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a-KIMOTRIPSIN iLE HAZIRLANAN GUMUS
NANOPARTIKULERIN (Ag-CT) H.0O; ILE INDUKLENMIS
SH-SY5Y NOROBLASTOMA HUCRE HATTINDA OKSIDATIF
STRES PARAMETRELERINE ETKIiSININ INCELENMESI

OZET

Nanoteknoloji gelisen diinyamizda hemen her alanda yeniliklere neden olmaktadir.
Nanopartikiiller ¢ok farkli disiplinlerde ve cok farkli amagclarla kullanilmaktadir.
Nanopartikiillerin kullanim alanlarindan biri de saglik ve ilaglardir. Nanopartikiiller
kiigiik boyutlar1 ile hiicre igine kolaylikla girebilmeleri nedeniyle terapotik
uygulamalar i¢in olduk¢a umut vericidir. Bu ¢alismada AgNO3 a-kimotripsin aracili
indirgenmesi ile yesil sentezlenen Ag-CT’lerin SH-SYSY hiicre hatt1 iizerinde
oksidatif stres parametreleri iizerine etkisini incelenmistir. Oncelikle sentezlenen Ag-
CT’lerin FT-IR, RAMAN, Uv/Vis, XPS, XRD, SEM ve Zeta potansiyeli analizleri ile
karakterizasyonu gercgeklestirildi. SEM analizi sonucu Ag-CT’lerin 26-28 nm
boyutlarinda kiibik formda olduklart tespit edildi. SH-SYS5Y hiicre hattinda H20>
indiiklii oksidatif stres olusturuldu ve hiicrelerin yarisinin yasadigi LDso degeri 400
uM olarak belirlendi. SH-SYSY hiicre hattinda sentezlenen Ag-CT’lerin canlilik
iizerine etkisi incelendi ve 1 mg/MI konsantrasyonu ideal doz olarak belirlendi. Bu
caligmalarin ardindan LDsg degerinde H.O, ve Ag-CT birbirini ardina uygulandi.
Buna gore Ag-CT dozu arttikga H2O2’nin hiicre iizerindeki dldiiriicii etkisinde azalma
goriildii. Hiicrelere dnce Ag-CT uygulanmasi, 6nce H202 uygulamasina kiyasla yakin
degerler vermekle birlikte daha yiliksek canlilik oranmi ile sonuglandi. Disk difiizyon
yontemi ile gerceklestirilen antimikrobiyal testler sonucunda Ag-CT’nin S. mutans, S.
aureus, E. coli, K. pneumoniae, C. Albicans ve S. cerevisiae iizerinde degisken
diizeylerde alan agtig1 goriildii. Yapilan TAS/TOS deneylerinin birbirini desetekleyici
verilerine gore Ag-CT, SH-SYS5Y’de antioksidan etkinligini artirarak oksidan
seviyelerinde diisiislere neden oldu. Sonug olarak yesil sentezlenen Ag-CT, SH-SY5Y
tizerindeki oksidan yiikiinli azaltici etki gdstermistir. Literatiirde genellikle kiiresel
olan AgNP’lere karsin Ag-CT’nin kiibik formu onu daha az toksik kilmaktadir. Ag-
CT’nin in vitro ve in vivo etkilerinin anlasilmasi i¢in daha genis kapsamli ¢alismalara
ithtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Giimiis Nanopartikiil, a-Kimotripsin, Ag-CT, Oksidatif Stres.



INVESTIGATION OF THE EFFECT OF SILVER
NANOPARTICLES (Ag-CT) PREPARED WITH
a-CHYMOTHRIPSIN ON OXIDATIVE STRESS PARAMETERS
IN H202-INDUCED SH-SY5Y NEUROBLASTOMA CELL LINE

ABSTRACT

Nanotechnology causes innovations in almost every field in our developing world.
Nanoparticles are used in many different disciplines and for many different purposes.
One of the nanoparticle using disciplines is health and medicine. Nanoparticles are
quite promising for therapeutic applications due to their small size and ability to easily
enter the cell. In this study, the effect of a-chymotrypsin-mediated green synthesized
Ag-CT by AgNOs reduction on oxidative stress parameters on SH-SY5Y cell line was
investigated. First of all, the synthesized Ag-CTs were characterized by FT-IR,
RAMAN, Uv/Vis, XPS, XRD, SEM and Zeta potential analyses. As a result of SEM
analysis, it was determined that Ag-CT was in cubic form with dimensions of 26-28
nm. HxO-induced oxidative stress was created in SH-SY5Y cell line and the LDso
value experienced by half of the cells was determined as 400 uM. The effect of Ag-CT
synthesized in the SH-SY5Y cell line on viability was investigated and 1 mg/mL
concentration was determined as the ideal dose. Following these studies, H-O> and
Ag-CT were applied one after the other at the LDso value. Accordingly, as the Ag-CT
dose increased, a decrease in the lethal effect of H2O. on the cell was observed.
Applying Ag-CT to the cells first resulted in higher viability rates, although giving
similar values compared to applying H20O: first. As a result of the antimicrobial tests
performed with the disk diffusion method, it was observed that Ag-CT opened up
zones on S. mutans, S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, C. Albicans and S. cerevisiae at
variable levels. According to the supporting data of the TAS/TOS experiments, Ag-CT
increased the antioxidant activity in SH-SY5Y and caused decreases in oxidant levels.
As a result, green synthesized Ag-CT showed a reducing effect on the oxidant load on
SH-SY5Y. In contrast to the generally spherical AgNPs reported in the literature, the
cubic form of Ag-CT makes it less toxic. More comprehensive studies are needed to
understand the in vitro and in vivo effects of Ag-CT.

Keywords: Silver Nanoparticle, a-Chymotryspsin, Ag-CT, Oxydative Stress.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji gelisen diinyamizda hemen her alanda yeniliklere neden olmaktadir. En
basit ifadeyle nano boyutta teknoloji olarak tanimlanmaktadir. Ancak bu tanimindan
1-100 nm araligimi anlamak dogru bir ¢ikarim yapmaya engel olacaktir. Bu kargasanin
Online gegmek adma nanoteknoloji, kisaca atomik hassasiyette teknoloji veya atomik
hassasiyette miihendislik olarak da ifade edilebilir (Nasrollahzadeh, Sajadi, vd., 2019).
Oldukg¢a farkli alanlarda (Sekil 1.1) kullanilan nanopartikiillerin tanimi, malzemeye,
kullanilacagi alana ve ilgili uygulamalara gore farkli siniflandirilabilmektedir. Daha dar
anlamda, malzemenin fiziksel Ozelliklerinde biiyiik degisimin yasandigi 10-20 nm
boyutundan kiigiik pargaciklar olarak kabul edilir (Hosokawa vd., 2008). Ote yandan
1-1000 nm aras1 pargaciklar da nanopartikiil olarak kabul edilse de goriiniir 1518in dalga
boyunun yarist (400 nm) alt sinir olacak sekilde bunlara mikron alt1 pargaciklar, daha
altindaki boyutlara ise nanopartikiil denir (Hosokawa vd., 2008). Bununla birlikte
malzeme en az %>50’si 1-100nm boyutunda olan ve en az 1 veya daha fazla dis boyutu

olan pargalardan olugmalidir (Modena vd., 2019).

Ulasim ve Saglik ve
Paketleme = Otomobil  Biosensér llag Tekstil
Endustrisi Endustrisi

Yenilene-
bilir Enerji

Gida insaat
Endustrisi Sektorl

Bilgisayar

Kozmetik | £ diisirisi

Sekil 1.1. Nanoteknoloji kullanim alanlar1 (Malik vd., 2023’e gére yeniden diizenlenmistir)

Nanopartikiil malzemeler, daha biiyiilk boyutlu malzemelerden farkli optik, elektriksel,
fiziksel, kimyasal ve biyolojik o6zellikler gostermektedir (Modena vd., 2019;
Nasrollahzadeh, Sajadi, vd., 2019). Ayni hacimde daha fazla yiizey alan1 sagladigi i¢in
nanopartikiiller biliyiik malzemelerden daha yiiksek ¢oziiniirlik ve reaksiyon oranlari
gosterirler (Modena vd., 2019). Bu sayede Kkatalizér olarak da kullanilabilirler
(Nasrollahzadeh, Sajadi, vd., 2019). Bu nedenlerle boyut ve yapisal dzelliklerin yaninda

yeni Ozellikler ve daha iyi verim elde etmek icin malzemeler nano boyutta



yapilandirilmalidir. Zira ayn1 uygulamalar i¢in ayni malzemenin kaba formuna kiyasla
nano yapilandirilmis formu daha iyi performans gostermektedir (Nasrollahzadeh, Sajadi,
vd., 2019).

1.1. Nanomalzemeler ve Cesitleri

Nano malzemeler genel olarak inorganik, organik, kompozit ve karbon bazli nanoyapili
malzemeler olarak dort ana baslikta degerlendirilebilir (Nasrollahzadeh, Issaabadi, vd.,
2019). Lipozomlar, dendrimerler, miseller ve polimerik kapsiiller organik
nanopartikiillere, kuantum noktalari, metal nanopartikiiller, silika nanopartikiiller, demir

oksit nanopartikiiller ve benzeri de inorganik nanopartikiil yapilara 6rnek verilebilir

(Wuttke vd., 2017).

Kompozit nanoyapilar, nanoboyutlu parcaciklarin bagka nanopartikiiller veya daha kaba
malzemelerle birlestirilmesiyle olusan kompozitlerdir. Karbon bazli nanoyapilar ise
elmaslar, fullerenler, karbon nanotiipler, grafen ve karbon nanofiberlerdir. Bunlarin
disinda nanokristaller, nanofiberler, nanogdzenekli malzemeler, nanokablolar ve
nanogicekler gibi pek cok farkli caligma alanlar1 giiniimiizde hala popiilerligini
korumaktadir (Nasrollahzadeh, Issaabadi, vd., 2019). Bu gibi nanomalzemeler yukarida
saydigimiz ozellikleri nedeniyle biyomateryal olarak saglik alaninda ve ilag dagitiminda,
korozyon Onleyici, hava temizleyici etkisi ile insaat sektériinde, c¢ilirimeye karsi
antimikrobiyal ajan olarak gida endistrisinde, kozmetikten yenilenebilir enerji
kaynaklarina kadar ¢ok farkli alanlarda kullanilmak tizere arastirilmaktadir (Alshemary
vd., 2016; Hanus & Harris, 2013; Malik vd., 2023).

1.2. Nanopartikiil Sentez Yontemleri

Nanopartikiil terimi yukarida belirttigimiz tlizere ¢ok farkli disiplinlerde ve ¢ok farkli
amaglarla kullanildigindan ¢ok cesitli tiretim ve sentez yontemleri vardir. Nanopartikiil
sentez yontemleri fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak gruplandirilmaktadir. Fiziksel ve
kimyasal sentez yontemlerinin kullanimi daha yaygin olmakla birlikte toksisite ve
verimlilik gibi sinirliliklart mevcuttur (Kumari vd., 2023). Biyojenik iiretim yolaklarinin

gelistirilmesi basit, ¢evre dostu olmasmin yami sira klasik yontemlerle {iretilemeyen



spesifik bilesimli kontrollii nanopartikiillerin iiretilmesine olanak sagladig: igin giderek
daha ¢ok ilgi gormektedir (Popescu vd., 2010). Daha 6zel olarak bakacak olursak metal
nanopartikiil sentez yontemlerini (Sekil 1.2) genel olarak asagidan yukar1 (bottom up) ve
yukaridan asagi (top down) olmak iizere iki grupta incelemek miimkiindiir (Pacioni vd.,

2015).
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Sekil 1.2. Nanopartikiil sentezinde yukaridan asagi ve agagidan yukari yaklagimlar (Indiarto vd., 2022)

1.2.1. Yukaridan Asag Yaklasim (Top —Down)

Biiyiik malzemelerin pargalanmasiyla nanopartikiil elde edildigi yontemler yukaridan
asagiya yontemler igerisinde kabul edilmektedir. Onceleri kirma ve 6giitme gibi kaba
fiziksel islemler kullanilirken daha sonralar1 mikroakiskanlar ve litografi gibi daha
karmagik yontemler de kullanilmaya baglanmistir (Kumari vd., 2023). Mekanik enerji,
yiiksek enerji lazerleri, termal ve litografik yontemler yukaridan asagiya nanopartikiil
iiretim ydntemleridir (Pacioni vd., 2015). Atomizasyon, Odaklanmis iyon Isin1 Litografisi
ve Lazer Ablasyon bunlara birkag drnek olarak sayilabilir. Mikron boyutunda malzeme
iretimine gore bir gelisme olarak kabul edebilecegimiz yukaridan asagiya yontemlerde
malzemenin yiizey yapisinda kusurlar mevcuttur (Kumari vd., 2023). Ayrica bu

yontemlerle daha biiyiik partikiil boyutlar1 elde edilmektedir (Indiarto vd., 2022).



1.2.2. Asagidan Yukar Yaklasim (Bottom Up)

Atom ve molekiiller gibi en kiiciik yap1 taslarindan nanopartikiiliin tiretildigi yontemler
asagidan yukariya yontemler olarak degerlendirilmektedir. Kati-sivi-gaz fazi ve biyolojik
yontemler bu gruba ait sentez yontemleridir (Pacioni vd., 2015). Kimyasal buhar
biriktirme ve atomik tabaka biriktirme gaz fazi yontemlerine aitken, metal tuzlarimin
indirgenmesi, sol-jel islemleri, sablonlu sentez ve elektrodepozisyon sivi faz
yontemlerine Ornekler olarak verilebilir. Bu ¢alismada sivi faz yontemlerinden olan
kimyasal indirgenme yontemlerinden olan metal tuzlarinin indirgenmesi yontemi ile
giimiis nanopartikiiller sentezlenmistir. Bu yontemde iki 6ncii ¢ozelti karistirilarak kiigiik
boyutlu inorganik nanopartikiiller sentezlenebilmektedir (Kumari vd., 2023). Asagidan
yukar1 yaklagimlar yiizey yapist ve partikiil boyutu konusunda daha iyi sonug
saglamaktadir (Indiarto vd., 2022). Ayrica yukaridan asagiya yontemlere gore uygun
maliyetlidir (Kumari vd., 2023).

1.3. Nanopartikiillerin Karakterizasyon Yontemleri

Birbirinden  farkli  genis ¢alisma  alanlarmi  ilgilendiren  nanomalzemelerin
karakterizasyonlari, gosterdikleri 6zellikler ile dogrudan iligkili oldugundan 6nemlidir.
Bu baglamda nanomalzemelerin, boyut, sekil, yiizey yiikii ve gozeneklilik gibi
ozelliklerinin analizlerini yapmak i¢in cesitli karakterizasyon yontemleri gelistirilmistir.
Karakterizasyon i¢in farkli yontemler olmakla birlikte bunlardan bazilari daha genis

yelpazede malzeme grubuna hitap eden ve yaygin kullanilan yontemlerdir.

1.3.1. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

TEM, en o6nemli ve yaygm kullanilan nanopartikiil karakterizasyon yontemlerinden
biridir. Numuneler 200 nm’den ince olacak sekilde hazirlanir. Numuneye elektron 1sinlari
diistiriilmesi ile numunenin mikrografi 0,05-0,1 nm hassasiyette ¢oziiniirliik ile elde
edilir. TEM genel olarak boyut ve sekil hakkinda bilgi verse de 1sinlarin odaklanmasiyla
bolgesel olarak kristal yap1 hakkinda da bilgi sunabilir. Bununla birlikte boyut dagilimim
hesaplamak i¢in yaklagsik olarak 1000 partikiiliin boyu 6lgiiliir. Bu islem manuel olarak

sayimla veya otomatik pargacik analiz programlar1 vasitasiyla gerceklestirilir. Bu



yontemle Olglilmek istenen nanopartikiilin yiikksek vakum ve 1sin  enerjiSine
dayanabilmesi gerekmektedir. Bu yiliksek enerjili 1s1n organik, hibrit ve polimer
numunelerde hasara neden olabilir. Bunun Oniine gegmek ic¢in baska bir yontem olan

Cryo-EM yontemi kullanilabilir veya hizlanma voltaji diisiirtilebilir (Modena vd., 2019).

1.3.2. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramal1 elektron mikroskobunda elektron 1sinlari numuneye gonderilir ve numuneden
cikan ikincil elektronlar tespit edilerek numune yiizeyi goriintiilenmektedir. Ancak
burada kullanilan elektron 1sininin enerjisi TEM’e gore daha diisiiktiir. Bu 1s1nin derinlere
niifuz edememesine neden olur. Sonug¢ olarak TEM numune yiizey ve hacmi hakkinda
bilgi verebilirken SEM sadece numune yiizeyi hakkinda bilgi vermektedir. SEM
mikrograflarda 1s1n enerjisinin nispeten disiikliigiine bagl olarak ¢6ziiniirliik >2-3 nm ile
siirhidir. Yiksek ¢oziiniirlik saglamak icin iletken alt tabakalar kullanilmalidir. Numune
iletken degilse analizden 6nce 5-10 nm kalinliginda metal film ile kaplanmali ancak
mikrograflar yorumlanirken bu film de hesaba katilmalidir. Numune hasari olusma
ihtimalinin azlig1 ve >100 nm kalinliktaki numunelerden de 6l¢im alinabilmesi diisiik
1510 enerjisinin SEM’de sagladig1 avantajlardir. SEM cihazlar numune ylizeyi ve elektron
isinlarinin etkilesimi sonucu elektronlarin sagilim durumuna goére numune yiizeyinin
bilesimi hakkinda bilgi vermektedir. Ayrica SEM, TEM’e gére hem daha hizli hem de
daha ekonomiktir (Modena vd., 2019).

1.3.3. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Atomik kuvvet mikroskobu atom boyutunda nesnelerin yiizeylerini arastirmak ve
gorsellestirmek ic¢in kullanilan prob taramali bir mikroskoptur. Konsolun ucu nesne
ylizeyini tarar ve bu esnada olusan etkilesimler konsolun ucundaki fotodiyotlar
vasitasiyla kaydedilir. AFM genel olarak 3 farkli mod ile kullanilir. Temas modunda prob
numune Yylizeyine dogrudan temas eder. Numune yiizeyinin yapisina bagli olarak
yiizeydeki atomlar ve probun itilmeleri konsolda dikey sapmalara neden olur ve bu
sapmalarla yilizey gorsellestirilir. Konsol yanal sapmalart yanal kuvvet mikroskobu
tarafindan oOlgiilebilmekte ve genellikle iki farkli malzemenin smirindaki siirtiinme

kuvvetlerini 6lgmede kullanilmaktadir. Temassiz modda ug¢ ylizeyin iizerinde seyreder ve



numune yiizeyi - prob etkilesimlerindeki degisiklikler tizerinden numune yiizeyi hakkinda
bilgi sahibi olunur. Dokunma modu veya kesikli modda ise u¢ numune iizerinde
seyrederken araliklarla numuneye temas eder. Dokunma modu sivi numunelerde de
kullanilabilmektedir. Manyetik kuvvetler, kimyasal kuvvetler ve yiizey potansiyeli gibi

farkli parametreler de AFM ile 6l¢iilebilmektedir (Modena vd., 2019).

