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KURKUMIN ETKEN MADDESI ILE HAZIRLANAN
SUPERMANYETIK DEMIR NANOPARTIKULERIN H:0;iLE
INDUKLENMIS SH-SY5Y NOROBLASTOMA HUCRE
HATLARINDA OKSIDATIF STRESE ETKIiSI

OZET

Bu calisgmada kurkumin etken maddesi kullanilarak yesil sentez metodu ile farkli
molaritelerde 4 farkli kurkumin demir nanopartikiil (Kur@FeNP) sentezlenmistir.
Manyetik 06zelligi en iyi olan Kur@FeNP1’in karekterizasyonu {izerinden devam
edilmistir. Bu NP’lerin yapisal, morfolojik ve optik 6zellikleri UV-Vis, FTIR, XRD, SEM,
TEM, EDX ve Zeta potansiyeli kullanilarak karakterize edilmistir. Sentezlenen
nanopartikiiliin boyutlar1 degisiklik gostermekle birlikte ortalama 18 nm boyutunda oldugu
belirlenmistir. Kur@FeNP’lerin in vitro ortamda ndérodejenerasyonunu (H20:) belirlemek
icin noroblastoma (SH-SY5Y) hiicre hattnda uygun doz konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
300 uM H>0; konsantrasyonunda (LDso) sitotoksik deger oldugu tespit edilmistir. H>O>
varliginda Ku@FeNP’lerin hiicre canlilig1 tizerine etkilerini tespit edilmesi i¢in belirlenen
LDso (300 uM) H>O> varliginda SH-SYSY hiicreleri (250-1,90 pg/ml) konsantrasyon
araliginda Ku@FeNP’ler ile muamele edilmistir. Bununla birlikte, (Emax)
Ku@FeNP’lerin 250 pg/ml oksidatif stres kaynakli ndrodejenerasyona karsi en etkili
noroprotektif etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Bu durum H>O7’i giiclii bir sekilde
detoksifiye etme kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Hiicre hatinda H>O»’e kars1
olusan oksidatif stres belirteci olarak TAS ve TOS ticari kitleri kullanilmistir. Antioksidan
aktivite (TAS) calismalarinda, SH-SYS5Y hiicre hatunda Kur@NP’lerde en yiiksek
diizeyde artis diger grup konsantrasyonlarina oranla Kur@NP1 250 pg/ml, Kur@NP2250
pg/ml, Kur@NP3 250 pg/ml, Kur@NP4 250 pg/ml ve Kurkumin 250 pg/ml
konsantrasyonlarinda antioksidan seviyesinde artis gozlenmistir. SH-SYSY hiicre
lizatlarindan total oksidan durumu incelendiginde (TOS); H20: ile muamele edilen
gruplardan en fazla total oksidan diizeyinde azalma gosteren Kur@NP1 250 pg/ml
nanopartikiilii oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Yesil sentez, nanopartikiil, H,O,, oksidatif stres, SH-SY5Y, kurkumin.
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EFFECT OF SUPERMAGNETIC IRON NANOPARTICULAR
PREPARED WITH CURCUMIN ON OXIDATIVE STRESS ON H:0:
INDUCED SH-SYSY NEUROBLASTOMA CELL LINES

ABSTRACT

In this study, 4 different curcumin iron nanoparticles (Kur@FeNP) in different molarities
were synthesized by green synthesis method using curcumin active ingredient. Since
Kur@FeNP1 has the best magnetic property, the studies continued on the characterization
of Kur@FeNP1. The structural, morphological and optical properties of these NPs were
characterized using UV-Vis, FTIR, XRD, SEM, TEM, EDX and Zeta potential. Although
the sizes of the synthesized nanoparticles vary, it was determined to be 18 nm in average.
Appropriate dose concentrations were determined in the neuroblastoma (SH-SYSY) cell
line to determine the neurodegeneration (H>O2) of Kur@FeNPs in vitro. Cytotoxic value
was determined at 300 pM H>O; concentration (LD50). In order to determine the effects of
Ku@FeNPs on cell viability in the presence of H>O,, SH-SYSY cells were treated with
Ku@FeNPs in the concentration range (250-1.90 pg/ml) in the presence of LD50 (300 uM)
H20:. It has been observed that all these concentrations provide a neuroprotective effect
against 300 uM H>O.. However, (Emax) Ku@FeNPs appear to have the most effective
neuroprotective effect against oxidative stress-induced neurodegeneration at 250 pg/ml.
This indicates that it has the capacity to strongly detoxify H2O2. TAS and TOS commercial
kits were used as oxidative stress markers against H2O: in the cell line. In antioxidant
activity (TAS) studies, the highest increase in Kur@NPs in SH-SYSY cell line compared
to other group concentrations was Kur@NP1 250 pg/ml, Kur@NP2 250 pg/ml, Kur@NP3
250 pg/ml, Kur An increase in antioxidant levels was observed at the concentrations of
@NP4 250 pg/ml and Curcumin 250 pg/ml. When the total oxidant status of SH-SYSY
cell lysates is examined (TOS); Among the groups treated with H2Ox, it was determined
that Kur@NP1 250 pg/ml nanoparticle showed the greatest decrease in total oxidant level.

Keywords: Green synthesis, nanoparticle, H>O», oxidative stress, SH-SY5Y, curcumin.
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1. GIRIS

Nanoteknoloji, biyosentetik ve ¢evre dostu olarak kullanilan en 6nemli ve hizla biiyiiyen
arastirma alanlarindan biridir. Son yillarda, nano materyallerin gelisimi fizik, kimya,
biyotip, optik, elektronik ve kataliz gibi bir¢ok alanda potansiyel uygulama nedeniyle
biiylik ilgi gormektedir (Sarkar and Sil 2014). Nanoteknoloji, madde yapisinin atomik ve
mollekiiler boyutta olusan degisimler ile fiziksel ve kimyasal olarak yeni ve farkli
ozelliklerin ortaya c¢ikarilmasi ile fizik, kimya, biyoloji gibi temel alanlarda kullanim
acisindan avantajli ve benzersiz 6zellikteki yapilarin ortaya ¢ikarilmasini saglamaktadir.
Bagka bir ifadeyle; nanometre olgekli yapilarin analizi, nano hassasiyette cihazlarin
gelistirilmesi, imalati, tasarimi, sentezi, karakterize edilmesi ve uygulamasiyla ilgili bir

bilim dalidir (Kut ve Giinesoglu 2005).

Malzeme

Bilimi

e NANOTEKNOLOJI

Kimya Bilgisayar
Biyoloji / \

Uyg
Matematik

Sekil 1.1. Nanopartikiillerin bazi kullanim alanlar1 (Nalc1, 2017)



Bu nanomalzemelerin bir¢ok ¢calismay1 motive etmesinin nedeni, yiiksek termal ve elektrik
iletkenlikleri gibi sergilenen olaganiistii 6zellikleri, katalitik aktivite ve biyouyumluluk
gostermeleridir. Bu da morfolojinin optimizasyonunu ve malzemelerin boyutunun
dagilimmi, belirtilen ozelliklere gore kosullandirir. Spesifik olarak demir oksit
nanopartikiilleri, hidrotermal, solvotermal, elektrotermal ve birlikte cokeltme yontemi gibi
bir¢cok sentez metodolojisi rapor edilmistir, bu metodolojilerde sicaklik, PH, yiizey aktif
cismi konsantrasyonu ve azaltic1 faktor ajanlar olarak ifade edilebilir (Gongalves et al.
2019). NP' lerin boyutlar1 ¢ok kiigiiktiir (<100 nm) ve yiizey / hacim orani ¢ok yiiksektir.
NP'ler fiziksel, mekanik, optik, manyetik, elektronik, algilama dahil olmak {izere
biiylileyici Ozellikleri nedeniyle bilim camiasinin 6zel ilgisini c¢ekmistir ve toplu
muadillerine gore birgok yonden dnemli ol¢iide farklilik gostermektedir (Naz et al. 2019).
NP'lerin bu genis yelpazedeki uygulamalart benzersiz biyolojik, kimyasal ve fiziksel
ozelliklerinden kaynaklanmaktadir. Bu 6zellikler; yiiksek kararlilik, yiiksek yiizey alan1 ve
kiiclik bant aralig1 gibi 6nemli faktdrlerdir. Su anda, mikroorganizma, bitkiler ve alg gibi
farkli biyolojik kaynaklar kullanilarak NP'lerin biyofabrikasyonunda biiyiikk gelismeler
kaydedilmistir. NP'lerin biyosentezi ¢evre dostu, enerji tasarruflu, toksik degildir ve pahali
kimyasallara ihtiyag duymaz (Sharma et al. 2019). Son yillarda, benzersiz 6zellikleri ve
sayisiz alandaki faaliyetleri nedeniyle nanomalzemelere karsi artan bir ilgi vardir.
Nanomalzemelerin bu degerli yetenekleri, arastirmacilart yeni materyaller gelistirmek i¢in

yontemler aramaya itmistir.
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Sekil 1.2. Nanopartikiillerin 6rnek yapilari (Hall et al. 2007)



Simdiye kadar yapilan arastirmalar 1s1ginda, farkli kompozisyonlar ve kristal yapilar ile

cok cesitli istisnai morfolojilerde ¢ok sayida farkli malzeme sentezlendi.

Gecis metal oksitleri ile hazirlanan nanomalzemeler temel olarak fiziksel yontem olarak
yukaridan asagiya ve hem fiziksel hem de kimyasal yontem olarak asagidan yukariya
olmak {iizere iki ana yolla tretilir. Yukaridan asagiya, neredeyse malzemeleri toz haline
getirmek kadar basittir. Bu kii¢iiltme prosediirii, litografi veya ilgili teknikler kullanilarak
gerceklestirilebilir. Yine de yukaridan asagiya yontemin atom 6lgeginde toplanan diizensiz
ve piriizli parcaciklar, tekrarlanamayan prosediirler ve istenen boyuttaki pargaciklar
iizerinde zorlukla kontrol gibi bazi1 kisitlamalar1 vardir (Niederberg and Pinna 2009).
Tersine, agagidan yukariya teknigi kullanilarak kristalitin boyutu ve sekli atomlar veya
molekiiller veya nanoparcaciklar gibi yap1 taglari tarafindan kontrol edilebilir (Niederberg
and Pinna 2009). Ayrica asagidan yukariya teknigi, temelde kati-faz, ¢ozelti-faz1 ve buhar-

faz1 sentezi olarak adlandirilan ¢ok cesitli farkli yontemlere sahiptir.

Sekil 1.3. Nano boyutta Fe3O4 (Sakallioglu 2013)

Yesil sentezde cesitli organizmalar, kararli ve iyi islevsellestirilmis nanopargaciklar
iiretmek i¢in, ¢evre dostu, stirdiiriilebilir ve toksik olmayan Onciiler olarak hareket eder.
Bunlar arasinda bakteri, aktinomisetler, mantarlar, maya, viriisler vb. yer alir (Saif et al.
2016). Bunlar arasinda bitki 6zleri ile sentez, reaksiyon siiresini azaltmasi ve hiicre yapisini
koruyarak daha fazla kontaminasyon riskini azaltmasi gibi bir¢cok avantaj saglamistir.

Bu nedenle, ¢evre dostu, uygun maliyetli ve daha az toksik nanopartikiil sentezleme
yontemine artan bir talep oldugundan, yesil sentezin geleneksel yontemlere uygun bir

alternatif aday oldugu onerilmektedir (Devatha et al. 2016).



Ayrica Yesil sentez ile sentezlenen nanopartikiiller ucuz ve ekonomiktir ve bilimdebirgok
uygulamaya sahiptir. Bitki 6zleri bir¢cok farkli biyomolekiil agisindan zengin bir kaynak
oldugundan, Fe@NP sentezi sirasinda bitki 6zlerinin eklenmesi daha farkli avantajlar
saglar (Jin et al. 2018). Bitki 6zlerinde bulunan ketonlar, aldehitler, polifenoller, kafein,
izoverbaskozitler ve karbonhidratlar gibi biyoaktif bilesikler metal iyonlar ile kaplayici
gorevi gorerek cesitli sekil, boyut ve kimyasal 6zellikler kazandirir. Her bitkinin kendine
0zgl fitokimyasallar1 vardir ve bu nedenle farkli bitkiler kullanilarak farkli fizikokimyasal
ozelliklere sahip nanopartikiiller iiretilebilir (Ebrahiminezhad et al. 2018). Bitki 6zii aracili
metal ve metal oksit Np’ler oldukca kararlidir ve bu kararlilik onlarin uzun bir siire
bozulmadan kalmasini saglar. Bitki tiirevleri, nanoparcacik iiretimi siirecinde ikili bir rol
oynar; hem indirgeyici hem de stabilize edici ajanlar olarak iglev goriirler ve bdylece
metalik tuzlart nanopartikiillere indirgerler ve stabilizator olarak hareket ederek
sentezlenen nanopartikiillerin agregasyonunu engellerler. Her bir ekstraktta indirgeyici ve
stabilize edici ajanlarin ¢esitli konsantrasyonu ve bilesimi bulunur, bu nedenle biyojenik

fabrikasyon nanoparcgacigin 6zellikleri ve 6ziit bilesimine baglidir (Alam et al. 2019).

Demir metalik nanopartikiiller arasinda, demir nanopartikiiller (FeNP'ler), ¢cevre kirliligi
ile miicadele edebilecek umut verici avantajlara sahiptir. Cevresel iyilestirmede nano
olgekli sifir degerli demire (nZV]I) olan ilgi, genis bir yilizey alani/hacim oranina sahip nano
Olcekli demirin reaktivitesi nedeniyle artmaktadir (Saif et al. 2016). Demir nanopartikiiller
(FeNP'ler) genellikle yiiksek maliyetli ve ¢evresel olarak toksik olan agregasyonlu sodyum
borohidrit kullanilarak sentezlenir. Bu nedenle, en 6nemli nokta, ¢evreye zarar vermeyen
yaklagimlar kullanarak NP tasarlamaktir. Bunlar, ¢cevredeki biriken toksisite ve kirlilige
kars1 ¢oziimler sunar (Sharma et al. 2019). Demir oksit nanopargaciklari, klinik tip, biyotip,
malzeme ve miihendislik, foto kataliz ve biyoremediasyon gibi etkileyici uygulamalarda
kullanilabilmesi nedeniyle oldukca etkileyicidir (Mirza et al. 2018). Ayrica Demir
nanopartikiiller, i¢sel antifungal ve antibakteriyel potansiyele de sahiptir. Antibakteriyel
etkinligi nedeniyle, demir nanopartikiiller bakteri direnciyle miicadele i¢in etkili bir ¢éziim
sunar (Alam et al. 2019). Bunun yami sira bazi arastirmalarda demir oksit
nanoparc¢aciklarinin 6nemli mahsullerin biiylimesi, verimi ve kalitesi iizerindeki etkisi

rapor edilmigtir (Tovar et al. 2020).



