ayr1 ayr1 degerlendirmis olup, kahve posasi
kullanilarak sentezlenen giimiis nanopartikiillerinin kitosan bazli nanojel sistemi igerisinde
stabilize edilerek SH-SYSY hiicrelerinde H2O: ile olusturulan oksidatif stres modelindeki

noroprotektif etkinligini inceleyen kapsamli bir caligmaya rastlanmamistir. Bu tez
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caligmast; siirdiiriilebilir bir biyokiitle kaynagi olan kahve posasmin yesil sentezde
degerlendirilmesi, sentezlenen AgNP'lerin kitosan nanojel sistemi ile biyouyumlulugunun
artirilmasi ve gelistirilen formiilasyonun hiicresel ndérodejenerasyon modeli iizerindeki
antioksidan etkilerinin arastirilmasi yonleriyle literatiirdeki bu 6nemli boslugu doldurmay1

amaclamaktadir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasal ve Reaktifler

Tablo 3.1. Caligmada Kullanilan Kimyasal ve Reaktifler

23

Kimyasal / Reaktif Firma Ulke
Giimiis nitrat (AgNOs) Merck Almanya
Kitosan (Diisiik molekiil Sigma-Aldrich ABD
agirliklr)
Sodyum Tripolifosfat (TPP) Sigma-Aldrich ABD
Hidrojen Peroksit (H202, %30) Merck Almanya
DMEM/F12 Besiyeri Gibco ABD
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco ABD
Penisilin-Streptomisin Gibco ABD
Tripsin-EDTA Gibco ABD
Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Gibco ABD
WST Hiicre Canlilik Kiti Elabscience Cin
Total Antioksidan Status (TAS) Rel Assay Diagnostics Tiirkiye
Kiti
Total Oksidan Status (TOS) Kiti  Rel Assay Diagnostics Tiirkiye
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich ABD
Ultra saf su Milli-Q (Merck Millipore) Fransa

3.1.2. Kullamlan Cihazlar

Tablo 3.2. Caligmada Kullanilan Cihazlar
Cihaz Model Firma Ulke
UV-Vis Spektrofotometresi UV-2600 Shimadzu Japonya
FT-IR Spektrometresi Spectrum Two PerkinElmer ABD
Taramal1 Elektron Mikroskobu Thermo Fisher Scientific, Scios 2 . .
(FE-SEM) Quanta 250 FEG DualBeam) Finlandiya
Enerji Dagilimli X-Isin1 (EDX) X-MaxN Oxford Instruments Ingiltere
Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS) Zetasizer Nano ZS  Malvern Panalytical Ingiltere
Zeta Potansiyel Analiz Cihazi Zetasizer Nano ZS  Malvern Panalytical Ingiltere
LC-MS/MS Orbitrap Q E?cactlve Thermo Fisher Scientific ABD

Orbitrap

Mikroplaka Okuyucu Multiskan GO Thermo Fisher Scientific Finlandiya
CO: Inkiibatorii I;Ig(;?cell VIOS Thermo Fisher Scientific ABD
Biyogiivenlik Kabini (Class II) SafeFAST Elite Faster italya
Santrifiij 5804 R Eppendorf Almanya
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Tablo 3.2. (Devam) Calismada Kullanilan Cihazlar

pH Metre g;;((i)nCompact Mettler Toledo Isvigre
Manyetik Karistirict C-MAGHS7 IKA Almanya
Hassas Terazi Cubis II Sartorius Almanya

3.2. Yontem

3.2.1. Kahve Posas1 (KP) Ekstraktinin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada, ilimizde bulunan self-servis kahve isletmelerinden biri olan Cabro Loca
(Bingdl)’dan demlenmis filtre kahve atiklari temin edildi. Elde edilen kahve posasindan 50
g alinarak 100 mL distile su (dH20) ile yikandi ve yiizeyinde bulunan ¢oziiniir kalintilar

uzaklastirildi. Yikama islemi sonrasi kahve posasi, 40 °C’de 24 saat etiivde kurutuldu.

Kurutma isleminin ardindan 50 g kahve posasi tartilarak iizerine 100 mL 100 °C distile su
ilave edildi ve karisim 4 saat boyunca 1siticili manyetik karistiricida maserasyona birakildi.
Siire sonunda elde edilen ekstrakt, filtre kdgidi yardimiyla siiziildii. Elde edilen kahve

posast ekstrakti, icerik analizi ve ileri ¢alismalar i¢in —20 °C’de muhafaza edildi.

3.2.2. KP Ekstrakti Fenolik Bilesenlerinin LC-MS/MS Orbitrap Kiitle

Spektrometresi ile Analizi

Fenolik bilesikler, aromatik halka yapisina bagl bir veya birden fazla hidroksil (—OH)
grubu iceren organik molekiiller olup, bitkisel materyallerde yaygin olarak bulunmaktadir.
Bu bilesikler, gidalarin renk, tat ve aroma 6zelliklerinin olusumunda etkili olmasinin yan
sira, sahip olduklar1 antioksidan 6zellikler sayesinde oksidatif strese karsi koruyucu etki
gostermektedir. Bitkilerde sekonder metabolitler sinifinda yer alan fenolik bilesikler,
cevresel stres kosullarina karsi savunma mekanizmalarinda 6nemli rol oynamaktadir. UV
radyasyonu, patojen mikroorganizmalar ve diger zararli etmenlere karsi koruyucu etki
saglarken, bitkilere 6zgli renk olusumuna katkida bulunarak polinasyon siireclerini de
desteklemektedir. Ayrica bu bilesiklerin bitki gelisimi, fotosentez siirecleri ve hiicresel

diizenleme mekanizmalarinda dolayli etkileri oldugu bilinmektedir.
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Kahve posasi, fenolik bilesikler bakimindan zengin bir biyokiitle kaynagi olup, icerdigi
biyoaktif bilesenler sayesinde dikkat ¢ekici bir antioksidan kapasiteye sahiptir. Bu nedenle,
kahve posasi ekstraktinin kimyasal igeriginin detayli olarak belirlenmesi, biyolojik
aktivitesinin anlasilmasi acgisindan 6nem tasimaktadir. Bu kapsamda, ekstrakt icerisindeki
fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve karakterizasyonu amaciyla LC-MS/MS (Sivi

Kromatografisi-Kiitle Spektrometrisi) analizi gerceklestirilmistir.

3.2.2.1. Sivi Kromatografisi-Yiiksek Coziiniirliik Kiitle Spektrometrisi Cihazi

LC-HRMS orbitrap analizleri, DIONEX UltiMate 3000 RS serisi pompa, otomatik numune
alicis1 ve kolon firmi igeren sivi kromatografisi sistemi ile yiiksek ¢oziintirliiklii kiitle
spektrometresi (HRMS) birlesiminden olusan LC-MS/MS platformu kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Sistem, 1sitmali elektrosprey iyonizasyon (HESI) arayiiziine sahip
Exactive Plus Orbitrap (Thermo Fisher Scientific) yiiksek ¢oziiniirliiklii kiitle analizorii ile

biitiinlesmis sekilde calistiriimistir.

Cihazin kalibrasyonu, otomatik siringa enjektorii (Thermo Fisher Scientific, ABD)
kullanilarak pozitif modda Pierce™ LTQ Velos ESI Positive lon Calibration Solution ve
negatif modda Pierce™ Negative lon Calibration Solution ¢ozeltileri ile yapilmistir. Analiz
stirecinde LC ve MS sistemleri es zamanli olarak TraceFinder 3.2 (Thermo Scientific)
yazilim ile kontrol edilmis, elde edilen veriler ise Xcalibur yazilimi (v2.1.0.1140, Thermo

Fisher Scientific) araciligiyla toplanarak kaydedilmistir.

3.2.2.2. Kromatografi ve Yiiksek Coziiniirliiklii MS Kosullar:

Gergeklestirilen analizler bir 3C18-EB 100 mmx2 mm UHPLC (COSMOSIL) kolon
kullanildi. Kolon firin sicakligi 30 °C olarak calistirildi. Eliisyon gradiyentinde hareketli A
fazinda Ultrapure su sistemi (GFL 2004/ Human power 1) ile elde edilen ultra saf su da
hazirlanmis %0,5 (v/v) glasiyelasedik asit, hareketli B fazinda %99,9 saflikta LC-MS

metanol (Sigma) kullanilmistir.
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Ayirim, numune enjeksiyon hacmi 20,0 uL ve 0,3 mL/dk akis hizinda gradiyenteliisyon
kosullart Sekil 3.1°de belirtilen durumlara gore gergeklestirildi. Analiz siiresi toplam 20

dakika olarak ayarlandi.

Retention  Flow " : ey
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Sekil 3.1. Eliisyonda takip eden gradiyent kosullar1

Isitilmig bir elektrosprey iyonlagsma ara yiizii ile donatilmis Orbitrap HRMS hem pozitif
(Full MS/AIF) hem de negatif (Full MS/AIF) modda galistirild. Iyonlastirma ara yiizii kilif
gaz (sheathgas) akis orani 35; yardimci gaz (auxiliarygas) akis oran1 7; sprey voltaj 3,5 kV;
kapiler sicakligi 350 °C; yardimer gaz (auxiliarygas) sicakligi 350 °C; S-lens RF seviyesi
50 olarak ayarlandi. MS tarama araligi 60-800 m/z; resolution 17500; ACG target 3. 106;
maksimum IT 2 ms; CE (carpisma enerjisi, collisionenergy)/ step CE 25 V kosullarinda
gerceklestirildi.

LC—Orbitrap HRMS analiz metoduna ait fitokimyasal bilesikler i¢in standartlarin
konsantrasyonu 10ppb - 20ppb - 40ppb - 60ppb - 80ppb - 100ppb - 200ppb - 400ppb -
600ppb - 800ppb - 1000ppb hazirlanarak her biri ii¢ tekrarl sekilde enjeksiyonu yapildi.

Stvi 6rnek 10 mL siringa yardimi ile gézenek biiyiikliigii 0,22 mikrometre 25 mm c¢aph
PTFE siringa filtreden siiziilerek 15 mLfalkon tlipiine alindi. Bu ¢ozeltiden 1,5 mL viale

konularak vorteks ile iyice ¢alkalandi cihaza enjeksiyonu yapildu.
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3.3. KP Kaynakh Giimiis Nanopartikiillerin (KP@AgNP) Sentezi

Kahve posasi kaynakli glimiis nanopartikiillerin sentezi i¢in 10~ M konsantrasyonda 90
mL AgNOs ¢ozeltisi hazirlanarak {lizerine 10 mL kahve posasi ekstrakti yavasca ilave
edildi. Ardindan, 20 mL NaOH c¢ozeltisi damla damla eklenerek reaksiyon ortami bazik
hale getirildi. Elde edilen karisim, 40 °C’de 24 saat siireyle 1siticili manyetik karistirici

izerinde karistirildi.

| S 2

Sekil 3.2. KP ekstrakti kullanilarak yesil sentez yontemiyle KP@AgNP iiretim siirecinin sematik gosterimi

3.4. Nanopartikiil Karakterizasyonu

Sentezlenen KP Gilimiis nanopartikiilin (KP@AgNP) Ultraviyole Goriliniir Isik
Spektrofotometresi UV-VIS NIR (SHMADZU UV-3600) ile nanopartikiiliin biyosentezi
dogrulandi., KP@AgNP olusumu ve bu sentezde kahve ekstraktinin rolii Fourier Doniistim
Kizil Otesi Spektrofotometrisi FT-IR (Perkin Elmer Spectrum 100) ile belirlendi. Elde
edilen nanopartikiiliin kristal yapist X Isin1 Kirinim Spektrofotometrisi, XRD (RIGAKU
ULTIMA 1V) kullanilarak belirlendi, nanopartikiiliin sekil, boyut ve morfolojisi Taramali
Elektron Mikroskobu, FESEM (JEOL JSM 6510) ile belirlendi. Pargaciklar arasindaki itme
cekme degeri Tane Bilyiikliigii Olgiim Cihazi, Zeta Sizer (Malvern Panalytical) ile

belirlendi.
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3.5. KP@AgNP’nin Nanojel Haline Getirilmesi

1 g kitosan %2 (v/v) asetik asit ¢ozeltisi igerisinde (Sigma-Aldrich, ABD) ¢oziindiiriilerek
toplam hacmi 100 mL olacak sekilde %1 (w/v) konsantrasyonda stok kitosan ¢ozeltisi
hazirlandi. Ayni sekilde, 75 mg sodyum tripolifosfat (TPP) 100 mL deiyonize su (dH-0O)
icerisinde ¢oziindiiriilerek %0,075 (w/v) konsantrasyonda stok TPP ¢ozeltisi elde edildi .
Hazirlanan stok kitosan ¢ozeltisinden seyreltilerek %0,05 (w/v) konsantrasyonda 50 mL
kitosan ¢Ozeltisi hazirlandi. Elde edilen bu ¢ozeltiye 30 mg kahve posasindan elde edilen
giimiis nanopartikiilleri (KP@AgNP) ilave edilmis ve nanopartikiillerin kitosan matrisi
icerisinde homojen sekilde dagilmasi saglandi. Nanojel olusumu ig¢in, hazirlanan
kitosan/KP@AgNP ¢ozeltisine 10 mL TPP ¢ozeltisi peristaltik pompa yardimiyla 1 mL/dk
akis hizinda damlatildi. Damlatma islemi tamamlandiktan sonra olusan nanojel
siispansiyonu 750 rpm’de 45 dakika manyetik karistiricida karistirildi.  Ardindan
siispansiyon, 4000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek ¢oOktiiriildii. Elde edilen
CS@KP@Ag nanojel o6rnekleri karakterizasyon igin Bingdl Universitesi Merkezi

Laboratuvari’na gonderildi.