1.3.4. X-Istm1 Kirtnmima (XRD)

X-1s1m1 kirmimi, kristal yapidaki numunelerin ¢esitli  6zelliklerini arastirmak igin
kullanilan bir yontemdir. Atomik diizlemlere diisiiriilen X isinlari, kirtlim, emilim,
sagilim ve kirmima ugrar (Titus vd., 2019). Yiiksek voltaj altinda X 1sinlarinin
olusturuldugu kaynak, numune ve detektoér bulunur. Kaynaktan ¢ikan X 1sinlar1 her yone
yayilir. Kaynak- numune ve numune- detektor arasina yariklar yerlestirilerek giirtiltii
miktart azaltilir. Detektor tarafindan yakalanan X 1s1n1 sinyalleri mikroislemci tarafindan
islenir. Bu islemler 3 elemanin agilar1 degistirilerek tekrarlanir ve tarama tamamlanir.
Atomlarin diizen ve tiplerine gore X 1sinlar1 her element tarafindan farkli sekilde kirilir.
Boylece her bir kristal yapinin kendine 6zgli atomik dizilimleri farkli bir kirinim profili
sergiler. Bu kirinim profilleri numunenin kristal yapisi, kristallesme derecesi ve element

oranlar1 hakkinda bilgi verir (Modena vd., 2019; Titus vd., 2019).

1.3.5. X- Isim Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

Bir malzemenin element bilesimini tahmin etmek ic¢in kullanilan bir ylizey analiz
yontemidir. Ayrica numunedeki kirleticileri saptamak i¢in de kullanilabilir (Titus vd.,
2019). Malzeme yiizeyine gonderilen X 1s1n1 ile elektronlar ¢ekirdek yoriingelerinden
uyarilarak kopartilir. Kopan elektron sayisi, X 1smin enerjisi ve baglanma enerjisi gibi

verilerden yararlanilarak bir denklem tizerinden element bilesimi tahmin edilir.
1.3.6. Kiitle Spektrometresi (MS)
Kiitle spektrometresi birka¢ nanometreden yiizlerce nanometreye ulasan c¢aplarda

nanopartikiillerin analizini yapabilmektedir. MS yoOntemi, nanopartikiillerin boyut

dagilimlar1 ve element bilesimleri hakkinda bilgi verir. MS yonteminin belki de en



onemli 6zelligi yumusak dokuyu iyonize edebilmesi sayesinde toksikoloji ¢alismalarinda
nanopartikiil ¢ozeltilerin organlar tarafindan alimin1 ve biyodagilimini inceleme olanagi

saglamasidir (Modena vd., 2019)

1.3.7. Zeta Potansiyeli

Bir elektrik alan altindaki pargacigin hizina zeta potansyeli denir. Numuneye ait
parcaciklar kirilma indisi bilinen bir solvent i¢inde siispanse edilir. Daha stabil
malzemeler daha yiiksek elektrik alan uygulanmasina gereksinim duyar. Bu nedenle zeta
potansiyelinin biiyiikliigii par¢acik kararlig1 hakkinda bilgi verir. Ote yandan solvent pH
degeri de nanopartikiiliin yiizeyindeki yiik biiyiikliiglinii etkileyebildiginden 6nemli bir
faktordiir (Titus vd., 2019).

1.3.8. UV-Goriiniir Spektrofotometri (UV-Vis)

UV-Vis spektrofotometri, seffaf bir sivi igerisinde analiz edilecek numunenin
konsantrasyonunu 6lgmeye yarayan ve yaygin kullanilan bir yontemdir. Yo6ntemin ucuz
ve kolay olmasi, kolay temin edilmesi avantajlarindandir. Numunenin emilim 6zellikleri
stv1 ile olan etkilesiminden etkilenebilir ve bu durum spektrum sekli lizerinde etkili

olmaktadir (Shard vd., 2020).

1.4. Reaktif Oksijen Tiirleri ve Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri veya kisaca ROS ifadesi hiicrenin dogal fizyolojik ve biyokimyasal
stirecleri icerisinde olusan eksik indirgenmis oksijen tiirlerine atfen kullanilmaktadir
(Kaya & Yildirim, 2021; Yang vd., 2019). Hiicrede bu ROS’larin miktarinin fazla olmasi,
ROS - antioksidan dengelerinin bozulmasi veya antioksidanlarin yetersizligi gibi
durumlarda hiicrenin bulundugu durum itibariyle yogun ROS maruziyeti oksidatif stres
olarak adlandirilmaktadir. Hiicrenin hayatta kalmasi, hiicre 6liimii ve farklilagmasi, hiicre
sinyalizasyonu ve inflamasyonla ilgili faktorlerin olusturulmast bu fizyolojik ve
biyokimyasal siireglere Ornekler olarak sayilabilirler (Dayem vd., 2017). Normal
metabolik siireclerle iiretilen bu reaktif oksijen tiirleri sinyal iletimi, mitokondriyal

elektron taginmasi, niikleer transkripSiyon faktorlerinin aktivasyonu ve gen ekspresyonu



gibi ¢esitli iglevlerde etkili olmaktadir (Bayr, 2005). Reaktif oksijen tiirleri biyolojik
sistemlerde enzimatik ve enzimatik olmayan siireglerle tretilebilmektedir. Sekil 1.7°de
gosterildigi gibi nikotinamid adenin dintikleotid fosfat oksidaz (NOX), ksantin
oksidorediiktaz (XOR) ve miyeloperoksidaz (MPO) gibi enzimlerin katalizledigi
reaksiyonlar bunlara ornekler olarak verilebilir (Bayr, 2005). NOX, NADPH’dan
oksijene elektron transferini katalizlemekle gorevlidir ve memelilerde en az 7 izoformu
oldugu bilinmektedir (Kim vd., 2015). Bu izoformlarin herbirinin hiicresel konumu,
diizenlemesi ve islevi kendine 6zgiidiir. Ksantin oksidorediiktazin birbirine doniisebilen
formlar1 ksantin dehidrogenaz ve ksantin oksidazdir. Ksantin oksidazlar piirinlerin
katabolizmasinda anahtar enzim olarak kabul gormektedirler. Cok sayida substrat ile
calisabilir ve iirik asit, sliperoksit ve hidrojen peroksit liretmek icin elektronlar1 oksijene
gecirebilirler (Gandhi & Abramov, 2012). Bu enzimler araciligiyla hiicre iginde liretilen
ROS’lar ayrica endojen ROS olarak da adlandirilmaktadir. Eksojen ROS’larin iiretimi ise
UV, iyonlastirici radyasyon ve ROS firetimi yoluyla etki eden ilaglarin alinmasi ile
gerceklesir. Ote yandan gevresel toksin ve kimyasal alimi da metabolizmalarinin yan

tirtinti olarak ROS {iretilmesine neden olabilmektedir (Kim vd., 2015).
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Sekil 1.3. Enzimatik ve enzimatik olmayan siireglerle ROS olusumu ve ROS’larin bazi etki alanlar1 (Bayr,
2005)

Biyolojik olarak onemli olan reaktif oksijen tiirlerine 6rnek olarak siiperoksit anyonu
(027), singlet oksijen (*O2) ve hidroksil radikali (‘OH), hidroperoksil (HO2"), karbonat
(CO3™), peroksil (RO, alkoksil (RO") gibi serbest radikaller, karbon dioksit radikali
(CO2M), ve hidrojen peroksit (H202), hipobromik asit (HOBr), hipoklorik asit (HOCI),
ozon (Oz), organik peroksit (ROOH), peroksinitrit (ONOQO"), peroksinitrat (O2NOQO"),



nitrik oksit (NO), ve hipoklorit (OCI") gibi radikal olmayan oksitleyici tiirler sayilabilir
(Dayem vd., 2017).

ROS’larin asir1 tretimi lipidler, proteinler ve DNA gibi hiicresel biyomolekiiller ve
biyopolimerler {izerinde oksidatif hasarlara ve dolayisiyla damar sertligi, kanser, diyabet,
sinir iletim sistemi bozukluklar1 ve ndrodejeneratif hastaliklara neden olabilir (Collin,
2019; Kaya & Yildirnm, 2021). Proteinlerin ROS aracili oksidasyonu, hidroksil
gruplarinin eklenmesi veya protein bazli karbonillerin olusuyla sonuglanir. Karbonil
gruplari, amino asitlerin R gruplarinin oksidasyonu veya peptid baglarinin kesilmesiyle
proteine dahil edilebilmektedir. Ote yandan oksidasyona ugrayan lipid ve DNA gibi
biyomolekiiller reaktif karbonil tiirleri ve aldehitlerin iiretilmesine neden olabilir ve
bunlar da daha sonra proteinin yapisina dahil olabilir. Proteinlerin karbonillenmesinin
Ol¢iimiiniin, oksidatif stres, yaslanma, fizyolojik bozukluklar ve Alzheimer gibi ¢esitli
durumlarda oksidatif hasarin boyutunun tahmin edilmesinde kullanilabilecegi

diistintilmektedir (Gella & Durany, 2009).

Yaglarin peroksidasyonu malondialdehit (MDA), akrolein, 4-hidroksi-2-heksenal (HHE)
ve 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) gibi reaktif aldehit tiirlerinin olusmasina neden olur. Bu
reaktif aldehitlerden HNE zarda bulunur ve zar proteinleri ile etkileserek sinir
hiicrelerinde sinyal iletimini engelleyebilir, hasara neden olabilir ve hatta bu durum hiicre
olimii ile sonuclanabilir. Ayrica HNE, A ile reaksiyona girerek senil plaklarin
olusumuna neden olmaktadir (O. De Castro vd., 2017). Yine bunlarin disinda HNE, kinaz
aktivasyonu ve hiicre i¢i kalsiyum sinyallemesinin diizensizligine neden olarak protein
modifikasyonlarina ve nihai olarak apoptozun indiiklenmesine neden olur (Gella &
Durany, 2009). Oksidatif stresten etkilenen diger bir biyomolekiil olan DNA’nin bazlar
hidroksilasyon, protein karbonilasyonu ve nitrasyonuna karsi hassastir. Artan oksidatif
stresin DNA iizerindeki diger bir etkisi ise iplik kopmalarina neden olmasidir (Gella &

Durany, 2009).
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Sekil 1.4. Norodejeneratif hastaliklar ve oksidatif stres iliskisi (Singh vd., 2019)

1.5. Norodejeneratif Hastaliklar ve Oksidatif Stres

Beynin peroksidize olmaya yatkin yiiksek doymamis yagli igerigi, toplam viicudun
%20-25’ine denk gelen yiiksek oksijen tiiketimine karsilik toplam viicut agirliginin %2’si
agirhiginda olmasi, antioksidan enzimlerin goreceli yetersizligi (6rnegin beyindeki katalaz
icerigi karaciger ve kalbin sadece %10-20'sine karsilik gelir) beyni ROS’lara karsi
savunmasiz kilmaktadir (Nunomura vd., 2006). Nispeten ¢ok daha az kiitleli beynin
yiiksek oksijen tiiketimi ve bu oksijenin kullanilmasi sonucu dogal olarak ortaya ¢ikan
ROS’lan zararsiz hale getirecek enzimlerden goreceli yoksunlugunun bir sonucu olarak
ndronlarin bu metabolik ve oksidatif stresten etkilenmeleri beynin yapisi geregi
olagandir. Yukarida saydigimiz yag asitlerinin peroksidasyonu, proteinlerin
karbonilasyonu, DNA ve RNA hasart Alzheimer, Parkinson ve Amyotrofik Lateral
Skleroz(ALS) hastaligi  gibi norodejeneratif — hastaliklarda  oksidatif  stresin
biyobelirtegleridir (Collin, 2019). Bu oksidatif hasarlarin yol actigi anormal protein
birikmeleri genellikle norodejeneratif hastaliklarla iliskilidir. Parkinson hastaliginda a-
siniikleinin agregasyonu, Huntington proteini ve bakir/¢inko siiperoksit dismutazin
toplanmasi sirasiyla Huntington hastaligi ve ALS, senil plaklar ve norofibriler yumaklarin

birikimi ise Alzheimer hastaligi ile karakterizedir. Parkinson’da beynin kara
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maddesindeki ¢oklu doymamis serbest yag asitlerinin konsantrasyonu azalirken lipid
peroksidizasyon {irlinleri olan MDA ve HHE seviyerlerinde artis gdzlenmektedir (Dalf6
vd., 2005). Kara maddede noronlarin yaygin mitokondriyal DNA delesyonlarinda
oksidatif hasarin etkili olabilecegi (Reeve vd., 2008) ve yine oksidatif/nitratif hasarin
kesin varligi belirtilmistir (Halliwell, 2001; Houldsworth, 2023).

Bir motor néron hastaligi olan ALS’nin ailesel vakalarinin ¢ok az bir kisminin siiperoksit
dismutaz enzimini kodlayan gendeki mutasyonlar sonucu olmasina karsin sporadik ALS
hastalarinin idrarlarinda, beyin omurilik sivilarinda ve kanlarinda oksidatif stres
biyobelirteglerinin agirt miktarda bulundugu belirtilmistir. ALS hastaliginin nedenleri
hala tam olarak bilinmemekle birlikte mitokondriyal hasarin diger faktorlerle birlikte
etkili oldugu bilinmektedir (Singh vd., 2019). Mitokondriyal hasar ROS’lar ve oksidatif
stres ile yakindan iligkilidir. Otozomal baskin ge¢isli ilerleyici bir ndrodejeneratif hastalik
olan Huntington hastaligi huntingtin geninde meydana gelen bir mutasyon nedeniyle
ortaya ¢ikmaktadir. Hastaligin temel nedeni bu mutasyon ile kanitlanmis olsa da bunun
yaninda yanlis protein katlanmalari, anormal proteoliz, protein agregasyonu, eksitotoksik
ve oksidatif stres de Huntington hastaliginda néron kayiplari ile iliskilendirilmistir (Singh
vd., 2019). Huntington hastalig1 literatiirde oksidatif stres ile iliskilendirilmistir ve
hastalikta baskin bir oksidatif stres olayr goriildiigii de kesindir ancak oksidatif stresin
hastaligin bir nedeni mi yoksa daha Onceki meydana gelen olaylarin bir sonucu mu
oldugu hala tartisgilmaktadir (A. Kumar & Ratan, 2016). Huntington hastalig: ile ilgili
transgenik farelerde yapilan bir calisma ise hastalikta reaktif nitrojen tiirlerinin etkisini

ortaya koymustur (Halliwell, 2001).

1.6. Alzheimer ve Oksidatif Stres

Alzheimer’in belirtecleri olan senil plaklar ve norofibriler yumaklar 1s1ik mikroskobu
altinda kolaylikla teshis edilebilmelerine karsin bu siire¢ hastaligin son asamalarina
tekabiil etmektedir. Alzheimer’da oksidatif stresin mi yoksa Ap oligomerlerinin mi daha
once olustugu oldukca tartismalidir. Zira AB’nin bakir ve demir gibi metallerle yaptigi
kompeksler ROS iiretimini tetiklemektedir (Cheignon vd., 2018). Ancak yine de uzun
stireli oksidatif hasar birkiminin A birikimi ve ndrofibriler yumaklarin olusumuna neden

oldugu bilinmektedir ve dolayisiyla oksidatif stresin AP birikiminden once geldigi kabul



12

edilmektedir (Tamagno vd., 2021). Ap’nin antioksidan ve norotrofik 6zellik gosterdigi
bilinmektedir (Atwood vd., 2002; Kontush, 2001). Buna gore APi-40 Ve oligomerlesmesi
engellendigi takdirde APi-42’nin néronlari demir ve bakir kaynakli toksisiteden korudugu
gosterilmistir (Zou vd., 2002). Yine bu verilerle tutarli olarak si¢an serebral korteksine es
zamanli demir ve insan APi.42 enjeksiyonu sadece demirin tek basina enjeksiyonundan
daha az toksik oldugu gosterilmistir (Bishop & Robinson, 2003). Ote yandan metal
baglama bolgesinden yoksun Apgs.3s oksidasyonu engellemede daha az etkilidir
(Kontush, 2001). Biitiin bu veriler, Ap’nin bir metal selatlayici goérevi gorerek hiicreyi
metal kaynakli oksidasyonlardan koruyucu bir néroprotektif oldugunu diisiindiirmektedir

(Nunomura vd., 2006).

AP proteinin gosterdigi dnemli antioksidan Ozelliklerin Tau proteini i¢in de gecerli
olabilecegi 6ne siirtilmektedir (Nunomura vd., 2006). Noérofibriler yumak olusumunun
Alzheimer’da oksidatif stresten sonra geldigini gosteren caligmalar mevcuttur. Bilindigi
tizere oksidatif stres glikojen sentaz kinaz-3 ve mitojenle aktive olan protein kinazlar gibi
cesitli kinazlarin aktivasyonuna neden olmaktadir. Bu kinazlar tarafindan fosforillenen
tau proteinleri daha dnce de belirtildigi gibi yumaklar olusturma egiliminde olmaktadir.
Buna gore norofibriler yumaklarin ndron oksidasyonunun bir sonucu olmasi
muhtemeldir. Alzheimer’li postmortem beyin dokularinda ndrofibriler yumak bulunduran
ndronlarin  bulundurmayanlara gore daha az niikleik asit oksidasyonuna ugradigin
gosteren ¢alisma da bu 6nermeyi destekler niteliktedir (Nunomura vd., 2001).

Oksidatif modifiye makromolekiillerin Alzheimer’li hastalarin biyolojik sivilarinda
goriildiigi bildirilmistir (Smith vd., 2000). Oksidatif stres, senil plaklar ve norofibriler
yumaklarin olusumundan once hiicreyi apoptoza veya yenilenmeye itmektedir. Apoptoza
giden siire¢ basarisiz veya eksik ilerlemekte, rejenerasyon girisimi ise hiicreyi tekrar
hiicre dongiisiine sokmakta ve bu siire¢ de hiicrenin daha ¢ok dejenerasyona ugramasina
neden olmaktadir. Bu durumun genetik risk faktorlerini tetikleyerek hiicreyi Alzheimer’a

gotiirebilecegi diistintilmektedir.

Ailesel/Erken baslangicli Alzheimer’a yol agan germ hatti mutasyonlari da oksidatif
strese neden olmaktadir. Buna gore APP, PSEN1 veya PSEN2 mutasyonlaria sahip
hiicrelerin oksidatif stres kaynakli hiicre Oliimiine ve/veya azalmig antioksidan

savunmalara kars1 duyarliliklarinin arttig1 bildirilmektedir. Ayrica sporadik Alzheimer ile
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iliskili olan Apo-E gen alellerinden &4 alleli de oksidatif stres ile iliskilidir. Buna gore in
vitro c¢alismalarda Apo-E €2 alelinin antioksidan aktivitesinin en yiiksek, €4 alelinin
antioksidan aktivitesinin ise en diisiik oldugu bildirilmistir. Bu veriler Alzheimer’li

beyinlerin otopsi sonuglari ile de desteklenmistir.