Demir oksit nanopartikiiller’in (FeO-NP'ler) onemli ozelliklerinden birisi de kanser
tedavisi i¢in ila¢ dagitimi yoluyla biyomedikal, biyomiihendislik ve farmasotik
endiistrilerinde genis uygulamalari olan bir¢ok arastirmacinin ¢ok biiylik bir ilgiyle ayirt

edilmistir (Aisida et al. 2020).

Sentezlenen nanoparcaciklar, esasen, nanoparcaciklarin istenen 6zelliklerde elde edilip
edilmedigini netlestirmek icin analitik tekniklerle karakterize edilir. Nanopartikiillerin
karakterizasyonu, belirli bilgilere sahip olmak i¢in yapi, morfoloji ve bilesime odaklanir.
Karakterizasyon i¢in yaygin olarak kullanilan teknikler vardir. Elektron mikroskobu,
nanoparcaciklarin ylizey topografisini, morfolojisini, boyutunu ve seklini tespit etmekigin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Taramali elektron mikroskobu, yiizey topografisi analizi

saglar, ancak atomik 6l¢ek bilgisi vermek i¢in ¢oziiniirliik eksikligi vardir.

Bu nedenle nanopartikiiller hakkinda boyut, sekil, kompozisyon gibi daha detaylibilgilere
ulagmak i¢in transmisyon elektron mikroskobu (TEM) kullanilmaktadir. SEM ve TEM ile
birlikte, temel bir element analizine sahip olmak i¢in enerji dagilimli x-151n1 spektroskopisi
(EDX) kullanilabilir. Nanoparcaciklarin kristal yapist ve kimyasal bilesimi bilgisine
ulasmak i¢in X-Ray kirmim (XRD) analizi de uygulanmaktadir. Malzeme, x-151n1
desenlerinden elde edilen karakteristik kafes yay setleri kullanilarak da tanimlanabilir. Ek

olarak, kristalit boyutu Debye- kullanilarak XRD ile belirlenebilir (Loiha et al. 2009).

Nanopargaciklarin  yiizey o6zelliklerinin  arastirilmast  i¢in  X-Isin1  fotoelektron
spektroskopisi (XPS) uygulanmaktadir. Yiizeyden yayilan fotoelektronlar, malzemedeki
elementlerin kimyasal ve elektronik durumunu ve ayrica konsantrasyonlarini ve yiizey
dagilimlarin1 ortaya c¢ikaran belirli enerji seviyelerine sahiptir. Bu nedenle, XPS,
nanopargcaciklarin yiizey yapisi hakkinda hem nicel hem de nitel bilgi saglamas1 nedeniyle
oldukca faydalidir. Yiizey alani, gozenek hacmi ve boyutu ile malzeme bilgisinin
gozenekliligi, Brunauer-Emmett-Teller (BET) izotermi gibi adsorpsiyon-desorpsiyon

teknikleri ile elde edilebilir.

Ayrica, endiiktif olarak birlestirilmis optik emisyon spektroskopisi (ICP-OES), Raman
spektroskopisi, kiziltesi spektroskopisi (IR) ve tarama tiinelleme mikroskopisi (STM),

nanoparcaciklarin daha fazla karakterizasyonu i¢in temel analiz olarak kullanilabilir.



Hidrojen peroksit H2O» eslesmemis elektron igermez, ancak HOCI ve OHe gibi daha reaktif
radikallerin {iretimini tetikleme kabiliyeti nedeniyle ROS terimine dahil edilir (Nordberg
and Arner 2001). H202, Oz ’nin SOD enzimi tarafindan katalizlenmesinden olusur.
Biyolojik zarlardan ge¢me yetenekleri nedeniyle hiicreler icin de 6nemlidir. H;O2 DNA'nin
kendisi ile reaksiyona girmez ancak Fenton Reaksiyonu ile hidroksil radikali {ireterek
DNA'ya zarar verebilir (Halliwell et al. 2000). Siiperoksit radikali ayrica hidroksil radikali
olusturmak i¢in H>O: ile reaksiyona girebilir (Haber 1934). H>O: ayrica peroksizomlarda
ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz gibi ¢esitli enzimler tarafindan iiretilir (Dupuy et al.
1991). H20; sadece zararl etkilere sahip olmakla kalmaz, ayn1 zamanda hiicre i¢i sinyal
yollarinda da 6nemli bir role sahiptir (Rhee 1999). H,O», katalaz, glutatyon peroksidaz ve
peroksiredoksinler olmak {izere ii¢ ana antioksidan tarafindan oksijene ve iki molekiil suya

katalize edilir (Mates et al. 1999).

Kurkumin, Curcuma longa L. (zerdegal, hint safrani) rizomlarindan elde edilen kurkumin
sari-turuncu renkte, yagda ¢oziinebilen bir bilesiktir. Molekiiler formiilii C21H2006 olan
Kurkumin dimetilsiilfoksid, etanol ve asetonda ¢oziinebilen ve molekiiler agirligi 368,37
g/mol olan sari-turuncu renginde bir tozdur. Ayni1 zamanda, erime noktasi da 183°C dir
(Igbal et al. 2003). Geleneksel tipta anti-enflamatuar 6zelliginden dolay1 yiizyillardir
kullanilmaya devam edilmektedir (Sharma et al. 2005) Yapilan baz1 arastirmalara goére
baslangigta Anti-tlimoral, anti-enflamatuar, antioksidan ve E vitaminine kiyasla 8 kat daha
giiclii antioksidan 6zelligine sahip oldugu bildirilmistir.(Amani et al. 2010; Ak ve Giilgin
2008). Farkli miktarda karbonhidrat, protein, yag, lif, kurkuminoid (kurkumin), esansiyel
yag ve rezin icermektedir. Cografi bolgeye bagl olarak kurkuminin turmerikteki igerigi

%?2-9 arasinda degisebilmektedir (Esatbeyoglu vd. 2012).

Son yillarda yapilan arastirmalar Parkinson, Alzheimer gibi merkezi sinir hastaliklarinda
kurkuminin koruyucu etkisi lizerine ¢alismalar yogunlasmistir. Yapilan bazi ¢alismalarda
Alzheimer hastaliginin belirteci olan amyloid beta proteininin birikimi ve hastalik yapici
maddelerin azaltilmasinda kurkuminin faydali etkilerinden bahsedilmistir (Wang et al.
2005; Wang et al. 2009). Uguz vd. (2016) Tarafindan yapilan bir ¢alismada, giiclii
antioksidan etkiler gosteren maddenin oksidatif hasarin 6nlenmesinde terapétik etkisi

olabilecegini vurgulamiglardir.



Sekil 1.4. Kurkumin

Turmerik ailesinden olan zencefil dnceleri Cin ve Hindistan’da bir¢ok hastaliginin
tedavisinde alternatif ila¢ olarak kullanilmistir (Kuttan et al. 1985). Tumerik geleneksel
olarak Hindistanda yara ve inflamasyonlarla iliskili hastaliklarin tedavisi i¢in kullanildigt
bilinmektedir (Lodha and Bagga 2000). Kurkuminin beyin mikrozomlarinda sodyum ve
potasyum ATPase aktivitesi lizerinde etkileri vardir (Kaul and Krishnakanth, 1994).
Hipokampuste antioksidan, antiapoptotik, antienflamatuvar, immunomodiilatér ve
noroportektif etkilere neden oldugu bildirilmistir (Cole et al. 2007; Sumanont et al. 2006).
Kurkuminin yiiksek konsantrasyonlart direkt olarak serbest radikallerin siipiiriilmesini
aktive ederken, daha az konsantrasyonlar hiicreler icerisinde bir ya da daha fazla sinyal

transfer yolagini aktive edebilir ya da bloke edebilmektedir.

Kurkuminin ekstraseliiler regiile kinazlar (Duvoix et al. 2005; Suh et al. 2007) ve protein
kinaz C dahil olmak iizere tiimdr hiicrelerinde biiylime faktorii aracili sinyal yolaklarini
engelledigi gosterilmistir (Lin 2007). Kurkuminin néronlar iizerine etkileri ile ilgili
caligmalar hem oksijenaz-1 gibi sitoportektif proteinlerin ekspresyonunu uyarabilecegini

bildirmektedir (Scapagnini et al. 2006).



Oksidatif Stres: Canlilarin antioksidan ve oksidan dengesinin korunmasi ve saglikli bir
yasam dongiilerini devam ettirebilmesi i¢in gereklidir. Serbest radikaller metabolik yolda
hiicre igi iiretilebildigi gibi ayn1 zamanda giines 1sinlar1, sigara, ¢evre kirliligi, radyasyon
gibi dis kaynaklar bu olusuma neden olmaktadirlar (Sarma et al. 2010). Serbest radikaller,
hiicre ve hiicre zarinin temel bileseni olan biyopolimerler ki basta lipitler, proteinler,
niikleik asitler olmak iizere reaksiyona girme kapasitesinde olduklar1 i¢in organizma
iizerinde ciddi zararlar olusturabilmektedir Bunlar; proteinlerle kovalent bag
olusturabildikleri icin enzim etkinliklerinde de degisiklik yapabilmektedirler. Beyin
dokusu, merkezi sinir sistemi lipid bakimindan zengin olusu sebebi ile oksidatif hasara
oldukca duyarli yapilardir. Ayrica hiicrelerin zar yapisinda bozulmaya, koenzimlerin
aktivitelerini yavaslatip, sinir iletisini azaltirlar, DNA mutasyonlarin1 olustururlar, lipid
peroksidasyonuna neden olabilmektedirler. Bu sebeple; serbest radikallerin artis1 veya
antioksidan savunma sisteminin yetersizligi organizmada oksidatif stresin olusmasina
sebebiyet vermektedir (Lobo et al. 2010; Valko et al. 2007). Oksidatif stresin, Kanser,
diyabet, kardiyovaskiiler bozukluk, Alzheimer, immun sistem bozukluklari, Parkinson,
Huntington, Amyotrofik lateral skleroz, immiin sistem bozukluklari gibi bir¢ok hastaligin
olusumuna neden oldugu bilinmektedir (Pisoschi and Pop 2015). Ayrica, oksidatif hasarin
ilerlemesiyle yaslanma ve yaslanmaya bagli dejeneratif hastaliklarin (katarakt,

ateroskleroz) ortaya ¢ikmasina neden oldugu diisiintilmektedir (Pelcival 1998).
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Sekil 1.5. Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Kaynaklar1 (Aslankog vd. 2019)

Organizmanin normal fizyolojik davranisinda ROS diizeyi diisiik konsantrasyonlar da
antioksidan savunma sistemi tarafindan dengelenir. Ancak bazen ROS ve antioksidan
savunma sistemi arasindaki denge bozulur. ROS ve antioksidanlar arasindaki dengesizlik

cesitli nedenlerden kaynaklanabilir: endojen ve eksojen bilesiklerin neden oldugu artan



ROS iiretimi; diisiik molekiiler kiitleli antioksidanlarin tiikketimi; aktif olmayan antioksidan
enzimler; antioksidan seviyesini diisiiriir. Oksidatif stres, ROS ve antioksidanlar arasindaki
bozulan dengenin 6nemli biyomolekiiller i¢in zararli hale geldigi bir durumdur (Kovacis
and Jacintho 2001; Valko et al. 2001). Artan ROS seviyesinin sonuglar1 degisir ve ROS
iiretiminin seviyesine ve konumuna, antioksidan sistemlerin etkinligine ve reaksiyona
girdikleri biyomolekiillere baglhidir (Lushchank 2014). Asir1 ROS iiretimi, anormal
fonksiyonlara neden olan lipidler, proteinler ve DNA icin zararli olabilir. Bu nedenle,
oksidatif stresin kanser ve yaslanma gibi ¢ok sayida patofizyolojik durumda rol oynadigina
isaret edilmektedir (Sullivan and Chandel 2014). Canli organizmalarin ROS'un faydali
rollerini kullanmak i¢in ROS seviyesini dengelemesi ¢ok 6nemlidir. Bu denge “redoks
diizenlemesi” (Droge 2002) ad1 verilen mekanizmalar tarafindan saglanir. Kanserin ayirt
edici ozellikleri goz oniine alindiginda, RAS, PI3K, AKT/PKB ve HER2 gibi bir¢ok
gendeki mutasyonlarin yani sira p53, RB, ATM gibi genlerdeki mutasyonlar redoks
regulasyonunda dagilima neden olur. Bu nedenle olusan redoks durumu apoptozu inhibe
ederek proliferasyon, anjiyogenez ve metastaza yol agar. Hep birlikte ele alindiginda,
tlimorijenez i¢in redoks homeostazi ve sinyalizasyon gereklidir (Hornsveld and Dansen

2016).