NH;* NH,*
o, 55, /
- \(i\o»*‘ VAR ’_\I; NH* A
/ o i
NH, ’ NH. —— ‘\L\ ¥ oR
; : % Qo o
+ o 3 0 o &9 "'fl y- 8 \'
o-f o I\ o ¢ 3 Q
T S S SN S P A
b wet O N -
D o ST yk*aﬁ“)'\
[+ ] Q o (") o 0 "NHS’ Y% Q ¥ o .
O . .
KP@Ag NP NH,* ; j -1 @ ,f
h /‘\ : /—\ _
-~ L} o o I}
O-To-o","o-o‘éo»-'o":l’o' T

Sekil 3.3. Kitosan, TPP ve KP@AgNP kullanilarak iyonik jelasyon yontemiyle CS@KP@Ag olusumunun
sematik gosterimi
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3.6. Nanojelin Karakterizasyonu

Sentezlenen nanojelin biyosentezi, Ultraviyole—Goriiniir—Y akin Kizilotesi (UV—Vis—NIR)
spektrofotometresi (Shimadzu UV-3600) kullanilarak degerlendirilmistir. Nanojelin
yilizeyinde bulunan fonksiyonel gruplar, Fourier Doniisiim Kizilotesi Spektrofotometrisi

(FT-IR) yontemi ile (PerkinElmer Spectrum 100) belirlenmistir.

Elde edilen nanopartikiillerin kristal yapisi, X-Isin1 Kirinim1 (XRD) analizi kullanilarak
(Rigaku Ultima IV) incelenmistir. Nanopartikiillerin sekil, boyut ve morfolojik 6zellikleri,
Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu (FE-SEM) (Thermo Fisher Scientific,
Scios 2 DualBeam) ile belirlenmistir. Pargaciklar arasindaki elektrostatik itme ve ¢ekme
kuvvetlerini yansitan zeta potansiyeli ve tane boyutu dagilimi ise Zeta Sizer cihazi

(Malvern Panalytical) kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

3.7. Hiicre Kiiltiirii

Bu ¢alismada, insan noroblastoma hiicre hatti olan SH-SY5Y hiicreleri kullanilmistir. SH-
SYSY hiicre hatti, ilk kez 1973 yilinda néroblastomali bir hastadan izole edilen SK-N-SH
hiicre hattindan 1978 yilinda klonlanarak elde edilmistir. Morfolojik olarak noronal hiicre
benzeri 6zellikler gostermesi nedeniyle, 6zellikle oksidatif stres ve nérodejeneratif hastalik

modellerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Schneider et al.,2011).

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Hiicre Kiiltiiri Laboratuvari’nda
gerceklestirilmistir. SH-SYSY hiicreleri, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
besiyeri igerisinde; %10 fetal bovine serum (FBS) ve %1 penisilin-streptomisin ilavesiyle
hazirlanmis kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmistir. Hiicreler, 37°C sicaklikta, %5 CO:z ve %95

nem iceren karbondioksit inkiibatoriinde kiiltiire edilmistir.

Kiiltiir siireci boyunca hiicreler invert mikroskop altinda diizenli olarak gézlemlenmis;
morfolojileri ve c¢ogalma durumlar1 degerlendirilmistir. Hiicreler %70-80 yogunluk
seviyesine ulastiginda pasajlama islemi gerceklestirilmistir. Pasajlama 6ncesinde besiyeri
ortamdan uzaklagtirllmis ve hiicreler fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) ile yikanmistir.

Ardindan hiicrelerin yiizeyden ayrilmasini saglamak amaciyla flasklara %0,05 tripsin-
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EDTA soliisyonu eklenmis ve hiicreler kisa siireli inkiibasyona birakilmistir. Hiicrelerin

yilizeyden ayrilmasinin ardindan tripsin etkisi, besiyeri eklenerek inhibe edilmistir.

Hiicre siispansiyonu 15 mL’lik santrifiij tiiplerine alinarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilmis ve hiicre peleti taze besiyeri
icerisinde homojen sekilde siispanse edilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu, deneysel

caligmalarda kullanilmak {izere uygun yogunluklarda kiiltiir kaplarina ekilmistir.

3.7.1. SH-SYSY Canl Hiicre Sayimi

Pasajlama islemi sonrasinda elde edilen hiicre siispansiyonundan esit hacimde o6rnek
aliarak tripan mavisi boyasi ile karistirllmistir. Hazirlanan karisimdan 10 pL alinmig
tizerine 10 pL Tripan mavisi boyasi eklenmis ve Thoma lamia aktarilarak mikroskob
altinda canli hiicre sayimi1 gergeklestirilmistir. Canlt hiicreler boyasiz, 61i hiicreler ise mavi
renkli olarak degerlendirilmistir. Hiicre yogunlugu, standart hiicre sayim yontemlerine gore

hesaplanmustir.

3.7.2. WST-1 ile Hiicre Canlilik Testi

Hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla WST-1 sitotoksisite testi kullanilmistir. Bu
yontem, canli hiicrelerde bulunan mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin tetrazolyum
tuzu olan WST-1"1 formazan iirlinline indirgemesi prensibine dayanmaktadir. Olusan
formazan miktari, hiicre canlilig ile dogru orantilidir. SH-SY5Y hiicreleri 96 kuyucuklu
plaklara her kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde ekilmis ve hiicrelerin tutunabilmesi i¢in
24 saat inkiibe edilmistir. Ardindan hiicreler, farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis
KP@AgNP ve CS@KP@Ag nanojel ile muamele edilerek 24 ve 48 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda her bir kuyucuga 10 uL. WST-1 reaktifi eklenmis
ve plaklar 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. Olgiimler, mikroplaka okuyucu cihazinda 450

nm dalga boyunda, 600 nm referans dalga boyu kullanilarak gergeklestirilmistir.

Hiicre canlilik yilizdesi asagidaki formiile gore hesaplanmastir:

(%)Canlilik = (Ornek Absorbansi / Kontrol Absorbansi) x 100 (3.1)
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3.7.3. H:0: ile In Vitro Nérodejenerasyon Modelinin Olusturulmasi

SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinde oksidatif stres modelinin olusturulmasi1 amaciyla
hiicreler sirasiyla 500, 400, 250, 200, 125, 100, 62,5 ve 50 uM H:0: konsantrasyonlari ile
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin ardindan WST hiicre canlilik testi
gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar dogrultusunda GraphPad Prism programi
kullanilarak yaklasik %50 hiicre canlilifina karsilik gelen H2O: konsantrasyonu (ICso)
belirlenmistir. Belirlenen ICso degeri, sonraki deneylerde SH-SYS5Y hiicrelerinde oksidatif

stres modelinin olusturulmasi amaciyla uygulanmistir.

3.7.4. In Vitro Norodejenerasyona Karsi KP@AgNP ve CS@KP@Ag Nanojel Doz

Araliklarinin Belirlenmesi

In vitro oksidatif stres modeli altinda AgNP ve CS@KP@Ag'nin SH-SYSY hiicre canlilig
iizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla SH-SYSY insan noroblastoma hiicre hatti
kullanilmigtir. Hiicreler, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plaklarina her bir kuyucukta 1 x 10*
hiicre/100 pL olacak sekilde ekilmis ve yiizeye tutunmalarinin saglanmasi amaciyla 37

°C'de %5 COs: igeren inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin ardindan hiicre Kkiiltiirii ortam1 uzaklastirilmis ve deneylerde
kullanilacak AgNP ile CS@KP@Ag konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Bu amacla 6 mg
ornek tartilarak 1 mL tam besiyeri igerisinde ¢oziindiiriilmiis ve 6 mg/mL stok ¢dzelti
hazirlanmistir. Hazirlanan stok ¢ozeltiden tam besiyeri kullanilarak seri seyreltmeler
hazirlanmis ve calisma konsantrasyonlar1 0,19; 0,38; 0,75; 1,5; 3 ve 6 mg/mL olarak

olusturulmustur.

SH-SYS5Y hiicreleri hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki KP@AgNP ve CS@KP@Ag
ile muamele edilmis ve hiicreler 37 °C'de %5 COs: igeren inkiibatorde 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda hiicre canliligt WST 1 hiicre canlilik testi ile
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda KP@AgNP ve CS@KP@Ag
orneklerinin yaklasik 1Cso degerleri belirlenmis ve sonraki hiicre kiiltiiri calismalarinda

kullanilacak uygulama konsantrasyonlar1 se¢ilmistir.
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3.7.5. Deney Gruplar: ve Uygulama Diizeni

H20:. ile olusturulan oksidatif stres modelinde KP@AgNP ve CS@KP@Ag
uygulamalarinin hiicre canliligi, toplam antioksidan seviye ve toplam oksidan seviye
iizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla deney gruplar1 olusturulmustur. Hiicre
kontrolii grubuna herhangi bir nanopartikiil, nanojel veya H20: uygulamas1 yapilmamas;
oksidatif stres kontrol grubuna ise yalnizca belirlenen H-0O: konsantrasyonu uygulanmistir.
KP@AgNP ve CS@KP@Ag formiilasyonlarinin tek basma olusturabilecegi etkilerin
belirlenmesi amaciyla H20: igermeyen uygulama gruplar1 da deney diizenine dahil

edilmistir.

Koruyucu etkinin degerlendirilmesinde hiicrelere énce KP@AgNP veya CS@KP@Ag,
ardindan H:O: uygulanmistir. Tedavi edici etkinin degerlendirilmesinde ise hiicrelerde
oncelikle H-0: ile oksidatif stres olusturulmus, daha sonra KP@AgNP veya CS@KP@Ag
uygulanmigtir. Deney gruplar1 ayni deney igerisinde {i¢ teknik tekrar halinde calisilmistir.

Deneysel gruplar ve uygulama siralar1 Tablo 3.3te verilmistir.

Tablo 3.3. SH-SYS5Y hiicre hattinda koruyucu ve tedavi edici etkinin degerlendirilmesi amaciyla olusturulan
deney gruplar ile KP@AgNP, CS@KP@Ag ve H20: uygulama siralart. Tiim deney gruplari ayni deney
icerisinde ii¢ teknik tekrar halinde gergeklestirilmistir

Grup Uygulama Uygulama sirasi Deneysel amag

Hiicrelerin bazal canlilik, TAS

Negatif Kontrol
(Hiicre Kontrolii)

SH-SYS5Y hiicreleri +
tam besiyeri

Uygulama yapilmadi

ve TOS diizeylerinin
belirlenmesi

SH-SYS5Y hiicreleri +

Once referans

Referans antioksidanin oksidatif
strese kars1 koruyucu etkisinin

Pozitif Kontrol Referans antioksidan +  antioksidan, ardindan . .
belirlenmesi ve deneysel
H-0- H20- . . -
sistemin dogrulanmasi
H20: Kontroli . . Oksidatif stres modelinin
(Oksidatif Stres SH-SYSY hiicreleri + Yalnizca H202 olusturulmasi ve H20: kaynakli
. H202 . . .
Kontrolii) hiicresel hasarin belirlenmesi
.. . KP@AgNP'nin tek basina
KP@AgNP SH-SYSY hicreleri + Yalnizca KP@AgNP  hiicreler lizerindeki etkisinin
KP@AgNP . .
belirlenmesi
CS@KP@Ag SH-SYSY hiicreleri + Yalnizca EI;;;); eﬁég?gg?;;?ﬁg:ﬁ tek
Nanojel CS@KP@Ag CS@KP@Ag etkisinin belirlenmesi
KP@AgNP + SH-SYSY hiicreleri +  Once KP@AgNP, g@ﬁfﬂiﬁf;ﬁiﬂf strese
H:0: KP@AgNP + H:0, ardindan H.0. 31 xoruyucu ¢
degerlendirilmesi
CS@KP@Ag+  SH-SYSY hiicreleri+  Once CS@KP@Ag, Ijlf;gf& ffggn“‘gfio?ﬁgﬁl o
H:0, CS@KP@Ag + H:0  ardindan H.O: 31 xoruyu

etkisinin degerlendirilmesi
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Tablo 3.3. (Devam) SH-SYS5Y hiicre hattinda koruyucu ve tedavi edici etkinin degerlendirilmesi amaciyla
olusturulan deney gruplari ile KP@AgNP, CS@KP@Ag ve H20: uygulama siralari. Tiim deney gruplari
ayni1 deney igerisinde ii¢ teknik tekrar halinde gergeklestirilmistir

KP@AgNP'nin oksidatif hasar

H-0: + SH-SYS5Y hiicreleri+  Once H20:, ardindan sonrast fyilestirici etkisinin

KP@AgNP H:0: + KP@AgNP KP@AgNP degerlendirilmesi

0, + ) Nanojel formiilasyonunun

CS@KP@Ag SH-SY5Y hiicreleri + Once H202, ardindan  oksidatif hasar sonrasi

Nanojel H-0: + CS@KP@Ag CS@KP@Ag tyilestirici etkisinin
degerlendirilmesi

3.8. Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS)

KP@AgNP ve CS@KP@Ag uygulamalarmin SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan
oksidatif stres modeli iizerindeki toplam antioksidan kapasiteye etkisinin belirlenmesi
amaciyla Rel Assay Diagnostics Toplam Antioksidan Seviye (TAS) kiti kullanilmistir.
TAS analizi, farkli uygulama siralamalarinin hiicrelerin toplam antioksidan kapasitesi

tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla gerceklestirilmistir.

Deneysel calismalarda iki farkli uygulama modeli olusturulmustur. ik grupta SH-SY5Y
hiicrelerine belirlenen konsantrasyonlarda KP@AgNP veya CS@KP@Ag uygulanmus,
ardindan 400 pM H:0: ilave edilerek oksidatif stres olusturulmustur (Ilag + H.O: grubu).
Ikinci grupta ise hiicrelere oOncelikle 400 uM H.O: uygulanarak oksidatif stres
olusturulmug, daha sonra belirlenen konsantrasyonlarda KP@AgNP veya CS@KP@Ag
uygulanmistir (H0. + Ila¢g grubu). Tiim deney gruplari 37 °C'de %5 CO: iceren

inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin ardindan hiicre igerigindeki antioksidan bilesenlerin hiicre kiiltiirii
ortamina gegmesini saglamak amaciyla hiicrelere iki kez 30 dakika —20 °C ve ardindan 30
dakika 37 °C olacak sekilde dondurma-¢oziindiirme islemi uygulanmistir. Daha sonra
hiicre kiiltiirii ortami toplanarak mikro santrifiyj tiiplerine aktarilmis ve TAS analizinde

numune olarak kullanilmistir.