Azheimer’in ¢evresel etmenlerinden olan sigara kullanimi, yiiksek kalori alimi, egzersiz
eksikligi, aliminyum maruziyeti ve entelektiiel aktivite eksikligi de yine reaktif oksijen
tiurlerinin miktarinda artis ve/veya endojen antioksidan Kkapasitenin azalmasiyla
iligskilendirilmistir (Nunomura vd., 2006). Deney hayvanlariyla yapilan bir g¢alismada
birka¢ ay boyunca diyet kisitlamasina tabi tutulan si¢an ve farelerde noroprotektif etkili
protein seviyelerinin artmasi yoluyla eksitotoksik ve oksidatif strese kars1 koruyucu etki
gosterdigi bildirilmistir (Mattson vd., 2002). Diyet kisitlamasinin yaninda egzersiz ve
entelektiiel aktivitenin de endojen antioksidan kapasitesini artirdigi belirtilmektedir
(Mattson vd., 2002). Bu durumlarin her biri hafif diizeyde strese sebebiyet vermektedir.
Stresle iligkili proteinlerin {retilmesi ve daha sonrasinda oksidatif stresi azaltici
yolaklarin dereye girmesi suretiyle hiicrelerin hayatta kalmasi, ndrogenez, sinaptik

plastisite ve 6grenme ve hafizaya alma saglanmis olur (Mattson vd., 2002).

1.7. Alzheimer’da Antioksidan Temelli Tedavi Yaklasimlari

Reaktif oksijen tiirlerinin, Alzheimer gibi ndrodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinde
onemli bir rol aldig1 konusunda yukarida daha ayrintili bir sekilde detaylandirildig: lizere
giiclenen bir fikir birligi olusmustur (Jia vd., 2014). Alzheimer’da erken degisiklerden
biri olan oksidatif stres ayrica hafif bilissel bozukluk ile de karakterizedir. Klinik oncesi
Alzheimer hastalar1 ve hafif biligsel bozukluk magduru kisilerde lipit peroksidasyonu
gelistigi ve bu oksidatif hasarin da Alzheimer patogenezinde erken rol oynayabilecegini
gosteren veriler mevcuttur (Sahni vd., 2011). Oksidatif stres, hiicre kiiltiirlerinde
intraseliiler AP birikimini ve tau fosforilasyonunu indiikledigi bilinmektedir. Bu
baglamda antioksidan takviyesi ile hastaligin erken evrelerinde tedavi umudu tasiyan
yaklagimlar vardir. Norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde en ¢ok incelenen antioksidan
tedavi yaklagimlar1 beyindeki lipid peroksidasyonunun temizleyicisi E vitamini ve hiicre
ici indirgeyici molekiil olarak C vitamini iizerine yogunlasmistir (Gandhi & Abramov,

2012). Buna gore Alzheimer’li farelerde E vitamini takviyesinin bilissel islevleri
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iyilestirdigi ve AP birikimini azalttigi gosterilmistir (Conte vd., 2004). Yine farelerle
yapilan bagka bir ¢calismada ise E vitamininin etkinlik gosterebilmesi i¢in hastaligin erken

donemlerinde alinmasi gerektigi, ge¢ donemlerinde ise etkili olmadig belirtilmistir (Sung

vd., 2004).

1.8. a-Kimotripsin Enzimi ve Alzheimer

Alfa kimotripsin 3 polipeptidin disiilfit baglariyla baglanmasi ile olusan 241 amino asit
iceren ve 25kDa molekiiler agirliga sahip bir serin endopeptidazdir. Enzim kodu
EC 3.4.21.1°dir. Serin peptidazlar, hidrolazlarin bir alt grubu olup pek ¢ok Onemli
biyolojik aktiviteye katilirlar ve tiim proteazlarin iicte biri olarak en bol goriilen proteaz
grubudur (Legerska vd., 2020; Ozden, 2019). Serin endopeptidaz ailesinin ilk elemani
olan a-kimotripsinin fizyolojik gorevi proteinlerin hidrolizini katalizlemektir (Bender vd.,
1967). Bir endopeptidaz olmasi nedeniyle proteinleri ucundan degil icinden kesen
a- kimotripsin, pankreastan zimojen olarak salgilanan, pankreas 6zsuyuyla duodenuma
tasinan ve burada tripsin tarafindan aktiflestirilen Kimotiripsinojenden meydana gelir
(Senousy vd., 2022). Peptid bagi, amid bagi ve amino asitlerin amidlerinin béliinmesini
katalizler. Fenilalanin, Losin, Tirozin ve Triptofan’t karboksil ucundan hidrolizler.
Inflamatuar hastaliklarda &nemli yeri olan enzim, akut hastaliklarda patojenik
polipeptidlerin hidrolizi ve kronik durumlarda fibr6z olusumlarin tasfiye edilmesinde

gorev almaktadir (Coyas, 1963).

Kimotripsin gibi serin proteazlar1 inhibe eden ve serpinler olarak adlandirilan protein
grubunun ve insanda bilinen 37 tiirii bulunmaktadir (Sanrattana vd., 2019). Serin
proteazlar ve inhibitorleri arasindaki dengenin bozulmasmin patolojik sonuglara yol
acabildigi bildirilmistir. Bu nedenle serpinlerin seviyeleri norodejeneratif hastaliklarin
anlamlandirilmasinda kritik bir faktor olarak kabul edilmektedir (Zhang & Janciauskiene,
2002a). Bu protein grubundan olan ai-antikimotripsin, Alzheimer’da amiloid plaklarin

onemli bilesenlerinden biridir (Zhang & Janciauskiene, 2002b).



15

2. KAYNAK OZETLERI

Mukherjee ve arkadaglar1 (2013) tarafindan yapilan ¢alismada alfa kimotripsin igeren
giimlis nanopartikiillerinin yesil sentezi ic¢in ultrasonikasyon ve 1s1k radyasyonu
yontemlerini denenmis ve tek basina ultrasonikasyonun oOnemli miktarda AgNP
olusumunu saglamadigini ve mutlaka bir tiir 15182 maruz kalmanin gerekli oldugunu
belirtmislerdir. Bunun yaninda ultrasonikasyon siiresini arttirilmasinin nanopartikiillerin
ortalama boyutunda bir artmayla sonuglandig1 ifade edilmistir. Calismada ayrica alfa
kimotripsinin asidik ve alkali pH’larda pek ¢ok enzimin aksine iyi ¢aligmasina ragmen
pH 9-10 civarinda aktivitesinin ¢ok diismesini proteinlerin alkali pH’da denatiire olmasi

ve alfa kimotripsin enzimi 6zelinde otoliz ile agiklanmistir (Mukherjee vd., 2013).

Pisarev ve arkadaglarinin (2016)’da kimotripsinin glimiis nanopartikiil iizerine
immobilizasyonu ¢alismasinda sodyum borhidriir indirgeyici ajan olarak kullanilmistir.
AgCT nanokompozit materyalin proteolitik ve bakterisidal etkilerinin reaktiferin ve
ortamin pH degerinden 6nemli derecede etkilendigi belirtilmistir. Asidik pH degerlerinde
enzimin goreceli aktivitesinin nanokompozitin Ag miktarinin azalmasi ile arttigi hatta
pH < 6 civarinda nanokompozitin dogal enzimden daha fazla gdreceli aktiviteye sahip

oldugu gozlenmistir (Pisarev vd., 2016).

Plyushchenko ve arkadaglari (2019) tarafindan yapilan bir diger c¢aligmada sodyum
borhidriir yine indirgeyici ajan olarak kullanilirken nanopartikiil tiretiminde iki farkli yol
denenmistir. Birinci yolda glimiis nitrat, kimotripsin ve sodyum borhidriir ayn1 anda
karistirilarak nanopartikiil sentezlenirken ikinci yolda oncelikle sodyum borhidriir ve
giimils nitrat kanstirilarak nanopartikiil elde edildikten sonra ortama kimotripsin
eklenmistir. Birinci yol ile elde edilen nanopartikiillerin TEM verilerine gore boyutlari
2-5 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Ikinci yol ile sentezlenecek nanopartikiiller icin yapilan diger
bir deneyde ise kimotripsinin eklenme zamanina gére nanopartikiil boyutlar1 incelenmis
olup ilk bir saate kadar her gecikmenin nanopartikiil boyutunda biiyiime ile sonuglanirken
bir saatten sonra ¢ok belirgin bir fark goriilmedigi ifade edilmistir. Enzimin proteolitik

etkisinin pH 6.0 ve 11.0’de ikinci yol ile sentezlenen nanopartikiilde hem birinci yol
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tiriinlinden hem de dogal enzimden daha fazla oldugu gosterilmistir (Plyushchenko vd.,
2019).

Dayem ve arkadaslar1 (2014) yaptiklar1 ¢alismada AgNP’lerin SH-SYSY hiicrelerinin
noronal farklilasmasini tetikleme potansiyellerini test etmislerdir. SH-SYSY hiicrelerine
biyolojik olarak sentezlenmis AgNP'ler ile muamele edilmesinin, hiicre morfolojik
degisikliklerine ve norit (dendrit/akson) uzunlugunda oOnemli bir artisa yol actigini
belirtmiglerdir. ~ Ayrica ROS iiretiminde, ERK ve AKT gibi c¢esitli kinazlarin
aktivasyonunda artisin yaninda Map-2, B-tubulin III, sinaptofizin, ndrogenin-1, Gap-43
ve Drd-2 gibi noronal farklilasma belirteglerinin de ekspresyonunun arttigini ifade
etmiglerdir. Son olarak AgNP'lerin hiicre i¢i sinyal yollarini modiile ederek noronal
farklilagsmaya yol actifin1 ve kok hiicre arastirmalart ve tedavisi i¢in umut verici

nanomateryaller olarak uygulanabilecegini 6ngormiislerdir (Dayem vd., 2014).

Alon ve arkadaslar1 (2014) yaptiklar1 ¢alismada AgNP’leri, noronal biiyiimeyi tesvik
etmek icin rejeneratif ajan olarak test etmislerdir. AgNP ile kaplanmis substratlar
tizerinde biiyiitiilen noroblastoma hiicrelerinin kaplanmamis substratlara oranla 3 kat daha
fazla norit baglattigin1 ve uzama asamasindaki noritlerin AgNP’ler {izerinde biiylimesinin
arttigin1 belirtmislerdir. Ayrica AgNP ile kaplanmis substratlar iizerindeki biiyiimenin
altin ve ¢inko oksit kapli nanopartikiillerle kapli substratlara kiyasla daha fazla baglatict
norite yol actigini kesfetmislerdir. Sonuglarinin AgNP’lerin néronal onarim ¢aligmalari
icin antibakteriyel etkisi ile birlikte c¢ift etkili giiclii bir nanomateryal olarak
kullanilabilecegini gosterdigini ifade etmislerdir (Alon vd., 2014).

Lockman ve arkadaglar1 (2004) tarafindan yapilan ¢alismada NP yiizey yiiklerinin kan
beyin bariyeri (KBB) biitiinliigii ve NP gegirgenligi tizerindeki etkisini incelenmistir.
Yiizey yiikleri notr, anyonik ve katyonik olarak hazirlanan NP’ler in situ sigan beyin
perfiizyonu ile degerlendirilmis ve NP’lerin kan beyin bariyeri gecisi ve beyinde bolgesel
dagilimlari incelenmistir. Buna gore diisiik konsantrasyonlu nétr ve anyon NP’lerin KBB
tizerinde akut bir etkisinin gézlemlenmedigi ancak yiiksek konsantrasyonlu anyonik ve
katyonik NP’lerin KBB’ni bozdugu bildirilmistir. Konsantrasyondan bagimsiz olarak
katyonik NP’lerin KBB {izerinde aninda toksik etki gosterdigi, notr ve diisiik

konsantrasyonlu NP’lerin beyne kolloidal ilag tasiyicilar1 olarak kullanilabilecegi ancak
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toksisite ve beyin dagilim profillerini incelemek i¢in NP yiizey yiiklerinin dikkate
alinmasi gerektigi belirtilmistir (Lockman vd., 2004).

Youssif ve arkadaslar1 (2019) yaptiklari ¢alismada Lampranthus coccineus ve
Malephora lutea sulu ekstraktlarindan glimiis nanopartikiilleri sentezlemislerdir.
Calismada AICI3 indiiklii Alzheimer hastasi si¢anlarda nanogiimiis sulu ekstraklarin
noroprotektif aktivitesi ve antioksidan etkisi incelenmistir. Lampranthus coccineus ve
Malephora lutea nanopartikllerinin kan beyin bariyerini gegebildigi ve asetikolinesteraz
seviyelerini artirdigi gézlemlenmistir. Nanogiimiis sulu ekstraktin oksidatif strese karsi

koydugu ve Alzheimer tedavisi i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir (Youssif vd., 2019).

Zhao ve arkadaslar1 (2019) yaptiklar1 ¢alismada ylizeyine AP baglayici bir peptid entegre
edilmis bir nanokompozit tasarlamiglardir. Alzheimer’li farelere uygulanan
nanokompozit, norotoksik etkili AP c¢okelmeleri yerine norotoksik olmayan Ap-
nanokompozit ¢okelmelerinin meydana gelmesine yol agmustir. AB oligomerlerinin
ortadan kalkmastyla oligomer kaynakli proinflamatuar yanitlar ve néron hasar1 azalmstir.
Proinflamatuar sitokinlerin azalmasimin endokranyal mikroglialarin Ap temizleme

yeteneklerini yeniden kazanmasini saglayacag belirtilmistir (Zhao vd., 2019).

Li ve arkadaslart (2018) tarafindan yapilan ¢alismada SH-SY5Y noroblastoma hiicre
hattinin giimiis nanopartikiillere uzun siireli maruz kalmasimin sonuglar1 arastirilmistir.
Buna gore uzun siireli AgNP maruziyetinin Ca*? homeostazisini bozdugu, endoplazmik
retikulum ve mitokondrinin temas bdolgelerinin uzamasina ve endoplazmik retikulum
stresine neden oldugu belirtilmistir. Mitokondriyal Ca*? alim dengesinin bozulmas1, 12-
48 saatlik siirecte Bax, Bcl-2 gibi pre-apoptotik proteinlerin ifadesini, 24-48 saatlik
siiregte ise kesilmis kaspaz 9 ve sitokrom c seviyelerinin artmasi ile AgNP’in
mitokondriyal fonksiyonlara zarar verdigi ve mitokondriyal yolak {izerinden apoptoza

neden oldugu bildirilmistir (L. Li vd., 2018).

Khaled ve digerleri (2024) yaptiklar1 ¢alismada berberin yiikli giimiis ve selenyum
nanopartikiiller sentezlemislerdir. Bu nanopartikiillerin yani sira berberinin in vitro
sitotoksik etkilerini insan karaciger hiicresi hatti HepG2 ve saglikli fare karaciger

hiicrelerinde test etmislerdir. Berberin ve her iki nanopartikiiliin Bax, Bcl-2 ifadelerinin
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asagi regiile edip apoptozu indiikledigi belirtilmistir. Yine her ii¢ test ajani oksidatif stresi
yogunlastirarak antikanser ve antitimor etkiler gostermistir. Burada berberin yiiklii
nanopartikiillerin berberine kiyasla daha iyi antikanser etkisi gostermesinin nedeni
nanopartikiillerin gelismis ¢Oziiniirliikleri ve biyoyararliliklarinin olabilecegi ifade

edilmistir (Khaled vd., 2024).

Thakkar ve arkadaslar1 (2024) D. sissoo (DS) ve A. calamus L. ekstraktlar1 ile glimiis
nanopartikiil sentezleyip kaplama maddesi olarak polivinilpirolidon kullanmiglardir.
Sentezledikleri nanopartikiiliin antikanser 6zelliklerini insan akciger hiicre hatt1 A549 ve
normal akciger hiicreleri WI-38 ile test etmislerdir. Kanser hiicrelerinde saglikli hiicre
hattina kiyasla 6nemli dl¢iide daha diisiik ICso degerlerinin goriildiigii ve bunun da anti-
kanser potansiyele isaret ettigi belirtilmistir. Nanopartikiillerin reaktif oksijen tiirlerinin
iretimini tesvik ettigi, mitokondriyal membran potansiyelini degistirdigi ve apoptozu
indiikledigi ifade edilmistir. Calismada ayrica nanopartikiillerin kanser hiicresi istilasin

onledigine de deginilmistir (Thakkar vd., 2024).

Graff ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan ¢alismada giimiis nanopartikiillere maruz
kalmanin insan kolon karsinomu hiicreleri iizerindeki etkisi incelenmistir. Buna gore
insan bagirsagi LoVo hiicre hattinda nanopartikiil aliminin boyuta bagli oldugu, 10nm
boyutundaki giimiis nanopartikiillerin en yiiksek ROS seviyelerini gosterirken istatiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte 100 nm AgNP’ler ile muamele edilen hiicrelerin hep
en diisik ROS seviyeleri gosterdigi belirtilmistir. Boylece 10-100 nm araligindaki
nanopartikiilerin boyuta ve doza bagli olarak sitotoksisiteyi indiikledigi ifade edilmistir.
Ayrica glimiis nanopartikiillerin boyuttan bagimsiz olarak proliferasyonu inhibe ettigine
deginilmistir. Proteomik analizin in vitro toksisite verileri ile uyumlu oldugu da

kaydedilmistir (Miethling-Graff vd., 2014).

Patlolla ve arkadaslar1 (2015) yaptiklar1 caligmada oral uygulanan AgNP’lerin akut
toksisitesini i¢in 5 erkekten olusan 4 si¢can grubuna 5, 25, 50 ve 100 mg’lik dozlar
seklinde uygulayarak ve sonuglar1 kontrol grubu ile kiyaslayarak test etmislerdir. Bes giin
boyunca giinde bir doz uygulamanin bitiminde 24 saat sonra kan ve karaciger
degerlendirilmistir. Buna gére AgNP’lere maruz kalmanin ROS indiiklenmesi, karaciger

enzim aktivitesinde artis, DNA hasar1 ve karaciger morfojisinde kontrol grubuna kiyasla
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degisim gozlemlemislerdir. Buna gore AgNP’lerin yiiksek dozlarinin kisa siireli
uygulanmasinin oksidatif stresin yaninda organ toksisitesine neden olabilecegini 6ne

stirmislerdir (Patlolla vd., 2015).

Kawmani ve arkadaslar1 (2020) yaptiklar1 ¢alismada Ochradenus arabicus ekstrakti ile
hazirladiklart AgNP’leri insan meme kanseri hiicresi MCF-7’ye kars1 sitotoksisite ve
apoptoz indiikleme yeteneklerini incelemislerdir. Calismada O. arabicus ile sentezlenen
AgNP’lerin hiicre proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide azalttigr ve MCF-7 i¢in oldukga toksik
oldugu belirtilmistir. Diger aragtirmalarla da uyumlu bir sekilde ROS seviyelerinde
anlamli artisin yaninda doza bagli olarak apoptoz ve otofaji oranlarinda da artis
gortildiigiinii ifade etmislerdir. Yine O. arabicus’dan elde edilen fitokimyasallarin
indirgeyici ajan olarak kullanilip AgNP sentezlendiginde ham ekstraktin antikanser
etkisinin artmasi literatiirde yer alan diger ¢alismalarla uyumludur. Son olarak gelismis
biyoyararlanimlar1 ve biyouyumluluklari nedeniyle, biyosentezlenmis AgNP'lerin kanser
dahil kronik hastaliklara yonelik terapotik uygulamalarda kullanim potansiyeli yiiksek
oldugu bildirilmistir (Al-kawmani vd., 2020).

Miura ve Shinohara (2009) calismalarinda giimiis nanopartikiilin HeLA hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkisini arastirmislardir. AgNP’lin, AgNO3s’a kiyasla ICsp degerinin
daha yiiksek oldugu yani daha az sitotoksisiteye sahip oldugu belirtilmistir. Giimiis
iyonunun AgNP'den salinmasi ve bu iyonun sitotoksisiteyi, apoptozu ve strese yanit
veren genlerin indiiksiyonunu indiikleme olasiligi oldugu ifade edilmistir (Miura &
Shinohara, 2009).