Lipid Hasar1; membran lipidlerinin ROS saldirisina en duyarli kismi, ¢ok sayida ¢ift bagin
bulundugu coklu doymamis yag asitleridir (Siems et al. 1995). Lipid peroksidasyonu,
ROS'un lipidler i¢indeki ¢oklu doymamis yag asitlerine saldirdig1 ¢ok adimli bir siirectir
(Yin et al. 2011). Lipid peroksidasyonu ii¢ adimdan olusur: baslatma, yayilma ve
sonlandirma (Girotti 1998). Baglatma adiminda, OHe radikalleri gibi ROS, karbon merkezli
lipid radikalini (L-) olugturan hidrojeni soyutlar. Yayilma adiminda, L-, bir lipit peroksil
radikali (LOO-) olusturan Oz ile reaksiyona girer, ayrica yeni bir L- ve lipit hidroperoksit
(LOOH) olusumuna neden olan baska bir lipitten bir hidrojeni soyutlar. Yeni bir L-'nin
iretilmesi ile baska bir L-'nin {iretildigi zincirleme reaksiyonuna ilerletir. Sonlandirma
adiminda, E vitamini gibi antioksidanlar LOO-'ye bir hidrojen atomu bagislar ve daha sonra
radikal olmayan tiriinler olusturan bagka bir LOO- ile reaksiyona girebilen bir E vitamini
radikali olusur (Kanner et al. 2014). Lipid hidroperoksitler (LOOH), lipit
peroksidasyonunun birincil iriinleri, malondialdehit (MDA) ve 4-hidroksinonenal (4-
HNE) ise lipit peroksidasyonunun ikincil {irtinleridir (Ayala et al. 2014). MDA, enzimatik

veya enzimatik olmayan iglemler yoluyla arasidonik asit ve ¢oklu doymamis yag
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asitlerinden (PUFA'lar) ikincil bir yan iirlin olarak iiretilir. MDA enzimatik olarak
metabolize edilebilir. Bununla birlikte, baz1 durumlarda MDA, biyolojik hasarlara neden
olan proteinler veya DNA ile eklentiler yapar. Histidin, lisin ve arginin gibi temel amino
asitler, MDA'nin elektrofilikligi nedeniyle MDA 'ya kars1 hassastir. MDA ve serbest amino
asitler arasindaki bu reaksiyonlardan Schiff-baz eklentileri iiretilir (Pizzimenti et al. 2014),
hasar ve mutasyon DNA'nin en hayati nedenlerindendir. MDA-DNA eklentileri, niikleotid
eksizyon onarimi (NER) 20 yolu ile onarilir. Bununla birlikte, MDA-DNA eklentileri,
onarim sistemi c¢aligmadiginda iplik kopmalarina, nokta ve c¢erceve kaymasi
mutasyonlarima, hiicre dongiisii durmasina ve apoptoz indiiksiyonuna neden olur. Ornegin
M1dG, insan ve kemirgen genomik DNA'sinda bulunan guanine ekzosiklik bir eklentidir.
M1dG, DNA replikasyonu sirasinda yanlis kodlanir ve baz ¢ifti degisimine neden olur ve
cergeve kaymasi mutasyonlar1 (VanderVeen et al. 2003). MDA-DNA eklentilerinin neden
oldugu bu degisiklikler kansere ve diger genetik hastaliklara yol agabilir (VonderVeen et
al. 2003; Marnett 1999). MDA, gorsellestirmeyi miimkiin kilan tiyobarbitiirik asit (TBA)
ile reaksiyona girme yeteneginden dolay1 lipid peroksidasyonunun bir biyobelirte¢ olarak

kullanilir (Esterbauer 1990).

Protein Hasari; ROS, amino asit oksidasyonuna, peptit zincirinin pargalanmasina ve
proteinlerin ¢apraz baglanmasina yol agabilir. Bu nedenle, bu degisiklikler proteinlerin
proteazlar tarafindan bozulmasina neden olabilir (Kelly and Mudway 2003; Butterfield
1998). Amino asit yan zincirleri, 6zellikle proteinlerin sistein ve metionin kalintilari, O2¢",
OHe ve H,0, gibi ROS'a kars1 daha savunmasizdir (Dean et al. 1997). Bu kalintilara ROS
saldirisinin bir sonucu olarak, konformasyonel degisikliklere, protein agilmasina ve
bozulmasina neden olabilir (Davies 1997). Aktif bolgelerinde metal igeren enzimler
oksidasyona daha duyarlidir. Oksitlendiginde, enzimler artik islev géremez ve aktiviteleri
inhibe edilir (Stadtman 1990). ROS amino asitlere saldirdiginda karbonil gruplar tiretilir.
Proteinlerdeki karbonil gruplari, ROS aracili protein oksidasyonunun bir belirteci olarak
belirtilir (Chevion et al. 2000). Artan protein arbonil seviyesi, Alzheimer hastalig1 (Smith
et al. 1991), diyabet (Jones and Hothersall 1993) ve yaslanma (Oliver et al. 1987) gibi ¢cok

sayida hastalikta degerlendirilmistir.

DNA Hasari; asirt ROS iiretimi, niikleik asitlere zarar verebilir. ROS, c¢esitli degisikliklere

neden olan DNA'ya saldirisi nedeniyle mutajenik olarak bilinmektedir. DNA onarim
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sistemleri DNA'y1 yenileyemediginde, mutasyon, replikasyon sirasinda yanlis baz
eslesmesinden kaynaklanir. ROS'un islevlerinden biri, DNA hasarinin neden oldugu
apoptozdur. ROS'un ayrica mitokondriyal DNA hasar1 nedeniyle yaslanma siirecine
katkida bulundugu 6ne stiriilmiistiir (Nordberg and Arner 2001; Cortopassi and Wang
1999). Buna karsilik, SOD ve CAT mimetiklerinin C. elegans'in Oomriinii uzattigi
bildirilmistir (Melav et al. 2000). ROS, c¢ogunlukla mitokondride iiretilir. Bu nedenle
mitokondriyal DNA, niikleer DNA'ya kiyasla ROS'un neden oldugu degisikliklere daha
fazla maruz kalmaktadir. OHe radikali, deoksiriboz seker omurgasi, piirin ve pirimidin
bazlar1 gibi DNA'nin tiim bilesenleri ile reaksiyona girme yetenegine sahiptir. ROS saldirisi
durumunda, modifiye edilmis piirin ve pirimidin baz1 yan {iriinleri ve DNA-protein ¢apraz
baglar1 iretilir. Pirimidine OHe radikal saldirisi, timin glikol, urasil glikol ve 5-
hidroksideoksi iiridin gibi pirimidin eklentilerine neden olur. OHe radikali purine
saldirdiginda, 8-OHdG ve 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidin olusur. Bu
eklentiler, genomda eslesmeyen eslesmelere ve niikleotid yer degistirmelerine neden olur.
Ormegin, 8-OHAG, 6zellikleri nedeniyle mutajenez, karsinojenez ve yaslanmada rol oynar

ve oksidatif DNA hasarinin bir biyobelirteci olarak bilinir.

Oksidatif stres, kanser, ndrojenez, kardiyovaskiiler hastaliklar, katarakt, romatoid artrit ve
yaslanma gibi ¢ok sayida patolojik durumda yer alir (Phaniendra et al. 2015). Oksidatif
stresin karsinogenezde ve kanser insidansinda rol oynadig: bilinmektedir. DNA'da serbest
radikaller tarafindan indiiklenen kimyasal modifikasyonlar mutajenik olarak kabul edilir
ve kanserin ilerlemesinde rol oynar (Goldstein and Witz 1990; Dreher and Junadn 1996).
Oksidatif stresin hiicre proliferasyonu baglaminda c¢esitli sinyal yollarini etkiledigi
bildirilmistir (Soliman et al. 2014). Ornegin, epidermal biiyiime faktdrii reseptdrii sinyal
yolu (EGFR), mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK'ler), fosfatidil inositol 3-kinaz
(PI3K) ve protein kinaz C'nin oksidatif stres sinyal yollarindan etkilendigi bilinmektedir
(Valko et al. 2007). ROS ayrica apoptozda 6nemli olan p53 ekspresyonunu da indiikler. Bu
nedenle, oksidatif stresin neden oldugu gen ekspresyonu, hiicre proliferasyonu ve
apoptozdaki gesitli degisiklikler, tiimoriin baslamasi ve ilerlemesinde bir isleve sahiptir
(Matsuzama and Ichijo 2008; Barrena 2012). Timidin fosforilaz enzimi, laktoperoksidaz
enzimi, inflamasyon ve matriks metalloproteinaz meme kanserinde oksidatif stresi
indiikleyen mekanizmalardan bazilaridir. ROS diizeyinin artmasinin yani sira meme

kanseri, antioksidan durumundaki degisikliklerle de iliskilidir.
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Oksidatif stres, yaglanma ve norojenez, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve diyabet gibi
yasa bagli hastaliklar dahil olmak iizere ¢ok sayida patolojik durumda rol oynar. Ek olarak,
say1siz arastirma, CR'nin kanser de dahil olmak iizere oksidatif stresle ilgili bu hastaliklara
kars1 korunmak i¢in bir yontem olabilecegini 6ne siirdii. CR'nin dnleyici etkileri ileiliskili
oldugu 6ne siiriilen i¢ mekanizma vardir; CR, ROS olusumunu azaltabilir, antioksidan
savunma sistemini indiikleyebilir veya oksitlenmis makromolekiillerin doniistimiini
artirabilir. CR'nin genellikle oksidatif stresi inhibe ettigi ve antioksidan kapasiteyi arttirdigi
bilinmesine ragmen, bu mekanizmalar karmasik ve birbiriyle iliskilidir. Ornegin, CR bir
antioksidan enzimin aktivitesini azaltabilir. Ancak, bu azalma ROS seviyesinin
azalmasiyla iligkili olabilir. Ayrica, CR'nin cinsiyet, tiir, kullanilan doku tiirleri, incelenen
ROS tiirleri ve antioksidanlarin yani sira CR siiresi gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak
oksidatif stres durumu iizerindeki etkilidir. MDA, lipidlere radikal saldiriy1 takiben
peroksidasyonun ikincil bir yan iirlinii olarak iiretilir ve TBA ile reaksiyona girme
yeteneginden dolayr yaygin olarak lipid peroksidasyonunun bir biyobelirteci olarak
kullanilir (Ayala et al. 2014). Antioksidanlar, serbest radikallere ve ROS'a kars1 bir
detoksifikasyon sistemi gorevi goriir. Katalaz, oksidatif hasara karsi birincil savunma
hatlarindan biridir. Cok sayida ¢alisma, farkl tiir ve miktarlarda CR'nin CAT aktivite
diizeyi lizerindeki etkisini bildirmistir. MDA seviyesine benzer sekilde, CR'nin etkilerini
gosteren CAT aktivitesi verileri de g¢esitli kisitlama protokolleri nedeniyle tutarl degildir.
Bu calismalar incelenen doku ve kullanilan tiirler acisindan da farklilik gostermistir.
Ornegin, 6 ay boyunca yiizde 30 CR uygulamasinin karaciger CAT aktivitesi iizerinde
onemli bir etkisinin olmadig: bildirildi (Schloesser et al. 2015). Benzer sekilde, baska bir
caligma, sicanlara 17 hafta boyunca yiizde 30 CR uygulandiginda CAT aktivitesi lizerinde
anlamli bir etki olmadigini bildirirken, ayn1 ¢alismada baska bir artmis CAT aktivitesi rapor
edilmistir (Dutra et al. 2012). SOD, antioksidanlarin savunma sisteminin bir pargasi olan
baska bir enzimdir. Cok sayida caligsma, farkli tip ve miktarlarda CR'nin SOD aktivite
seviyesi lizerindeki etkisini bildirmistir. CR'nin etkilerini gosteren SOD aktivitesi verileri,
cesitli kisitlama protokolleri nedeniyle de tutarli degildir. Ornegin, Doguc ve digerleri
(2013) tarafindan yapilan bir ¢aligma, 10 hafta boyunca yilizde 60 CR uygulanan sicanlarin
eritrositlerinde SOD aktivitesinin arttigin1 gosterirken (Dogug vd. 2013). Stankovig et al.
(2013) karacigerinde SOD aktivitesinin azaldigini bildirmistir. Siganlara bes hafta boyunca
yilizde 50-60 CR uygulandi (Stankovic et al. 2013). Ayrica, sicanlara alternatif giin agliginin
uygulandig1 IF'nin etkilerinin, AL ile beslenen farelere kiyasla bobrekteki SOD
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aktivitesini arttirdig1 bildirilmistir. CR'nin SOD aktivitesi lizerinde degisken etkileri vardir.
Bu farkliliklar, incelenen doku ve kullanilan tiirlerdeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir.
Glutatyon bir tripeptittir ve en hayati antioksidanlardan biridir. Cok sayida ¢alisma, farkl
tip ve miktarlarda CR'nin GSH diizeyi iizerindeki etkisini bildirmistir. GSH'nin CR'nin
etkilerini gosteren verileri de ¢esitli kisitlama protokolleri nedeniyle tutarli degildir.
Bununla birlikte, ¢alismalarin ¢ogu CR uygulamasindan dolayr 6nemli bir degisiklik
gostermemektedir. Ornegin, Dogug vd. (2013) ¢alismasi, 10 hafta boyunca yiizde 60 CR
uygulanan sicanlarin eritrositlerinde GSH diizeyinde 6nemli bir degisiklik gdstermedi
(Dogug vd. 2013). Benzer sekilde, Stankovig et al. (2013) de karaciger 6rneklerinde bes
hafta boyunca yiizde 50-60 CR'nin 6nemli bir etkisi olmadigini bildirmistir (Stankovic et
al. 2013).



2. KAYNAK OZETLERI

Katai et al. (2016), yaptiklar ¢alismada, H>O2'nin neden oldugu oksidatif stresin ardindan
noronal SH-SYS5Y hiicre hattinda O-GlcNAc'taki dinamik degisimi arastirmislardir. Hiicre
ici O-GlcNAc'n 30 dakika boyunca 0,5 mM H>0; ile muameleden sonra hizla yiikseldigini,
pik seviyeye ulastigini, sonra bazal seviyeye yakin diistiigiinii vurgulamiglardir. Ayrica,
oksidatif stres sonrast O-GIcNAc ile tau proteininin fosforilasyonu arasindaki karsilikli
iliski dogrudan gosterilmis ve bu bulgular nérodejeneratif hastaliklarin patofizyolojisinin

hiicresel stres adaptasyon mekanizmalarina bagli olabilecegini vurgulamislardir.

Sarkar and Sil (2014) arkadasinin yaptiklar1 ¢alismalarda; Fe,Os NP'lerin (demir oksit
nanoparcaciklari) son zamanlarda tibbi goriintillemede ve endiistride de yaygin olarak
kullanildigin1 ve sonug olarak, insanlar bu nanopargaciklara her gecen giin daha fazla
maruz kaldigini soylemislerdir. FeO3; NP'lerin olumsuz etkisi daha diisiik dozlarda o kadar
onemli olmadigini, ancak daha yiiksek dozlarda Fe,Os NP'leri hiicrelere onemli zarar
verdigini kanitlamislardir. Calisma modeli olarak farelerin hepatositlerini kullanarak Fe.Os
NP'lerin indiikledigi oksidatif stres ve sitotoksisiteye bagl hiicre sinyal mekanizmasini
arastirmiglardir. Ek olarak, bu patofizyolojide quercetin'in sitoprotektif etkisini de

arastirmislardir.