Analiz sirasinda numuneler, 48 kuyucuklu mikroplakalara her kuyucuga 10 pL olacak
sekilde ti¢ tekrarl olarak yiiklenmistir. Ayni hacimlerde standart ve dH.O kuyucuklari
hazirlanmistir. Numunelerin iizerine 300 pL Reaktif 1 (R1) eklenmis ve ilk absorbans

degeri (A1) 660 nm'de dlciilmistiir. Daha sonra her kuyucuga 22,5 uLL Reaktif 2 (R2) ilave
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edilmis, plaklar oda sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmis ve ikinci absorbans (Az) degeri
yine 660 nm'de kaydedilmistir. Her 6rnek icin AAbs = A> — A: degeri hesaplanmis ve

toplam antioksidan seviye asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir.

Abs —Abs
TAS (mmol Trolox Eq./L) = 410 Ornek

(3.2)

AbSdHZO_AbSStandart

3.9. Toplam Oksidan Seviyesi (TOS)

KP@AgNP ve CS@KP@Ag uygulamalarmin SH-SYSY hiicrelerinde olusturulan
oksidatif stres modeli {izerindeki toplam oksidan seviyesine etkisinin belirlenmesi
amaciyla Rel Assay Diagnostics Toplam Oksidan Seviye (TOS) Kiti kullanilmigtir. TOS
analizi, farkli uygulama siralamalarinin hiicrelerin toplam oksidan seviyesi iizerindeki

etkilerini degerlendirmek amaciyla gergeklestirilmistir.

Deneysel calismalarda iki farkli uygulama modeli olusturulmustur. ik grupta SH-SY5Y
hiicrelerine belirlenen konsantrasyonlarda KP@AgNP veya CS@KP@Ag uygulanmis,
ardindan 400 pM H:0: ilave edilerek oksidatif stres olusturulmustur (Ilag + H.O: grubu).
Ikinci grupta ise hiicrelere oncelikle 400 puM H.0. uygulanarak oksidatif stres
olusturulmug, daha sonra belirlenen konsantrasyonlarda KP@AgNP veya CS@KP@Ag
uygulanmistir (H20: + Ilag grubu). Tiim deney gruplari 37 °C'de %5 CO: igeren

inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresinin ardindan hiicre igerigindeki oksidan bilesenlerin hiicre kiiltiirii
ortamina gegmesini saglamak amaciyla hiicrelere iki kez 30 dakika —20 °C ve ardindan 30
dakika 37 °C olacak sekilde dondurma-¢oziindiirme islemi uygulanmistir. Daha sonra
hiicre kiiltiirii ortami1 toplanarak mikro santrifiij tliplerine aktarilmig ve TOS analizinde

numune olarak kullanilmistir.

Analiz sirasinda numuneler, 48 kuyucuklu mikroplakalara her kuyucuga 45 pL olacak
sekilde ii¢ tekrarl olarak yiiklenmistir. Pozitif kontrol olarak kit igerisinde bulunan standart
cozelti, negatif kontrol olarak ise dH-O kullanilmistir. Numunelerin tizerine 300 pL Reaktif
1 (R1) eklenmis ve ilk absorbans degeri (A1) 530 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu
ile 6l¢lilmiistiir. Daha sonra her kuyucuga 7,5 uL Reaktif 2 (R2) ilave edilmis, plaklar oda
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sicakliginda 10 dakika inkiibe edilmis ve ikinci absorbans (A:) degeri tekrar 530 nm'de
kaydedilmistir. Her 6rnek i¢cin AAbs = A2 — A: degeri hesaplanmis ve toplam oksidan

seviye asagidaki formiil kullanilarak belirlenmistir.

TOS (umol H,0, Eq./L) = (AbsOrnek / AbsStandart) x 10 (3.3)

3.10. istatistiksel Analiz

Bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim deneysel veriler {i¢ bagimsiz tekrar (n = 3) halinde
gerceklestirilmis olup sonuglar ortalama =+ standart sapma (Mean + SD) olarak ifade
edilmistir. Istatistiksel analizler GraphPad Prism version 11.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA) programi kullanilarak gerceklestirilmistir. Verilerin normal
dagilima uygunlugu Shapiro—Wilk normal dagilim testi ile degerlendirilmistir. Normal
dagilim gosteren verilerde gruplar arasindaki farkliliklarin belirlenmesi amaciyla tek yonlii
varyans analizi (Two-way ANOVA) uygulanmistir. Coklu grup karsilastirmalarinda
Tukey's multiple comparisons test kullanilmistir. Veriler ortalama + standart sapma (Mean
+ SD) olarak sunulmustur. Istatistiksel analizler GraphPad Prism 11.2.0 yazilimi
kullanilarak gerceklestirilmis olup, p < 0,05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Grafiklerde istatistiksel anlamlilik diizeyleri su sekilde gdsterilmistir: * p <0,05,
¥ p <0,01, *** p <0,001 ve **** p <(,0001.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ekstraktinin  Fenolik Bilesenlerinin LC-MS/MS  Orbitrap Kiitle

Spektrometresi ile Analizi

Kahve posasi (spent coffee grounds, SCG), kavurma ve demleme islemlerinden sonra dahi
onemli miktarda fenolik bilesik iceren zengin bir biyokiitle kaynagidir. Bu fenolik
bilesikler yiiksek antioksidan kapasiteleri nedeniyle dogal antioksidan kaynagi olarak
degerlendirilmekte ve son yillarda LC-MS/MS, LC-QTOF-MS ve Orbitrap-MS gibi
yiiksek ¢Ozliniirliklii analitik tekniklerle ayrintili olarak karakterize edilmektedir
(Mussatto et al., 2011; Ballesteros et al., 2014; Campos-Vega et al., 2015). Kahve
posasinda bulunan fenolik asitler ve flavonoidler, serbest radikallerin uzaklastirilmasi,
metal iyonlarmin selatlanmasi ve oksidatif stresin baskilanmasi gibi biyolojik

aktivitelerden sorumlu temel bilesenler arasinda yer almaktadir.

Bu calismada kahve posasi ekstraktinin fenolik bilesimi LC-MS/MS Orbitrap kiitle
spektrometresi kullanilarak analiz edilmis ve taranan ¢ok sayidaki fenolik bilesik arasindan
yalnizca quinic acid, chlorogenic acid, 3,4-dihydroxybenzaldehyde (protocatechuic
aldehyde) ve ellagic acid tespit edilmistir (Tablo 4.1 ). Analiz sonucunda en yiiksek
konsantrasyona sahip bilesigin Kinik asit (quinic acid (122,545 pg/g) oldugu belirlenmistir.
Bunu sirastyla Ellajik Asit (ellagic acid 101,869 pg/g), Klorojenik asit (chlorogenic acid
(83,355) ng/g) ve 3,4-dihydroxybenzaldehyde (35,743 pg/g) izlemistir. Analiz edilen diger
fenolik bilesikler ise tespit edilememistir (NF).

Kinik asit (Quinic acid), kahve ¢ekirdeginin dogal yapisinda yiliksek miktarda bulunan
organik asitlerden biri olup 06zellikle klorojenik asitlerin hidrolizi sonucunda
olusabilmektedir. Kavurma derecesi, ekstraksiyon yontemi ve demleme kosullar1 Kinik asit
(quinic acid) miktarmi1 6nemli Sl¢iide etkilemektedir (Farah and Donangelo, 2006). Bu
caligmada Kinik Asit'in (quinic acid) en yiiksek konsantrasyonda bulunmasi, kullanilan
kahve posasinin fenolik profilinin biiylik Olgiide klorojenik asit tiirevlerinden

kaynaklandigin1 gostermektedir.
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Calismada {igiincii en yiiksek konsantrasyonda belirlenen Klorojenik asit (chlorogenic
acid), kahvenin en 6nemli fenolik antioksidanlarindan biridir. Klorojenik asit; gii¢lii serbest
radikal siipiiriicii aktivitesi, metal selatlama kapasitesi ve lipid peroksidasyonunu
baskilayici etkileri nedeniyle kahvenin biyolojik aktivitelerinden sorumlu baslica bilesik
olarak kabul edilmektedir (Clifford, 1999; Farah and Donangelo, 2006). Literatiirde kahve
posasinda en baskin fenolik bilesiklerden biri olarak bildirilen Klorojenik asit'in bu
caligmada da yiiksek miktarda bulunmasi dnceki ¢alismalarla uyumludur (Mussatto et al.,

2011; Campos-Vega et al., 2015).

Analizde diisiik konsantrasyonda belirlenen 3,4-dihydroxybenzaldehyde (protocatechuic
aldehyde) ise lignin ve fenolik asit metabolizmasinin ara iriinlerinden biri olup giiglii
antioksidan 6zellik gostermektedir. Bu bilesigin oksidatif stresin azaltilmasi ve hiicre ici
reaktif oksijen tiirlerinin baskilanmasina katki saglayabilecegi bildirilmektedir (Heleno et

al., 2015).

Calismada tespit edilen bir diger fenolik bilesik olan ellagic acid, giiglii antioksidan,
antienflamatuvar ve antikanser 6zellikleriyle bilinen dogal bir polifenoldiir. Ellajik asid’in
hidroksil gruplari sayesinde serbest radikalleri etkili sekilde uzaklastirabildigi ve hiicresel
oksidatif hasar1 azaltabildigi bildirilmektedir (Larrosa et al., 2006). Konsantrasyonunun
diger bilesiklere gore diisiik olmasina ragmen biyolojik aktiviteye katki saglayabilecek

onemli fenolik bilesiklerden biri oldugu diistiniilmektedir.

Bu calismada analiz edilen ¢ok sayidaki fenolik bilesigin biiyilk kisminin tespit
edilememesi; kullanilan kahve tiirli, kavurma derecesi, demleme yontemi, ekstraksiyon
kosullari, ¢oziicii sistemi ve kahve posasinin depolama siirecine bagli olarak fenolik
profilin degisebilmesi ile agiklanabilir (Mussatto et al., 2011; Ballesteros et al., 2014).
Fenolik bilesiklerin 6nemli bir kism1 demleme sirasinda kahve icecegine gectiginden,
kahve posasinda yalnizca belirli fenolik bilesiklerin yiiksek miktarlarda kalmasi beklenen

bir durumdur.

Genel olarak degerlendirildiginde, kahve posasi ekstraktinda 6zellikle Kinik asit (quinic

acid) ve klorojenik asit'in (chlorogenic acid) yliksek konsantrasyonlarda bulunmasi,
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ekstraktin 6nemli bir antioksidan potansiyele sahip oldugunu gostermektedir. Elde edilen
sonuglar, daha sonraki asamada sentezlenen KP@AgNP antioksidan ve ndroprotektif
biyolojik aktivitelerinde bu fenolik bilesiklerin indirgeme ve stabilize edici ajan olarak

onemli rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Tablo 4.1. KP ekstraktinda LC-MS/MS Orbitrap analizi sonucunda belirlenen fenolik bilesikler, alikonma
zamani (RT), ana iyon (m/z), iyonlagma modu, addukt iyonlari, kalibrasyon dogrusaligi (R?), dogrusal
calisma aralig1r ve konsantrasyon degerleri gosterilmektedir. NF: Analiz kosullarinda tespit edilemeyen
bilesikleri ifade etmektedir

Linear

. RT Parent Ton Adduct Conc.
No Fenolik Icerigi R R2 Range
(min)  Ion (m/z) Mode Ions (ng/ml) (ng/g)
1 Benzoic Acid N/F  121,02950 ESI(-) [M-H]" 09977 10-1000 N/F
2 Salicylic Acid N/F  137,02442 ESI(-) [M-H]" 09976 10-1000 N/F
3 gggmxybenzow Acid (3- N/F  137,02442 ESI(-) [M-H]" 09981 20-1000 N/F
4 OHydroxyphenylacetic Acid /e 0705053 ESI()  [M-H] 09991 10-1000 VT
(3-HPA)
5 Syringic Acid N/F  197,04555 ESI(-) [M-H]" 09983 10-1000 N/F
Gallic Acid(3,4,5- - o
6 Trihydroxybensoic Acid) N/F  169,01425 ESI(-) [M-H]" 09974 20-1000 N/F
Protocatechuic Acid (3,4- = e o
7 Dihydroxybenzoic Acid) N/F  109,02992 ESI(-) [M-H]" 09959 10-1000 N/F
Protocatechuic Acid Ethyl
8  Ester (Ethyl 3,4- N/F  181,05063 ESI(-) [M-H]" 09948 10-1000 N/F
Dihydroxybenzoate)
3,4-Dihydroxybenzaldehyde _ S g
9 (brotocatechuic Aldehyde) 6,22  137,02442 ESI(-) [M-H]" 009930 10-1000 35,743
2,4-Dihydroxybenzoic Acid _ e
10 Bera Resorceylic Acid) N/F  153,01933 ESI(-) [M-H]" 09989 10-1000 N/F
11 Vanillic Acid N/F  167,03498 ESI(-) [M-H]" 09986 10-1000 N/F
Homovanillic Acid((4-
12 Hydroxy-3- N/F  181,05063 ESI(-) [M-H]" 09967 20-1000 N/F
Methoxyphenylacetic Acid)
13 Vanillin N/F  151,04007 ESI(-) [M-H]" 09969 20-1000 N/F
14 Gentisic Acid N/F  153,01933 ESI(-) [M-H]" 09981 10-1000 N/F
15  Trans Cinnamic Acid N/F 147,04515 ESI(-) [M-H]" 10,9943 10-1000 N/F
Coumaric Acid (Trans-3- = e
16 Fivdroxycinnamic Acid) N/F  163,04007 ESI(-) [M-H]" 09985 10-1000 N/F
17 Caffeic Acid N/F  179,03498 ESI(-) [M-H]" 09973 10-1000 N/F
jg  Caffeic Acid Phenhyl Ester N/F  283,09758 ESI(-) [M-H] 009969 10-1000 N/F
(CAPE)
19 Ferulic Acid N/F  193,05063 ESI(-) [M-H]" 09981 10-1000 N/F
20  Sinapic Acid N/F  223,06120 ESI(-) [M-H]" 09979 10-1000 N/F
21  Chlorogenic Acid 7,79  353,08781 ESI(-) [M-H]" 00998 10-1000 83,355
22 Quinic acid 0,87  191,05611 ESI(-) [M-H]" 009928 20-1000 122,545
23 J-(4-Hydroxyphenyl) N/F 16505572 ESI(-) [M-H]" 09952 60-1000 N/F
Propionic Acid
2-(4-Hydroxyphenyl)Etanol . R 100-
2 yrosel) NF 13706102 ESI(-) [M-H]" 09952 | 0 N/F
g5 A-Cyano-d-Hydroxycinnamic e 1gg 03537 ESI(-)  [M-H] 09992 10-1000 N/F