Li ve arkadaslar1 (2010) bu ¢alismalarinda glimiis nanopartikiillerin blastosist evresindeki
fare embriyolar lizerindeki sitotoksik etkisini ve erken implamantasyon sonrasi embriyo
gelisimi lizerinde etkilerini incelemislerdir. 50 pM AgNP ile muamele edilen
blastosistlerde dnemli 6l¢giide artan apoptoz ve sonucu olarak hiicre sayisinda azalmalar
gozlemlemiglerdir. Ayrica 50 uM AgNP ile muamele, implamantasyon sonrasi fetal

agirhigin azalmasi ile iliskili goriilmistar (P. Li vd., 2010).



20

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Calisma kapsaminda kullanilan materyal ve cihaz listesi Ekler boliimiinde verilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Giimiis Nanopartikiil Sentezi

Ag-CT nanopartikiillerinin sentezi igin 90 mL 1 mM AgNOs c¢ozeltisi distile su ile
hazirlandi. Ardindan pH 7.4 PBS tamponu ile 2,5 mg/mL konsantrasyonda 10 mL
kimotripsin ¢ozeltisi hazirlandi. Bu iki ¢ozelti karistirilarak sicaklik  36.5°C’yi
geemeyecek sekilde kahverengi olana kadar en az 24 saat manyetik karistiricida
karigmaya birakildi (Sekil 3.1). Ardindan 1.5 mL’lik eppendorf tiiplere alinarak 14000
rpm hizinda 10-15 dakika santifriij yapildi. Toplanan nanopartikiiller 2 defa distile su bir
defa %70’lik etil alkol ile yikandi ve kurumaya birakildi.

Sekil 3.1. Nanopartikiil sentez ve santifriij asamalarina ait goriintiiler
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3.2.2. Nanopartikiil Karakterizasyonu

Nanopartikiil karakterizasyonu i¢in Bdliim 1.3’te mekanizmalar1 kisaca anlatilan
karakterizasyon yontemlerinden FT-IR, UV/Vis, Micro RAMAN, XRD, XPS, SEM/EDX
ve Zeta Potansiyeli yontemleri kullanilarak yapildi.

3.2.3. Hiicre Kiiltiirii

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Hiicre Kiiltlirii Laboratuvarinda bulunan SH-SYSY hiicre
hattt kullanilarak yapilacak calismada %5 CO2’li inkiibatérde 37°C’de hiicre kiiltiir
flasklarinda belli bir yogunluga ulasana kadar hiicreler inkiibe edildi. Yeterli yogunluga
ulagmasi beklenen hiicrelerin gerektiginde besiyerleri degistirildi. Hiicre sayim1 ve diger
deneylerde kullanmak icin hiicrelerin flask ylizeyine tutunarak %70-80 yogunluga

ulagmasi beklendi.

3.2.3.1. Hiicre Sayimi

Hiicre kiiltiirtine aliman ve yeterli yogunluga ulagan hiicreleri kaldirmak igin 25 mL’lik
flasklara 1.5 mL tripsin enzimi eklenip %5 CO2’li inkiibatorde 2-3 dakika inkiibe edildi.
Hiicreler kalktiktan sonra tripsin miktarinin 2 kati olacak sekilde 3 mL besiyeri de eklendi
ve 50 mL’lik falkonlarda santifrlij islemi yapilarak tripsin uzaklastirildi. Hiicrelerin
tizerine 3 mL temiz besiyeri eklendi ve homojenize edildi. Falkon tiipten 10 pL hiicre
alinip ependorf tiipe konulduktan sonra esit miktarda (10 uL) tripan blue eklendi. Daha
sonra boyanmis hiicrelerden 10 pL thoma lamina alindi ve mikroskopta hiicre sayimi
yapildi. Hiicre sayis1 agsagidaki formiille hesaplanarak gerekli olan hiicre miktar1 ve her
kuyucuga 100 plL’de 1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilabilmesi i¢in gerekli olan
yogunluk belirlenerek falkondaki 3 mL besiyerinin iistiine bu hesaplamaya gore gerekli
miktardaki besiyeri eklendi. 96 kuyucuklu plakada, planlanan dogrultuda kuyucuklara
100 pL ekim yapildi.

Toplam hiicre sayis1 = Mikroskopta sayilan hiicre adeti x 2 x 10000
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3.2.3.2. XTT ile Hiicre Canhlik Testi

SH-SY5Y hiicre hattinda oksidatif stres ajan1 olarak kullanilacak H202’in LDso degeri ve
etkin doz degerleri H2O2 varliginda glimiis nanopartikiiliin hiicre canlilig1 tizerine etkileri
belirli konsantrasyonda hiicre kiiltiir ortami ile seyreltilerek ve hiicrelerle muamele
edilerek 24 saat inkiibe edildi. Hiicre canlilig: iizerine etkileri XTT testi ile belirlendi.
Bunun i¢in her bir kuyucuga 100 uL besiyeri ile ekilen hiicreler %5 CO2’li inkiibatorde
24 saat inkiibe edildi. Kuyucuk tabanina tutunan hiicrelerin besiyerleri degistirildikten
sonra ilgili 6rnek ile muamele edilen hiicrelere 50 pL reaksiyon soliisyonu eklendi ve %5
CO2’li inkiibatorde 4 saat inkiibasyona birakildi. Kor olarak hiicrelerin ekilmedigi sadece
besiyeri ve reaksiyon soliisyonu igeren kuyucuklar hesaplandi. ELISA cihazi ile 450 ve

630 nm’lerde 6l¢tim alindi.

3.2.3.3. H202 ile In Vitro Norodejenerasyon Modelinin Olusturulmasi

Oksidatif stres kaynakli norodejenerasyon modelleri olusturmak i¢cin SH-SY5Y
ndroblastoma hiicreleri sirastyla 50 pM, 62,5 uM, 100 uM, 125 puM, 200 pM, 250 uM,
400 uM, 500 uM konsantrasyonlarinda H20: ile 24 saat inkiibe edildi. Ardindan XTT Kiti
ile hiicre canlilik testi yapildi. XTT hiicre canlilik testi sonucunda hiicre 6liimiiniin %50
oldugu konsantrasyon (LDsp) degeri Olgiildiikten sonra, bir sonraki denemelerde SH-
SYSY noroblastoma hiicrelerinde nérodejenerasyon olusturmak igin bu LDsp degeri ile

calisilmaya devam edildi.

3.234. In Vitro Norodejenerasyona Karsi AQg-CT’lerin Doz Aralhklarinin

Belirlenmesi

SH-SY5Y néroblastoma hiicreleri 1x10* yogunlukta ve 100 pL toplam hacimde
hesaplanarak 96 kuyucuklu plakaya ekildi. Hiicrelerin kuyulara tutunmasi igin 24 saat
37°C’de %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi. Ardindan kuyucuklardaki besiyeri dikkatli
bir sekilde uzaklastirildi. Hiicrelere uygulanacak nanopartikiil su sekilde hazirlandi:

e 10 mg Ag-CT tartild1.

e Uzerine 150 uL DMSO eklendi.

e Son olarak 4.85 mL besiyeri eklenerek 2 mg/mL Ag-CT ¢ozeltisi hazirlandi.
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Hazirlanan nanopartikiil ¢ozeltisi seri seyreltme yontemiyle kuyucuklara uygulandi. Buna
gore SH-SYSY hiicreleri, farkli nanopartikiil konsantrasyonlar1 (1 mg/mL, 500 pg/mL,
250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL, 31,25 pg/mL, 15,62 pg/mL, 7,80 ug/mL) ile
muamele edildikten sonra 37°C’de %5 CO2’li etiivde 24 saat inkiibe edildi. Besiyeri
degistirilen hiicrelere XTT Kkiti ile canlilik testi uyguland.

Diger bir ¢alisma olan Ag-CT ve H202 es zamanli uygulanmasinda 2 farkli yol izlendi.
Buna gore 24 saat kuyucuklara tutunmasi beklenen SH-SY5Y hiicre hattindan bir gruba
once belirlenen LDso degerindeki 400 uM H20. daha sonra farkli Ag-CT dozlar
uygulandi. Diger gruba ise once farkli Ag-CT dozlar1 sonra ve LDso degerindeki 400 uM
H20: uyguland1 ve hiicreler 37°C’de %5 CO2’li inkiibatdrde tekrar 24 saat inkiibe edildi.
Kontrol i¢in ekilen ve herhangi bir uygulama yapilmayan hiicrelerin sadece besiyerleri
degistirildi. Inkiibe edilen SH-SYS5Y noroblastoma hiicrelerinde in vitro oksidatif stres
kaynakli nérodejenerasyon modeline kars1 Ag-CT dozlarinin canlilik {izerine gosterdigi

etki doz XTT hiicre canlilik testi kullanilarak belirlendi.

3.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Belirleme

3.2.4.1. Test Mikroorganizmalarimin Secimi

Gram (+), gram (-) mikroorganizmalar (Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae) ve mayalar (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae)
kullanildi.

3.2.4.2. Agar Disk Difiizyon Yoéntemi

Nanopartikiil 4 farkli ependorfta 4, 2, 1 ve 0,5 mg dozlar1 10ul hacimde uygulanacak
sekilde %100 dimetil stlfoksit (DMSO) iginde ¢oziildi. Testte kullanilacak
mikroorganizmalarin (McFarland 0.5 denklemine gore yaklasik 108 koloni igeren) 50 uL
kiiltiir siispansiyonu sirasiyla Mueller Hinton agar ilizerine yayildi. Dozlar1 ayarlanan
nanopartikiil ¢ézeltileri sonikatdrde 5 dk birakilarak ¢oziinmesi saglandi. Ardindan 1 mm
kalinliginda ve 6 mm capinda disklere uygulandi. Negatif kontrol olarak 10 uLL. DMSO ile

doyurulmus diskler kullanildi. Referans antimikrobiyal ajan olarak streptomisin
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kullanildi. Petri kaplar1 daha sonra 30 dakika 4°C ve ardindan 24 saat 37°C’de inkiibe

edildi. Antibakteriyel aktivite, disklerin etrafindaki bolgelerin 6lgiimii ile belirlendi.

3.2.5. Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS)

Nanopartikiiliin i¢erdigi toplam antioksidan miktarinin analizi i¢in Rel Assay Diagnostics
TAS kiti kullanilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda bir protein olan kimotripsin ile ¢alisildig
icin literatiirdeki her antioksidan testi Ag-CT’lerde kullanima uygun degildir. Zira kimi
caligmalar proteinlerin geri doniislimsiiz denatiirasyonuna neden olabilecek yiiksek
sicakliklar gerektirmektedir. Ayrica TAS Kiti numunenin hiicre {izerinde antioksidan
parametrelere olan etkisini gosterebildigi icin bu kit tercih edilmistir. Kitin calisma
prensibi numunede bulunan antioksidanlarin radikal koyu mavi-yesil renkli ABTS'yi
renksiz indirgenmis ABTS formuna doniistiirmesine dayanmaktadir. TAS Kiti
uygulamasi 96’lik plakalarin kuyucuk basi hacmi olan 300 pL 6z Oniine alinarak 48’lik
plakalarda calisilip kit protokoliinde yer alan miktarlar yariya indirilerek uygulandi ve
ardindan 96’lik plakara eklenerek Olglimler alindi. Buna goére numunen R1 ve R2
reaktiflerinden sonraki renk degisimi 660 nm dalgaboyunda alinan absorbans ile olgiiliir.
Renk degisim miktar1 toplam antioksidan kapasite ile dogrudan iliskilidir. Testin pozitif
kontrolii bir E vitamini analogu olan Trolox ile saglanir. 96’lik plakalara ekilen ve
numune uygulamalart yapildiktan sonra %5 CO2’li inkiibatérde 24 saat inkiibasyona
alinan hticrelere iki defa 30 dk -20°C ve ardindan 30 dk 37°C inkiibatore alinarak 1s1l sok
uygulandi. Bu sayede antioksidan igeriklerinin besiyerine verilmesi suretiyle mini
santifriij tiiplerine toplanan besiyerleri numune olarak kullanilarak 6l¢iim alinmistir. Buna
gore toplanan besiyerleri 48’lik plakalara 18 puL numune olacak sekilde 3 tekerriirlii
eklenmigtir. Ayrica pozitif kontrol ve dH2O da 96’lik plakalara aymi miktarda
konulmustur. Numunenin {izerine 300 pL Reaktif 1 (R1) soliisyonu eklendikten sonra
ornekler 96’lik plakalara alinmis ve Elisa cihazinda 660 nm’de Olglim alinmistir. Bu
veriler ilk 6l¢iim verileri olarak (A1) kaydedilmistir. standart ve, 96 kuyucuklu plakalarda
belirli kuyucuklara konuldu. Daha sonra kuyucuk basina 22,5 pL Reaktif 2 (R2)
soliisyonu eklenmis, plaka oda sicakliginda 10 dakika bekledikten sonra tekrar 660 nm’de
olgiim almmadan 6nce calkalanmistir. Ikinci olciime ait veriler A2 verileri olarak
kaydedilmistir. Buna gére AAbs, A2 - Al hesaplanarak bulundu. TAS formiilii ise;

TAS (mmol/L) = [AADbS H20 -AADS 6mek] / [AADS H20 -AADbS omek] olarak kullanildi.
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3.2.6. Toplam Oksidan Seviyesi (TOS)

Ag-CT’lerin SH-SYS5Y hiicre hatti {izerinde oksidan diizeylerine etkisinin incelenmesi
icin Rel Assay Diagnostics TOS Kiti kullanilmistir. TAS Kiti verileri ile paralel olarak
yorumlanmak {lizere Ag-CT’lerin SH-SY5Y hiicre hatt1 iizerinde oksidan parametrelerine
etkisi incelenmistir. TOS Kiti uygulamasi 96’lik plakalarin kuyucuk bast hacmi olan 300
uL 6z oniine alinarak 48’lik plakalarda calisilip kit protokoliinde yer alan miktarlar yariya
indirilerek uygulandi ve ardindan 96’lik plakara eklenerek 6l¢timler alindi. Pozitif kontrol
olarak farkli konsantrasyonlarda H20 standarti kullanilmistir. 96’lik plakalara ekilen ve
numune uygulamalart yapildiktan sonra %5 CO2’li inkiibatorde 24 saat inkiibasyona
alinan hiicrelere iki defa 30 dk -20°C ve ardindan 30 dk 37°C inkiibatore alinarak 1s1l sok
uygulandi. Bu sayede oksidan iceriklerinin besiyerine verilmesi suretiyle mini santiftiij
tiiplerine toplanan besiyerleri numune olarak kullanilarak Ol¢tim alindi. Buna gore
toplanan besiyerleri 48’lik plakalara 45 pL numune olacak sekilde 3 tekerriirlii
eklenmistir. Ayrica pozitif kontrol ve dH.O da 96’lik plakalara ayni miktarda
konulmustur. Uzerine 300 pL Reaktif 1 (R1) soliisyonu eklendi ve 530 nm’de Elisa
cihazi ile 6l¢im (Al) alindi. Aym islemler pozitif kontrol standarti ve dH20 igin de
gergekletirildi. Daha sonra kuyucuk bagina 7,5 pL Reaktif 2 (R2) soliisyonu eklendi,
plaka oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 530 nm’de tekrar Olgiim (A2)
alindi. AAbs, A2 - Al seklinde her kuyu i¢in hesaplandi. TOS'un formiilasyonu asagida
mevcuttur.

TOS (umol/L) = [AAbS mek] / [AAbS standart] * 10
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Giimiis Nanopartikiil Karakterizasyonu

4.1.1. FT-IR Analizi

FTIR okumalarinda grafik 4 boliime ayrilarak incelenir. Tekli baglarin oldugu birinci
béliim yaklasik olarak 2500-4000 cm™’e denk gelmektedir. Burada 3250-3600 cm™
dolaylarinda goriilen pikler HoO/-OH/NHa3/-NH:’deki hidrojen baglarina isaret etmektedir
(Nandiyanto vd., 2022). Dalgaboyu 3000 cm™ iizerindeki pik degerleri C-H baglariyla
iliskilendirilmektedir. Yine 3000’nin iizerinde olan keskin pikler doymamis aromatik
bilesiklere isaret ederken 3000’in altindaki keskin pikler ise alifatik bilesenlere isaret
etmektedir. ikinci bdlge 2000-2500 cm™ kapsayip burada iiclii baglara iliskin pikler
goriilmektedir. Ugiincii alan ikili baglarin goriildiigii 1500-2000 cm™ bandidir. 1650-1850
cm bandindan karbonil grubuna ait pikler ki bunlardan basit karbnillere ait pikler 1700
ila 1750 cm™ bandinda kendini gostermektedir. Amid ve karboksilat pikleri 1700 cm™
altinda goriilmektedir. 1600-1650 arasinda keskin bir pik olarak C=C ¢ift bag1 da {igiincii
bolgeye ait piklerdendir (Nandiyanto vd., 2022). Son olarak 1500 cm™ altinda gériilen
piklerden olusan parmakizi bodlgesi bulunmaktadir. Bu bolgedeki pikler molekiile

ozgidiir.