Zhang et al. (2010), geleneksel Cin tibbi bitkisi Rhodiola rosea L.'den izole edilen aktif bir
bilesik olan salidrositin (Sald), SHSYS5Y insan néroblastom hiicrelerinde Ab-kaynakli
oksidatif strese kars1 koruyucu etkilerini ve altta yatan mekanizmalar1 degerlendirmek i¢in

arastirmislardir.

Khan et al. (2019) bir ¢alismalarinda SP-CUR’nin (SHH) yolunun baskilanmasi ve ¢ift
yonlii timor-stromal hiicre etkilesimini engelleyen onkolojik bir CXCR4/CXCL12 sinyal

ekseni yoluyla tiimo6r mikro ortamini hedeflendigini gostermislerdir.
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Insan niikleosit tasiyict genlerinin (DCK, Hcnt) yukari regulasyonu ve riboniikleotid
rediiktaz alt birimlerinin (RRMI1/RRM2) bloke edilmesi nedeniyle artan GEM alimi
gozlemlemislerdir. Ek olarak, SP-CUR ve GEM’in birlikte tedavisi, kok faktorlerini
koruyan pluripotensi diizenleyerek ve tiimor kiiresi olusumunu kisitlayarak kanser kok
hiicrelerini hedefledigini bildirmislerdir. Ortotopik bir fare modelinde, pankreasta, timor
biliylimesini ve metastazi azaltmak icin GEM’1 giiclendiren gelismis bir SP-CUR birirkimi
bulmuglardir. Tiimor dokularinin analizi, tedavinin timor stromasini (a- SMA, Desmin ve
Hyluronik Asit) inhibe ettigini ve Atomik Kuvvet Mikroskobu ile 6l¢iildiigii lizere hiicre
sertliginde degisikliklere neden oldugunu gostermislerdir. Buna, Immiinoblotlama ve
Immiinohistokimys tarafindan belirtildigi gibi SHH, Gli-1, Gli-2, Sufu ve NFkB-65 gibi
SHH sinyallemesinin anahtar hiicresel proteinlerinin degistirilmesi eslik ettigini ve bu
sonuclarin, SP-CUR’nin pankreas kanseri tedavisinde gelecekteki klinik kullanim igin

biiyiik bir potansiyele sahip oldugunu bildirmislerdir.

Biiyiikuslu vd. (2015) obeziteye neden olan etkenlerden biri olan oksidatif stres, reaktif
oksijen tiirleri ile hiicrenin antioksidan savunma sistemi arasindaki dengesizlikten ortaya
cikar. Obezitede artis gosteren ROT lar hipotalamik néronlar iizerinde etkili olarak, aclik
ve toklugun kontroliinde ve buna bagl olarak viicut agirliginin kontroliinde etkili olurlar.
ROT arttiginda, DNA, protein ve lipitlerin oksidasyonu yoluyla hiicre zedelenmesi, nekroz
ve apopitoz olusur. Adipoz dokuda oksidatif stresin artig1 obez kisilerde metabolik sendrom
gelismesine sebep olur. Diger taraftan kalori kisitlamas1 ve egzersiz sebebiyle kilo kaybi
oksidatif stresi azaltir. ROT olusumundan sorumlu enzim sistemleri ve antioksidan
sistemlerin hiicrede yerlesimi farklilik gosterse de mitokondri ROT olusumunun en 6nemli
kaynag1 olup elektron transfer sisteminde, oksidatif fosforilasyon tepkimeleri sonucu
olusan ROT’lar, hiicre sinyal mekaznizmasi, hiicre cogalmasi ve farklilasmasi gibi ¢esitli
fizyolojik olaylarda yer aldiklarin1 ve obezitede artan oksidatif stresin nedenlerini

liiteratiirlere dayali olarak derlemede giincellemislerdir.

Karademir vd. (2019) yaptiklar1 ¢aligmalarinda; Wistar Albino cinsi erkek ratlara PTZ
enjeksiyonundan yirmi dort saat sonra pasif kaginma testi yapildi ve daha sonra
biyokimyasal ve histopatolojik degerlendirme i¢in beyin dokular1 ¢ikarildi. Hipokampal
Cornu Ammonis 1 (CAl), CA3 ve dentat girus (DG) bolgeleri, néronal hasar acisindan

histopatolojik olarak degerlendirmislerdir.
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Ayrica, beyin dokularinda oksidatif stres belirtecleri total antioksidan status (TAS), total
oksidan status (TOS) ve oksidatif stres indeksi (OSI) 6lgiildii. Ayrica ATX’ in PTZ'nin
neden oldugu norotoksisiteye olan etkisini degerlendirmek icin in vitro SH-SYSY insan
noroblastoma hiicre kiiltiirii gerceklestirilmistir. Sonug¢ olarak; Epileptik davraniglar
degerlendirildiginde, ATX, RC ve FMJ'yi etkilememistir (p> 0, 05). Bununla birlikte, ATX
hem pasif kaginma testinde bilissel bozulmayr hem de hipokampiisteki néronal hasari
azaltmistir (p <0, 05). Ayrica, ATX beyindeki hem TOS diizeylerini hem de OSI'yi
diisiirmiistiir (p <0, 05). in vitro SH-SY5Y insan ndroblastoma hiicre kiiltiirinde ATX’ in

in vitro noronal canlilig1 arttirdigini bildirmislerdir.

Dogan vd. (2020) yaptiklar1 ¢galigmalarinda; XTT hiicre canlilig1 deneyinde PTZ' nin neden
oldugu norotoksisiteyi degerlendirmek icin kaptopril in vitro SH-SYSY hiicre kiiltiirtinde
uygulandi. Hiicre siipernatanlarindaki doku TOS konsantrasyonlar1 otomatik test yontemi
ile ol¢iildii. Analizin kalibrasyonu i¢in hidrojen peroksit kullanildi. Sonug olarak; XTT
hiicre canlilig1 sonuglar1 degerlendirildiginde, kaptopril, SH-SY5Y hiicre hattinda noronal
canlilig1 etkilemedi. Ayrica, kaptoprilin TOS seviyeleri iizerinde de onemli bir etkisi
olmadigin1 (P> 0,001) ve kaptoprilin, PTZ ile indiiklenen SH-SYS5Y hiicre hatti

norotoksisitesinde sinir koruyucu etkiye sahip olmadigini bildirmislerdir.

Ghanbari and Niasari (2015), yaptiklari ¢aligmada; CdS.Fe3O4 nano bir yiizey aktif madde
icermeyen hidrotermal reaksiyonu kullanilarak sentezlemislerdir. Bu sicaklik, zaman ve
molar oran olarak ¢esitli parametrelerin etkisi biiyiikliigli ve lirtiniin morfolojisi arastirmas,
nano seliiloz ilave edildigi ve nano yapilar 1s1 transferi ve dolayisiyla {irlinli yavaglatmak
engellerin rolii hareket ayrisma iglemi sirasinda ugucu hale getirmeye ¢alisilmis oldugunu

bildirmislerdir.

Veisi et al. (2015) yaptiklari bir ¢alismada; Fe3O4 nanopartikiiller amidoksim gruplarinin
asitlama ile yeni bir Fe3;Os/amidoksim (AO)/Pd Nano katalizér sentezini
gergeklestirmislerdir. Bu calismada amidoksim (AQO) asilanmasindan Once, 2-
siyanoetiltrietoksisilan ~ve  Fe3O4'lin  birlestirilmesiyle  hazirlanan  2-siyanoetil-
fonksiyonellestirilmis Fe3O4 nanoparcaciklari, hidroksilamin ile muamele etmislerdir. AO-
asil1 Fe3O4 nanopartikiilleri, Pd nanopartikiillerin elde edilmesi i¢in bir platform olarak

kullanmiglardir.
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Sentezlenen nano parcaciklarin yapilarinin aydinlatilmasi i¢in X-1s1n1 kirmnimi, TEM, SEM
ve ICP teknikleri kullanilmistir. Bu ¢alismada katalizor olarak tercih edilen Fe3O4/AO/Pd
Sonogashira reaksiyonlari i¢in fosfin icermeyen geri doniistiiriilebilir heterojen katalizorii
olarak kullanilmistir. Yeni bir katalizor olarak kullanilan Fe304/AO/Pd yedi kez bir dis
miknatis uygulanarak reaksiyon tekrarlanabildigini gézlemlemislerdir. Bu katalizor, iyi bir
stabilite gosterdigi ve katalitik aktivitesinde sadece kii¢lik bir azalma ile birkac¢ kez geri

doniistiiriilebildiklerini bildirmislerdir.

Dadras et al. (2018) yaptiklar1 ¢calismalarinda; yeniden kullanilabilir bir katalizor olarak
modifiye edilmis manyetik Fe3O4 nanopartikiiller lizerinde sabitlenmis saglam paladyum
iceren yeni tip katalizor hazirlamislar ve bu katalizorleri suyun varliginda Suzuki-Miyaura
eslesme reaksiyonlarinda test etmiglerdir. Yaptiklar: bu katalitik calismalarda aril haliirler
ve ozellikle inaktif aril kloriirler, organik ¢oziiciiler ve toksik fosfin ligandlarin yoklugunda
bir Suzuki-Miyaura eslesme reaksiyonunda benzenoid aromatik halkalara baglandigin
ortaya koymuslardir. Bu katalitik reaksiyon, sulu ortamda bir geri kazanilabilir manyetik
nanokatalist, Pd@Fe304 ile katalize olmustur. Bu ¢alismada tercih edilen yontem yesil
kimyaya uygun olup ve Pd@Fe30O4 katalizorii harici bir manyetik alan kullanilarak
reaksiyon ortamindan kolaylikla ayrilabildigi ve aktivitesinde 6nemli bir kayip olmadan en
az 10 kez tekrar kullanilabildigi belirlemislerdir. Sentezi basaril bir sekilde gergeklestirilen
Pd@Fe304 nano katalizorili tarama ve transmisyon elektron mikroskobu, termogravimetrik
analiz, indiiktif eslesmis plazma spektroskopisi, Fourier doniisimii kiziltesi
spektroskopisi, CHN analizi, X 1s1n1 kirinimu ve titresimli 6rnek manyetometri kullanilarak

karakterize edildigini bildirmislerdir.

Heidarnezhad and Zamani (2015) calismalarinda, Fe3Oas/poliakrilonitril-etilendiamin
iceren yeni bir krom nanopartikiiliinii, akrilonitrilin manyetik nanopartikiillerin yiizeyine
in situ polimerizasyonu yoluyla hazirlanmiglardir ve hazirlanan polimer manyetik
nanokompozit, bir ¢ok aromatik alkoliin oksidasyonunda yeniden kullanilabilir bir
katalizor olarak test etmislerdir. Uygun aldehitler, yumusak kosullar altinda kisa reaksiyon
stiresi i¢inde yiiksek verimlerde elde edilmis, ayrica bu manyetik katalizér, yeniden
kullanilabilir bakimdan milkkemmel seviyede olup, sanayi de farkli oksidasyon

reaksiyonlarinda endiistriel katalitik amagclar i¢in iyi bir aday oldugunu bildirmislerdir.
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Saikia et al. (2016) ¢alismalarinda sentetik bir ¢capraz baglayici olan glutaraldehit, genipin
ve sitrik asit olmak tizere ii¢ farkli capraz baglayici ajanin, kurkumin yiiklii aminli nisasta
kapli demir oksit manyetik nanopargaciklardan kurkuminin salim o6zellikleri iizerindeki

etkilerini karsilagtirmak i¢in girisimlerde bulunulmustur.

Ferrar et al. (2014) baz1 kurkumin tiirevlerini, fizyolojik pH'da gelismis stabilite ve
kurkumin ile ilgili olarak artan sitotoksik aktivite ile metal selatlayicilar olarak hareket
eden potansiyel noroprotektif ajanlar olarak tasarlamis ve bu bilesiklerin Ga** ve Cu*
iyonlan ile etkilesime girme yeteneklerini deneysel ve teorik yaklasimla arastirarak,
sonuclart kursun bilesik kurkumin ile karsilastirarak ve terapoétik olarak potansiyel

uygulamalarini degerlendirmislerdir.

Khadrawy et al. (2021) bir ¢alismada, kurkumin kapli demir oksit nanoparcaciklarinin
(Cur-IONP'ler) antidepresan etkisi, reserpin ile indiiklenen sican depresyon modeli
kullanarak arastirdi ve Cur-IONP'ler ile tedavi edilen depresif sicanlarin ve depresif
sicanlarin  korteks ve hipokampiisiindeki davramis degisiklikleri ve nodrokimyasal

degisiklikleri degerlendirilmistir.

Pettine et al. (1999) calismalarinda As(I1l)'tin H2O: ile oksidasyonu genis bir pH, iyonik
kuvvet, sicaklik ve oksidan konsantrasyonu araliginda NaCl ¢ozeltilerinde incelemistir.
As(III)'tin H20; ile oksidasyonu i¢in ¢ogu dogal su i¢in gegerli olan bir oran ifadesi verilmis

ve bu islemin ¢evresel 6nemi elestirel olarak degerlendirmistir.

Chandraker et al. (2020) Bryophyllum pinnatum (Lam.) yaprak ekstresini kullanarak
AgNP'leri sentezlemeyi ve fotokatalitik, DNA baglama, H»O; algilama, serbest radikal

sliplirme, antimitotik ve sitotoksik aktivite potansiyellerini arastirmistir.

Chandraker et al. (2019) A. conyzoides'in sulu yaprak ekstresini kullanarak AgNP'leri
sentezlemek ve karakterize etmislerdir. Ek olarak, AgNP'lerin DNA baglama, serbest
radikal siliplirme, MB'nin fotokatalitik bozunmasi ve H2O: algilama 0&zelliklerini

arastirmislardir.
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Mirza et al. (2018) calismalarinda Agrewia optiva (Dhaman veya Biul) ve Prunuspersica
(Seftali) yapragi ekstresi kullanarak, biyojenik sentez yoluyla tehlikeli toksik kimyasallar
kullanilmadan, kapatma ve stabilize etme ajani olarak demir oksit nanopargaciklari
sentezlenmis, c¢esitli karakterizasyonlar1 yapilmis ve antibiyotik Siprofloksasin ve
Gentamisin, sirastyla gram pozitif ve gram negatif bakteriler i¢in referans standart ilaglar
olarak kullanilmistir. Fito ekstraktlarimin ve hazirlanan nanopartikiillerin antioksidan
aktivitesi, standart olarak L askorbik asit kullanilarak 2,2 difenil-1-pikrilhidrazil

(DPPH)serbest radikal analizi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Igbala et al. (2020) Biogenic synthesis of green and cost effective iron nanoparticles and
evaluation of their potential biomedical properties adli ¢aligmalarinda IONP'leri, hem
indirgeyici hem de stabilize edici maddeler olarak Rhamnella gilgitica yaprak Oziitii
kullanilarak basit¢e sentezlemis ve SEM, TEM, XRD, DLS, FT-IR, EDX ve Raman
spektroskopisi kullanarak karakterize etmistir. HepG2 kanser hiicrelerine kars1 antikanser
aktivitesini incelemis ve disk diflizyon yontemi ile dnemli antibakteriyel ve antifungal

aktiviteleri incelenmistir.