Acid
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Tablo 4.1. (Devam) KP ekstraktinda LC-MS/MS Orbitrap analizi sonucunda belirlenen fenolik bilesikler,
alikonma zamani (RT), ana iyon (m/z), iyonlasma modu, addukt iyonlari, kalibrasyon dogrusaligi (R?),
dogrusal calisma araligi ve konsantrasyon degerleri gosterilmektedir. NF: Analiz kosullarinda tespit
edilemeyen bilesikleri ifade etmektedir

26 Catechin (Cianidanol)-P N/F 289,07176 ESI(-) [M-H] 09914 40-1000 N/F
27  Epigallocatechin N/F 305,06668  ESI(-) [M-H]~ 0,9959 40-1000 N/F
28  Epigallocatechin Gallate N/F 457,07763 ESI(-) [M-H]" 09911 10-1000  N/F

Chrysin (5,7-Dihydroxy-2-

29 Phenyl-4H-Chromen-4-One)

N/F 253,05063 ESI(-) [M-H]" 10,9522 10-1000 N/F

Apigenin (5,7-Dihydroxy-2-
30  (4-Hydroxyphenyl)-4H- N/F 269,04555 ESI(-) [M-H]" 0,9929 10-1000 N/F
Chromen-4-One)

Acacetin (5,7-Dihydroxy-2-
31  (4-Methoxyphenyl)-4H- N/F 283,06120 ESI(-) [M-H]" 10,9953 10-1000 N/F
Chromen-4-One)

Rhoifolin ( Apigenin 7-O-

32 Neohesperidoside) N/F  433,11200 ESI(-) [M-H]" 009964 10-1000 N/F
33 Vicenin 2 N/F  593,15119 ESI(-) [M-H]" 009990 10-1000 N/F
34 Apigenin 7-Glucuronide N/F 44507763 ESI(-) [M-H]" 009967 10-1000 N/F
35  Apigenin 7-Glucoside N/F  431,09837 ESI(-) [M-H]" 009976 10-800  N/F
36 Apiin (Apigenin-7-(2-0- N/F  563,14063 ESI(-) [M-H]" 09883 10-1000 N/F
Apiosylglucoside)
37  Vitexin (Apigenin 8-C- N/F  431,00837 ESI(-) [M-H]" 009990 10-1000 N/F
Glucoside)
38 Schaftoside N/F  563,14063 ESI(-) [M-H] 009981 10-1000 N/F
39 Ethylgallate N/F  197,04555 ESI(-) [M-H] 009991 10-1000 N/F
40  Rutin Hydrate M-OH2 N/F  609,14611 ESI(-) [M-H] 009972 10-1000 N/F
41  Luteolin N/F 28504046 ESI(-) [M-H] 009984 10-1000 N/F
Luteolin-7-O-Glucuronide
42 (Luteolin-7-O-B-D- N/F  463,08609 ESI(-) [M-H]" 009859 20-1000 N/F
Glucuronide)
Diosmetin (Luteolin 4'- - e
8 \fethyl Ethen N/F  299,05611 ESI(-) [M-H]" 009838 40-1000 N/F
44 Orientin N/F  447,09328 ESI(-) [M-H] 009989 10-1000 N/F
45 Isoorientin N/F  447,09328 ESI(-) [M-H] 009967 10-1000 N/F
46 Luteoloside (Luteolin 7- N/F  447,09328 ESI(-) [M-H]" 09919 20-1000 N/F
Glucoside)
47  Luteolin 7-Rutinoside N/F  593,15119 ESI(-) [M-H]" 009832 40-1000 N/F
Galangin (3,5,7-Trihydroxy-
48  2-Phenyl-4H-Chromen-4- N/F  269,04555 ESI(-) [M-H]" 009965 10-1000 N/F
One)
49  Quercetin N/F  301,03538 ESI(-) [M-H] 009932 20-1000 N/F
so  Isoquercitrin (Quercetin 3- N/F  463,08820 ESI(-) [M-H]" 09850 40-1000 N/F
Glucoside)
Narcissin (Narcissoside, = e
ST orhamnetin 3. Rutinoside) N/F 31505139 ESI(-) [M-H] 009929 20-1000 N/F
5y  Quercetin 3-Rutinoside 7- N/F  447,09296 ESI(-) [M-H]" 009857 10-1000 N/F
Glucoside
Isorhamnetin (Quercetin 3'- N/F . e N/F
53 Methyl Ether 31505103 ESI(-) [M-H]" 09939 10-1000
54 CVit N/F 17502478 ESI(-) [M-H]" 009969 10-1000 N/F
55  Kaempferol N/F 28504046 ESI(-) [M-H]" 009986 10-1000 N/F
56  Afzelin (Kaempferol 3- N/F  431,00837 ESI(-) [M-H]" 09977 10-1000 N/F
Rhamnoside)
57  Kaempferide N/F  299,05611 ESI(-) [M-H]" 009817 10-1000 N/F

58  Kaempferitrin N/F 59313006 ESI(-) [M-H]" 009957 10-1000 N/F
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Tablo 4.1. (Devam) KP ekstraktinda LC-MS/MS Orbitrap analizi sonucunda belirlenen fenolik bilesikler,
alikonma zamani (RT), ana iyon (m/z), iyonlagma modu, addukt iyonlari, kalibrasyon dogrusaligi (R?),
dogrusal ¢alisma araligi ve konsantrasyon degerleri gosterilmektedir. NF: Analiz kosullarinda tespit
edilemeyen bilesikleri ifade etmektedir

Nicotiflorin (Kaempferol 3-
59  Rutinoside, Kaempferol 3-O-  N/F 593,15119 ESI(-) [M-H]" 0,9915 40-1000 N/F
B —Rutinoside)

60 éfflrcaogs“}g‘el)(Kaempfeml 3 N/F  447,09328 ESI(-) [M-H] 009938 40-1000 N/F
61  Tiliroside N/F 28504156 ESI(-) [M-H]" 009987 10-1000 N/F
62 Is‘zr‘:l;’jé?ss(ig;empfe“ﬂ 3 N/F  287,05536 ESI(-) [M-H]" 09978 100-1000 N/F
63 Myricetin N/F 317,03029 ESI(-) [M-H]" 009989 10-1000 N/F
64  Fisetin Hydrate N/F 28504046 ESI(-) [M-H]" 009982 10-1000 N/F
65  Naringin N/F 57917193 ESI(-) [M-H]" 009977 10-1000 N/F
66  Naringenin N/F 27106120 ESI(-) [M-H]" 009910 40-1000 N/F
67 ij‘é‘tﬁngg?egaﬁngenm 70- NF 28507685 ESI(-) [M-H] 09887 10-1000 N/F
68 Eiiinmgtéﬁlfﬁﬂiﬁﬁfﬁe) N/F  579,17193 ESI(-) [M-H]" 09971 10-1000 N/F
69  Oleuropein N/F 43513031 ESI(-) [M-H]" 009910 10-800  N/F
70  Neohesperidin N/F  461,07269 ESI(-) [M-H]" 009904 10-1000 N/F
71 I;;g’fﬁ;gr‘(’}x (;ﬁ‘;fil;me) N/F  287,05501 ESI(-) [M-H] 009729 40-1000 N/F
72 Eriocitrin N/F 41711978 ESI(-) [M-H]" 009957 10-1000 N/F
73  Liquiritigenin N/F 255,06628 ESI(-) [M-H] 673 182 10-800 N/F
Liquiritin (4',7-
74 Dihydroxyflavanone 4'- N/F 41711987 ESI(-) [M-H]" 009956 10-1000 N/F
Glucoside)
Genistein (5,7-Dihydroxy-3-
75 (4-Hydroxyphenyl)-4H- N/F  269,04555 ESI(-) [M-H]" 009975 10-1000 N/F
Chromen-4-One)
76  Daidzin N/F 41510346 ESI(-) [M-H]" 009946 20-1000 N/F
77  Formononetin (Neochanin) N/F 267,06628 ESI(-) [M—-H]" 09755 10-400 N/F
78  Doxorubicin Hydrchloride N/F  544,18134 ESI(-) [M-H]" 009939 20-1000 N/F
79 Ellagic Acid 10,90 300,99899 ESI(-) [M-H]" 0,9983 10-1000 101,869
80  Esculin Hydrate N/F 33907216 ESI(-) [M-H]" 009991 20-1000 N/F
81  Phloridzin N/F 43512967 ESI() [M-H] (o0 10800 NIF
82 Rosmarinic Acid N/F ESI(-) [M-H] 009928 40-1000 N/F
83  Glabridin N/F 32312888 ESI(-) [M-H]" 009985 10-1000 N/F
84  Arbutin N/F  271,08233 ESI(-) [M-H]" 009908 100-1000 N/F
85  Emodin N/F  269,04555 ESI(-) [M-H]" 009601 10-1000 N/F
86 Etoposide N/F  447,09070 ESI(-) [M-H]" 009878 10-1000 N/F
87  Pinocembrin N/F 25506694 ESI(-) [M-H]" 009628 10-1000 N/F
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4.2. KP@AgNP ve CS@KP@Ag ‘nin Karakterizasyonu

4.2.1. FT-IR Analizi

FTIR (Fourier Transform Infrared Spektroskopisi), numunede bulunan fonksiyonel
gruplarin belirlenmesi ve molekiiler yapinin karakterizasyonunda yaygin olarak kullanilan
onemli bir analiz yontemidir. FTIR spektrumlar1 genel olarak dort ana bolgede
incelenmektedir. 25004000 cm™ araliginda tekli baglara ait titresimler goriilmekte olup
ozellikle 3200-3600 cm™ civarindaki genis pikler -OH, -NH: ve su molekiillerine bagh
hidrojen baglarin1 gostermektedir (Nandiyanto et al., 2022). 3000 cm™ {izerindeki pikler
aromatik ve doymamis C-H baglariyla, 3000 cm™ altindaki pikler ise alifatik C-H
baglartyla iligkilendirilmektedir. 1500-2500 cm™ araliginda iiclii ve ¢ift baglara ait
karakteristik pikler yer almakta, 6zellikle 1650—1850 cm™ bandinda karbonil (C=0)
gruplart belirgin sekilde gozlenmektedir (Nandiyanto et al., 2022). 1600-1650 cm™
civarindaki pikler ise C=C ¢ift baglarin1 gostermektedir. 1500 cm™ altindaki bolge ise
“parmak izi bolgesi” olarak adlandirilmakta ve molekiile 6zgii titresim bantlarini
icermektedir. Bu nedenle nanojel ve nanopartikiil yapilarin ylizey ozellikleri ile
fonksiyonel grup degisimlerinin belirlenmesinde 6nemli bilgiler saglamaktadir. Nanojel ve

nanopartikiile ait FT-IR spektrumu Sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1. KP@AgNP ve CS@KP@Ag’nin FT-IR Spektrumlari (g: gerilme, b: biikiilme)

Yapilan FT-IR spektroskopisi analizleri, KP@AgNP ve CS@KP@Ag numunelerinin
kimyasal yapilarim1 ve giimiis nanopartikiillerin yiizey etkilesimlerini basartyla ortaya
koymustur. Sekil 4.1’de verilen pikler lizerinde bulunan pembe renkli kutucuklar her iki
numunede ortak olan pikleri gosterirken digerleri ise her bir numuneye ait spesifik pikleri
isaret etmektedir. KP@AgNP’in FT-IR spektrumu incelendiginde LC-MS-MS sonuglarina
gore KP igerisinde tespit edilen kinik asit (C7H120g), ellajik asit (C14HeOs), klorojenik asit
(C16H1809) ve 3,4-dihidroksibenzaldehit (protokatesik aldehit, C;HeO3) fenolik bilesikleri
ile uyumlu olarak 3668 cm-1, 2977-2904 cm-1 ve 887 cm-1"deki pikler sirasiyla alkolik
O-H gerilme, C-H gerilme ve C=C biikiilme piklerine atfedilebilir (Lamarra et al., 2018).
Bu pikler, yapisinda bu fenolik bilesikler bulunan KP’nin AgNP iizerine yiiklendigini agik
bir sekilde gostermektedir. CS@KP@Ag nanojeline ait FT-IR piki incelendiginde ise toz
formundan farkli olarak 3315 cm-1 ve 1630 cm-1’deki piklerde gozlenen sirasiyla N-H
gerilme ve biikiilme pikleri kitosanin varligina isaret etmektedir. (Akmaz vd., 2013) Hem
KP@AgNP hem de CS@KP@Ag nonejlinde ortak olarak sirasiyla 1392 ve 1398 cm-1’de
gbzlenen piklerin karboksilik O-H biikiilme piklerine, 1238 ve 1277 cm-1’deki piklerin aril
eter C-O gerilme piklerine ve 1057 ve 1072 cm-1’de verilen piklerin ise alifatik eter C-O
gerilme piklerine ait oldugu diisiiniilmektedir (Martinez-Cisterna et al.,2025). Bu {i¢ ortak

pikin KP’nin yapisinda bulunan fenolik bilesiklerin kimyasal yapisindan kaynaklandigi
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anlagilmaktadir. Tiim bu veriler 15181inda KP’nin bahsi gecen fenolik bilesikleri icerdigi ve
AgNP’lerinin iizerine yiiklendigi ve CS@KP@Ag nanojelinin hem kitosant hem de
KP@AgNP’lerini icerdigi kolaylikla sdylenebilir.