Kimotripsin ve Ag-CT yapilarmin ikisinin de FT-IR analizi yapildi ve grafikler Sekil
4.1°de verildi. Buna gore kimotripsinde ve Ag-CT’de 3444 ve 3463 cm-1’de goriilen
pikler N-H gerilmelerine atfedilmistir. Kimotripsinde 3296 cm™’de ve Ag-CT de 3200
cm™ de goriilen pikler polimerik OH gerilme pikleridir. Her iki drnekte de 2960-2850 cm®
Lde goriilen pikler alkanlara atfedilmektedir. Diger bir ifadeyle -CHs; kaynakli CH
gerilmelerini gostermektedir. Karbonil (C=0) gerilmelerine ait sinyaller 1650-1630 cm™
dolaylarinda goriilmektedir ve bu sinyaller Amid I bandi olarak adlandirilmaktadir
(Sizeland vd., 2018). Amid I bandi protenin ikincil yapida oldugunu gostermektedir.
Ayrica 1605 ve 1453cm™ deki pikler birlikte C=C-C aromatik halka gerilmesine ait
sinyalleri olusturmaktadir (Nandiyanto vd., 2022). N-H bikiilmelerine ve C-N
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gerilmeleriyle iliskilendirilen Amid 1l bandinin her iki ornekte 1530-1550 cm*
dolaylarinda N-H biikiilmesinin yaninda C-N gerilmesine iliskin sinyalleri Ag-CT: 1155
cm™ ve kimotripsin: 1161 cm™ dolaylarinda goriilmektedir (Sizeland vd., 2018). Ayrica
orneklerde farkli yapilardan kaynaklanan ve dolayisiyla ¢ok farkli konumlarda sinyaller
veren cesitli C-H gerilme sinyalleri de mevcuttur. Ornegin aromatik yapilardan gelen C-
H gerilmeleri 3070’lerde, diiz zincir gerilmeleri 3000 bandinin hemen altinda, aromatik
diizlem i¢i 1200’lerde ve diizlem disi C-H gerilmeleri 670’lerde gériilmektedir. Bu
aromatik yap1 sinyalleri kimotripsinin bulundurdugu aromatik halkali amino asitlere
dayanmaktadir. Dérdiincii bélgenin 6zellikle <1000 cm™ kisminda C-C gerilmelerine dair
pikler goriilmektedir. Son olarak 500 cm™ civarinda disiilfit bagiyla iliskili pikler

goriilmektedir.
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Sekil 4.1. Ag-CT (a) ve a-kimotripsinin (b) 450-4000 cm™ dalgaboyu araliginda FT-IR dlgiimlerinin
%Transmitans grafikleri

4.1.2.UV/Vis Analizi

UV/Visible testi, TEM, SEM gibi diger boyut analizi saglayan testlerle birlikte
incelenerek partikiil boyutu hakkinda fikir sahibi olunmasini saglamaktadir. Elektronlarin
1is1ikla etkilesime girdikten sonra elektronlar ylizey plazmon rezonans emilim bandina
parcacik aglomerasyonunun boyut, sekil ve derecesine gore dagilir. Boyut kiigiildiikce
daha kiigiik dalgaboylarinda pik alindigi deneysel ve teorik olarak kesfedilmistir
(Milardovi¢ vd., 2018). Bu ¢alismada Ag-CT’lerden 425 nm’de alinan pik nanopartikiil

olusumunu gostermektedir. Elde edilen veriler OriginPro programinda S5p diizeltme
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orantyla diizeltilmis ve pik bulma araci kullanilarak islenmistir. 380-500 nm arasinda ve

425 nm’de maksimum absorbans elde edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Ag-CT 380-480 nm (a) ve 180-1100 nm (b) araliginda UV/Vis absorbans grafikleri

4.1.3. Micro RAMAN Analizi

Nanopartikiilin konformasyonunda kimotripsine kiyasla degisen bag ve yapilarin
cakismasinin bir sonucu olarak degerlendirilen giiriiltiilii veriler islenmistir. Bu baglamda
OriginPro (2018) programi kullanilarak veriler dncelikle 10p diizeltme faktori ile giiriiltii
giderimi islemine tabi tutulmustur. Ardindan ist iiste gelen veriler Gaussian-Lorentz
bilesenlerinin birlesimi olan bir ara¢ (Voight) ile ayrstirilmis ve pik analizleri
saglanmistir. Voight bileseni keskin ve yayvan piklerin bir arada goriildiigii durumlarda
uygulanan bir diizeltme bilesenidir. Buna gére islenmis 500-850 cm™ (a), 1200-1600 cm™
(b) ve sadece 10p diizeltme faktérii ile diizenlenmis 0-3800 cm™ (c) grafikleri Sekil 4.3

baslig1 altinda verilmistir.

Alifatik zincirlerin simetrik CC biikiilmesi 229 cm™’de orta siddetli bir sinyal ile
kendisini gostermektedir. 547 cm™°de goriilen pik disiilfit baglarina isaret etmektedir.
810°daki pik tirozin piki, 1307 cm™’deki pik ise triptofan piki oldugu
degerlendirilmektedir (Nemecek vd., 2013). 1592°deki pik C=O gerilmeleri ve NH
biikiilmeleriyle (Sadat & Joye, 2020) iliskilendirilen kaymis bir Amid I bandi ve
1515°deki band ise CN gerilmeleri ve NH biikiilmeleri ile iligskilendirilen Amid I bandi
olarak degerlendirilmektedir (Nemecek vd., 2013). 1360 cm™’de goriilen pik ise CN
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gerilmeleriyle iliskili olan Amid 11l band1 olarak degerlendirilmistir. 1552 cm™*deki pik
ise a heliksli yapinin varligina isaret eden bir belirtegtir (Sadat & Joye, 2020). 2787 ve
2927 cm™’de alkanlara ait CH gerilmeleri goriilmektedir. 3130 ve 3473 cm™’daki zayif
sinyaller ise OH gerilme isaretleridir (Vandenabeele, 2013).
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Sekil 4.3. Ag-CT 0.5mWatt 450-850 nm (a), 1200-1700 nm (b) ve 0-4000 nm (c) Micro RAMAN ©&l¢iim
grafikleri

4.1.4. XPS Analizi

Ag-CT nanopartikiiliiniin barindirdigi elementlerin ve olast bulasilarin izlenebilmesi i¢in
X- Isin1 Fotoelektron Spektroskopisi ¢aligmast yiiriitiildii. Buna gore nanopartikiilde Ag,
C, N, O, CI ve F elementlerine ait pikler Sekil 4.4’te goriildiigli gibi saptandi.
Nanopartikiiliin temel destek elementi olan glimiise ait Ag MNN, Ag3p3, Ag3pl, pikleri
sirastyla 1134 eV, 571 eV ve 602 eV’da izlenmistir. Ag3ds,> piki 366eV ve Ag3ds2 piki
372eV’da goriilmektedir (Sekil 4.4). Nanopartikiil yapisindaki C, N ve O elementleri
kimotripsinin yapiya dahil oldugunu gostermektedir. Bunlardan karbona ait C 1s ve C
KLL pikleri sirasiyla 284 eV ve 1223 eV’da, oksijene ait O 1s ve O KLL pikleri sirasiyla
530 eV ve 997eV’da ve azota ait N 1s piki 398 eV’da goriilmektedir. Klora ait 197 eV’da
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goriilen Cl 2s piki ve floara ait F KLL, F 1s pikleri sirasiyla 834 ¢V ve 688 eV’da
goriilmektedir. Nanopartikiil yapisinda goriilmesi beklenmeyen Cl ve F piklerinden Cl
nanopartikiil sentez asamasinda kullanilan PBS tamponundan gelmektedir. F ise bir

bulasi olarak degerlendirilmektedir.
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Sekil 4.4. Ag-CT nanopartikiiliiniin XPS grafikleri

4.1.5. XRD Analizi

Ag-CT’lerin kristal yapisinin incelenmesi i¢in yapilan XRD analizinde Rigaku MiniFlex
300/600 cihazi kullanildi. Ag-CT kirinim deseni kristalin yapiya isaret eden farkl
siddetlerde 15 adet pik olusturdu. Bu piklerin 20 konumlar1 27.92°, 31.78°, 32.32°,
38.02°, 44.44°, 46.32°, 54.9°, 57.56°, 66.3°, 67.5°, 74.42°, 76.72° ve 85.72° olarak
belirlendi. Referans AgNP XRD grafigine (JCPDS, No. 04-0783) gére Miller indisleri
Sekil 4.5’te grafik lizerinde gosterildi. Cesitli makalelerde siklikla goriilmekle beraber
referans JCPDS kartinda bulunmayan pik degerleri de yine grafik {izerinde belirtildi.
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Sekil 4.5. Ag-CT XRD grafigi
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4.1.6. FE-SEM Analizi

Nanopartikiiliin FE-SEM goriintiisii altin kaplama yapilarak alinmis ve Sekil 4.6’da
gosterilmistir. Bu goriintiiler iizerinden ImageJ programi ile alinan Ol¢limlere gore
olusturulan histogram grafigi Sekil 4.6’da verilmistir. SEM goriintiisii {izerinden alinan
40 olglime gore nanopartikiiller degisken boyutlu olmakla birlikte ortalama boyutlart

26-28 nm olarak belirlenmistir.

0 I \ ] M ¥
20 21 2 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 M4
Size (nm)

Sekil 4.6. Ag-CT ’lerin FE-SEM goriintiileri (a,b,c) ve nanopartikiil boyutu histogram grafigi (d)

Ag-CT EDX grafiginde goriildiigii iizere 3 keV da goriilen keskin Ag piki Ag™’in
kimotripsin ile Ag”ye indirgenmesinin bir gdstergesidir. Ote yandan kimotripsinin
yapiya kattig1 C, N, O ve S elementlerine ait pikler de Sekil 4.7°de goriilmektedir. EDX
verilerine gore nanopartikiiliin ylizde bilesim oranlar1 da Sekil 4.7°de verilmistir. Buna
gore nanopartikiiliin agirlikca %70,65°1 Ag, %13,89’u C, %9,35’1 O, %3,9 N ve %2,21°1

S olarak belirlenmistir.



18k —
16k ]
14k -
12k ]

10k —

Intensity (cps

8k —

Ag

Agirhik¢a | Atomik
Element | % Oran % Oran
Ag 70,65 23,88
C 13,89 42,16
O 9,35 21,29
N 3,9 10,15
S 2,21 2,51

keV

9k

Sekil 4.7. Ag-CT nanopartikiillerinin EDX grafigi ve elementlerin yilizde grafikleri

4.1.7. Zeta Potansiyeli Analizi
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Pargaciklarin yiikii hakkinda bilgi alinmasi i¢in yapilan Zeta Potansiyeli analizine ait

dagilim grafigi Sekil 4.8’de verilmistir. Buna gore Ag-CT nanopartikiillerinin zeta

potansiyeli 0,966 + 0,0795 mV olarak 6l¢iilmiistiir.
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100000

Zeta Potential Distribution

Apparent Zeta Potential (mV)

0

Sekil 4.8. Ag-CT nanopartikiillerinin zeta potansiyeli grafigi

4.2. Hiicre Canhlik Testi (XTT) Sonuclar:

421. H202 ile SH-SYSY Hattinda

Olusturulmasi ve LDso Degerinin Hesaplanmasi

In Vitro Nérodejenerasyon Modelinin

SH-SYS5Y hiicre hattina uygulanan H2O2’in ndérodejeneratif etkisini incelemek igin XTT

uygulandiktan yaklasik olarak 4 saat sonra 450 ve 630 nm’de ELISA cihazinda &l¢iim
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alindi. 630 nm’de alinan 6l¢iimler kor olarak kabul edildi ve 450 nm 6l¢limlerinden
cikartildi. Hiicre canliliginin hesaplanmasinda Hiicre Canliligi % = Ao/Ak*100 formiili
kullanildi. Hata g¢ubuklar1 6zel standart sapma verileri ile olusturuldu. Bu verilerin
hesaplanmasinda her biri 3 tekrarli ¢aligilan calismada her kuyucuk i¢in Asso-As3zo degeri
ayr1 olarak hesaplandiktan sonra bu veri setleri lizerinden standart sapma hesaplamasi
yapildi. Diger c¢alismalarda da veriler bu yontemle islenerek olusturuldu. Yapilan
calismada H>O; konsantrasyonu azaldik¢a kuyucuklarda hiicrelerin canlilik yiizdelerinin
arttig1 gézlemlendi. H2O2 uygulamasi yapilmayan hiicreler pozitif kontrol, sadece besiyeri
ise negatif kontrol olarak degerlendirildi. Buna gore uygulanan 50 uM, 62,5 uM, 100 uM,
125 uM, 200 uM, 250 pM, 400 uM ve 500 uM konsantrasyonlarindan elde edilen hiicre
canliligr ylizdeleri sirasiyla %97,92, %96,61, %86,90, %92,47, %76,16, %72,38, %56,73
ve %34,51 seklinde hesaplandi (Sekil 4.9). Buna gore hiicrelerin yarisinin yasadigi LDso

degeri 400 uM olarak belirlendi. Daha sonra yapilan ¢alismalarda bu konsantrasyon ile

devam edildi.
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Sekil 4.9. SH-SY5Y hattinda H,0; ile LDsy degerinin belirlenmesi

4.2.2. SH-SY5Y Hiicre Hattinda Farkhh Ag-CT Deozlarinin Norotoksik Etkilerinin

incelenmesi

SH-SYS5Y hiicre hattina uygulanan Ag-CT konsantrasyonu azaldik¢a kuyucuklarda

hiicrelerin canlilik yilizdelerinin arttigi gézlemlendi. Buna gore uygulanan 2 mg/mL,
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1 mg/mL, 500 ug/mL, 250 ug/mL, 125 pug/mL, 62,5 ug/mL, 31,25 ug/mL, 15,62 pg/mL,
7,80 pg/mL konsantrasyonlarindan elde edilen hiicre canlilig1 yiizdeleri sirasiyla %55,678,
%90,725, %71,076, %46,698, %40,068, %34,727, %29,022, %22,499 ve %23,101
seklinde hesaplandi (Sekil 4.10). Buna gére 1 mg/mL Ag-CT hiicreler igin ideal doz
olarak belirlendi.
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Sekil 4.10. SH-SY5Y hattinda farkli konsantrasyonlarda Ag-CT uygulanmasi sonucu XTT absorbanslar

4.2.3 H20z2 ile In Vitro Norodejenere Edilen Hiicrelere Ag-CT Uygulamasi

H20: ile norodejenerasyona karst Ag-CT etkinliginin incelenmesinde 2 farkli caligma
tasarlandi. Buna gore hiicreler 6nce Ag-CT sonra H20- ile (Sekil 4.11), 6nce H202 sonra
Ag-CT ile (Sekil 4.12) muamele edilerek Ag-CT’nin etkisi incelendi. Bu ¢alismalarda
LDso degerinin dogru ayarlanabilmesi i¢in 800 pM H20: kullanilmis ve Ag-CT
uygulamalar1 sonras1t son H202 konsantrasyonunun 400 uM olmasi saglanmistir. Ayni
sekilde Ag-CT konsantrasyolar1 da son kuyucuk hacmi hesaba katilarak sirasiyla 1
mg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 ug/mL, 31,25 pg/mL, 15,62 pg/mL,
7,80 pg/mL, 3,90 pg/mL olacak sekilde ayarlanmistir.
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Ag-CT Farkh konsantrasyonlarina LDy, Degerinde H,O,
Uygulanmasi

Sekil 4.11. Once farkli Ag-CT konsantrasyonlar1 sonra LDso degerinde H,O, uygulanmasi sonucu XTT
absrobans degerleri

Her iki ¢alismada da Ag-CT konsantrasyonu azaldik¢a hiicrelerin HoO> gosterdigi
hassasiyetin arttigit gozlemlendi. AQ-CT’nin Once uygulanmast H202’in  6nce
uygulanmasina gore daha fazla hiicre canlilig1 ile sonuglandi. Her iki calismada da 1
mg/mL konsantrasyonda en iyi sonuglar alinirken giderek azalan canlilik degerlerinin

ardindan 3,90 ug/mL Ag-CT konsantrasyonunda hiicre canliliginda artis gézlendi.
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S

1mg/mL 500 125 625 3125 1563 7.80 3.90 Kontrol
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400pM H:O: iizerine farkhh Ag-CT konsantrasyonlarina
uygulanmasi

Sekil 4.12. Once LDso degerinde H,O; sonra farkli Ag-CT konsantrasyonlari uygulanmasi sonucu XTT
absrobans degerleri
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4.3. Antimikrobiyal Aktivite

Nanopartikiiliin antimikrobiyal aktivitesinin 6l¢iilmesi i¢in Gram (+) ve Gram (-)
mikroorganizmalar Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae ile
antibakteriyel etki, Candida albicans ve Saccharomyces cerevisiae ile antifungal etkisi
incelendi. Antimikrobiyal ¢alismaya ait gorseller Sekil 4.13 ve 6lgiimlerden alinan veriler
Tablo 4.1°de verilmistir. Klebsiella pneumoniae bakterisinde 4 mg dozun agtigi alan 10
mm, 2 mg ve 1 mg dozlariin agtig1 alan 9 ve 0,5 mg dozunun agtig1 alan ise 8 mm olarak
olgiildii. Streptomisin 20 mm acgarken negatif kontrol olarak uygulanan DMSO
emdirilmis disklerin diginda alan agilmadi ve disk boyutu olan 6 mm olarak Slgiildii.
Staphylococcus aureus bakterisinde 4 mg dozun ac¢tigi alan 10 mm, 2 mg dozun agtigi
alan 9,5, 1 mg dozlarmin agtigi alan 9 ve 0,5 mg dozunun agtigi alan ise 8 mm olarak
olgiildii. Streptomisin 19 mm, DMSO emdirilmis disklerin agtigi alan 6 mm olarak

slgiildi.

Sekil 4.13. Ag-CT antimikrobiyal uygulamasina ait gorseller

Escherichia coli bakterisinde 4, 2, 1 ve 0,5 mg dozlarinin tamaminin ag¢tig1 alan 7 mm
olgiildi. Streptomisin 20 mm, DMSO 6 mm olarak 6l¢iildii. Candida albicans mayasinda
4 ve 1 mg dozun agtig1 alan 8 mm, 2 mg dozunun actig1 alan 8 mm ve 0,5 mg dozunun
actig1 alan ise 9 mm olarak oSl¢iildii. Streptomisin 20 mm acarken negatif kontrol olarak
uygulanan DMSO emdirilmis disklerin disinda alan agilmadi ve disk boyutu olan 6 mm
olarak oOl¢iildii. Saccharomyces cerevisiae mayasinda 4, 2, 1 ve 0,5 mg dozlarinin

tamaminin ac¢tig1 alan 7 mm, Streptomisin 21 ve DMSO emdirilmis disklerin alani ise 6
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mm olarak 0l¢iildii. Ag-CT ortalama antimikrobiyal alan agma etkisi hesaplandiginda 4

mg i¢in 8,4 mm, 2 mg i¢in 7,9 mm, 1 mg i¢in 8 mm ve 0,5 mg i¢in 7,8 mm oldu.

Tablo 4.1. Antimikrobiyal aktivite alan ¢ap1 (mm) 6l¢iim sonuglari

Mikroorganizma Antibiyotik | DMSO [ 05mg |1mg |2mg | 4 mg
Staphylococcus aureus ATCC 19 6 8 9 95 10
6539

Escherichia coli ATCC 25922 19 6 7 7 7 7
Klabsiella pnemeunia ATCC

200603 20 6 8 9 9 10
Saccharomyces cerevisiea ATCC 21 5 7 7 7 7
9763

Candida albicans ATCC 10231 20 6 9 8 7 8
Ortalama 19,8 6 7,8 8 7,9 8,4

4.4, Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS) Sonuclar:

Gilimiis nanopartikiiliin toplam antioksidan kapasitesinin oOlgiilmesi i¢in TAS Kkiti

kullanildi. Bunun i¢in farkli konsantrasyonlarda Ag-CT ile muamele edilen SH-SY5Y

hiicrelerine soguk soku uygulandiktan sonra toplanan besiyeri ile calisildi. Muamele

sonrasi 24 saat sonra %5 CO2’li inkiibatore alinan hiicreler daha sonra iki tekrarli olacak

sekilde 30 dk -20°C ve ardindan 30 dk 37°C inkiibatore alindi. Boylece hiicre igeriginin

dis ortama salinmasi hedeflendi. Buna gore seyreltilerek uyguanan nanopartikiillerin

konsantrasyonu azaldik¢a antioksidan miktarinin da azaldig1 goriildii. Standart olarak 0,5

mmol ve 1 mmol Trolox, negatif kontrol olarak distile su kullanildi (Sekil 4.14). Ayrica

nanopartikiil uygulanmamais hiicreler de kontrol grubu olarak ¢aligildu.
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Sekil 4.14. Farkli Ag-CT konsantrasyonlarinin SH-SY5Y toplam antioksidan seviyeleri iizerine etkisi

4.5. Toplam Oksidan Seviyesi (TOS) Sonuclari

Glimiis nanopartikiiliin toplam oksidan kapasitesinin Slgiilmesi i¢cin TOS kiti kullanildi.
Bunun i¢in farkli konsantrasyonlarda Ag-CT ile muamele edilen SH-SYS5Y hiicrelerine
soguk soku uygulandiktan sonra toplanan besiyeri ile ¢alisildi. Muamele sonras1 24 saat
sonra %5 CO2’li inkiibatore alinan hiicreler daha sonra iki tekrarli olacak sekilde 30 dk
20°C ve ardindan 30dk 37°C inkiibatore alindi. Boylece hiicre igeriginin dig ortama
salimmast  hedeflendi. Buna goére seyreltilerek uygulanan nanopartikiillerin
konsantrasyonu azaldikca oksidan miktarinin arttig1 goriildii. Standart olarak 0,5 mmol ve
1 mmol H202, negatif kontrol olarak distile su kullanildi (Sekil 4.15). Ayrica
nanopartikiil uygulanmamais hiicreler de kontrol grubu olarak ¢alisildi.
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Sekil 4.15. Farkli Ag-CT konsantrasyonlarinin SH-SY5Y toplam oksidan seviyeleri {izerine etkisi
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Hiicrenin oksidan-antioksidan dengesinin bozulmasi hiicrenin normal metabolizmasini
gergeklestirememesine, islevlerini yerine getirememesine ve siirekli bu bozulmanin
devam ettigi durumlarda patolojik yapilarin olusmasina sebebiyet verebilmektedir. Diger
ozellesmis hiicreler ile kiyaslandiginda néronlarin oksijen tiiketimi daha fazla olmasina
karsin antioksidan iiretiminde orantili bir artistan s6z etmek miimkiin degildir. Bu da
beyin hiicrelerini oksidatif hasara kars1 daha hassas bir konuma tasgimaktadir. Oyle ki
oksidatif stres, Parkinson, Hungtington, ALS ve Alzheimer gibi ¢esitli ndrodejeneratif
hastaliklarmn bir 6nciilii olarak kabul edilmektedir. Ote yandan antikimotripsinin senil
plak olusumuna katki sagladigina dair veriler literatirde sunulmaktadir. Bu caligmada
yesil sentez yoluyla iiretilen kimotripsin bagli giimiis nanopartikiillerin karakterizasyonu
FT-IR, RAMAN, Uv/Vis, XPS, XRD, SEM ve Zeta Potansiyeli analizleri ile
gerceklestirildikten sonra SH-SY5Y noroblastoma hiicre hattinda canlilik ve antioksidan

kapasite lizerine etkileri arastirilmistir.