Radinia et al. (2018) calismalarinda Trigonella foenum-graecum ekstrakti ile sifir degerli
demir nanoparcaciklari (Fe0) (ZV-Fe NP'ler) sentezlemis ve bu nanoparcaciklari sulu bir
ortamda stabilize etmislerdir. Ayrica Fe NP'ler UV-goriiniir spektrometri, X-1s1n1 kirmimi
(XRD), termogravimetrik analiz-tiirev termo-gravimetrik (TGA/DTG), manyetizasyon,
Fourier transform kizilotesi (FTIR) spektroskopisi ve transmisyon elektron mikroskobu
(TEM) gorintiileri ile karakterize etmisler ve ayrica E. coli ve S.aureus gibi

mikroorganizmalarla Fe NP'lerin antibakteriyel etkinlikleri belirlenmistir

Gilindogdu ve ark. (2019) calismalarinda, SH-SYSY hiicrelerini in vitro norodejeneratif
hastalik modeli olarak kullanmislardir. SH-SYSY hiicreleri, tek basina cesitli hcy
konsantrasyonlari, tek basina sft (kuyudaki nihai konsantrasyonlar sirasiyla 10-250 uM ve
0,1-5 mM 1idi) ve her ikisinin bir kombinasyonu (hcy + sft) ile muamele edilmis ve
sitotoksisiteleri ve genotoksik etkileri, XTT testi ve Comet testi kullanilarak ve oksidatif
stres lizerindeki etkileri arastirmislardir. Toplam antioksidan-oksidan durum (TAS-TOS)
kitleri kullanilarak incelemis ve en yiiksek toksik dozlarda hcy ve sft bulduklarim1 ve

sirastyla 250 uM ve 5 mM olabilir, ancak maksimum toksik etki hcy + sft igcin
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gozlendiklerini, ayrica, tiim gruplarda DNA hasarinda belirgin bir artis oldugunu ancak
hcy+sft'de kullanildiginda maksimum hasar NS oksidatif stres indeksi hcy+sft'de anlamli
olarak arttigin1 bildirmistir. Sft ve hcy diizeylerindeki artigin belirlenmesi, norodejeneratif
hastalik semptomlar1 ortaya ¢ikmadan hastaliklarin ortaya ¢ikmasinin geciktirilmesine

katkida bulunabilir oldugunu 6n gérmiislerdir.

Oguz ve ark.(2021) calismalarinda, likopenin As>O3 kaynakli noronal hasar ve ilgili
mekanizmalar tizerindeki etkilerini arastirmay1 amaclamislardir. Likopen, SH-SYSY insan
noroblastom hiicrelerinde 2 uM As;O3 maruziyetinden bir saat Once farkl
konsantrasyonlarda (2, 4, 6 ve 8 uM) uygulanmis ve likopenin antioksidan etkisi,
siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) hidrojen peroksit (H202), malondialdehit
(MDA), toplam antioksidan durumu (TAS) ve toplam oksidan durumu (TOS) 6l¢iilerek
belirlemislerdir. MTT sonuglar1 ve LDH sitotoksisite analizleri, 8 uM likopen ile on islemin
As20s'e bagh toksisiteyi dnemli Olciide iyilestirdigini gosterdiklerini ve likopen ile 6n
tedavi uygulanarak, As>Os'e maruz kalan hiicrelerde toplam antioksidan durumunun yani
sira anti-oksidatif enzimlerin aktivitelerini 6nemli Olgiide arttirdi ve toplam oksidatif
durumunu azalttigin1 ve likopenin kansere karsi giiclii bir néroprotektif olabilecegini
gostermisler ve oksidatif stres ve ¢esitli norolojik hastaliklarda ndronal hasar1 veya 6liimii

onlemek i¢in kullanilabilir oldugunu kaydetmislerdir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

FeCly, FeCls, NaOH, fosfat tamponu (PBS), Kurkumin(Chem-Imlex Int’l Inc) , Tripsin-
EDTA, Tripan-blue, WST-1 canlilik testi, penisilin-streptomisin soliisyonu, FBS (fetal
bovine serum), SDS, DMEM (Dulbecco®s Modified Eagle Media), %70’lik ve %95°1ik etil
alkol, metanol, DMSO (Dimetil siilfoksit), PBS, (Phosphate buffer saline), Total
antioksidant status (TAS) kiti (Rel Assay Diagnostics, Ref#RL0017),Total oksidant status
(TOS) kiti (Rel Assay Diagnostics, Ref#RL0024) Thoma lami, 25 ve 75 cm’lik flasklar,
cesitli ebatlarada serolojik pipetler, 96-kuyucuklu kiivetler, 15 ml santriifijj tiipleri, 50 ml
santriifiij tiipleri, ¢esitli ebatlarda edendorf tiipleri, ¢esitli ebatlarda otomotik pipetler,

Homojenizator (Hiicre parcalama tiipti).

Kullanilan cihazlar ise Mikrobiyolojik emniyet kabini, Isitmali su banyosu, otomatik
pipetler, derin dondurucu, vorteks, sonikator, hassas terazi, buzdolabi (+4C), otoklav, saf
su cthazi, Etiiv, %5 COz inkiibatorii’diir. Blender cihazi (waring) manyetik karistirict (IKA
C MAG HS7), etiiv (memmert), santrifiij cihaz1 (Hettich Universal 320 R), UV-Visible
Spektrofotometre (Shimadzu UV-3600), X-Isin1 Difraktometresi(Rigaku Ultima), fourier
dontisimli kizilotesi spektroskopisi (Perkin Elmer Spectrum 100), Taramali elektron

mikroskobu(SEM), (Jeol JSM 6510), ELISA cihaz1 (Spektramax 384 Plus).

3.2. Yontem

3.2.1. Demir Nanopartikiil Sentezi

Nanopartikiillerin sentezlenmesi i¢in farkli molariterlerde; Kur@NP1’ den: 0,01 M FeCla,
0,02 M FeCls ve 0,001 M kurkumin kullanildi, Kur@NP2’ den: 0,01M FeCl», 0,02 M
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FeClI3 ve 0,001 M kurkumin ile hazirlandi, Kur@NP3’ den: 0,005 M FeCl; ardindan 0,01
M FeClIsz ve 0,001 M kurkumin kullanildi, Kur@NP4’den: 0,005 M FeCl,, 0,01 M FeCl3
0,01 M kurkumin hazirlandi. (FeCl,, FeClz ve Kurkumin her biri 100 ml olacak sekilde).
Ardindan 500 ml’lik behere alinip manyetik karistiric ile karistirildi. Ardindan 60°C'ye
geldikten sonra belirlenen molaritelerde kurkumin eklenerek 10 dk. bekletildi. Daha sonra
karigima, hazirlanan 2M NaOH eklenerek uygun Ph ile (Ph 10,45°1 gecmeyecek sekilde)
eklendi. Ardindan 30 dk. 60°C'de manyetik karistiricida karistirildi. Hazirlanan karisim 24
saat bekletildikten sonra ¢oken nanopartikiiller falkon tiiplere alinarak distile su ile yikanip
4500 rpm de 6 dakika boyunca santifiij edildi.(bu islem 2 defa distile su 1 defa 3/1 oraninda
distile su ve etil alkol,1 defada etanol eklenerek ayni islemde santifiij edildi.) Santifiij

iseminden sonra falkon tiipteki nanopartikiiller vakum altinda 70°C'de sicaklikta kurutuldu.

3.2.2. Hiicre Kiiltiiri

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Hiicre Kiiltiirti Laboratuvarinda bulunan DMEM
besiyerinde SH-SYS5Y hiicre hatt1 kullanilarak yapilan ¢alismada hiicre kiiltiirii %5 CO2’li
inkiibatorde 37°C’de hiicre kiiltiir flasklarinda belli bir yogunluga ulasana kadar hiicreler
inkiibe edildi. Belirli yogunluga ulasana kadar bu hiicrelerin besiyerleri degistirildi ve
akabinde fosfat tamponu ile yikama iglemi yapildi. Yikanan hiicreleri kaldirmak i¢in flaska
2 ml tripsin enzimi eklenip %5 CO2’li inkiibatérde 4 dk. inkiibe edildi. Hiicreler
kaldirildiktan sonra santrifiij islemi yapilarak tripsin uzaklastirilacaktirildi ve 2 ml temiz
besiyeri eklendi. Daha sonra falkon tiipten 20 nL 6rnekler alinip ependorf tiipe konulduktan

sonra 10 pL tripan blue eklenerek ve hiicre sayimi yapilda.

SH-SYS5Y, bilimsel ¢alismalarda kullanilmak iizere izole edilmis insan kaynakli bir hiicre
hattidir. Bu hiicre ilk kez 1973'te néroblastomlu bir hastadan kemik iligi biyopsisinden
izole edilen SK-N-SH hiicre hattindan 1978 yilinda klonlanlama yapilarak elde edilmistir.
Morfolojik olarak in vitro noroblast hiicrelerine benzer fenotipe sahiptir ve noronal hiicre
benzeri 6zellikleri nedeniyle norodejeneratif hastalik caligmalarinda kullanilmaktadir (Xie

et al. 2010; Cheng et al. 2013).
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SH-SYSY hiicre hattinda oksidatif stres ajani olarak kullanilacak H>O>’in LDso degeri ve
etkin doz degerleri HoO» varliginda farkli molaritelerde sentezlenen FeNP’ler, herbirinin
hiicre canlilig: tizerine etkileri (250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 15,62
pg/ml, 7,81 pg/ml, 3,91 pg/ml, 1,95 pg/ml) konsantrasyonda hiicre kiiltiiri ortaminda

seyreltilerek ve hiicrelerle muamele edilerek 24-48 saat inkiibe edilmistir.

3.2.2.1. SH-SYSY Hiicre Kiiltiiri Hazirlanmasi

Calismalarimizda, insan noroblastoma SH-SYSY hiicre hatti kullanilmigtir. Morfolojik
olarak hiicreler yapiskan karakterde olup, ig seklinde tek tabaka halinde tiremektedirler.
SH-SYSY hiicre hattt DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) ile birlikte %10 fetal
bovine serumu (FBS), %1 Penisilin-streptomisin igeren besiyerinde, %5 CO: igeren
37°C’ye ayarli karbondioksit inkiibatériinde nemli atmosfer altinda kiiltiire alinmistir. SH-
SYSY hiicre kiiltiiri asagidaki protokole gore hazirlanmistir. -80°C°de %10 DMSO ile
dondurulmus SH-SYS5Y Kkaryotiipler igindeki hiicreler, ¢oziinmesi icin 37°C’de su
banyosuna konulmustur. Hiicreler ¢oziindiikten sonra tizerine 3-4 ml yeni DMEM besiyeri
eklenerek, hemen 15 ml’lik santrifiij tiiptine alinmustir. Tiipler, 1500 rpm’de 5 dk santrifiij
edildikten sonra siipernatant kisim atilarak hiicre pelletinin lizerine, 1 ml besiyeri eklenmis
ve pipetaj yapilarak hiicrelerin medium igerisinde homojen olarak dagilmasi saglanmistir.
Steril T25 flasklara toplam 8 ml DMEM besiyeri eklenerek homojen haldeki hiicrelerden
esit hacimde 3 ayr1 flaska ekim yapilmistir. Ekim yapilan flasklar, 37°C, %95 nem ve %5
CO» olacak sekilde karbondioksit inkiibatoriine konulmustur. Giin asir1, invert mikroskop
altinda hiicreler yogunluklari ve morfolojileri bakimindan degerlendirilmis ve gerektiginde
eski besiyeri ortam1 8 ml taze besiyeri ile degistirilmistir. Hiicreler, %70-80 yogunluga
ulagtiklarinda pasajlanmistir.  SH-SYSY hiicrelerinin pasajlama islemi; Hiicrelerin
bulundugu flasklardaki besiyeri, hiicrelere dikkat edilerek serolojik pipet yardimiyla
uzaklastirilmistir. Hiicreler lizerine, 4 ml PBS eklenmis ve hiicrelere zarar vermeyecek
sekilde sekilde yikanmistir. 1-2 dk sonra PBS ortamdan uzaklastirilmistir. Hiicrelerin
tizerine flask ylizeyinden ayrilmalarini saglamak i¢in 1 ml %0,05 tripsin-EDTA soliisyonu
eklenmistir. Tripsinin etkisini gosterebilmesi i¢in 37°C’ye ayarli karbondioksit
inkiibatoriine konulan flaskta hiicrelerin zeminden kalktigindan emin oluncaya dek (~1-2
dk) beklenmistir. Daha sonra tripsinin etkisini inhibe etmek amaciyla flaska 4 mL besiyeri
eklenmistir. Pipet yardimiyla, flask tabanindan kaldirilan hiicreler 15 ml’lik santrifiij

tiipline toplanmis ve tiip, 1500 rpm’de 5 dk. siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi
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sonunda siipernatant atilarak hiicre peleti lizerine 1 ml besiyeri eklenmis ve pipetaj
yapilarak hiicrelerin medium igerisinde homojen olarak dagilmasi saglanmustir.

Flasklarin igerisine toplam 8 ml besiyeri eklenmis ve 3 ayri flaska bir 6nceki basamaktaki
hiicre slispansiyonundan ekim yapilmistir. Ekim yapilan flasklar, %95 nem ve %5 CO-

olacak sekilde 37°C’ye ayarl1, karbondioksit inkiibatdriine konulmustur.