4.2.2. UV/Vis Analizi

UV-Vis  spektrofotometrisi, metal nanopartikiillerin ~ serbest  elektronlariin
elektromanyetik 1s1nimla etkilesmesi sonucu olusan Yiizey Plazmon Rezonansi (Surface
Plasmon Resonance, SPR) etkisini kullanarak partikiil olusumu, boyutu, sekli ve kolloidal
kararlilig1 hakkinda hizli 6n bilgi saglayan 6nemli bir karakterizasyon yontemidir. Partikiil
boyutunun kiictilmesi absorbans pikinin daha kisa dalga boylarina (maviye kayma),
partikiil bliylimesi veya agregasyonu ise daha uzun dalga boylarina (kirmiziya kayma)
kaymasma neden olur. Bu degisimler nanopartikiillerin morfolojisi ve c¢evresindeki
dielektrik ortam hakkinda 6nemli bilgiler sunmaktadir. UV-Vis analizi, sentez basarisinin
dogrulanmasinda etkili olmakla birlikte SEM ve TEM gibi mikroskobik yontemlerle
birlikte degerlendirildiginde nanopartikiillerin boyutu, dagilimi ve agregasyon durumu

daha giivenilir sekilde ortaya konulabilmektedir. (Lee & Jun, 2019; Kang et al., 2019).
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Sekil 4.2. KP@AgNP’leri ve CS@KP@Ag nanojeline ait 200 -1100 nm araliginda alinan UV/Vis absorbans
grafikleri
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UV-Vis spektrofotometrik analiz sonuglarinda, her iki 6rnegin neredeyse ayni noktalarda
pik verdigi agikca goriilmektedir (Sekil 4.2). Hem KP@AgNP’leri hem de CS@KP@Ag
nanojeline ait UV-Vis spektrumlarinda 274, 412 ve 971 nm’de olmak {izere ii¢ adet
absorbans piki gozlenmistir. Bu piklerin sirasiyla KP-Ag yiik aktarimi, AgNP’leri ve
serbest su molekiillerine ait oldugu anlasilmistir (Berbe¢ S et al., 2019; Yildirim H et al.,
2025 ). Her iki spektrum, KP@AgNP’lerinin basariyla sentezlendigini ve CS@KP@Ag

nanojelinin ise bu toz nanopartikiilleri igerdigini net bir sekilde gostermektedir.

4.2.3. XRD Analizi

X-1s1n1 kirinimi (XRD), nanomalzemelerin kristal yapisinin, faz safliginin ve kristallenme
derecesinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan giiglii bir karakterizasyon teknigidir.
X-1gmlarinin  kristal 6rgli diizlemleri tarafindan belirli agilarda kirinima ugramasi
prensibine dayanan bu yontem, malzemelerin yapisal 6zellikleri hakkinda ayrintili bilgi
sunar. Elde edilen kirinim desenlerinde gozlenen karakteristik pikler, materyalin kristal
fazlarin1 tanimlamaya ve sentezlenen nanopartikiillerin yapisal biitliinliigiinii dogrulamaya
olanak saglar. Pik konumlari kristal yapiy1 ve faz kompozisyonunu yansitirken, pik siddeti
ve genisligi kristallenme derecesi, kristalit boyutu ve yapisal diizenlilik hakkinda bilgi
vermektedir. Ozellikle metal nanopartikiillerde gdzlenen belirgin ve yiiksek siddetli
kirinim pikleri, basarili nanopartikiil olusumunun ve yliksek kristalliligin 6nemli
gostergeleridir. XRD analizinin SEM, TEM ve diger karakterizasyon yontemleriyle birlikte
degerlendirilmesi, nanopartikiillerin morfolojik, yapisal ve fizikokimyasal 6zelliklerinin

kapsaml1 bir sekilde ortaya konulmasini saglamaktadir.
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Sekil 4.3. KP@AgNP’leri ve CS@KP@Ag nanojeline ait X-1s1n1 kirinimi (XRD) desenleri

KP@AgNP’lerinin ve CS@KP@Ag nanojelinin kristal yapilarin1 anlamak igin XRD
desenleri incelendi ve bu desenler Sekil 4.3’te gosterilmistir. Buna gore, KP@AgNP
orneginde 20 =~ 38° (111), 44° (200), 64° (220) ve 77° (311)’de dort adet belirgin ve yiiksek
siddetli kirmim piki gézlenmistir (JCPDS No. 04-0783, Sekil 4.3). Bu pikler, glimiis
nanopartikiillerinin kristalin yapida oldugunu ve basarili bir sekilde sentezlendigini
gostermektedir. Bu piklere ek olarak 20 = 33°°de gozlenen yeni bir pik KP igerisinde
bulunan fenolik bilesiklerin karbon yapisina atfedilebilir. Bu pik kiiciik bir kayma ile
birlikte (26 = 35°) CS@KP@Ag nanojeline ait XRD deseninde de gozlenmektedir. Ayrica,
nanojel ornegine ait XRD deseninde gozlenen 20 = 26° ve 8°’deki iki tepenin TPP’ye ( ve
20 = 17°°deki tepenin ise kitosana ait oldugu anlagilmistir. (Akmaz vd., 2013; Trivedi et
al., 2015) Bu sonug, bariz bir sekilde KP@AgNP’lerinin varligi ve CS@KP@Ag
nanojelinin bu giimiis nanopartikiillerini icerdigini isaret etmektedir. Her iki 6rnegin i¢cinde
bulunan AgNP’lerinin Ag(111) kirmim tepe noktasi, giimiis nanopartikiillerinin yiizey
merkezli kiibik kristal yapisina sahip oldugunu gosterir ve bu 20 degeri, metal
parcaciklarinin ortalama kristalit boyutunu ve kafes parametrelerini hesaplamak icin
kullanilir. (Ali vd., 2023) KP@AgNP’lerinin deneysel kafes sabiti degeri a=4,098 olarak
bulunmustur; bu deger, saf glimiis metalinin teorik kafes sabiti degeri olan a=4,086'ya ¢ok
yakindir (Ali vd., 2023). Dahasi, Ag(111) icin Scherer formiilii ile KP@AgNP’lerinin

ortalama kristalit boyutu 49,19 nm olarak bulunmustur ve bu deger SEM goriintiisii ile elde
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edilen parcacik boyutuna ile de dogrulanmistir (SEM parcacik boyutu= 40,50 nm, daha
sonra bakiniz). Sonu¢ olarak, XRD sonuglari, kitosan bazli nanojel sisteminin giimiis
nanopartikiilleri ile basarili bir sekilde kompozit hale getirildigini ve yapisal biitiinliiglin

korundugunu dogrulamaktadir.

4.3. FE-SEM EDX Analizi

Taramal1 Elektron Mikroskobu (SEM) analizi, sentezlenen nanopartikiillerin morfolojik
yapilarinin, yiizey topografilerinin, sekil 6zelliklerinin ve boyut dagilimlarinin dogrudan
gorsellestirilmesinde kullanilan en giiclii ve yaygin karakterizasyon tekniklerinden biridir.
Bu yontem, odaklanmis bir elektron demetinin numune ylizeyi ile etkilesimi sonucu agiga
¢ikan sinyallerin taranmasi esasina dayanmakta olup, nanometre Ol¢eginde yliksek
¢oziliniirliiklii ve li¢ boyutlu illiizyona sahip mikrograflar elde edilmesine olanak tanir. SEM
analizi sayesinde, nanopartikiillerin kiiresel, eliptik veya diizensiz geometrilere sahip olup
olmadiklar1 belirlenebilmekte; pargaciklarin sistem igerisindeki monodispers (tekdiize)
veya polidispers dagilim karakteri dogrudan gézlemlenebilmektedir. Ayrica, mikrograflar
iizerinden yapilan istatistiksel boyut analizleri (histogramlar), kolloidal sistemin ortalama
parcacik boyutu ve aglomerasyon (kiimelenme) egilimi hakkinda sayisal ve kesin veriler
sunmaktadir. Bu dogrultuda elde edilen morfolojik veriler; Zeta potansiyeli, FTIR ve DLS
gibi diger fizikokimyasal karakterizasyon sonuclart ile entegre edilerek, sentez
mekanizmasinin basarisi ve nanopartikiillerin nihai uygulama alanlarindaki potansiyeli

hakkinda kapsamli bir degerlendirme yapilmasina zemin hazirlamaktadir.
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Sekil 4.4. Sentezlenen KP@AgNP’lerinin (a) KP@AgNP’lerinin FESEM mikrografi ve (b) istatistiksel
boyut dagilim histogrami, (¢c) CS@KP@Ag nanojelin SEM mikrografi ve (d) istatistiksel boyut dagilim
histogram1

Bu kapsamda, sentezlenen nanopartikiillerin morfolojik 6zelliklerini ve parcacik boyut
dagilimlarin1 belirlemek amaciyla gergeklestirilen SEM analizi ve ilgili histogram
sonuclar1 Sekil Sekil 4.4’te sunulmustur. Elde edilen mikrograflar ve istatistiksel boyut
dagilim egrileri incelendiginde, KP@AgNP 6rneginin 40,50 nm ortalama boyuta sahip
oldugu, buna karsin CS@KP@Ag nanojeli incelendiginde, ortalama pargacik boyutunun
64,70 nm olarak gerceklestigi tespit edilmistir.

FESEM goriintiileri ile ayn1 bolgelerden alinan EDX analizleri, sentezlenen KP@AgNP ve
CS@KP@Ag yapilarma ait elementel bilesimin  dogrulanmasi  amaciyla
gergeklestirilmistir (Sekil 4.5). EDX spektrumlar1 incelendiginde her iki 6rnekte de karbon
(C), oksijen (O) ve glimiis (Ag) elementlerine ait karakteristik piklerin bulundugu
goriilmektedir. Bu bulgular, yesil sentez yontemiyle elde edilen giimiis nanopartikiillerinin

basariyla olusturuldugunu ve organik matriks i¢erisinde bulundugunu dogrulamaktadir.

Sekil 4.5a'da verilen KP@AgNP i¢cin EDX spektrumunda biiyiik oranda bulunan giimiis
elementine ek olarak karbon, azot ve oksijen elementlerinin oldugu gézlenmistir. KP’de

bulunan dort fenolik bilesigin kimyasal yapisi incelendiginde azot elementini icermedigi
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anlagilmistir. Bu durumda, Sekil 4.5a’da goriilen azot elementinin AgNO3 tuzundan gelen
kirlilik oldugu diisiiniilmektedir. Sekil 4.5b’de goriilen CS@KP@Ag nanojelinin EDX
spektrumunda ise karbon, oksijen ve giimiis elementlerine ek olarak yiiksek oranda sodyum
ve eser miktarda magnezyum elementlerine ait pikler dikkat cekmektedir. Burada gézlenen
sodyum pikinin CS@KP@Ag nanojelinin sentezinde iyonik jelasyon sirasinda ¢apraz
baglayict olarak kullanilan TPP molekiiliinden, magnezyum pikinin ise Kkirlilikten
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ayrica, kitosan molekiiliiniin yapisinda bulunan azot
elementinin CS@KP@Ag nanojeline ait EDX spektrumunda ¢ikmamasinin nedeni
deneysel hata olarak degerlendirilmektedir. Sonug olarak, karbon ve oksijen elementleri
kitosan ile kahve posasi ekstraktinda bulunan organik bilesenleri temsil ederken, yaklagik
3 keV civarinda gozlenen karakteristik Ag pikleri giimiis nanopartikiillerinin nanojel

matriksi igerisinde basariyla enkapsiile edildigini géstermektedir.
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(a) Ag Elementler Yogunluk Hata  Derisim
(KP@AgNP) (c/s) (2-sig) (%)
C 61.92 2.328 4.383
N 9.72 1.135 6.017
() 51.55 2.171 2.620
Ag 862.09  8.145  86.980
\g 100.000
A9 Adlho
CAg Ag Ag
‘ &1 | y ' ' 1 ' ' '
5 10
Cursor=
Vert=5058 Window 0.005 - 40.955= 112,397 cnt
(bwa Elementler Yogunluk Hata Derisim
(CS@KP@Ag)  (c/s)  (2-sig) (%)
C 36.70 1.694  27.601
0 60.77 2.110  29.039
Na 180.67 3.597 34.816
Mg 2.60 1.091 0.589
NT Ag 17.56 1.563  7.955
100.000
C
Ag
9 Ag
‘Mol . a -
5 10
Cursor=
Vert=1224 Window 0.005 - 40.955= 30,637 cnt

Sekil 4.5. Yesil sentezlenen (a) KP@AgNP ve (b) CS@KP@Ag 6rneklerine ait FESEM-EDX spektrumlari

ile belirlenen elementel bilesim sonuglari
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Her iki ornek birlikte degerlendirildiginde, nanojel formiilasyonunda kitosan ve TPP
matriksinin ilavesiyle karbon, oksijen ve ozellikle sodyum oranlarinda belirgin artig
meydana gelirken, glimiisiin agirlik¢a oraninda beklenen bir azalma gozlenmistir. Buna
ragmen Ag'ye ait karakteristik piklerin korunmus olmasi, nanopartikiillerin nanojel
matriksi igerisinde yapisal biitiinliigiinii korudugunu gostermektedir. FESEM goriintiileri
ile birlikte degerlendirilen EDX sonuglari, KP@AgNP'nin basariyla sentezlendigini ve
CS@KP@Ag formiilasyonunun basarili sekilde olusturuldugunu dogrulamaktadir. Bu

bulgular, XRD ve FT-IR analizlerinden elde edilen sonuglarla da uyum gostermektedir.

4.3.1. Dinamik Isik Sacilimi (DLS) Analizi

Dinamik Isik Sac¢ilimi (DLS) analizi, sentezlenen nanopartikiillerin ¢dzeltideki
hidrodinamik pargacik boyutunun ve boyut dagiliminin belirlenmesinde yaygin olarak
kullanilan bir karakterizasyon yontemidir. Bu teknik sayesinde nanopartikiillerin kolloidal
ortamda sergiledigi davranis, polidispersite indeksi (PDI) ve parcacik dagilim homojenligi
degerlendirilebilmektedir. Bu kapsamda sentezlenen KP@AgNP ve CS@KP@Ag
orneklerinin hidrodinamik boyut dagilimlarini belirlemek amactyla DLS analizleri

gerceklestirilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.6'te sunulmustur.