Yesil sentezin kimyasal ve fiziksel sentez yontemlerine kiyasla toksik olmamasi, ¢evre
dostu olmas: ve ekonomik olmas1 gibi avantajlarinin yaninda reaksiyon siiresi, son tiriin
kalitesi (homojen olmamasi) ve sentezlenen malzemenin toplanmasina dair giicliikleri ise
dezavantajlandir(Ying vd., 2022). Pisarev vd. (2016) ve Plyushchenko vd. (2019),
kimotripsin bagl glimiis nanopartikiil sentezlemek icin indirgeyici ajan olarak NaBH4
kullanmis ve bir nanokompleks olusturmuslardir. Sodyum hidroksit ve trisodyum sitrat
gibi indirgeyiciler de AgNP sentezinde kullanilmasina karsin bu yontemler yavas, pahali
ve nihai iriin toksisitesi yiiksektir (Raja vd., 2017). Son yillarda o6zellikle ¢esitli bitki
ekstraktlart ve mikroorganizmalar ile AgNP’lerin yesil sentezi olduk¢a yaygindir.
Ferreira vd (2024) P. extremaustralis 2E-UNGS bakterisi ile, Huisa vd (2024) Euterpe
oleracea ekstrakti ile, Raja vd (2017) Calliandra haematocephala yapraklarinin ekstrakti
ile, Philip (2011) Mangifera indica yapragi ile AgNP sentezlemislerdir (M. L. Ferreira
vd., 2024; Philip, 2011; Raja vd., 2017; Taipe Huisa vd., 2024). Bu c¢alismada
nanopartikiiliin sentez asamasinda uygulanan ve toksisitesi yliksek indirgeyici ajanlar

strecten cikarilarak hiicre i¢ci ortama daha iyl uyum saglanabilmesi icin yesil sentez
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metoduyla ¢alisildi. Yesil sentezlenen nanopartikiil, karakterizasyon i¢in FT-IR, UV/Vis,
Micro RAMAN, XRD, XPS, SEM/EDX ve Zeta Potansiyeli analizlerine tabi tutuldu.

Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi analizine tabi tutulan nanopartikiill ve
a-kimotripsin farkli siddette benzer grafikler vermistir. Numunelerden benzer pikler
alinmas1 o-kimotripsin’in yapiya dahil oldugunu gostermektedir. Kimotripsin igerdigi
amino asitler ve yan gruplar nedeniyle C=0 (karbonil), N-H gerilmesi, S-S (disiilfit) bagi,
C=C (¢ift bagl karbon) piki ve farli noktalarda C-H gerilme pikleri vermektedir.
Karbonil piki Amid I bandi olarak da adlandirilmaktadir ve proteinlerin ikincil yap1
gosterdiklerine isaret etmektedir (Noinville vd., 2004). Amid II band1 olarak adlandirilan
C-N gerilmeleri ve N-H biikiilmelerine ait piklerin kimotripsinde ¢ok daha gii¢lii bir
sinyalle goriiliitken nanopartikiilde sinyal yogunlugunun azalmasina karsin varligi
proteindeki 3 boyutlu konformasyon degisimi ve glimiis-Kimotripsin baglanmasinin bir
isareti olarak goriilmektedir. 500 cm™ civarinda disiilfit bagiyla iliskili pikler
kimotripsinde muhtemelen diger bag sinyallerinin de iist iiste binmesiyle c¢ok net
goriilemezken nanopartikiilde bag yapilarinin degismesiyle iligkili olarak daha net
goriildigi disiiniilmektedir. Ju ve digerleri (2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada o-
kimotripsin FeszOs-kitosan iizerine immobilize edilmistir. Calismada a-kimotripsin ile
karsilastirmali olarak incelenen nanopartikiil FT-IR grafiklerinde 1646, 1532 ve 1453
cm Y’de karakteristik o-kimotripsin piki ve nanopartikiilde bu piklerin zayiflamalarma
karsin hala mevcut oldugu goriilmektedir (Ju vd., 2012). Yine disiilfit baglarmin da
bulgularimiz ile paralel olarak kimotripsinde daha yayvan iken nanopartikiil yapisi
icerisinde daha belirginlestigi goriilmektedir. RAMAN analizi sonuglart FT-IR sonuglari
ile uyumlu olup Amid I ve Amid II bandlari goriilmektedir. Ayrica disiilfit baglarina ait
pikler de yine RAMAN grafiklerinde okunmaktadir.

Uv/Vis’de glimiis nanopartikiillerin beklenen yiizey plasmon rezonans degeri 420-500 nm
araligindadir (Titus vd., 2019). Milardovi¢ vd (2018) NaOH ile indirgeyerek iirettikleri
AgNP’ler icin 417 nm ve Becaro vd (2015) NaBHj ile indirgedikleri AgNP’ler i¢in 400
nm Ol¢iim almiglardir (Becaro vd., 2015; Milardovi¢ vd., 2018). Pisarev vd (2016)
sentezledikleri kimotripsin bagli gliimiis nanopartikiile ait yiizey plasmon rezonansinin
420-430 nm araliginda oldugunu bildirmistir (Pisarev vd., 2016). Castro (2000) yaptig1

calismada a-kimotripsinin 280 nm’de pik verdigini gostermistir ve Pisarev’in sonuglari
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da bununla paraleldir (G. R. Castro, 2000). Buna goére kimotripsin 280 nm’de pik
verirken Ag-CT yapisina katilimiyla birlikte belirgin bir kaymadan s6z edilmektedir. Bu
calismada Onceki calismalar ile paralel olarak Ag-CT yiizey plasmon rezonans degeri

425 nm olarak ol¢tilmiistiir.

Nanopartikiiliin elemental bilesimini incelemek adina XPS analizi yapildi. Buna gore
yapitya kimotripsin dahli ile goriilmesi beklenen C, N ve O elementlerine ait pikler
goriildii. Yapida Ag®, Ag3dsz ve Ag3dsy pikleri tam konumlarinda literatiir ile uyumlu
olarak saptand1 (J. H. A. Ferreira vd., 2024). XPS analizinde goriilen Cl elementinin
nanopartikiil sentez siirecinde ¢oziicii olarak kullanilan PBS tamponundan gelmektedir.
Yapida goriilmesi beklenmeyen F elementinin ise bir bulasi oldugu diisiiniilmektedir.
EDX analizinde ise C, N, O ve S gibi elementlerin goriilmesi kimotripsinin yapiya dahil
oldugunu gosterirken diger elemental analizleri de destekler bir veri sundu. Bununla

birlikte yap1 %70 dolaylarinda Ag icermekteydi.

Ag-CT’lerin zeta potansiyeli 0,96 olarak 6l¢iildii. Diisiik zeta potansiyelli nanopartikiiller
yik dagilimindaki denge nedeniyle diisiik agregasyon kapasitesine sahip olduklar
seklinde degerlendirilirler (Salazar-Bryam vd., 2021).

Yapilan SEM analizi sonucu Ag-CT’lerin yiiksek kristallesme derecesine sahip kiibik bir
formda, degisken boyutlu olmakla birlikte 26-28 nm’de yigilmali histogramli oldugu
goriildii. Jameel vd (2022) tarafindan yapilan bir ¢alismada bir mantar olan Agaricus
bisporus ile sentezlenen AgNP’ler kiibik bir yap1 olusturdugu bildirilmistir (Jameel vd.,
2022). Ancak literatiirde yesil sentezlenen AgNP’ler genellikle kiiresel bildirilmistir
(Vadakkan vd., 2024).

Nanopartikiiliin kristalin formunu ortaya ¢ikarmak icin yapilan XRD analizinde goriilen
piklerden 38.02°, 44.44°, 66.3° ve 76.72° (JCPDS, No. 04-0783) sirasiyla (111), (200),
(220) ve (311) yiiz merkezli kiibik forma isaret etmektedir (Patil & Chougale, 2021).
Ayrica 27.92°, 31.78°, 32.32°, 46.32° ve 54.9°, 57.56°, 74.42° konumlarindaki pikler de
organik molekiillerle AgNP sentezinde literatiirde yaygin olarak bildirilmistir (Ibrahim,
2015; R. Kumar vd., 2012; Rautela vd., 2019).
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Ag-CT karakterizasyonunun agiklanmasindan sonra hiicresel alim ve sitotoksisite lizerine
bu bulgularin ne anlam ifade ettigini tartismak Onemlidir. Nanopartikiillerin sekilleri
toksisiteleri tiizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Yapilan bir caligmada kiibik
AgNP’lerin <100 pg/mL’de toksik olmadigi, kiiresel ve prizmatik AgNP’lere oranla ayni
diizeylerde toksik etki gdstermedigine dair veriler sunulmustur (Auclair & Gagné, 2022).
Ayrica nanopartikiillerin sekilleri ayn1 malzemeden sentezlenseler bile hiicresel alimlari
tizerinde etkilidir (Ma vd., 2013). Yapilan ¢esitli arastirmalarda hiicresel alim igin ideal
bir boyut saptanamamistir. HeLa hiicrelerine altin nanopartikiil uygulanan bir ¢alismada
hiicresel alim i¢in 50 nm optimal boyut olarak saptanirken HEp2-2B hiicreleri ile yapilan
diger bir ¢alismada PLGA nanopartikiillerinin endositoz aliminda 375 ve 600 nm
boyutlarmin 155 ve 200 nm’den daha fazla alindig1 gosterilmistir (Ma vd., 2013). Ote
yandan nanopartikiil yilikii incelendiginde yiikli nanopartikiillerin hiicre zarindan
yiiksiizlere gore daha kolay gectigi bilinmektedir. Ancak katyonik, yogun ve biiyiik
nanopartikiillerin hiicre zarinda porlar agarak sitotoksik etki gosterebilecegi bildirilmistir
(Zhu vd., 2013). Notr nanopartikiillerin yiiklii nanopartikiillere gore hiicresel alimlarinin
daha az oldugu gerceginin yaninda nanopartikiil alimlarinda temel sorun olan spesifik
olmayan protein baglanmalarini da en aza indirdigi de unutulmamalidir (Ma vd., 2013).
Bu baglamda nanopartikiillerin hiicresel alimlari durum bazli incelenmesi gereken ¢ok

fazla degiskeni olan ve optimal verilerin heniiz belirlenemedigi bir olgudur.

Caligma kapsaminda farkli H20. konsantrasyonlar1 (50-500 uM) ile SH-SYS5Y hiicre
hattinda in vitro nérodejenrasyon modeli olusturuldu. Buna gore konsantrasyon azaldikga
hiicre canlilik oranlarinda artis gozlemlendi. Hiicrelerin %56,72 oraninda yasadigi
400 uM LDsp degeri olarak belirlendi. 100 uM konsantasyonunda nispeten daha az
goriilen hiicre canlilig, ekilen hiicre miktarlar ile iliskilendirilmistir (Giilden vd., 2010).
Benzer g¢alismalarda H>O> maruziyet siiresi ve hiicre canlilik yiizdeleri Tablo 5.1°de
verilmistir. Buna goére sonuglarimiz 200 uM konsantrasyonda %76 ile Taki-Nakano vd
(2011) sonuglar1 ile uyumludur (Taki-Nakano vd., 2014). Ote yandan ¢alismalardan elde
edilen verilerde degiskenlik goriilmektedir. Bu durumun H20: konsantrasyonlarinin

ayarlanmasinda kullanilan ¢oziicii ile iliskili olabilecegi degerlendirilmektedir (Palasz
vd., 2008).
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Tablo 5.1. SH-SYS5Y insan noéroblastoma hiicre hattinda in vitro H,O» indiikli sitotoksisitede gesitlilik
(Othman & Yabe, 2015)

g:tctl; ¢ H202 Molaritesi Maruziyet siiresi Hiicre Canhhg1 | Referans
1 mM 16 saat ~15% Ju vd. (2012)
1mM 16 saat ~25% Ruffels vd. (2004)
750 uM 16 saat ~80% Ruffels vd. (2004)
200 uM 24 saat ~70% Nakano vd. (2011)
SH-SYSY 00 uM 24 saat ~60% Xiao vd. (2013)
200 pM 24 saat ~50% Zhang vd. (2007)
100 uM 24 saat ~65% Zhang vd. (2007)
100 uM 24 saat ~40% Suematsu vd. (2011)

Sentezlenen Ag-CT’lerin SH-SYSY hiicre hatt1 {izerinde sitotoksik etkisinin incelenmesi
icin 2 mg/mL - 7,80 pg/mL araliginda 9 farkli konsantrasyon ile ¢alisildi. Buna gore 1
mg/mL Ag-CT ideal dozu olarak belirlendi. Bu dozun iistiinde ve altindaki degerlerde
hiicre canlilign daha azdi. Bununla beraber Ag-CT dozunun 1 mg/mL
konsantrasyonundan itibaren azalmasiyla hiicre canliliginin da azaldigi goriildi.
Coccini vd. yaptig1 calismada SH-SYSY hiicre hattina uyguladiklar1 AgNP’lerin 50
pug/mL konsantrasyona 24 saat maruziyeti ile yaklasik olarak %10 hiicre canliligi
gostermistir (Coccini vd., 2014). Burada AgNP’ler alinmis olup sentez prosediir hakkinda
bilgi bulunmamaktadir. AgNP yiiksek toksisitesinin sentez yontemi, nanopartikiil sekli ve
boyutu gibi etmenler ile iliskili oldugu diistiniilmektedir (Wang vd., 2018). Yapilan diger
bir ¢alismada ise 100 ug/mL konsantrasyonda SH-SY5Y metabolik aktiviteye bagli
olarak hiicre canliligi %47,27 hesaplanmigtir (lova vd., 2023). Bu veri ¢alismamizda
125 pg/mL konsantrasyonda hesaplanan %40 hiicre canliligi degeri ile uyumlu

goriinmektedir.

Calismanin  bir diger adimi1 olan LDso degerinde H20, ve Ag-CT farkh
konsantrasyonlarinin beraber uygulanmasi iki farkli yolla gergeklestirildi. Once Ag-CT
konsantrasyonlart sonra 400 pM H202 ve once 400 pM H202 sonra Ag-CT
uygulanmasinin ardindan alinan hiicre canlilik oranlar1 hesaplandi. Her iki ¢alismada da
AQ-CT konsantrasyonu azaldik¢a hiicrelerin hidrojen peroksit kaynakli oksidatif strese
gosterdigi hassasiyetin arttifi gozlemlendi. Hiicrelere Ag-CT’nin hidrojen peroksitten
once uygulanmasi es konsantrasyonlarda nispeten daha fazla hiicre canlihig ile
sonuglandi. Her iki ¢alismada da 1 mg/mL konsantrasyonda en iyi sonuglar alinirken

giderek azalan canlilik degerlerinin ardindan 3,90 pg/mL Ag-CT konsantrasyonunda
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hiicre canliliginda artis gozlendi. Bu veriler sentezlenen Ag-CT’nin SH-SYSY hiicre

hattinda noroprotektif etkisini gdstermektedir.

Glimiis nanopartikiiller glimiis nitrat tuzuna oranla yliksek antimikrobiyal etkisini biiyiik
yiizey alani ile bakterilerle daha iyi temas saglamasina bor¢ludur. Nanopartikiiller hiicre
zarina tutunur ve hiicre igine girer. Bakterinin hiicre zarinda bulunan proteinlerdeki
kiikiirt ile, bakterinin igerisinde ise solunum enzimlerinde bulunan tiyol gruplar ile
etkilesime girerek etki etmektedir. E. coli de ise fosfat emilimini engelleyerek ve ¢esitli
molekiillerin salinmasina neden olarak antimikrobiyal etkinlik gostermektedir (Rai vd.,
2009). AgNP’lerin K. pneumoniae iizerinde antibakteriyel etkisi daha Once yapilan
calismalarla oOrtiismektedir (Hug & Akter, 2021). Melissa officinalis ekstrakti ile
sentezlenen giimiis nanopartikiiliin E. coli ve S. aureus iizerinde antibakteriyel etkisinin
incelendigi bir ¢alismada artan AgNP konsantrasyonu ile inhibisyon alan c¢apinda artig
goriilmektedir (de Jesis Ruiz-Baltazar vd., 2017). Oysa ¢alismamizda artan Ag-CT nin
antimikrobiyal etkisi goriilmekle birlikte Ag-CT miktarinin artisi ile alan ¢apinda tutarl
bir artis gosteremedigi gozlemlenmektedir. Bu durumda 0,5 mg istiindeki
konsantrasyonlarda nanopartikiiliin actigi alan ¢apinin sabit kalmasi glimiisiin etrafinin
proteinler ile g¢evrili olmasi ile iligkilendirilmektedir. AgNP’lerin C. albicans ve S.
cerevisiae tizerinde antifungal etkisi de literatiirde daha onceden bildirilmis olup
calismamizda da antifungal etkiye rastlanmakla birlikte yukarida belirtildigi gibi
nanopartikiiliin tam ¢oziinememesinden kaynakli sabit bir cap goze carpmaktadir (Ribeiro
vd., 2023).