3.2.2.2. SH-SYSY Canh Hiicrelerin Sayim

Pasajlama isleminde anlatildig1r gibi tripsinizasyon islemi sonrasi hiicrelere besiyeri
eklenerek, 15 ml’lik santrifiij tiip icerisine alinmis ve 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir.
Santriflij sonrasi olusan siipernatant uzaklastirlmis ve hiicre peletinin iizerine pelet
miktarma gore (~2-5 ml) besiyeri eklenerek pipetaj islemi ile homojenizasyon elde
edilmistir. Hazirlanmis hiicre siispansiyonundan 50 pl ve tripan mavisi boyasindan 50 pl
alinarak pipetaj yoluyla karisim hazirlanmistir. Bu karisimdan, 10 pl alinip Thoma Lamina

konularak 1g1k mikroskobu altinda hiicre sayima gerceklestirilmistir.
3.2.2.3. WST-1 ile Sitotoksisiste Testi

WST-1 testi, suda ¢oziilebilir bir bilesik olan {4-[3-(4-lodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-
tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat} maddesinin, canli hiicreler tarafindan formazan
bilesinine indirgemesi prensibine dayanmaktadir. Calismamizda, sitotoksisite yontemi i¢in
kolorimetrik bir yontem olan WST-1 sitotoksisite testi kullanilmigtir. WST-1 sitotoksisite
testi kitin temin edildigi firmanin belirledigi protokole gore gerceklestirilmistir. SH-SYSY
hiicre hattinda oksidatif stres ajan1 olarak kullanilmis H202’in LDso degeri ve etkin doz
degerleri H,O; varliginda FeNP’ler ve saf kurkumin kullanilarak herbirinin hiicre canliligi
iizerine etkileri (250 pg/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,25 pg/ml, 15,62 pg/ml, 7,81 pg/ml,
3,91 pg/ml, 1,95 ng/ml) konsantrasyon da hiicre kiiltiir ortamui ile seyreltilerek ve hiicrelerle
muamele edilerek 24-48 saat inkiibe edilmistir. Hiicre canlilig1 lizerine etkilerini WST-1

testi ile belirlenmistir.

WST-1 testi 15181 450 nm’de absorbe eden koyu kirmizi formazani olusturmak iizere
mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan tetrazolyum tuzu WST-1’in par¢alanmasina
dayanmaktadir. WST-1 toksisite testinde canli hiicreler sari1 renk olusturur ve oli
hiicrelerde renk olusumu spektrofotometrik olarak 450 nm’de ve boyanin WST-1 varlig1
600 nm’de negatif girisim olarak belirlenerek absorbans degerleri okutularak grafige

gecirilmistir. Inkiibasyona birakilan plakalara 24 saatlik bekleme siiresinden sonra her bir
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kuyucuga 10 pl WST-1 soliisyonundan eklenmistir. Orbital calkalayicida 96-kuyucuklu
plakalar diisiik hizda karistirilmis ve karbondioksit inkiibatériinde 4 saat boyunca
inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon siiresinin bitiminde, mikroplaka okuyucuda 450 nm

dalga boyunda ve 600 nm referans dalga boylarinda okuma islemi gerceklestirilmistir.

SH-SYS5Y insan noéroblastoma hiicrelerinde H>O>’in ortalama letal doz (LDso) degeri; H2O»
varliginda FeNP’ler maksimum noroprotektif etki gdsterdigi (Emax) doz konsantrasyon
degerleri, Emax degerlerindeki FeNP’lerin néroprotektif etkisi; HoO» yoklugunda Emax
degerlerindeki FeNP’ler hiicre canlilig1 iizerine etkileri WST-1 testi ile belirlendi. Hiicre
canlilig1 yiizdesi her bir kuyucukta 6l¢iilen optik dansite degerinin kontrol optik dansite
degerine bdliinmesi ve yiliz ile carpilmasi ile asagidaki formiile uygun olarak

hesaplanmustir.

Hiicre Canlilik Yiizdesi = [Doz grubu Absorbansi 450-600 / Kontrol Grubu Absorbansi
450-600] x 100

3.2.2.4. H20:ile In Vitro Norodejenerasyon Modelinin Olusturulmasi

SH-SYSY noroblastoma hiicrelerinde oksidatif stres kaynakli norodejenerasyon modeli
olusturmak i¢in 75 pM, 87,5 uM, 125 uM, 150 uM, 175 uM, 250 uM, 300 uM 350 pM,
500 uM, 700 uM, 1000 uM konsantrasyonlarda H»>O, ile hiicreler 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra WST-1 hiicre canlilik testi yapildi. Hiicre canlilik testi sonunda en az
%50 oraninda hiicre dliimiine yol acan konsantrasyon (LDso) degeri belirlendi. Daha
sonraki ¢alismalarda SH-SYS5Y hiicrelerinde norodejenerasyon modelini olusturmak i¢in

bu LDso degeri ile ¢alisilmaya devam edildi.
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3.2.2.5. In Vitro Norodejenerasyona Kars1 FeNP’lerin Doz Araliklarinin
Belirlenmesi

SH-SYS5Y hiicreleri 96 kuyucuklu plaklarn her bir kuyusuna 100 pl’de 1x10* yogunlukta
olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin tutunabilmesi icin ilk 24 saat besiyeri i¢cinde 37°C’de %5
CO: igeren etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra kuyucuklarda bulunan besiyeri
dikkatli bir sekilde g¢ekilerek atildi. Daha 6nceden (250 ug/ml, 125 pg/ml, 62,5 pg/ml,
31,25 pg/ml, 15,62 pg/ml, 7,81 pg/ml, 3,91 pg/ml, 1,95 pg/ml) konsantrasyonlarda
besiyeri ile seyreltilerek hazirlanan kurkumin ve FeNP’ler ¢ozeltileri kuyucuklara
eklenerek SH-SYSY hiicrelerine muamele edildi ve 37°C’de %5 CO» igeren etiivde 24 saat
inkiibe edildi ardindan 24 saat gegtikten sonra kuyucuklarda bulunan besiyeri ¢ekilerek

atildi. WST-1 canlilik kiti ile belirlendi.

Norodejenerasyona karst kullanilacak uygun konsantrasyonlar belirlendikten sonra daha
onceden belirlenen (LDso) degeri 300 uM H>O» igeren besiyeri ile seyreltilerek hazirlanan
FeNP’ler cozeltileri kuyucuklara eklenerek SH-SYSY hiicreleri ile muamele edildi ve
37°C’de %5 COz iceren nemlendirilmis etiivde tekrar 24 saat inkiibe edildi. Es zamanli
olarak kontrol gruplarini olusturmak i¢in hiicrelere sade besiyeri eklendi ve 24 saat inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan SH-SY5Y néroblastoma hiicrelerinde in vitro oksidatif stres
kaynakl1 norodejenerasyon modeline karsi FeNP’ler maksimum noroprotektif etki (Emax)
gosterdigi doz konsantrasyon degerleri WST-1 hiicre canlilik testi ile belirlendi. Daha
sonraki denemelerde SH-SYSY hiicrelerinde in vitro oksidatif stres kaynakli
norodejenerasyon modeline karst FeNP’ler bu Emax gosterdigi doz konsantrasyon

degerleri ile ¢calisilmaya devam edildi.

3.2.2.6. Toplam Antioksidan Seviyesi (TAS)

Cesitli antioksidan molekiillerin bagimsiz olarak Olgiimii zaman alici, yogun emek
gerektiren, pahali, karmasik teknikler gerektirebilir. Bu nedenle, toplam antioksidan
durumu (TAS) olarak bilinen bir numunenin toplam antioksidan potansiyeli 6l¢iiliir.
Ornekte, antioksidanlar radikal koyu mavi-yesil renkli ABTS'yi renksiz indirgenmis ABTS
formuna disiirir. 660 nm'de numune absorbansindaki degisiklik, toplam numune

antioksidan seviyesi ile iligkilidir. Test kiti, geleneksel olarak bir E vitamini analogu olan
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Trolox Esdegeri olarak tanimlanan stabil bir antioksidan standart soliisyonla kalibre edilir.
Ik asamada; 18 pl numune, standart ve dH>0, 96 kuyucuklu plakalarda belirli kuyucuklara
konuldu. Tiim kuyucuklara 300 ul Reaktif 1 (R-1) soliisyonu eklendi. Plakanin 660
nm'sindeki absorbans, Elise Reader cihazi ile[Ilk 6l¢iim: A1] ile 6l¢iildii. Daha sonra
kuyucuk basina 45 pl Reaktif 2 (R-2) soliisyonu eklenir ve plakta Reaktif 1 ile karistirilir.
Plaka oda sicakhiginda 10 dakika beklemistir. Inkiibasyondan sonra plakanin 660
nm'sindeki absorbans tekrar 6l¢iildii [Ikinci 6l¢iim: A2]. AAbs, Al'den A2 eksi ile her kuyu
icin hesaplandi. TAS'in formiilasyonu asagida mevcuttur.

TAS (mmol/L) = [AAbs H20-AAbs Sample] / [AAbs H20-AAbs Sample]

3.2.2.7. Toplam Oksidan Seviyesi (TOS)

Metabolik ve fizyolojik siire¢lerde reaktif oksijen iiretilir ve bunlar1 enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidatif mekanizmalar yoluyla uzaklastiran organizmalarda zararli oksidatif
reaksiyonlar meydana gelebilir. Belirli kosullar altinda oksidanlarin artmasi ve
antioksidanlarin azalmasi 6nlenemez duruma gelirse, oksidatif stres veya bir¢ok metabolik
bozukluk gelisir. Calismada 45 ul numune, dH20 ve standartlar 96 kuyucuklu plaklardaki
kuyucuklara konuldu. Tiim kuyucuklara 300 pl Reaktif 1 (R-1) soliisyonu eklendi.
Plakanin 530 nm'sindeki absorbans, Elisa Reader cihazi ile [Ilk 6l¢iim: A1] ile 6l¢iildii.
Daha sonra kuyucuk bagina 15 pl Reaktif 2 (R-2) soliisyonu eklenir ve plakta Reaktif 1 ile
karistirilir. Plaka oda sicakliginda 10 dakika beklemistir. Inkiibasyondan sonra plakanin
660 nm'sindeki absorbans tekrar 6lciildii [Ikinci dl¢iim: A2]. AAbs, Al'den A2 eksi ile her
kuyu i¢in hesaplandi. TOS'un formiilasyonu asagida mevcuttur.

TOS (umol/L) = [AAbs Sample] / [AAbs Standard] * 10



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Demir Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu

Biyolojik bir sentez olan yesil sentez yontemi ile sentezlenen Kur@FeNP1’nin topografik,
yapisal, morfolojik ve optik 6zellikleri UV-Vis, FTIR, XRD, SEM, TEM, EDX, ve Zeta

potansiyeli kullanilarak karakterizasyonlar1 yapildi.

4.1.1. UV-Vis (Ultraviyole-Goriiniir Spektroskopi)

Yesil sentez yontemiyle sentezlenen Kur@FeNP1’leri olusturan bilesenlerin 200-1100 nm
dalga boyu araliginda alan taramasi UV-VIS spektromu ile karakterize edilmistir. 350
nm’de nanopartikiillerin gdsterdigi maksimum pik absorbans degeri olarak okunmus ve
yiiksek bir enerji sogurmasi goriilmiistiir. Demir elektronlarinin yiizey plazmasinda
olusturdugu rezonanslarindan kaynaklanan bantlarin 205 nm ve 350 nm aralifinda oldugu

bilinmektedir (Gierschner et al. 2012).
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Sekil 4.1. Kur@FeNP1 nin UV-Vis alan taramasi
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Kurkumin kullanilarak yesil sentezle elde edilen demir nanoparikiil UV-Visible

spektrofotometrede 445 nm’de absorsiyon spektrumu 200-1100 nm dalga boyu araliginda

alan taramasi yapilmistir (Sekil 4.1).

4.1.2. XRD (X-Isim1 Difraksiyonu)

Kur@FeNP1 nin kristal yapis1 ve faz tanimlamasi, XRD ile karakterize edildi. XRD analizi
sonucu Sekil 4.2. de goriildiigii gibi 20 6lgeginde yapilan XRD analizinde Kur@FeNP1’ler
29,2°,41,8°, 48,6°, 57,8° ve 63,4°°de karakteristik pikler vermistir. Elde edilen bu piklerin
Kur@FeNP1’lerin manyetite ait olan karakteristik pikler oldugunu ve kiibik spinel yapida
oldugu tespit edilmistir (Lan et al. 2007; Palanisamy et al. 2013; Gautam et al. 2015).
Yansima veren diizlemler sirasiyla (211), (222), (400), (332) ve (431) olarak

indekslenmistir.

Kur@FeNP1’'nin XRD analizi sonucu, manyetite nanopartikiillerinin sentezini
dogrulamakla beraber Kur@FeNP1’nin XRD analizinde farkli difraksiyon piklerinin
olmamasi elde edilen iiriinlerin manyetit olmayan safsizliklar olmadig1 goriilmiistiir. Elde
edilen Kur@FeNP1 nin nanoapartikiildeki pikler demir oksite ait kristal yapidaki piklerdir
ve bu pikler sentezlenen manyetite (Fe3O4) formudur. Kur@FeNP1 nin referans modeline

(Referance kodu: 00-032-0469/ Kiibik) uymaktadir.
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Sekil 4.2. Yesil sentez metodu ile sentezlenen Kur@FeNP 1’ nin XRD grafigi
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4.1.3. Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

Yesil sentez yontemi ile sentezlenen Kur@FeNP1’ nin yapisal, morfolojik sekilleri TEM

kullanilarak incelenmistir. Boyut histogram grafiginde nanopartikiiliin boyutu 18 nm

olarak ol¢iildii.