A B

100 4 120
90 4
o' 100
70 4
= = 804
$ 60 2
o 3
a a
S 50 4 E 60 -
§ 40- 5
£ E
304 40
20 4
20
10 4
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0,1 1 10 100 le+03 le+04 0,1 1 10 100 1e+03 1e+04
Size (d.nm)

Size (d.nm)

== Ag NP [Steady state] == NG [Steady state]

Sekil 4.6. DLS analizi ile elde edilen hidrodinamik pargacik boyutu dagilimlari. (A) KP@AgNP ve (B)
CS@KP@Ag orneklerine ait yogunluk esasli parcacik boyutu dagilim egrileri



51

DLS analizi sonucunda, KP@AgNP 6rneginin hidrodinamik parcacik boyutu yaklagik
124,6 nm, CS@KP@Ag 6rneginin ise yaklasik 68,7 nm olarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar, her iki 6rnegin de nanometre boyut araliginda oldugunu gostermektedir. DLS ile
belirlenen hidrodinamik boyutlar, c¢ozelti ortaminda partikiill ylizeyini c¢evreleyen
hidratasyon tabakas1 ve ylizeyde bulunan biyomolekiiler yapilarin etkisini de i¢erdiginden,
FE-SEM analizinde elde edilen parcacik boyutlarindan farklilik gosterebilmektedir. Bu

nedenle DLS ve FE-SEM sonuglar1 birbirini tamamlayici nitelikte degerlendirilmektedir.

4.3.2. Zeta Potansiyeli Analizi

Zeta potansiyeli analizi, nanopartikiillerin yiizey yikiiniin ve kolloidal sistemlerdeki
dagilim kararliliginin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan 6nemli bir karakterizasyon
yontemidir. Bu teknik, pargaciklarin sivi ortamda elektrik alan etkisi altinda gosterdigi
hareketin 6l¢iilmesi esasina dayanmakta olup, nanopartikiillerin yilizey 6zellikleri hakkinda
bilgi saglamaktadir. Elde edilen zeta potansiyeli degerleri, partikiiller arasindaki
elektrostatik itme veya ¢ekme kuvvetlerini yansitarak sistemin agregasyon egilimi ve
stabilitesi hakkinda degerlendirme yapilmasina olanak tanir. Yiiksek pozitif veya negatif
zeta potansiyeli degerleri, partikiiller arasindaki elektrostatik itmenin artmasina bagh
olarak daha kararli dispersiyonlar1 isaret ederken, diisiik mutlak degerler partikiil
agregasyonu riskinin arttifin1 géstermektedir. Nanopartikiil sistemlerinde zeta potansiyeli
analizi, sentez basarisinin degerlendirilmesi, ylizey modifikasyonlarinin dogrulanmasi ve
kolloidal stabilitenin belirlenmesi agisindan dnemli bilgiler sunmaktadir. Bu nedenle zeta
potansiyeli sonuglari, SEM, TEM, DLS ve diger karakterizasyon yontemleri ile
degerlendirilerek nanopartikiillerin fizikokimyasal 6zelliklerinin kapsamli olarak ortaya

konulmasina katki saglamaktadir.
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Zeta Potential Distribution KP@Ag NP Zeta Potental Distribution CH@AgKP
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Sekil 4.7. KP@AgNP ve CS@KP@Ag numunelerinin zeta potansiyeli dagilimlari

Sekil 4.7 ‘de goriildiigii tizere, KP@AgNP numunesi hafif negatif bir ylizey ylikiine sahip
olup, yaklasik -10 mV’da dar ve keskin tek bir pik sergilemistir. Bu profili, numunenin
ylizey yiikii agisindan oldukca homojen bir dagilimda oldugunu ve ardisik ii¢ dl¢limiin

miikemmel bir tekrarlanabilirlik gosterdigini kanitlamaktadir.

Buna karsin, yiizey modifikasyonuna tabi tutulan CS@KP@Ag numunesinin zeta
potansiyeli pozitif bolgeye kayarak ortalama 3,76 mV’da pik yapmustir (Sekil 4.7). Yiizey
yiikiinde gozlenen bu belirgin pozitif yonlii degisim, nanopartikiil yiizeyinin pozitif yiiklii
kitosan ile bagaril1 bir sekilde kaplandiginin dogrudan kanitidir.

4.4. Hiicre Canhlik Testi (WST) Sonuglari

4.4.1. H:0:'nin SH-SY5Y Hiicre Canhligi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

SH-SY5Y hiicrelerinde oksidatif stres modelinin olusturulmasi amaciyla farkl
konsantrasyonlarda H:0: uygulanmig ve hiicre canliligt WST yontemi ile
degerlendirilmistir. WST reaktifi uygulandiktan yaklasik 4 saat sonra absorbans degerleri
450 ve 630 nm'de mikroplaka okuyucusunda dl¢iilmiistiir. Olgiimlerde 630 nm degeri arka
plan (blank) olarak kabul edilerek 450 nm absorbansindan ¢ikarilmis ve her kuyucuk i¢in
Auso—Asso degerleri hesaplanmustir. Hiicre canliligi, Hiicre Canlilig1 (%) = (AO/AK) x 100

formiili  kullanilarak belirlenmistir. Tiim deneyler ii¢ bagimsiz tekrar halinde
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gerceklestirilmis, hata cubuklar1 ortalama + standart sapma (Mean + SD) olarak

gosterilmistir.

Elde edilen sonuglar, H20: konsantrasyonunun artmasiyla SH-SYSY hiicre canliliginin
konsantrasyona bagli olarak azaldigini gostermistir (Sekil 4.8). H.O: uygulanmayan
kontrol grubunda hiicre canlilig1 %100 olarak kabul edilirken, 50, 62,5, 100, 125, 200, 250,
400 ve 500 uM H:0: uygulanan gruplarda hiicre canliligi sirastyla %97,92, %96.,61,
%86,90, %92.,47, %76,16, %72,38, %56,73 ve %34,51 olarak hesaplanmustir.

Istatistiksel analiz sonucunda, 50 ve 62,5 uM H.O: uygulanan gruplarm kontrol grubuna
gore anlamh farklilik goéstermedigi (ns, p>0,05) belirlenmistir. Buna karsin 100 puM
grubunda anlaml diizeyde azalma gézlenmis (*p<0,05), 125, 200, 250, 400 ve 500 uM
H20: uygulanan gruplarda ise kontrol grubuna kiyasla hiicre canliliginda ileri diizeyde
anlamli azalma tespit edilmistir (****p<0,0001). Bu bulgular, H20.'nin SH-SYS5Y

hiicrelerinde doz bagiml1 sitotoksik etki olusturdugunu dogrulamaktadir.

Hiicre canliliginin yaklasik %50 seviyesine diistiigii konsantrasyon dikkate alinarak 400
uM H:0: yaklasik LDso degeri olarak belirlenmis ve sonraki oksidatif stres deneylerinde

bu konsantrasyon kullanilmistir.
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H,0, Uygulamasinin SH-SYSY Hiicre Canhhigina Etkisi

* ok ok K
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* % % * I
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" |
150 * % %k % l
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N | ns |
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= -
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H,0, Konsantrasyonu (pM)

Sekil 4.8. Farkli H2O: konsantrasyonlarinin SH-SY5Y hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi ve yaklasik LDso
degerinin belirlenmesi. Hiicre canliligit WST ydntemi ile belirlenmis olup sonuglar ortalama =+ standart sapma
(Mean + SD, n = 3) olarak verilmistir. Istatistiksel analiz tek yonlii varyans analizi (One-way ANOVA) ve
Dunnett ¢oklu karsilagtirma testi kullanilarak kontrol grubuna gore gerceklestirilmistir. *p < 0,05; ****p <
0,0001; ns: istatistiksel olarak anlamsiz

4.4.2. Farkh KP@AgNP ve CS@wKP@Ag Konsantrasyonlarimmn LDS0 Degerinin

Belirlenmesi

SH-SY53Y insan noroblastoma hiicre hattinda KP@AgNP ve CS@KP@Ag 6rneklerinin
sitotoksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla farkli konsantrasyonlarda hiicre canlilig1
analizi gerceklestirilmistir. Hiicre canliligi sonuglari kontrol grubuna gore degerlendirilmis

ve elde edilen veriler Sekil 4.6 'da sunulmustur.
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A KP@AgNP’nin SH-SY5Y Hiicre Canliigi Uzerine Etkisi B CH@KP@Ag'nin SH-SY5Y Hiicre Canliigi Uzerine Etkisi
Fededek
Fokkk I
Fkkk ]
Fokkk
150 — 150 -
ns
ns
=
x 100 « 100
ES £
o T T T 1 - T T T T T
6 3 15 075 038 0.19 Kontrol 6 3 1.5 075 0.38 0.19 Kontrol
Farkli KP@Ag NP Konsantrasyonu (mg/mL) CH@KP@Ag Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.9. Farkli konsantrasyonlarda uygulanan KP@AgNP ve CH@KP@Ag 6rneklerinin SH-SYS5Y hiicre
canliligr iizerine etkileri ve ICso degerlerinin belirlenmesi. Veriler ortalama =+ standart sapma olarak
sunulmustur. Istatistiksel analiz tek yénlii varyans analizi (One-way ANOVA) ve Dunnett ¢oklu karsilastirma
testi kullanilarak gergeklestirilmistir. Kontrol grubuna gore anlamlilik diizeyleri ns: p > 0,05; : p <0,01; *: p
<0,001; **: p <0,0001

KP@AgNP uygulamalarinda konsantrasyon artisina bagli olarak hiicre canliliginin
belirgin sekilde azaldig1 gozlenmistir. En yiliksek konsantrasyon olan 6 mg/mL'de hiicre
canlilif1 yaklasik %5 diizeyine kadar diiserken, konsantrasyonun azalmasiyla birlikte hiicre
canlihginda kademeli bir artis meydana gelmistir. Istatistiksel analiz sonucunda tiim
uygulama konsantrasyonlarinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde farklilik gosterdigi
belirlenmistir (****, p <0,0001). Doz-cevap egrisinden hesaplanan ICso degeri 1,63 mg/mL
olarak belirlenmis olup, bu sonu¢ KP@AgNPnin SH-SYSY hiicrelerinde konsantrasyona
bagli belirgin bir sitotoksik etki olusturdugunu gostermektedir.

CHKP@Ag grubunda da konsantrasyona bagli olarak hiicre canliliginda azalma
gdzlenmis, ancak ayni konsantrasyonlarda KP@AgNP grubuna kiyasla daha yiiksek hiicre
canliligr degerleri elde edilmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunurken (p <0,01-0,0001), 0,38 mg/mL ve 0,19
mg/mL konsantrasyonlarinda kontrol grubuna goére anlamli bir farklilik saptanmamistir
(ns, p > 0,05). Doz-cevap egrisinden hesaplanan ICso degeri 1,37 mg/mL olarak

belirlenmistir.
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Her iki formiilasyonun ICso degerleri birbirine yakin olmakla birlikte (KP@AgNP: 1,63
mg/mL; CH@KP@Ag: 1,37 mg/mL), doz-cevap egrileri incelendiginde nanojel
formiilasyonunun o6zellikle diisiik ve orta konsantrasyonlarda serbest KP@AgNP'ye
kiyasla daha yiiksek hiicre canliligi sagladigi goriilmektedir. Bu durum, kitosan bazl
nanojel matriksinin giimiis nanopartikiillerini stabilize ederek kontrollii salinim saglamasi
ve hiicrelerle dogrudan temasini sinirlandirmasi ile agiklanabilir. Literatiirde de kitosan
bazli tasiyici sistemlerin nanopartikiillerin biyouyumlulugunu artirdigi ve sitotoksik
etkilerini azalttig1 bildirilmektedir. Bu nedenle, CS@KP@Ag nanojel formiilasyonunun
yalnizca sitotoksik etki agisindan degil, biyomedikal uygulamalarda giivenli kullanim

potansiyeli bakimindan da avantaj saglayabilecegi diisliniilmektedir (Ahsan et al., 2025).

4.5. Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS) Sonuglari

SH-SYS5Y hiicrelerinde toplam antioksidan seviyesinin (TAS) belirlenmesi amaciyla Reel
Assay (Gaziantep, Tiirkiye) tarafindan gelistirilen ticari Toplam Antioksidan Seviye (TAS)
tayin kiti kullanilmistir. Deney kapsaminda SH-SY5Y hiicrelerinde H-O: ile oksidatif stres
modeli olusturulmus ve sentezlenen KP@AgNP ile CH@KP@Ag nin antioksidan etkileri
iki farkli uygulama protokolii kullanilarak degerlendirilmistir. Ik protokolde hiicrelere
oncelikle H>O: uygulanarak oksidatif stres olusturulmus, ardindan KP@AgNP veya
CH@KP@Ag uygulanmistir (H202 + ilag grubu). Ikinci protokolde ise hiicreler 6ncelikle
KP@AgNP veya CH@KP@Ag ile muamele edilmis, daha sonra H-O- uygulanmistir (ilag
+ H:0: grubu). Bu sayede sentezlenen nanomateryallerin hem tedavi edici hem de

koruyucu antioksidan etkileri karsilastirmali olarak degerlendirilmistir.