Gilimiis nanopartikiillerin toplam antioksidan seviyelerinin incelenmesi igin SH-SY5Y
hiicre hattina farkli dozlarda Ag-CT uygulamasi yapilip 24 saat sonunda kit ile ¢aligilmis
ve elde edilen verilere gore grafikler olusturulmustur. Rel Assay Diagnostics Kiti ile
yapilan sonuglarin degerlendirilmesi ig¢in firmanin sagladigi standart Tablo 5.2°de
verilmistir. Buna gore kontrol grubu hiicreler 0,3 civarinda olduke¢a diisiik antioksidan
etkinlik gosterirken 1 mg/mL konsantrasyonda Ag-CT ile muamele edilen hiicreler 1,26
dolaylarinda antioksidan etkinlik gdstermistir. Bu durum SH-SYSY hiicrelerinin ¢ok
diistik antioksidan seviyelerinin Ag-CT uygulamasi ile normal kabul edilebilir seviyelere

ciktigin1 gostermektedir. Ag-CT, SH-SYSY hiicre hattinda antioksidan seviyelerinin
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yiikselmesine katkida bulunmustur. Ag-CT konsantrasyonlarinda azalmaya paralel olarak

antioksidan seviyelerinde de azalma goriilmektedir.

Tablo 5.2. TAS Referans Degerleri ve Agiklamalari

Referans Deger Aciklama
>2,00 Cok iyi
1,45 - 2,00 Normal
1,20 - 1,45 Normal Kabul Edilebilir
1,00 - 1,20 Diisiik Antioksidan Seviyesi
<1,00 Cok Diisiik Antioksidan Seviyesi

Glimiis nanopartikiillerin toplam oksidan seviyelerinin incelenmesi i¢in SH-SYS5Y hiicre
hattina farkli dozlarda Ag-CT uygulamas: yapilip 24 saat sonunda kit ile ¢alisilmis ve
elde edilen verilere gore grafikler olusturulmustur. Rel Assay Diagnostics kiti ile yapilan
sonuglarin degerlendirilmesi i¢in firmanin sagladigi standart Tablo 5.3’de verilmistir.
Kimotripsinin bir antioksidan gibi ¢alistigina dair veri literatiirde yer almaktadir (Latha
vd., 1998). Gilimiis nitrat ve AgNP ile yapilan bir g¢alismada ise glimiis nitrat
uygulamasinin ¢ok daha yiiksek antioksidan seviyeleri ile sonu¢landigini gostermektedir
(Bakr vd., 2022). Kimotripsin bagl giimiis nanopartikiil Ag-CT ile yapilan ¢alismamizda
kontrol grubu hiicreler 3,90 civarinda sonug verirken 1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 250 ug/mL
konsantrasyonlarinda sifirin altinda degerler vermistir. Bu durum hiicrelerdeki Ag-CT
uygulamas1 sonrast azalan oksidan seviyelerine isaret etmektedir. Nanopartikiil
konsantrasyonu azaldikga sifira yaklasan ve daha sonra da giderek artan degerler Ag-CT
konsantrasyonunun azalmasiyla hiicredeki oksidan gideriminin azaldigina isaret
etmektedir. TAS ve TOS sonuglar1 beraber degerlendirildiginde birbirini destekleyici

veriler saglamaktadir.

Tablo 5.3. TOS Referans Degerleri ve A¢iklamalari

Referans Deger Aciklama
<5,00 Cok iyi
5,00 - 8,00 Normal Deger
8,00 - 12,00 Yiiksek Oksidan Seviyesi
>12,00 Cok Yiiksek Oksidan Seviyesi
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Ozetle bu caliymada kimotripsin bagli giimiis nanopartikiillerin beklendigi iizere
antibakteriyel ve antifungal 6zellikler gostermekle birlikte farkli konsantrasyonlarda ve
farkli ¢6zdiirme yoOntemleriyle calisilmasinin nanopartikiiliin antimikrobiyal etkinligi
iizerine daha anlaml1 sonuglar verecegi diisiiniilmektedir. Ote yandan néroblastoma hiicre
hattt tizerinde oksidatif strese karsi etkinligi incelenmistir. Buna gore AQ-CT’nin
muhtemel iyi bir néroprotektif ajan oldugu diisiiniilmektedir. Ancak bu konuda daha

kapsamli calismalar yapilmasi1 gerekmektedir.



48

KAYNAKLAR

Al-kawmani, A. A., Mashai, K., Abul, M., Ali, M. A., Ali, W., Hailan, Q., and Al-
hemaid, F. M. A. (2020). Journal of King Saud University — Science Apoptosis-inducing
potential of biosynthesized silver nanoparticles in breast cancer cells. Journal of King
Saud University - Science, 32(4), 2480-2488. https://doi.org/10.1016/j.jksus.2020.04.002.

Alon, N., Miroshnikov, Y., Perkas, N., Nissan, I., and Gedanken, A. (2014). Substrates
coated with silver nanoparticles as a neuronal regenerative material Substrates coated
with  silver  nanoparticles as a  neuronal regenerative  material.
https://doi.org/10.2147/1IJN.S45639.

Alshemary, A. Z., Pazarceviren, A. E., Tezcaner, A., and Evis, Z. (2016). Mesoporous
strontium doped nano sized sulphate hydroxyapatite as a novel biomaterial for bone
tissue applications. RSC Advances, 6(72), 68058-68071.
https://doi.org/10.1039/C6RA16809D.

Atwood, C. S., Robinson, S. R., and Smith, M. A. (2002). Amyloid-B: redox-metal
chelator and antioxidant. Journal of Alzheimer’s Disease, 4(3), 203-214.
https://doi.org/10.3233/JAD-2002-4310.

Auclair, J., and Gagné, F. (2022). Shape-Dependent Toxicity of Silver Nanoparticles on
Freshwater Cnidarians. Nanomaterials, 12(18). https://doi.org/10.3390/nan012183107.

Bakr, Z., Said, S. M., Mohammad, W. A., Aboulnasr, G. N., and Elshimy, N. A. (2022).
Silver-Nanoparticle- and Silver-Nitrate-Induced Antioxidant Disbalance, Molecular
Damage, and Histochemical Change on the Land Slug (Lehmannia nyctelia) Using
Multibiomarkers. Frontiers in Physiology, 13, 945776.
https://doi.org/10.3389/fphys.2022.945776.

Bayr, H. (2005). Reactive oxygen species. Critical Care Medicine, 33(Suppl), S498-
S501. https://doi.org/10.1097/01.CCM.0000186787.64500.12.

Becaro, A. A., Jonsson, C. M., Puti, F. C., Siqueira, M. C., Mattoso, L. H. C., Correa, D.
S., and Ferreira, M. D. (2015). Toxicity of PVA-stabilized silver nanoparticles to algae
and microcrustaceans. Environmental Nanotechnology, Monitoring & Management, 3,
22-29. https://doi.org/10.1016/j.enmm.2014.11.002.

Bender, M. L., Kezdy, F. J., and Wedler, F. C. (1967). alpha-Chymotrypsin: Enzyme
concentration and  kinetics. Journal of Chemical Education, 44(2), 84.
https://doi.org/10.1021/ed044p84.

Bishop, G. M., and Robinson, S. R. (2003). Human Ap 1-42 reduces iron-induced
toxicity in rat cerebral cortex. Journal of Neuroscience Research, 73(3), 316-323.
https://doi.org/10.1002/jnr.10661.



49

Castro, G. R. (2000). Properties of soluble a-chymotrypsin in neat glycerol and water.
Enzyme and Microbial Technology, 27(1-2), 143-150. https://doi.org/10.1016/S0141-
0229(00)00197-6.

Cheignon, C., Tomas, M., Bonnefont-Rousselot, D., Faller, P., Hureau, C., and Collin, F.
(2018). Oxidative stress and the amyloid beta peptide in Alzheimer’s discase. Redox
Biology, 14(October 2017), 450-464. https://doi.org/10.1016/j.redox.2017.10.014.

Coccini, T., Manzo, L., Bellotti, V., and Simone, U. De. (2014). Assessment of Cellular
Responses after Short- and Long-Term Exposure to Silver Nanoparticles in Human
Neuroblastoma ( SH-SY5Y ) and Astrocytoma ( D384 ) Cells. 2014,
https://doi.org/10.1155/2014/259765.

Collin, F. (2019). Chemical Basis of Reactive Oxygen Species Reactivity and
Involvement in Neurodegenerative Diseases. International Journal of Molecular
Sciences, 20(10), 2407. https://doi.org/10.3390/ijms20102407.

Conte, V., Uryu, K., Fujimoto, S., Yao, Y., Rokach, J., Longhi, L., ... and Pratico, D.
(2004). Vitamin E reduces amyloidosis and improves cognitive function in Tg2576 mice
following repetitive concussive brain injury. Journal of Neurochemistry, 90(3), 758-764.
https://doi.org/10.1111/j.1471-4159.2004.02560.x.

Coyas, A. (1963). Alpha-Chymotrypsin in Otology. The Journal of Laryngology and
Otology, 77(12), 1001-1005. https://doi.org/10.1017/S002221510006165X.

Dalfo, E., Portero-Otin, M., Ayala, V., Martinez, A., Pamplona, R., and Ferrer, I. (2005).
Evidence of Oxidative Stress in the Neocortex in Incidental Lewy Body Disease. Journal
of Neuropathology & Experimental Neurology, 64(9), 816-830.
https://doi.org/10.1097/01.jnen.0000179050.54522 .5a.

Dayem, A. A, Hossain, M., Lee, S., Kim, K., Saha, S., Yang, ... and Cho, S.-G. (2017).
The Role of Reactive Oxygen Species (ROS) in the Biological Activities of Metallic
Nanoparticles. International Journal of Molecular Sciences, 18(1), 120.
https://doi.org/10.3390/ijms18010120.

Dayem, A. A., Kim, B., Gurunathan, S., Choi, H. Y., Yang, G., Saha, S. K., ... and Cho,
S. (2014). Biologically synthesized silver nanoparticles induce neuronal differentiation of
SH-SYS5Y cells via modulation of reactive oxygen species, phosphatases, and kinase
signaling pathways. Biotechnology Journal, 9(7), 934-943.
https://doi.org/10.1002/biot.201300555.

De Castro, O., Comparone, M., Di Maio, A., Del Guacchio, E., Menale, B., Troisi, J., ...
and Guida, M. (2017). What is in your cup of tea? DNA verity test to characterize black
and green commercial teas. PL0S ONE, 12(5), 1-17.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0178262.

de Jesus Ruiz-Baltazar, A., Reyes-Lopez, S. Y., Larraiiaga, D., Estévez, M., and Pérez, R.
(2017). Green synthesis of silver nanoparticles using a Melissa officinalis leaf extract



50

with antibacterial properties. Results in Physics, 7, 2639-2643.
https://doi.org/10.1016/j.rinp.2017.07.044.

Ferreira, J. H. A., Medeiros, A. M. A. B, Peres, R. M., and Canevari, T. C. (2024). Ultra-
Sensitive Determination of Fenitrothion Pesticide in Orange Juice by Gold-Printed
Electrode Modified with AgNP/Carbon Dot/MWCNT Nanoarchitecture Employing
Electrochemical Impedance Spectroscopy. Food Analytical Methods, 17(6), 825-833.
https://doi.org/10.1007/s12161-024-02614-9.

Ferreira, M. L., Lazzarini Behrmann, I. C., Daniel, M. A., Sosa, G. L., Owusu, E., Parkin,
I. P., ... and Vullo, D. L. (2024). Green synthesis and antibacterial-antibiofilm properties
of Dbiogenic silver nanoparticles. Environmental Nanotechnology, Monitoring &
Management, 22(January), 100991. https://doi.org/10.1016/j.enmm.2024.100991.

Gandhi, S., and Abramov, A. Y. (2012). Mechanism of Oxidative Stress in
Neurodegeneration. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, 2012, 1-11.
https://doi.org/10.1155/2012/428010.

Gella, A., and Durany, N. (2009). Oxidative stress in Alzheimer disease. Cell Adhesion &
Migration, 3(1), 88-93. https://doi.org/10.4161/cam.3.1.7402.

Giilden, M., Jess, A., Kammann, J., Maser, E., and Seibert, H. (2010). Cytotoxic potency
of H202 in cell cultures: Impact of cell concentration and exposure time. Free Radical
Biology and Medicine, 49(8), 1298-1305.
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2010.07.015.

Halliwell, B. (2001). Role of Free Radicals in the Neurodegenerative Diseases. Drugs &
Aging, 18(9), 685-716. https://doi.org/10.2165/00002512-200118090-00004.

Hanus, M. J., and Harris, A. T. (2013). Nanotechnology innovations for the construction
industry. Progress in Materials Science, 58(7), 1056-1102.
https://doi.org/10.1016/j.pmatsci.2013.04.001.

Hosokawa, M., Nogi, K., Naito, M., and Yokoyama, T. (2008). Nanoparticle Technology
Handbook. I¢inde Nanoparticle Technology Handbook. Elsevier.
https://doi.org/10.1016/B978-0-444-53122-3.X5001-6.

Houldsworth, A. (2023). Role of oxidative stress in neurodegenerative disorders: a
review of reactive oxygen species and prevention by antioxidants. Brain
Communications, 6(1), 1-12. https://doi.org/10.1093/braincomms/fcad356.

Hug, M. A., and Akter, S. (2021). Biosynthesis, Characterization and Antibacterial
Application of Novel Silver Nanoparticles against Drug Resistant Pathogenic Klebsiella
pneumoniae and Salmonella Enteritidis. Molecules, 26(19), 5996.
https://doi.org/10.3390/molecules26195996.

Ibrahim, H. M. M. (2015). Green synthesis and characterization of silver nanoparticles
using banana peel extract and their antimicrobial activity against representative



51

microorganisms. Journal of Radiation Research and Applied Sciences, 8(3), 265-275.
https://doi.org/10.1016/j.jrras.2015.01.007.

Indiarto, R., Indriana, L. P. A., Andoyo, R., Subroto, E., and Nurhadi, B. (2022).
Bottom—up nanoparticle synthesis: a review of techniques, polyphenol-based core
materials, and their properties. European Food Research and Technology, 248(1), 1-24.
https://doi.org/10.1007/s00217-021-03867-y.

lova, O.-M., Marin, G.-E., Lazar, Il., Stanescu, l., Dogaru, G., Nicula, C. A., and
Bulboacd, A. E. (2023). Nitric Oxide/Nitric Oxide Synthase System in the Pathogenesis
of  Neurodegenerative Disorders—An  Overview. Antioxidants, 12(3), 753.
https://doi.org/10.3390/antiox12030753.

Jameel, M. S., Aziz, A. A., Dheyab, M. A., Khaniabadi, P. M., Kareem, A. A., Alrosan,
M., ... and Mehrdel, B. (2022). Mycosynthesis of ultrasonically-assisted uniform cubic
silver nanoparticles by isolated phenols from Agaricus bisporus and its antibacterial
activity. Surfaces and Interfaces, 29(January), 101774.
https://doi.org/10.1016/j.surfin.2022.101774.

Jia, Q., Deng, Y., and Qing, H. (2014). Potential Therapeutic Strategies for Alzheimer’s
Disease Targeting or Beyond B -Amyloid: Insights from Clinical Trials. BioMed
Research International, 2014, 1-22. https://doi.org/10.1155/2014/837157.

Ju, H.-Y., Kuo, C.-H., Too, J.-R., Huang, H.-Y., Twu, Y.-K., Chang, C.-M. J., ... and
Shieh, C.-J. (2012). Optimal covalent immobilization of a-chymotrypsin on Fe304-
chitosan nanoparticles. Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic, 78, 9-15.
https://doi.org/10.1016/j.molcatb.2012.01.015.

Kaya, B., and Yildirim, A. (2021). Determination of the antioxidant, antimicrobial and
anticancer properties of the honey phenolic extract of five different regions of Bingol
province. Journal of Food Science and Technology, 58(6), 2420-2430.
https://doi.org/10.1007/s13197-020-04783-X.

Khaled, A. M., Othman, M. S., Obeidat, S. T., Aleid, G. M., Aboelnaga, S. M., Fehaid,
A., ... and Morsi, D. S. (2024). Green-Synthesized Silver and Selenium Nanoparticles
Using Berberine: A Comparative Assessment of In Vitro Anticancer Potential on Human
Hepatocellular ~ Carcinoma  Cell  Line  (HepG2).  Cells, 13(3), 287.
https://doi.org/10.3390/cells13030287.

Kim, G. H., Kim, J. E., Rhie, S. J., and Yoon, S. (2015). The Role of Oxidative Stress in
Neurodegenerative  Diseases.  Experimental ~ Neurobiology, 24(4), 325-340.
https://doi.org/10.5607/en.2015.24.4.325.

Kontush, A. (2001). Amyloid-B: an antioxidant that becomes a pro-oxidant and critically
contributes to Alzheimer’s disease. Free Radical Biology and Medicine, 31(9), 1120-
1131. https://doi.org/10.1016/S0891-5849(01)00688-8.



52

Kumar, A., and Ratan, R. R. (2016). Oxidative Stress and Huntington’s Disease: The
Good, The Bad, and The Ugly. Journal of Huntington’s Disease, 5(3), 217-237.
https://doi.org/10.3233/JHD-160205.

Kumar, R., Roopan, S. M., Prabhakarn, A., Khanna, V. G., and Chakroborty, S. (2012).
Agricultural waste Annona squamosa peel extract: Biosynthesis of silver nanoparticles.
Spectrochimica Acta - Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 90, 173-176.
https://doi.org/10.1016/j.saa.2012.01.029.

Kumari, S., Raturi, S., Kulshrestha, S., Chauhan, K., Dhingra, S., Andras, K., ... and
Singh, T. (2023). A comprehensive review on various techniques used for synthesizing
nanoparticles. Journal of Materials Research and Technology, 27, 1739-1763.
https://doi.org/10.1016/j.jmrt.2023.09.291.

Latha, B., Ramakrishnan, M., Jayaraman, V., and Babu, M. (1998). The efficacy of
Trypsin: Chymotrypsin preparation in the reduction of oxidative damage during burn
injury. Burns, 24(6), 532-538. https://doi.org/10.1016/S0305-4179(98)00066-7.

Legerska, B., Chmelova, D., and Ondrejovi¢, M. (2020). TLC-Bioautography as a fast
and cheap screening method for the detection of a-chymotrypsin inhibitors in crude plant
extracts. Journal of Biotechnology, 313(February), 11-17.
https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2020.02.016.

Li, L., Cui, J., Liu, Z., Zhou, X., Li, Z., Yu, Y., Jia, Y., ... and Wu, Y. (2018). Silver
nanoparticles induce SH-SY5Y cell apoptosis via endoplasmic reticulum- and
mitochondrial pathways that lengthen endoplasmic reticulum-mitochondria contact sites
and alter inositol-3-phosphate receptor function. Toxicology Letters, 285, 156-167.
https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2018.01.004.

Li, P., Kuo, T., Chang, J., Yeh, J., and Chan, W. (2010). Induction of cytotoxicity and
apoptosis in mouse blastocysts by silver nanoparticles. 197, 82-87.
https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2010.05.003.

Lockman, P. R., Koziara, J. M., Mumper, R. J., and Allen, D. D. (2004). Nanoparticle
Surface Charges Alter Blood-Brain Barrier Integrity and Permeability. Journal of Drug
Targeting, 12(9-10), 635-641. https://doi.org/10.1080/10611860400015936.

Ma, N., Ma, C,, Li, C., Wang, T., Tang, Y., Wang, H., ... and He, N. (2013). Influence of
Nanoparticle Shape , Size , and Surface Functionalization on Cellular Uptake. 13(10),
6485-6498. https://doi.org/10.1166/jnn.2013.7525.