Sekil 4.3. Kur@FeNP1’nin TEM goriintiileri
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Sekil 4.4. Kur@FeNP1 nin boyut histogram grafigi



4.1.4. Zeta Potansiyeli
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Yesil sentez metodu ile elde edilen Kur@FeNP1 nin elektriksel yiikii zeta potansiyeli ile

belirlenmistir.
Mean (mV) | Area (%) Std Dev
(mV)
Zeta Potential (mV): -18,9 | Peak 1: -18,9 100,0 0,063
Zeta Deviation (mV): 1,51 | Peak 2: 0,00 0,00 0,00
Conductivity (mS/cm): | 0,063 | Peak 3: 0,00 0,00 0,00
Result quality: Good
Zeta Potential Distribution
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Record 581: A-FeNp 1 — Record 582: A-FeNp 2 Record 583: A-FeNp 3

Sekil 4.5 Kur@FeNP1’nin Zeta potansiyel grafigi

Kur@FeNP1 nin elektriksel ylikii Zeta potansiyeli analiz sonucu —18,9 mV oldugu tespit

edilmistir. Kur@FeNP1’nin bu degeri orta derecede kararli oldugunu gostermektedir

(Bhattacharjee, 2016; Duman vd. 2021). Demir nanopartikiillerde organik bilesiklerin

demir nanopartikiillerin ylizeyine tutunmasindan dolay1 negatif deger gostermektedir

(Singh et al. 2020).
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4.1.5. FT-IR Spektroskopisi

Yesil sentez yotemiyle sentezlenen manyetik Kur@FeNPI1’nin diger elementlerle
olusturdugu baglarmin tespiti amaciyla 4000-500 cm™! dalga boyu araliginda FT-IR (Four
Dontigiimlii Infrared) spektrofotometre cihazi kullanilmistir. FT-IR tekniginin amact
nanopartikiil yapisinin igerisinde bulunan baglarin belirli frekanslarda yaydiklari

titresimleri 6lgmektir. (Veisi vd. 2016)

FT-IR Spektroskopisi metoduna gore Kurkumin etken maddesi Kur@FeNP1 nin
spektrumlar1 karsilastirildi.  FT-IR analizi, Kurkumin-FeNP’nin biyomolekiillerini
belirlemek ve aktif bilesenlerin fonksiyonel gruplari tanimlandi (Athar 2015).

Kur@FeNP1 nin FT-IR Spektroskopisi 882 cm™, 1023 cm!, 1650 cm™!, 2934 cm!, 3448

cm! degerli pikler elde edilmistir.
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Sekil 4.6. Kur@FeNP1’nin FT-IR spektroskopi grafigi
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4.1.6. Taramalh Elektron Mikroskobu (SEM)

Yesil sentez metodu ile elde edilen manyetik Kur@FeNP1’lerin karakterizasyonu igin sekil
ve boyut analizi SEM kullanilarak incelenmistir. SEM kullanilarak sentezlenen
nanopartikiil  morfolojik  Ozelliklerine ait alinan  goriintiiler  incelendiginde
Kur@FeNP1’lerin, yaklagik 20-60 nm capinda zincirler ve birbirleriyle temas halinde
oldugu tespit edilmistir. (Yoonus vd. 2021). Elde edilen SEM goriintiileri Sekil 4.7°de

verilmistir.

1 !
WD20mm,| S$S60 SEl 5kV WD20mig; SS60 %100 100pm
‘4 v Sample 5

3 A
Al

Sample , ! Sample

SEl  5kV WD19mm , SS60 x250 1§ 100um\?__ SEl  5kV WD18mm  SS60 x5b0.\ S0pm

Sekil 4.7. Kur@FeNP1 nin SEM goériintiileri
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SEM’den elde edilen goriintiilerden alinan sonuglara gore Kur@FeNP1’lerin morfolojik

yapilarinin kiibik olmakla beraber boyutlarinda farklilhik da gozlemlenmektedir. EDX

yontemi kullanilarak, Kur@FeNP1’nin yapisinda bulunan elementler tespit edilmistir

(Sekil 4.8). Sentezlenen nanopartikiil’iin yapisindaki Fe ve O elementlerinin pikleri

verilmistir.

Sekil 4.8. Kur@FeNP1’lerinin EDX analizi

Fe Fe
I WO WU TR W - Fe Fe
5
Cursor=
Wert=111 vWvindow O.005 - 40 .955= 1,770 cnt

Sekil 4.9. Kur@FeNp1’ nin yapisindaki Fe ve O’ nin pik grafigi
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4.2. Hiicre Canhilik Testleri Sonuclar1

4.2.1. WST-1 Testi Sonuclar

4.2.1.1. SH-SY5Y Hiicre Hattinda In Vitro Hidrojen Peroksit Norotoksisitesi
Sonuclari

SH-SYSY

Kontrol

E Hidrojen Peroksit

Absorbans (450 nm-600 nm)
=
]

N
Q
N

L R\ - BN N O
TN LS D

Hidrojen Peroksit Konsantrasyonu (unM)

Sekil.4.10. SH-SYS5Y hiicre hattinda in vitro hidrojen peroksit ndrotoksisitesi sonuglari

SH-SYS5Y hiicrelerine uygulanan H>O> doz konsantrasyonlar1 arttik¢a hiicrelerin canlilik
oranlarinin (175 pM, 150 puM, 87,5 uM, 75 uM H20: hari¢) doza bagl bir sekilde 6nemli
derecede azaldig1 gozlendi. Buna gore kontrol grubu ve artan konsantrasyonlardaki H>O»
gruplarinda hiicre canlilik oranlari sirasiyla %100, %95,29, %94,98, %93,90, %50,24,

944,21, %37,04 %13,19 olarak tespit edildi. H2O2’in LDso degeri %50 oraninda hiicre
Oliimiine yol acan 300 uM doz konsantrasyon degeri olarak belirlendi ve daha sonraki
deneylerde SH-SYS5Y hiicre hattinda in vitro nérodejenerasyon olusturmak i¢cin 300 uM

doz konsantrasyon degeri kullanildi.
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4.2.1.2. In Vitro Norodejenerasyona Kars1 Kullanilacak Kur@FeNP1, Kur@FeNP2,
Kur @FeNP3, Kur @FeNP4 ve Kurkumin Doz Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

SH-SYSY

E3 Kontrol
B Kur@NP1

Absorbans (450 nm-600 nm)

D 6} Q \ Y 6) 6) 6 N\
Q ) ) M o o)

Kur@NP 1 Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 4.11. In vitro nodrodejenerasyona kargt kullanillacak Kur@FeNP1, doz konsantrasyonlarinin
belirlenmesi

SH-SYS5Y hiicrelerinde Kur@FeNP1 kontrolle birlikte hiicre proliferasyonunda artig
gosteren konsantrasyonlar 250 pg/ml, 31,25 pg/ml ve 1,95 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu

konsantrasyonlar in vitro ndrodejenerasyona kars kullanilacak dozlar olarak belirlenmistir.
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SH-SYSY

E3 Kontrol

B Kur@NP 2

Absorbans (450 nm-600 nm)

> P N DO AL N
& \?’ ,5? ,\‘30\ \63‘9 ﬂ)\} Q7 AV NP

Kur@NP 2 Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 4.12. In vitro nérodejenerasyona karsi kullanilacak Kur @ FeNP2 doz konsantrasyonlarinin belirlenmesi

SH-SYS5Y hiicrelerinde Kur@FeNP2 kontrolle birlikte hiicre proliferasyonunda artig
gosteren konsantrasyonlar 250 pg/ml ve 1,95 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu

konsantrasyonlar in vitro ndrodejenerasyona kars1 kullanilacak dozlar olarak belirlenmistir.
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SH-SYSY

E3 Kontrol
H Kur@NP 3

Absorbans (450 nm-600 nm)

@ “ Q&) .\fDQ

Kur@NP 3 Konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 4.13. In vitro nérodejenerasyona karsi kullanilacak Kur @FeNP3 doz konsantrasyonlarinin belirlenmesi

SH-SYS5Y hiicrelerinde Kur@FeNP1 kontrolle birlikte hiicre proliferasyonunda artig
gosteren konsantrasyonlar 250 pg/ml ve 1,95 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu

konsantrasyonlar in vitro ndrodejenerasyona karsi kullanilacak dozlar olarak belirlenmistir.

SH-SYSY

N
|

w
1

E3 Kontrol
B Kur@NP 4

—
1

Absorbans (450 nm-600 nm)
1
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b Q& AP DD
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Sekil 4.14. In vitro norodejenerasyona karsi kullanilacak Kur @FeNP4 doz konsantrasyonlarinin belirlenmesi
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SH-SY5Y hiicrelerinde Kur@FeNP4 kontrolle birlikte hiicre proliferasyonunda artig
gosteren konsantrasyonlar 250 pg/ml, 125 pg/ml ve 1,95 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu

konsantrasyonlar in vitro ndrodejenerasyona karsi kullanilacak dozlar olarak belirlenmistir.

SH-SYSY

1 Kontrol
B Kurkumin

Absorbans (450 nm-600 nm)

» & AP k) D
SR SIS RN SIS S S

Kurkumin Konsantrasyonu (ug/mlL)

Sekil 4.15. In vitro nérodejenerasyona karsi kullanilacak Kurkumin doz konsantrasyonlarinin belirlenmesi

SH-SYSY hiicrelerinde kurkumin kontrolle birlikte hiicre proliferasyonunda artis gdsteren
konsantrasyonlar 250 pg/ml ve 1,95 pg/ml olarak belirlenmistir. Bu konsantrasyonlar in

vitro ndrodejenerasyona karsi kullanilacak dozlar olarak belirlenmistir.

4.2.1.3. In Vitro Norodejenerasyona Kars1 Kur@FeNP1, Kur@FeNP2,
Kur@FeNP3, Kur@FeNP4 ve Kurkumin Doz Konsantrasyonlarinin Sonuclari

SH-SYSY

E1 Kontrol

Hl Kur@NP 1+ Hidrojen Peroksit

Absorbans (450 nm-600 nm)
=
1

Kur@NP 1+ Hidrojen Peroksit Konsantrasyonu (ng/mkL)

Sekil 4.16. In vitro nérodejenerasyona karst Kur@FeNP1 doz konsantrasyonlarinin sonuglari
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SH-SY5Y  hiicrelerinde 300 uM H»O» varliginda oksidatif stres kaynakli
norodejenerasyona karsi artan konsantrasyonlarda (1,95 ug/ml, 31,25 pg/ml, 250 pg/ml)
Kur@NP1 in etkili oldugu konsantrasyon degerleri belirlendi. Hiicre canlilik testi sonunda
300 uM H>0, varliginda Kur@NP1 ile muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinde maksimum
noroprotektif etki (Emax) 250 pg/ml konsantrasyonda gézlemlenmis olup 300 uM H»O>’e

gore hiicre canliliginda %74,86 oraninda artis saglamistir.

SH-SYSY

Ea Kontrol

Hl Kur@NP 2+Hidrojen Peroksit

Absorbans (450 nm-600 nm)
=
1

I
> ) S
< Y BV
<
Kur@NP 2+Hidrojen Peroksit Konsantrasyonu (ng/mkL)

Sekil 4.17. In vitro nérodejenerasyona karst Kur@FeNP2 doz konsantrasyonlarinin sonuglari

SH-SYSY hiicrelerinde 300 pM H20: varliginda oksidatif stres kaynakli
ndrodejenerasyona kars1 artan konsantrasyonlarda (1,95 pg/ml ve 250 pg/ml) Kur@NP2’in
etkili oldugu konsantrasyon degerleri belirlendi. Hiicre canlilik testi sonunda 300 uM H20:
varliginda Kur@NP2 ile muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinde maksimum noroprotektif
etki (Emax) 250 pg/ml konsantrasyonda gozlemlenmis olup 300 uM H>O>’e gore hiicre

canliliginda %67,17 oraninda artis saglamistir.
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SH-SYSY

E3 Kontrol

Hl Kur@NP 3+Hidrojen Peroksit

Absorbans (450 nm-600 nm)
=
1

<
<
Kur@NP 3+Hidrojen Peroksit Konsantrasyonu (ung/mL)

Sekil 4.18. In vitro nérodejenerasyona karst Kur@FeNP3 doz konsantrasyonlarinin sonuglari

SH-SYSY hiicrelerinde 300 pM H20: varliginda oksidatif stres kaynakli
norodejenerasyona karsi artan konsantrasyonlarda (1,95 pg/ml, 250 pg/ml) Kur@NP3 in
etkili oldugu konsantrasyon degerleri belirlendi. Hiicre canlilik testi sonunda 300 uM H20:
varliginda Kur@NP3 ile muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinde maksimum néroprotektif
etki (Emax) 250 pg/ml konsantrasyonda gozlemlenmis olup 300 uM H20:’e gore hiicre

canliliginda %69.,4 oraninda artis saglamistir.

SH-SYSY

L
)
]

E3 Kontrol

El Kur@NP 4+Hidrojen Peroksit

Absorbans (450 nm-600 nm)

0.0-

Kur@NP 4+Hidrojen Peroksit Konsantrasyonu (ug/mkL)

Sekil 4.19. In vitro nérodejenerasyona kars1 Kur@FeNP4 doz konsantrasyonlarinin sonuglari
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SH-SYSY hiicrelerinde 300 puM HO, varlifinda oksidatif stres kaynakli
ndrodejenerasyona karsi artan konsantrasyonlarda (1,95 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml)
Kur@NP4’lerin etkili oldugu konsantrasyon degerleri belirlendi. Hiicre canlilik testi
sonunda 300 uM H»O; varliginda Kur@NP4 ile muamele edilen SH-SYSY hiicrelerinde
maksimum noroprotektif etki (Emax) 250 pg/ml konsantrasyonda gozlemlenmis olup 300

uM H20z’e gore hiicre canliliginda %70,68 oraninda artis saglamistir.