Uygulamalarin tamamlanmasinin ardindan hiicreler %5 CO: igeren inkiibatdrde 24 saat
inkiibe edilmis, daha sonra hiicre iceriginin ortama salinmasimi saglamak amaciyla iki
dongii halinde 30 dakika —20 °C ve ardindan 30 dakika 37 °C'de bekletilerek donma-
¢coziinme (freeze—thaw) islemi uygulanmistir. Elde edilen hiicre siipernatantlar1 TAS
analizlerinde kullanilmigtir. Analizler Reel Assay (Gaziantep, Tiirkiye) firmasinin 6nerdigi
protokole uygun olarak gergeklestirilmis, standart ¢ozeltiler yardimiyla toplam antioksidan

seviyeleri hesaplanmistir. Ayrica herhangi bir uygulama yapilmayan hiicreler kontrol
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grubu olarak degerlendirilmistir. Elde edilen TAS sonuglart Sekil 4.8A ve Sekil 4.8B’de

sunulmustur.
A Toplam Antioksidan Seviyesi B Toplam Antioksidan Seviyesi
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Sekil 4.10. Farkli KP@AgNP konsantrasyonlarinin SH-SYSY hiicrelerinde toplam antioksidan seviyesi
(TAS) iizerine etkisi. (A) Hiicrelere 400 pM H.O. uygulamasinin ardindan farkli konsantrasyonlarda
KP@AgNP uygulanmasi sonucu elde edilen TAS diizeyleri. (B) Hiicrelere oncelikle farkli
konsantrasyonlarda KP@AgNP uygulanmasini takiben 400 uM H:O: uygulanmasi sonucu belirlenen TAS
diizeyleri. Sonuglar ortalama + standart sapma (Mean + SD) olarak verilmistir (n = 3). Istatistiksel analiz tek
yonlii ANOVA ve uygun post-hoc testi kullanilarak gergeklestirilmistir. *p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001;
*#*%p <0,0001; ns: istatistiksel olarak anlamli degil

400 uM H20: + KP@AgNP uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerinde elde edilen TAS sonuglari
Sekil 4.8A'da gosterilmektedir. En yiiksek TAS degeri 6 mg/mL KP@AgNP grubunda
belirlenirken, konsantrasyonun azalmasina bagl olarak TAS degerlerinde genel bir diisiis
gozlenmistir. Ozellikle 6 mg/mL grubunun kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek
TAS degerine sahip oldugu belirlenmistir (p<0,0001). Buna karsilik 0,75, 0,38 ve 0,19

mg/mL gruplar1 arasinda anlamli bir farklilik saptanmamuistir (ns).

KP@AgNP + 400 uM H:0: uygulanan grupta ise (Sekil 4.8B), en yiiksek TAS degeri yine
6 mg/mL konsantrasyonunda elde edilmis, konsantrasyon azaldikca TAS seviyelerinde
kademeli bir azalma gozlenmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore

anlamli artislar belirlenirken, diisiik konsantrasyonlarda bu etkinin azaldig1 goriilmiistir.
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Her iki uygulama protokolii birlikte degerlendirildiginde, KP@AgNPnin SH-SYS5Y
hiicrelerinde toplam antioksidan seviyesini konsantrasyona bagli olarak artirdigi
goriilmektedir. Ayrica nanopartikiiliin H.O: uygulamasindan 6nce verilmesiyle elde edilen
TAS degerlerinin genel olarak daha yiiksek olmasi, KP@AgNP'nin yalnizca tedavi edici

degil ayn1 zamanda koruyucu antioksidan etki de gosterebildigini diisiindiirmektedir.

CS@KP@Agnanojelin SH-SYS5Y hiicrelerinde toplam antioksidan seviyesi (TAS) iizerine

etkisine ait sonuglar Sekil 4.9'da verilmistir.

A Toplam Antioksidan Seviyesi B Toplam Antioksidan Seviyesi
H,0, + CH@KP@Ag CH@KP@Ag + H,0,
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Sekil 4.11. Farkli CS@KP@Ag nanojel konsantrasyonlarinin SH-SY5Y hiicrelerinde toplam antioksidan
seviyesi (TAS) iizerine etkisi. (A) Hiicrelere 400 uM H:O- uygulamasinin ardindan farkli konsantrasyonlarda
CS@KP@Ag nanojel uygulanmast sonucu elde edilen TAS diizeyleri. (B) Hiicrelere oncelikle farkli
konsantrasyonlarda CS@KP@Ag nanojel uygulanmasini takiben 400 uM H.0O. uygulanmasi sonucu
belirlenen TAS diizeyleri Sonuglar ortalama + standart sapma (Mean £+ SD) olarak verilmistir (n = 3).
Istatistiksel analiz tek yonli ANOVA ve uygun post-hoc ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak
gergeklestirilmistir. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001; ns: istatistiksel olarak anlamli
degildir

CS@KP@Ag + 400 uM H:0: uygulanan grupta (Sekil 4.9A), en yiiksek TAS degeri 6
mg/mL konsantrasyonunda belirlenmistir. Konsantrasyonun azalmasiyla birlikte TAS
degerlerinde kismi bir azalma gozlenmis, ancak 3 mg/mL, 1,5 mg/mL, 0,75 mg/mL, 0,38

mg/mL ve 0,19 mg/mL gruplarinda birbirine yakin TAS degerleri elde edilmistir.

Istatistiksel analiz sonucunda 6 mg/mL grubunun kontrol grubuna gére anlamli farklilik
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gosterdigi belirlenmistir (p<0,01). Ayrica 3 mg/mL ve 0,38 mg/mL gruplarinda kontrol
grubuna gore anlaml farklilik saptanirken (p<0,05), 0,75 mg/mL grubu ile kontrol grubu
arasinda anlamli farklilik bulunmamistir (ns). Bu bulgular, nanojel uygulamasinin farkl
konsantrasyonlarda toplam antioksidan kapasiteyi koruyabildigini ve yiiksek

konsantrasyonda bu etkinin daha belirgin oldugunu gostermektedir.

400 uM H:0: + CS@KP@Ag uygulanan grupta ise (Sekil 4.9B), en yliksek TAS degerleri
0,38 mg/mL ve 0,19 mg/mL konsantrasyonlarinda elde edilmistir. Istatistiksel analiz
sonucunda 6 mg/mL, 3 mg/mL, 0,75 mg/mL, 0,38 mg/mL ve 0,19 mg/mL gruplarinin
kontrol grubuna gore anlamli farklilik gosterdigi belirlenirken (sirastyla p<0,001, p<0,01,
p<0,001, p<0,0001 ve p<0,001), 1,5 mg/mL grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli
farklilik saptanmamuistir (ns). Diisiik konsantrasyonlarda daha yiiksek TAS degerlerinin
elde edilmesi, nanojel formiilasyonunun kontrollii salim 6zelligi ve biyoyararlanimi artirici
etkisiyle iligkili olabilir. Kitosan matriksinin antioksidan bilesenlerin hiicreyle etkilesimini
diizenlemesi ve glimiis nanopartikiillerinin daha kontrollii sekilde salinmasini saglamasi,
diisitk konsantrasyonlarda dahi yiiksek antioksidan kapasitenin korunmasina katkida
bulunmus olabilir. Bu durum, nanojel formiilasyonunun yalnizca tasiyicit bir sistem
olmadigini, ayn1 zamanda biyolojik etkinligi optimize eden bir platform olarak gorev

yapabilecegini diislindiirmektedir.

4.6. Toplam Oksidan Seviyesi (TOS) Sonuclar

SH-SYSY hiicrelerinde toplam oksidan seviyesinin (TOS) belirlenmesi amaciyla Reel
Assay (Gaziantep, Tirkiye) Toplam Oksidan Seviye (TOS) kiti kullanilmistir.
KP@AgNP'nin oksidatif stres {izerindeki etkisi, 400 uM H.0. + KP@AgNP ve
KP@AgNP + 400 pM H:0: olmak tzere iki farkli uygulama protokoli ile
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar sirasiyla Sekil 4.10A ve 4.10B'de sunulmustur.
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A Toplam Oksidan Seviyesi B Toplam Oksidan Seviyesi
H,0, + CH@QKP@Ag KP@Ag + H,0,
Fok *k
*k
K

TAS (mmol Trolox Eq/L)
TAS (mmol Trolox Eq/L)

Farkli CH@AgKP Konsantrasyonu (mg/mL) Farkli KP@Ag NP Konsantrasyonu (mg/mL)

Sekil 4.12. Farkli KP@AgNP konsantrasyonlarinin SH-SY5Y hiicrelerinde toplam oksidan seviyesi (TOS)
iizerine etkisi. (A) Hiicrelere 400 pM H:0O: uygulamasinin ardindan farkli konsantrasyonlarda KP@AgNP
uygulanmast sonucu belirlenen TOS diizeyleri. (B) Hiicrelere oncelikle farkli konsantrasyonlarda
KP@AgNP uygulanmasini takiben 400 uM H:0O- uygulanmasi sonucu elde edilen TOS diizeyleri. Sonuglar
ortalama + standart sapma (Mean + SD) olarak verilmistir (n = 3). Istatistiksel analiz tek yonlii ANOVA ve
uygun ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak gerceklestirilmistir. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p
< 0,0001; ns: istatistiksel olarak anlamli degildir

400 uM H:0: + KP@AgNP uygulanan SH-SYS5Y hiicrelerine ait TOS sonuglart Sekil
4.10A'da gosterilmektedir. En diisik TOS degeri 6 mg/mL KP@AgNP grubunda
belirlenmistir. Konsantrasyonun azalmasina bagli olarak TOS degerlerinde genel olarak
artis gézlenmis, en yiiksek TOS degeri ise kontrol grubunda elde edilmistir. Istatistiksel
analiz sonucunda 6 mg/mL grubunun kontrol grubuna gore ileri diizeyde anlamli farklilik
gosterdigi belirlenmistir (****p<0,0001). Ayrica 3 mg/mL (**p<0,001) ve 1,5 mg/mL
(**p<0,01) gruplarinda da anlamli farklilik saptanirken, 0,75 mg/mL, 0,38 mg/mL ve 0,19

mg/mL gruplarinda kontrol grubuna goére anlamli farklilik belirlenmemistir (ns).

KP@AgNP + 400 uM H:0: uygulanan SH-SYSY hiicrelerine ait TOS sonuglar1 Sekil
4.10B'de verilmistir. En diisiik TOS degeri yine 6 mg/mL grubunda belirlenmis olup, bunu
3 mg/mL grubu izlemistir. Konsantrasyonun azalmasiyla birlikte TOS seviyelerinde artig
gbzlenmis ve en yiiksek TOS degeri kontrol grubunda belirlenmistir. Istatistiksel analiz
sonucunda 6 mg/mL, 3 mg/mL ve 1,5 mg/mL gruplarinin kontrol grubuna gore ileri

diizeyde anlamli farklilik gosterdigi belirlenmistir (****p<0,0001). Buna karsin 0,75
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mg/mL grubunda anlamli farklilik gdézlenmezken (ns), 0,38 mg/mL ve 0,19 mg/mL

gruplarinda sirastyla p<0,01 ve *p<0,001 diizeyinde anlamli farklilik saptanmistir.

Her iki uygulama protokolii birlikte degerlendirildiginde, KP@AgNP uygulamasinin SH-
SYS5Y hiicrelerinde toplam oksidan seviyesini konsantrasyona bagli olarak azalttig
goriilmektedir. Ozellikle 6 mg/mL konsantrasyonunda en diisiik TOS degerlerinin elde
edilmesi, nanopartikiillerin oksidatif yiikiin azaltilmasinda daha etkili oldugunu
gostermektedir. Buna karsilik diisiik konsantrasyonlarda TOS diizeylerinin artis
gostermesi, antioksidan etkinligin doza bagli olarak degisebilecegini diisiindiirmektedir.
Elde edilen bu bulgular, TAS analizlerinde gozlenen yiiksek antioksidan kapasite ile
birlikte degerlendirildiginde, KP@AgNP'nin SH-SYSY hiicrelerinde oksidatif stresin

azaltilmasina katki sagladigini desteklemektedir.

SH-SYS5Y hiicrelerinde CS@KP@Ag nanojelin toplam oksidan seviyesi (TOS) iizerine
etkisi Reel Assay (Gaziantep, Tiirkiye) TOS kiti kullanilarak belirlenmistir. Elde edilen
sonuglar, 400 uM H:0. + CS@KP@Ag ve CS@KP@Ag + 400 uM H>O: uygulama
gruplar icin sirasiyla Sekil 4.11A ve 4.11B'de gosterilmistir.
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Sekil 4.13. Farkli CS@KP@Ag nanojel konsantrasyonlarinin SH-SY5Y hiicrelerinde toplam oksidan
seviyesi (TOS) iizerine etkisi. (A) Hiicrelere 400 pM H:O- uygulamasinin ardindan farkli konsantrasyonlarda
CS@KP@Ag nanojel uygulanmasi sonucu belirlenen TOS diizeyleri. (B) Hiicrelere oOncelikle farkli
konsantrasyonlarda CS@KP@Ag nanojel uygulanmasini takiben 400 uM H-O. uygulanmasi sonucu elde
edilen TOS diizeyleri. Sonuglar ortalama + standart sapma (Mean + SD) olarak verilmistir (n = 3). Istatistiksel
analiz tek yonli ANOVA ve uygun post-hoc ¢oklu karsilastirma testi kullanilarak gergeklestirilmistir. *p <
0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001; ns: istatistiksel olarak anlamli degildir

400 uM H20: + CS@KP@Ag uygulanan grupta (Sekil 4.11A), en diisitk TOS degeri 3
mg/mL konsantrasyonunda belirlenirken, bunu sirasiyla 1,5 mg/mL, 0,75 mg/mL ve 0,38
mg/mL gruplart izlemistir. 6 mg/mL ve 0,19 mg/mL gruplarinda ise daha yiiksek TOS
degerleri elde edilmistir. Istatistiksel analiz sonucunda 6 mg/mL ve 3 mg/mL gruplarinin
kontrol grubuna gore anlamli farklilik gosterdigi belirlenirken (****p<0,0001 ve
*#p<0,01), 1,5 mg/mL, 0,75 mg/mL ve 0,38 mg/mL gruplarinda anlamli farklilik
saptanmamistir (ns). Ayrica 0,19 mg/mL grubu ile kontrol grubu arasinda ileri diizeyde

anlamli farklilik belirlenmistir (****p<0,0001).

CS@KP@Ag + 400 uM H:0: uygulanan grupta ise (Sekil 4.11B), en yiiksek TOS degeri
kontrol grubunda gozlenirken, nanojel uygulanan tiim gruplarda daha diisiik TOS degerleri
elde edilmistir. Ozellikle 3 mg/mL, 0,75 mg/mL, 0,38 mg/mL ve 0,19 mg/mL gruplarinda
benzer diizeyde diisiik TOS degerleri belirlenmistir. Istatistiksel analiz sonucunda tiim
deney gruplarimin kontrol grubuna gore ileri diizeyde anlamli farklilik gosterdigi

saptanmistir (****p<0,0001).
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CS@KP@Ag nanojel uygulamasi genel olarak SH-SYSY hiicrelerinde toplam oksidan
seviyesini kontrol grubuna kiyasla azaltmistir. Ozellikle nanojelin H.O: uygulamasindan
once uygulanmasi durumunda TOS diizeylerinin tiim konsantrasyonlarda diisiik
seyretmesi, nanojel formiilasyonunun oksidatif strese kars1 koruyucu bir etki
gosterebilecegini diislindiirmektedir. Buna karsilik H>O. sonrasinda uygulanan grupta
konsantrasyona bagli farkliliklarin daha belirgin olmasi, tedavi edici etkinliin dozdan
etkilenebilecegini gostermektedir. Bu bulgular, TAS sonuglar ile degerlendirildiginde
CS@KP@Ag nanojelin SH-SYS5Y hiicrelerinde oksidatif stresin azaltilmasina katki

saglayabilecegini desteklemektedir.