Malik, S., Muhammad, K., and Waheed, Y. (2023). Nanotechnology: A Revolution in
Modern Industry. Molecules, 28(2), 661. https://doi.org/10.3390/molecules28020661.

Mattson, M. P., Chan, S. L., and Duan, W. (2002). Modification of Brain Aging and
Neurodegenerative Disorders by Genes, Diet, and Behavior. Physiological Reviews,
82(3), 637—672. https://doi.org/10.1152/physrev.00004.2002.



53

Miethling-Graff, R., Rumpker, R., Richter, M., Verano-Braga, T., Kjeldsen, F., Brewer,
J., ... and Erdmann, H. (2014). Exposure to silver nanoparticles induces size- and dose-
dependent oxidative stress and cytotoxicity in human colon carcinoma cells. Toxicology
in Vitro, 28(7), 1280-1289. https://doi.org/10.1016/j.tiv.2014.06.005.

Milardovi¢, S., IvaniSevi¢, 1., Rogina, A., and Kassal, P. (2018). Synthesis and
Electrochemical Characterization of AgNP Ink Suitable for Inkjet Printing. International
Journal of Electrochemical Science, 13(11), 11136-11149.
https://doi.org/10.20964/2018.11.87.

Miura, N., and Shinohara, Y. (2009). Biochemical and Biophysical Research
Communications Cytotoxic effect and apoptosis induction by silver nanoparticles in
HeLa cells. Biochemical and Biophysical Research Communications, 390(3), 733-737.
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2009.10.039.

Modena, M. M., Riihle, B., Burg, T. P., and Wuttke, S. (2019). Nanoparticle
Characterization: What to Measure? Advanced Materials, 31(32), 1-26.
https://doi.org/10.1002/adma.201901556.

Mukherjee, J., Malhotra, D., Gautam, S., and Gupta, M. N. (2013). Green synthesis of
nanocomposites consisting of silver and protease alpha chymotrypsin. Ultrasonics
Sonochemistry, 20(4), 1054-1061. https://doi.org/10.1016/j.ultsonch.2013.01.004.

Nandiyanto, A. B. D., Ragadhita, R., and Fiandini, M. (2022). Interpretation of Fourier
Transform Infrared Spectra (FTIR): A Practical Approach in the Polymer/Plastic Thermal
Decomposition. Indonesian Journal of Science and Technology, 8(1), 113-126.
https://doi.org/10.17509/ijost.v8i1.53297.

Nasrollahzadeh, M., Issaabadi, Z., Sajjadi, M., Sajadi, S. M., and Atarod, M. (2019).
Types of Nanostructures. Iginde Interface Science and Technology (1. baski, C. 28, ss.
29-80). Elsevier Ltd. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-813586-0.00002-X.

Nasrollahzadeh, M., Sajadi, S. M., Sajjadi, M., and Issaabadi, Z. (2019). An Introduction
to Nanotechnology. Iginde Interface Science and Technology (1. baski, C. 28, ss. 1-27).
Elsevier Ltd. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-813586-0.00001-8.

Nemecek, D., Stepanek, J., and Thomas, G. J. (2013). Raman Spectroscopy of Proteins
and Nucleoproteins. Current Protocols in Protein Science, 71(1), 1-52.
https://doi.org/10.1002/0471140864.ps1708s71.

Noinville, S., Revault, M., Quiquampoix, H., and Baron, M. . (2004). Structural effects of
drying and rehydration for enzymes in soils: a kinetics-FTIR analysis of a-chymotrypsin
adsorbed on montmorillonite. Journal of Colloid and Interface Science, 273(2), 414-425.
https://doi.org/10.1016/j.jcis.2004.01.067.

Nunomura, A., Castellani, R. J., Zhu, X., Moreira, P. I., Perry, G., and Smith, M. A.
(2006). Involvement of Oxidative Stress in Alzheimer Disease. Journal of
Neuropathology and Experimental Neurology, 65(7), 631-641.
https://doi.org/10.1097/01.jnen.0000228136.58062.bf.



54

Nunomura, A., Perry, G., Aliev, G., Hirai, K., Takeda, A., Balraj, E. K., ... and Smith,
M. A. (2001). Oxidative Damage Is the Earliest Event in Alzheimer Disease. Journal of
Neuropathology & Experimental Neurology, 60(8), 759-767.
https://doi.org/10.1093/jnen/60.8.759.

Othman, S. Ben, and Yabe, T. (2015). Use of Hydrogen Peroxide and Peroxyl Radicals
To Induce Oxidative Stress in Neuronal Cells. Reviews in Agricultural Science, 3(0), 40—
45. https://doi.org/10.7831/ras.3.40.

Ozden, B. (2019). Recombinant Production And Characterization Of Serine Protease
Enzyme From Virgibacillus Sp. Agtr Strain. Yiksek Lisans Tezi, Istanbul Teknik
Universitesi.

Pacioni, N. L., Borsarelli, C. D., Rey, V., and Veglia, A. V. (2015). Synthetic Routes for
the Preparation of Silver Nanoparticles. I¢inde Engineering Materials (ss. 13-46).
https://doi.org/10.1007/978-3-319-11262-6_2.

Palasz, A. T., Brefia, P. B., De la Fuente, J., and Gutiérrez-Adan, A. (2008). The effect of
different zwitterionic buffers and PBS used for out-of-incubator procedures during
standard in vitro embryo production on development, morphology and gene expression of
bovine embryos. Theriogenology, 70(9), 1461-1470.
https://doi.org/10.1016/j.theriogenology.2008.06.092.

Patil, R. B., and Chougale, A. D. (2021). Analytical methods for the identification and
characterization of silver nanoparticles: A brief review. Materials Today: Proceedings,
47, 5520-5532. https://doi.org/10.1016/j.matpr.2021.03.384.

Patlolla, A. K., Hackett, D., and Tchounwou, P. B. (2015). Silver nanoparticle-induced
oxidative stress-dependent toxicity in Sprague-Dawley rats. Molecular and Cellular
Biochemistry, 399(1-2), 257—-268. https://doi.org/10.1007/s11010-014-2252-7.

Philip, D. (2011). Mangifera Indica leaf-assisted biosynthesis of well-dispersed silver
nanoparticles. Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy,
78(1), 327-331. https://doi.org/10.1016/j.saa.2010.10.015.

Pisarev, O. A., Titova, A. V., Borovikova, L. N., Kipper, A. I., Voroshilova, T. M., and
Panarin, E. F. (2016). Immobilization of chymotrypsin on silver nanoparticles. Russian
Chemical Bulletin, 65(3), 790-793. https://doi.org/10.1007/s11172-016-1375-2.

Plyushchenko, A. V., Borovikova, L. N., and Pisarev, O. A. (2019). Effect of the Method
of Nanocomplex Synthesis on the Proteolytic Activity of Chymotrypsin Immobilized on
Silver Nanoparticles. Applied Biochemistry and Microbiology, 55(5), 514-517.
https://doi.org/10.1134/S0003683819050090.

Popescu, M., Velea, A., and Lorinczi, A. (2010). Biogenic production of nanoparticles.
Digest Journal of Nanomaterials and Biostructures, 5(4), 1035-1040.



55

Rai, M., Yadav, A., and Gade, A. (2009). Silver nanoparticles as a new generation of
antimicrobials. Biotechnology Advances, 27(1), 76-83.
https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2008.09.002.

Raja, S., Ramesh, V., and Thivaharan, V. (2017). Green biosynthesis of silver
nanoparticles using Calliandra haematocephala leaf extract, their antibacterial activity
and hydrogen peroxide sensing capability. Arabian Journal of Chemistry, 10(2), 253—
261. https://doi.org/10.1016/j.arabjc.2015.06.023.

Rautela, A., Rani, J., and Debnath (Das), M. (2019). Green synthesis of silver
nanoparticles from Tectona grandis seeds extract: characterization and mechanism of
antimicrobial action on different microorganisms. Journal of Analytical Science and
Technology, 10(1), 5. https://doi.org/10.1186/s40543-018-0163-z.

Reeve, A. K., Krishnan, K. J., Elson, J. L., Morris, C. M., Bender, A., Lightowlers, R. N.,
and Turnbull, D. M. (2008). Nature of Mitochondrial DNA Deletions in Substantia Nigra
Neurons. The American Journal of Human Genetics, 82(1), 228-235.
https://doi.org/10.1016/j.ajhg.2007.09.018.

Ribeiro, L. G., Roque, G. S. C., Conrado, R., and De Souza, A. O. (2023). Antifungal
Activity of Mycogenic Silver Nanoparticles on Clinical Yeasts and Phytopathogens.
Antibiotics, 12(1), 91. https://doi.org/10.3390/antibiotics12010091.

Sadat, A., and Joye, I. J. (2020). Peak Fitting Applied to Fourier Transform Infrared and
Raman Spectroscopic Analysis of Proteins. Applied Sciences, 10(17), 5918.
https://doi.org/10.3390/app10175918.

Sahni, J. K., Doggui, S., Ali, J., Baboota, S., Dao, L., and Ramassamy, C. (2011).
Neurotherapeutic applications of nanoparticles in Alzheimer’s disease. Journal of
Controlled Release, 152(2), 208-231. https://doi.org/10.1016/j.jconrel.2010.11.033.

Salazar-Bryam, A. M., Yoshimura, |., Santos, L. P., Moura, C. C., Santos, C. C., Silva, V.
L., ... and Contiero, J. (2021). Silver nanoparticles stabilized by ramnolipids: Effect of
pH. Colloids and  Surfaces B:  Biointerfaces,  205(April),  111883.
https://doi.org/10.1016/j.colsurfb.2021.111883.

Sanrattana, W., Maas, C., and de Maat, S. (2019). SERPINs—From Trap to Treatment.
Frontiers in Medicine, 6(FEB), 1-8. https://doi.org/10.3389/fmed.2019.00025.

Senousy, S. R., Ahmed, A. F., Abdelhafeez, D. A., Khalifa, M. M. A., Abourehab, M. A.,
and El-Daly, M. (2022). Alpha-Chymotrypsin Protects Against Acute Lung, Kidney, and
Liver Injuries and Increases Survival in CLP-Induced Sepsis in Rats Through Inhibition
of TLR4/NF-xB Pathway. Drug Design, Development and Therapy, Volume
16(September), 3023-3039. https://doi.org/10.2147/DDDT.S370460.

Shard, A. G., Schofield, R. C., and Minelli, C. (2020). Ultraviolet — visible
spectrophotometry. Iginde Characterization of Nanoparticles (C. 1). Elsevier Inc.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-814182-3.00012-2.



56

Singh, A., Kukreti, R., Saso, L., and Kukreti, S. (2019). Oxidative Stress: A Key
Modulator in Neurodegenerative Diseases. Molecules, 24(8), 1583.
https://doi.org/10.3390/molecules24081583.

Sizeland, K. H., Hofman, K. A., Hallett, I. C., Martin, D. E., Potgieter, J., Kirby, N. M.,
Hawley, A., ... and Cumming, M. H. (2018). Nanostructure of electrospun collagen: Do
electrospun collagen fibers form native structures? Materialia, 3, 90-96.
https://doi.org/10.1016/j.mtla.2018.10.001.

Smith, M. A., Rottkamp, C. A., Nunomura, A., Raina, A. K., and Perry, G. (2000).
Oxidative stress in Alzheimer’s disease. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Molecular Basis of Disease, 1502(1), 139-144. https://doi.org/10.1016/S0925-
4439(00)00040-5.

Sung, S., Yao, Y., Uryy, K., Yang, H., Lee, V. M. Y., Trojanowski, J. Q., and Pratico, D.
(2004). Early Vitamin E supplementation in young but not aged mice reduces AP levels

and amyloid deposition in a transgenic model of Alzheimer’s disease. The FASEB
Journal, 18(2), 323-325. https://doi.org/10.1096/f].03-0961fje.

Taipe Huisa, A. J., Estrella Josende, M., Gelesky, M. A., Fernandes Ramos, D., Lopez,
G., Bernardi, F., and Monserrat, J. M. (2024). Acai (Euterpe oleracea Mart.) green
synthesis of silver nanoparticles: antimicrobial efficacy and ecotoxicological assessment.
Environmental  Science and  Pollution  Research, 31(8), 12005-12018.
https://doi.org/10.1007/s11356-024-31949-3.

Taki-Nakano, N., Ohzeki, H., Kotera, J., and Ohta, H. (2014). Cytoprotective effects of
12-oxo phytodienoic acid, a plant-derived oxylipin jasmonate, on oxidative stress-
induced toxicity in human neuroblastoma SH-SY5Y cells. Biochimica et Biophysica Acta
- General Subjects, 1840(12), 3413-3422. https://doi.org/10.1016/j.bbagen.2014.09.003.

Tamagno, E., Guglielmotto, M., Vasciaveo, V., and Tabaton, M. (2021). Oxidative Stress
and Beta Amyloid in Alzheimer’s Disease. Which Comes First: The Chicken or the Egg?
Antioxidants, 10(9), 1479. https://doi.org/10.3390/antiox10091479.

Thakkar, A. B., Subramanian, R. B., Thakkar, V. R., Bhatt, S. V, Chaki, S., Vaidya, Y.
H., ... and Thakor, P. (2024). Apoptosis induction capability of silver nanoparticles
capped with Acorus calamus L. and Dalbergia sissoo Roxb. Ex DC. against lung
carcinoma cells. Heliyon, 10(2), e24400. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2024.e24400.

Titus, D., James Jebaseelan Samuel, E., and Roopan, S. M. (2019). Nanoparticle
characterization techniques. I¢inde Green Synthesis, Characterization and Applications
of Nanoparticles (ss. 303-319). Elsevier. https://doi.org/10.1016/B978-0-08-102579-
6.00012-5.

Vadakkan, K., Rumjit, N. P., Ngangbam, A. K., Vijayanand, S., and Nedumpillil, N. K.
(2024). Novel advancements in the sustainable green synthesis approach of silver
nanoparticles (AgNPs) for antibacterial therapeutic applications. Coordination Chemistry
Reviews, 499(July 2023), 215528. https://doi.org/10.1016/j.ccr.2023.215528.



57

Vandenabeele, P. (2013). Practical Raman Spectroscopy — An Introduction. Wiley.
https://doi.org/10.1002/9781119961284.

Wang, B., Zhang, J., Chen, C., Xu, G., Qin, X,, Hong, Y., ... and Zou, Z. (2018). The
size of zinc oxide nanoparticles controls its toxicity through impairing autophagic flux in
A549 lung epithelial cells. Toxicology Letters, 285(November 2017), 51-509.
https://doi.org/10.1016/j.toxlet.2017.12.025.

Wouttke, S., Lismont, M., Escudero, A., Rungtaweevoranit, B., and Parak, W. J. (2017).
Positioning metal-organic framework nanoparticles within the context of drug delivery —
A comparison with mesoporous silica nanoparticles and dendrimers. Biomaterials, 123,
172-183. https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2017.01.025.

Yang, B., Chen, Y., and Shi, J. (2019). Reactive Oxygen Species (ROS)-Based
Nanomedicine. Chemical Reviews, 119(8), 4881-4985.
https://doi.org/10.1021/acs.chemrev.8b00626.

Ying, S., Guan, Z., Ofoegbu, P. C., Clubb, P., Rico, C., He, F., and Hong, J. (2022).
Green synthesis of nanoparticles: Current developments and limitations. Environmental
Technology & Innovation, 26, 102336. https://doi.org/10.1016/j.eti.2022.102336.

Youssif, K. A., Haggag, E. G., Elshamy, A. M., Rabeh, M. A., Gabr, N. M., Seleem, A,
... and Abdelmohsen, U. R. (2019). Anti-Alzheimer potential, metabolomic profiling and
molecular docking of green synthesized silver nanoparticles of Lampranthus coccineus
and Malephora Ilutea aqueous extracts. PLOS ONE, 14(11), e0223781.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0223781.

Zhang, S., and Janciauskiene, S. (2002a). Multi-functional capability of proteins: al-

antichymotrypsin and the correlation with Alzheimer’s disease. Journal of Alzheimer’s
Disease, 4(2), 115-122. https://doi.org/10.3233/JAD-2002-4206.

Zhang, S., and Janciauskiene, S. (2002b). Multi-functional capability of proteins: al-

antichymotrypsin and the correlation with Alzheimer’s disease. Journal of Alzheimer’s
Disease, 4(2), 115-122. https://doi.org/10.3233/JAD-2002-4206.

Zhao, Y., Cai, J., Liu, Z., Li, Y., Zheng, C., Zheng, Y., ... and Liu, Y. (2019).
Nanocomposites Inhibit the Formation, Mitigate the Neurotoxicity, and Facilitate the
Removal of B-Amyloid Aggregates in Alzheimer’s Disease Mice. Nano Letters, 19(2),
674-683. https://doi.org/10.1021/acs.nanolett.8b03644.

Zhu, M., Nie, G., Meng, H., Xia, T., Nel, A., and Zhao, Y. (2013). Physicochemical
Properties Determine Nanomaterial Cellular Uptake, Transport, and Fate. Accounts of
Chemical Research, 46(3), 622-631. https://doi.org/10.1021/ar300031y.

Zou, K., Gong, J.-S., Yanagisawa, K., and Michikawa, M. (2002). A Novel Function of
Monomeric Amyloid B-Protein Serving as an Antioxidant Molecule against Metal-
Induced Oxidative Damage. The Journal of Neuroscience, 22(12), 4833-4841.
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.22-12-04833.2002.



EKLER

Tablo 1. Kullanilan Cihazlar ve Mikroorganizmalar, Kimyasallar ve Sarf Malzemeleri

58

Kimyasallar ve Sarf Malzemeleri Cihazlar Mikroorganizmalar
DMEM NaOH ; svolaii
Mlkr.OblyOIOJ.lk. Manyetik Karistirict
Emniyet Kabini Ika RT 10 SH-SY5Y
a-kimotripsin HCl (Bilser) (Ika )
(Merck)
Etil Alkol (Tekkim) KH2PO4
Hiicre Kiiltiiri Santifri Escherichia coli ATCC
Nutrient Broth N&HPO Emniyet Kabini 25922 (-)
(Merck) 2Hia
Mueller Hilton Agar KClI Otomatik Pipetler .

(Merck) NaCl (Brand) Otoklav (Hirayama)

Bos Disk AGNO Staphylococcus aureus
(Bioanalyse) gROs Buzdolabi (4°C, Derin dondurucu (-80 ATCC 6538P (+)
Streptomycin Arcelik) °C, Hettich/ Nuair)

) H.0,
(Bioanalyse)
96’11k ve
DMSO e .
48'lik plaka | Manyetik Karistirict ELISA Klabsiella pnemeunia
Tripsin FBS (Ika C-MAG HS7)
ATCC 700603 (-)
Flask Tripan Blue Vortex Hassas terazi (Denver )
Filtre Kagid1 IPeItI’Ib
(Isolab) Saf su cihazi (GFL pH-metre (Hanna Saccharomyces
2004) Instrument ) cerevisiae ATCC 9763
Thoma lam1 Drigalski
L Mikrosantifriij
Serolojik Pipetler o Etiiv (Memmert 100-
tupu 800) S LIJ(:/ . %[800t Candida albicans
. . et e e e ro 0 Ome re
Pipet ucl.a.rl Santifriij tiipi p(Shimadzu) ATCC 10231
TOS Kiti XTT Kiti .
Mikroskop

TAS Kiti