TAS ve TOS analizleri birlikte degerlendirildiginde, KP@AgNP ve CS@KP@Ag nanojel
uygulamalarinin SH-SYS5Y hiicrelerinde oksidan—antioksidan dengesini olumlu yonde
etkiledigi goriilmektedir. Genel olarak toplam antioksidan seviyesinin (TAS) arttig1
gruplarda toplam oksidan seviyesinin (TOS) azaldig1 belirlenmis olup, bu durum
uygulamalarin  hiicresel redoks homeostazinin korunmasina katki sagladigim
gostermektedir. Ozellikle yiiksek konsantrasyondaki KP@AgNP uygulamalarinda TAS
degerlerinin artmasina paralel olarak TOS diizeylerinin azalmasi, yesil sentezlenen glimiis
nanopartikiillerinin reaktif oksijen tiirlerini baskilayarak antioksidan savunmayi

destekleyebildigini bildiren giincel ¢calismalarla uyumludur (Dhir ve ark., 2024).

CS@KP@Ag nanojel gruplarinda ise bazi1 diisiik konsantrasyonlarda dahi yiiksek
antioksidan etkinligin korunmasi, kitosan bazli nanojel sistemlerinin kontrollii salim
saglamasi, biyouyumlulugu artirmasi ve aktif bilesenlerin hiicrelerle daha uzun siire
etkilesim kurmasina olanak tanimasiyla aciklanabilir. Son yillarda gergeklestirilen
caligmalar, kitosan nanopartikiillerinin ve nanojel sistemlerinin SH-SYSY hiicrelerinde
oksidatif stresi azaltarak antioksidan yaniti giiglendirdigini ve hiicresel canlilig1

destekledigini gostermektedir (Canbolat et al., 2024).

Bunun yaninda, H-0O: uygulamasindan 6nce gerceklestirilen KP@AgNP ve CS@KP@Ag
nanojel uygulamalarinda TOS diizeylerinin daha diisiik, TAS diizeylerinin ise daha yiiksek
bulunmasi, sentezlenen formiilasyonlarin yalnizca olusmus oksidatif hasarin
azaltilmasinda degil, ayn1 zamanda oksidatif strese karsi koruyucu hiicresel yanitin

desteklenmesinde de etkili olabilecegini diislindiirmektedir. Nanoformiilasyonlarin
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kontrollii salim 6zellikleri ile antioksidan etkinligi birlikte degerlendirildiginde, kitosan
temelli tastyici sistemlerin biyolojik etkinligi artirabildigi ve oksidatif stres kaynakli
hiicresel hasarin sinirlandirilmasina katki saglayabildigi bildirilmektedir (Almukainzi et

al., 2024).

Elde edilen bulgular birlikte degerlendirildiginde, KP@AgNP ve CS@KP@Ag nanojel
formiilasyonlarinin SH-SYSY hiicrelerinde oksidan—antioksidan dengesinin korunmasina
katki sagladigi, 6zellikle uygun konsantrasyonlarda uygulandiginda toplam antioksidan
kapasiteyi artirirken toplam oksidan seviyesini azaltabildigi goriilmektedir. Bununla
birlikte farkli konsantrasyonlarda gozlenen degisken yanitlar, biyolojik etkinligin
uygulama dozu ve uygulama zamanina bagli olarak degisebilecegini gostermekte olup,
optimum uygulama kosullariin belirlenmesine yonelik ileri in vitro ve in vivo ¢alismalarin

yapilmasi yararlt olacaktir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu c¢alismada, kahve posasi ekstraktt kullanilarak yesil sentez yontemiyle gilimiis
nanopartikiillerinin (KP@AgNP) elde edilmesi, sentezlenen nanopartikiillerin kitosan-TPP
esaslt nanojel sistemine yiiklenmesi ve gelistirilen CS@KP@Ag formiilasyonunun H-O-
ile oksidatif stres olusturulan SH-SYS5Y insan noroblastoma hiicreleri tizerindeki
etkilerinin degerlendirilmesi amacglanmigtir. Bu kapsamda sentezlenen yapilarin
fizikokimyasal 6zellikleri cesitli karakterizasyon yontemleriyle incelenmis; ayrica hiicre
canlilig1, toplam antioksidan seviye (TAS) ve toplam oksidan seviye (TOS) analizleri ile
biyolojik etkinlikleri degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, kahve posasi temelli yesil
sentez yaklagiminin giimiis nanopartikiilii tiretiminde bagartyla kullanilabildigini ve
sentezlenen nanopartikiillerin kitosan esasli nanojel sistemine etkin bir sekilde entegre

edilebildigini gdstermistir.

Karakterizasyon analizlerinden elde edilen bulgular, KP@AgNPmin yesil sentez
yontemiyle basarili bir sekilde iiretildigini ve CS@KP@Ag formiilasyonunun istenilen
yapisal Ozellikleri kazandigini ortaya koymustur. UV-Vis analizlerinde go6zlenen
karakteristik ylizey plazmon rezonans bandi giimiis nanopartikiillerinin olusumunu
dogrulamig, FT-IR spektrumlar1 ise kahve posasi ekstraktinda bulunan biyolojik aktif
bilesiklerin nanopartikiil sentezinde indirgeme ve stabilize edici ajan olarak gorev aldigim
gostermistir. XRD analizlerinde elde edilen karakteristik kristalin pikler, glimiis
nanopartikiillerinin ylizey merkezli kiibik (FCC) kristal yapiya sahip oldugunu
dogrularken, nanojel formiilasyonunda gozlenen amorf karakter kitosan-TPP ag yapisinin
basarili sekilde olustugunu desteklemistir. FESEM goriintiilerinde nanopartikiillerin
homojen dagilim gdstermesi ve nanojel matriksi icerisinde korunmasi ile zeta potansiyeli
analizlerinde belirlenen yiizey ylikii degerleri, gelistirilen sistemin fiziksel olarak kararli
bir yapiya sahip oldugunu gostermektedir. Bu bulgular, bitki kaynakli yesil sentezlenen
glimiis nanopartikiillerinin biyolojik molekiiller tarafindan stabilize edildigini ve kitosan
esaslt nanojel sistemlerinin nanopartikiil stabilitesini artirarak biyomedikal uygulamalar
icin uygun tastyict sistemler olusturdugunu bildiren ¢aligmalarla uyumludur (Arif et al.,

2024; Ahsan et al., 2025; Al-Nemrawi et al., 2018).
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H:0: ile olusturulan oksidatif stres modelinde gergeklestirilen hiicre canliligi analizleri,
SH-SYS5Y hiicrelerinde oksidatif hasarin konsantrasyona bagli olarak arttigim1 ve
olusturulan modelin basarili bir sekilde optimize edildigini gostermistir. Yapilan doz-cevap
analizleri sonucunda belirlenen LDso degerleri, KP@AgNP ve CS@KP@Ag
formiilasyonlarinin biyolojik degerlendirmelerde kullanilabilecek uygun konsantrasyon
araliklarini ortaya koymustur. Elde edilen bulgular, gelistirilen nanojel sisteminin hiicresel
uygulamalarda biyouyumlu bir platform olusturdugunu ve biyolojik etkinligi
destekledigini gostermektedir. Bu sonuclar, kitosan bazli nanotasiyict sistemlerin
biyouyumlulugu artirabildigini ve nanopartikiillerin  biyolojik  performansini
tyilestirebildigini bildiren giincel ¢aligmalarla paralellik gostermektedir (Gupta et al., 2024;
Elizalde-Cardenas et al., 2024).

Tablo 5.1 TAS Referans Degerleri ve Agiklamalari

Referans Deger Aciklama

>2,00 Cok lyi

1,45-2,0 Normal

1,20 -1,45 Normal Kabul Edilebilir
1,00-1,20 Diisiik Antioksidan Seviyesi
<1,00 Cok Diisiik Antioksidan Seviyesi

Biitlin bulgular birlikte degerlendirildiginde, KP@AgNP ve ozellikle CS@KP@Ag
uygulamalarinin H20: ile olusturulan oksidatif stres modelinde SH-SYSY hiicrelerinde
oksidan—antioksidan dengenin korunmasina katki sagladigi belirlenmistir. Bulgular
boliimiinde sunulan Tablo 5.1'de yer alan TAS sonuglari, Rel Assay Diagnostics firmasinin
onerdigi degerlendirme indeksine gore degerlendirildiginde deney gruplarinin antioksidan
kapasitesinin "¢ok iyi" diizeyde oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde Tablo 5.2'de verilen
TOS sonuglar1 da "gok iyi" referans araliginda yer almakta olup hiicrelerde oksidan
yukiiniin diisiik seviyede kaldigin1 gostermektedir. TAS ve TOS parametrelerinin birbirini
destekleyen sonuglar vermesi, gelistirilen formiilasyonlarin oksidatif  stresin

baskilanmasinda etkili oldugunu ortaya koymaktadir.
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Tablo 5.2. TOS Referans Degerleri ve Ag¢iklamalari

Referans Deger Aciklama

<5,00 Cok Iyi

5,00 - 8,00 Normal Deger

8,00 -12,00 Yiiksek Oksidan Seviyesi
>12,0 Cok Yiiksek Oksidan Seviyesi

Calismanin en dikkat ¢ekici bulgularindan biri, KP@AgNP ve CS@KP@Ag gruplarinin
ayni nominal uygulama konsantrasyonlarinda degerlendirilmesine ragmen nanojel
formiilasyonunun genel olarak daha yliksek biyolojik aktivite gostermesidir. Serbest
KP@AgNP gruplarinda uygulanan konsantrasyon dogrudan glimiis nanopartikiillerinden
olusurken, CS@KP@Ag gruplarinda ayni toplam konsantrasyon nanojel matriksi ile
uygulanmaktadir. Bu nedenle nanojel formiilasyonunda hiicrelerle dogrudan etkilesime
giren gercek glimiis nanopartikiil miktarinin serbest nanopartikiil grubuna kiyasla daha
diisiik olabilecegi degerlendirilmektedir. Buna ragmen nanojel grubunda daha yiiksek
hiicre canlilig1 ile daha yiiksek TAS ve daha diisik TOS degerlerinin elde edilmesi,
biyolojik etkinligin yalnizca uygulanan nanopartikiil miktarina degil, ayn1 zamanda
nanopartikiiliin hiicreye sunulus sekline ve tasiyict sistem Ozelliklerine de baglh
olabilecegini diistindiirmektedir. Bu durum, kitosan nanojel matriksinin nanopartikiillerin
kolloidal kararliligin1 artirmasi, hiicre yiizeyi ile etkilesimini kolaylastirmasi ve kahve
posasi ekstraktindan nanopartikiil yiizeyine tasinan biyolojik aktif bilesiklerin etkinliginin
korunmasima katki saglamasi ile iliskili olabilir. Dolayisiyla gelistirilen CS@KP@Ag
formiilasyonu, daha diisiilk miktarda serbest giimiis nanopartikiilii ile benzer hatta daha
yiksek biyolojik etkinlik olusturabilme potansiyeli gostermistir. Bu bulgu, ¢calismanin en

onemli 6zgiin katkilarindan biri olarak degerlendirilebilir.

Bununla birlikte, nanojel igerisindeki ger¢ek giimiis nanopartikiil miktar1 ve yiikleme
verimi bu c¢alismada kantitatif olarak belirlenmemistir. Bu nedenle gelecekte
gergeklestirilecek caligmalarda ICP-OES veya ICP-MS gibi kantitatif yontemlerle yiikleme
veriminin belirlenmesi, nanopartikiillerin hiicresel aliminin degerlendirilmesi ve gozlenen
biyolojik etkinligin mekanizmasimin daha ayrintili olarak ortaya konulmasi yararl
olacaktir. Ayrica ROS, SOD, CAT, GSH ve Nrf2/Keapl gibi oksidatif stres yolaklarinin
molekiiler diizeyde incelenmesi, elde edilen biyolojik etkinligin mekanistik olarak

aciklanmasina katki saglayacaktir. Nanojel sisteminin kontrollii salim 6zelliklerinin, uzun
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donem biyouyumlulugunun, kan-beyin bariyerini gecebilme potansiyelinin ve in vivo
norodejeneratif hastalik modellerindeki etkinliginin arastirilmast ise  gelistirilen
formiilasyonun klinik uygulamalara aktarilabilirliginin degerlendirilmesi agisindan 6nemli

olacaktir.

Genel olarak degerlendirildiginde, kahve posasi ekstrakti kullanilarak yesil sentezlenen
glimiis nanopartikiillerinin kitosan-TPP esasli nanojel sistemi ile birlestirilmesi sonucunda
gelistirilen CS@KP@Ag formiilasyonu, SH-SYS5Y hiicrelerinde oksidatif stresin
azaltilmasina katki saglayan, antioksidan kapasiteyi destekleyen ve serbest nanopartikiil
uygulamasina kiyasla daha yiiksek biyolojik etkinlik gosterebilen biyouyumlu bir
nanotastyici sistem olarak degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, yesil sentezlenen
giimilis nanopartikiillerinin uygun bir tasiyict sistem ile biyolojik etkinliginin
artirllabilecegini gostermekte olup, gelistirilen formiilasyonun ndrodejeneratif hastaliklara
yonelik yeni nesil nanobiyoteknolojik yaklagimlar i¢in umut vadeden bir aday platform
olabilecegini ortaya koymaktadir (Pramanik et al., 2024; Gupta et al., 2024; Roy et al.,
2019).
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