SH-SYS5Y
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w
|

E3 Kontrol

Hl Kurkumin + Hidrojen Peroksit

Absorbans (450 nm-600 nm)
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N
>
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Sekil 4.20. In vitro nérodejenerasyona karst Kurkumin doz konsantrasyonlarinin sonuglari

SH-SYSY hiicrelerinde 300 pM H20: varliginda oksidatif stres kaynakli
ndrodejenerasyona karsi artan konsantrasyonlarda (1,95 pg/ml ve 250 pg/ml) kurkuminin
etkili oldugu konsantrasyon degerleri belirlendi. Hiicre canlilik testi sonunda 300 uM H20:
varliginda kurkumin ile muamele edilen SH-SYS5Y hiicrelerinde maksimum noroprotektif
etki (Emax) 250 pg/ml konsantrasyonda gozlemlenmis olup 300 uM H>O>’e gore hiicre

canliliginda % 72,9 oraninda artis saglamistir.
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4.2.2. TAS ve TOS Kitleri ile Yapilan Oksidan Ve Antioksidan Seviye Olciimleri

4.2.2.1. TAS (Toplam Antioksidan Seviyesi) Sonug¢lari

2o TAS
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S 5 -I- B Kur@NP 1
g 1.0- = E 0 Kur@NP 2
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Sekil 4.21. Kur@NP’ lerin SH-SY5Y hiicre hatlarindaki Toplam Antioksidan Seviyesi

Elde edilen TAS degerlerine gore; artis diger grup konsantrasyonlarina oranla en yiiksek
antioksidan seviyesindeki artis Kur@NP1 250 pg/ml dir. Bunu takiben sirasiyla Kurkumin
250, Kur@NP2 250 pg/ml, Kur@NP3 250 pg/ml, Kur@NP4 250 pg/ml ve pg/ml
konsantrasyonlarinda antioksidan seviyesinde artis gozlenmistir. Diger grup
konsantrasyonlarinda ise anlamli olarak kabul edebilecegimiz Kur@NP1 31,25, Kur@
NP1 1,95, Kur@ NP2 1,95, Kur@NP3 1,95, Kur@NP4 1,95, Kurkumin 1,95

konsantrasyonlaridir. H>O> kontrole gore diisiik ¢ikmistir. Total antioksidan aktivite en
fazla 250 pg/ml konsantrasyonda Kur@FeNP’lerde arttigt (Demircan ve ark 2019)

tarafindan yapilan ¢calismamizi destekler niteliktedir.
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4.2.2.2. TOS (Toplam Oksidan Seviyesi) Sonug¢lari

TOS
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Kur@NP 1
Kur@NP 2
Kur@NP 3

Kur@NP 4
Kurkumin
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*{@ SESESEES

Konsantrasyon (ng/ml)
Sekil 4.22. Kur@NP’ lerin SH-SY5Y hiicre hatlarindaki Toplam OksidanSeviyesi

Elde edilen TOS degerlerine gore; en yiiksek oksidan diizeylerinde artis dier grup
konsantrasyonlarina oranla H>O»- de goriilmiistiir. En diistik degeri gosteren Kur@NP1 250
pug/ml nanopartikiiliidiir. Yine anlamli olarak kabul edilebilecek konsantasyonlar
Kurkumin 250 pg/ml, Kur@NP2 250 pg/ml, Kur@NP3 250 pg/ml ve Kur@NP4 250

pg/ml konsantrasyonlarida oksidan seviyesinde azalma goriilmiistiir.



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada kurkumin etken maddesi kullanilarak demir nanopartikiil sentezlenmistir.
Ozelliklede son yillarda oldukea tercih edilen yesil sentez olarak adlandirilan bu yéntemle
bitki kullanilarak nanopartikiil sentezi yapilir. Bu yontem kimyasal yontemlere nazaran
daha masum olduklar1 diisiiniilmektedir. Yesil sentez nanopartikiilleri yiiksek termal,
elektrik iletkenlikleri gibi sergilenen olagan tistii 6zellikleri ile 6nemli ve hizla biiyliyen
aragtirma alanlarindandir. Nanopartikiillerin kullanildig1 (kozmetik, biyomiihendislik,
katalizor, tip gibi) alanlar itibariyle biyouyumluluk o6zellikleriyle ¢evre dostu olarak
bilinirler. Caligmada biyolojik bir sentez olan yesil sentez yontemi ile farkli molaritelere
sahip 4 farkli Kur@FeNP sentezlenmistir. Manyetik 6zelligi en iyi olan Kur@FeNP1
oldugu icin calismalara Kur@FeNP1’in karekterizasyonu iizerinden devam edildi. Bu
NP’lerin yapisal, UV-Goriiniir (UV-VIS) spektrofotometresi kullanilarak degerlendirildi.
Taramali elektron mikroskobu (SEM), enerji dagilimli X-1g1n1 analizi (EDX), transmisyon
elektron mikroskobu (TEM), X-1s1n1 difraktometrisi (XRD) ve Fourier transform kizilotesi
(FTIR) spektroskopisi, Kur@FeNP1'lerin olusumunu dogrulamak ve mevcut baglarin
morfolojisini, temel bilesimini, seklini ve boyutunu, faz bilesimini ve dogasini belirlemek
icin yapilmustir. Karakterizasyon yontemlerinden UV-Visible Spektroskopi yontemiyle
demir nanopartikiillerin optik 6zelliginin belirlenmesi i¢in 200-1100 nm dalga boyu
aralifinda alan taramasi yapilmistir. 350 nm’de genis bir bant olusmus ve yiiksek bir enerji
sogurmasi goriilmiistiir. Demir elektronlarin olusturdugu yiizey plazma rezonansindan

dolay1 bantlarin 205-350 nm civarinda oldugu gézlenmistir.

XRD yontemiyle Kur@FeNP1’lerin kristal ve faz tanimlamasi karakterize edildi. XRD
analizi sonucu 20 Olceginde yapilan XRD analizinde Kur@FeNP1’ler FeNP’ler 29,2°,
41,8°, 48,6°, 57,8° ve 63,4°°de karakteristik pikler vermistir. Elde edilen bu piklerin
Kur@FeNP1’lerin manyetite ait olan karakteristik pikler oldugunu ve kiibik spinel yapida
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oldugu tespit edilmistir (Lan et al. 2007; Palanisamy et al. 2013; Gautam et al. 2015)
yaptiklar1 ¢alismalar destekler niteliktedir. Yansima veren diizlemler sirasiyla (211), (222),
(400), (332) ve (431) olarak indekslenmistir. Kur@FeNP1’nin XRD analizi sonucu,
manyetite nanopartikiillerinin sentezini dogrulamakla beraber Kur@FeNP1’nin XRD
analizinde farkli difraksiyon piklerinin olmamasi elde edilen {iriinlerin manyetit olmayan
safsizliklar olmadig1 goriilmiistiir. Elde edilen Kur@FeNP1’nin nanoapartikiildeki pikler
demir oksite ait kristal yapidaki piklerdir ve bu pikler sentezlenen manyetite (Fe3Oa)
formudur. Kurkumin@FeNP1’nin referans modeline (Referance kodu: 00-032-0469/
Kiibik) uymaktadir.

TEM Yesil sentez yontemi ile sentezlenen Kur@FeNP1’nin yapisal, morfolojik sekilleri
TEM kullanilarak incelenmistir. TEM degerlendirmesi, pargaciklarin toplandigini gosterir.
Parcaciklarin seklinin kiibik oldugu tespit edilmistir. Ilk olarak, SEM mikrografinda
gozlenen parcaciklarin kiibik sekli, TEM sonucu, boyuta yakin homojenlige sahip
parcaciklar gosteren pargaciklarin SEM morfolojisini destekler nitelikte oldugunu

Zeta potansiyeli yesil sentez metodu ile elde edilen Kur@FeNP1 nin elektriksel yiikii zeta
potansiyeli ile belirlenmistir. Kur@FeNP1 nin elektriksel yiikii Zeta potansiyeli analiz
sonucu —18,9 mV oldugu tespit edilmistir. Kur@FeNP 1 nin bu degeri orta derecede kararl
oldugunu gostermektedir (Bhattacharjee 2016; Duman vd. 2021). Demir nanopartikiillerde
organik bilesiklerin demir nanopartikiillerin yiizeyine tutunmasindan dolayr negatif deger

gostermektedir (Singh et al. 2020) yaptiklar1 ¢aligmalarla uyumludur.

FT-IR spektroskopisi yesil sentez yotemiyle sentezlenen manyetik Kur@FeNP1 nin diger
elementlerle olusturdugu baglarmnin tespiti amaciyla 4000-500 cm™ dalga boyu araliginda
FT-IR (Four Doniistimlii Infrared) spektrofotometre cihazi kullanilmistir. FT-IR tekniginin
amac1 nanopartikiil yapisinin igerisinde bulunan baglarin belirli frekanslarda yaydiklar
titresimleri 6lgmektir (Veisi et al. 2016). FT-IR Spektroskopisi metoduna gore Kurkumin
etken maddesi Kur@FeNP1 nin spektrumlari karsilagtirildi. FT-IR analizi, Kur@FeNP’nin
biyomolekiillerini belirlemek ve aktif bilesenlerin fonksiyonel gruplari tanimlandi (Athar
2015). Kur@FeNP1 nin FT-IR Spektroskopisi 882 cm™, 1023 cm™, 1650 cm™, 2934 cm’!,
3448 cm! degerli pikler elde edilmistir.
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SEM (Taramali Elektron Mikroskobu) yesil sentez metodu ile elde edilen manyetik
Kur@FeNP1’lerin karakterizasyonu i¢in sekil ve boyut analizi SEM kullanilarak

incelenmistir.

SEM kullanilarak sentezlenen nanopartikiil morfolojik 6zelliklerine ait alinan goriintiiler
incelendiginde Kur@FeNP1’lerin, yaklasik 20-60 nm ¢apinda zincirler ve birbirleriyle
temas halinde oldugu tespit edilmistir. (Yoonus et al. 2021). Elde edilen SEM goriintiileri
Sekil 4.7° de verilmistir. SEM’den elde edilen goriintiilerden alinan sonuglara gore
Kur@FeNP’lerin morfolojik yapilarinin kiibik olmakla beraber boyutlarinda farklilik da
gozlemlenmektedir. EDX yontemi kullanilarak, Kur@FeNP1’nin yapisinda bulunan
elementler tespit edilmistir. Sentezlenen nanopartikiil’iin yapisindaki Fe ve O

elementlerinin pikleri verilmistir.

SH-SYSY hiicre hattina uygulanan invitro ndérodejenerasyona karst kullanicak Kurkumin,
Kur@FeNP1, Kur@FeNP2, Kur@FeNP3 ve Kur@FeNP4 uygun doz konsantrasyonlari
belirlendi. Bunlar sirasiyla SH-SYS5Y hiicrelerinde Kur@FeNP1 kontrolle birlikte hiicre
proliferasyonunda artis gosteren konsantrasyonlar 250 pg/ml, 31,25 pg/ml ve 1,95 pg/ml,
Kur@FeNP2 kontrole gore 250 pg/ml ve 1,95 pg/ml, Kur@FeNP3 kontrole gore 250 pg/ml
ve 1,95 pg/ml, Kur@FeNP4 kontrole gore 250 pg/ml, 125 pg/ml ve 1,95 pg/ml, Kurkumin
250 pg/ml ve 1,95 pg/ml konsantrasyonlari in vitro nérodejenerasyona karsi kullanilacak

dozlar olarak belirlenmistir.

SH-SYSY hiicre hattinda in vitro hidrojen peroksit norotoksisitesi ¢aligmasi yapilmistir.
H>0O2’in noral hiicrede oksidatif stresi tetikleme kaynagi olarak kullanilmaktadir. Bu
caligma kapsaminda insan (SH-SYSY) hiicre hattinda H,O; kaynakli nérodejenerasyon
olusturuldu. Bu noérodejenerasyon (1000-75 pM) araliginda H>O» konsantrasyonlari
incelendi. Bu konsantrasyona bagli olarak hiicre canlilik kontrol grubuna goére azalmalar
goriildii. Sonug olarak belirlenen 300 pM sitotoksik H>O> konsantrasyonu (LDso) degerinin
oldugu tespit edildi. Belirlenen 300 uM sitotoksik H>O» konsantrasyonu (LDso) degerinin
(Taki-Nakano et al. 2014; Xiao et al. 2013; Zhang et al. 2007) tarafindan yapilan
caligmalarla uyumlu oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte, sitotoksik H>O»
konsantrasyonlarindaki  degisimler hiicre ekim yogunlugundaki farkliliklardan

kaynaklanmaktadir (Gtilden et al. 2010).(175, 150, 87,5, 75 uM). H2O konsantrasyonunun
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hiicre sayisina gore diisiik konsantrasyonda kaldigi, oksidatif stresi hiicrede sitotoksik etki
olusturacak kadar arttirmadigindan dolay1 hiicresel antioksidan savunma ve biiyiime

sistemlerini uyararak hiicre canliligini arttirdigin1 diigiiniilmektedir.

H>0O> varliginda Ku@FeNP’lerin hiicre canlilig1 {izerine etkilerini aragtirmak amaciyla
belirlenen LDso (300 uM) degerindeki H>O» varliginda SH-SYSY hiicreleri (250-1,90

ug/ml) konsantrasyon araliginda Kurkumin ve Ku@FeNP’ler ile muamele edildi.

Bu konsantrasyonlarin 300 pM H202’in analiz sonrasi, (Emax) Kurkumin ve
Kur@FeNP’lerin 250 pg/ml oksidatif stres kaynakli ndrodejenerasyona karsi en etkili
noroprotektif etkiye sahip oldugu belirlendi. Bununla birlikte, 250 pg/ml
konsantrasyonunda (Emax) Kur@NP’lerin Xi et al. (2012); Chen et al. (2016) tarafindan
yapilan ¢aligmalar ile uyumlu olarak oksidatif stres kaynakli nérodejenerasyona karsi en
etkili noroprotektif etkiye sahip oldugu goriilmektedir. Bu da H»0:’1 giiclii bir sekilde
detoksifiye etme kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Bu ¢aligmanin sonugclari,
oksidatif strese kars1 giiclii bir noroprotektif olabilecegini ve cesitli norolojik hastaliklarda
noronal hasar1 veya 6liimii 6nlemek i¢in kullanilabilecegini (Oguz vd. 2021) tarafindan

yapilan caligmayla destekler nitelikte oldugu goriilmektedir.

TAS caligmalarinda, en etkili yaslanma kriterlerinden olan oksidatif stres kosullar
olusturularak SH-SYS5Y hiicre hatinda sonuglara gore, sadece H>O; ile muamele edilen
hiicre grubundaki total antioksidan aktivite, H2O> ile muamele edilen hiicre grubuna gore
anlamli bir sekilde artis gostermis ve total antioksidan aktivite en fazla 250 pg/ml
konsantrasyonda Kur@FeNP’lerde arttifi (Demircan ve ark 2019) tarafindan yapilan
caligmamizi destekler niteliktedir. Bunu takiben sirasiyla Kurkumin 250, Kur@NP2 250
pg/ml, Kur@NP3 250 pg/ml, Kur@NP4 250 pg/ml ve pg/ml konsantrasyonlarinda

antioksidan seviyesinde artis gézlenmistir. HoO» kontrole gore diisiik ¢ikmistir.

TOS caligmalarinda, Elde edilen SH-SYSY hiicre lizatlarindan total oksidan durumu
incelendiginde sonuglarda sadece H>O» ve H20: ile beraber muamele edilen TOS
degerlerine gore; en yiiksek oksidan diizeylerinde artis diger grup konsantrasyonlarina

oranla H>O>’ de goriilmiistiir.
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En distk degeri gosteren Kur@NP1 250 pg/ml nanopartikiiliidiir. Yine anlamli olarak
kabul edilebilecek konsantasyonlar Kurkumin 250 upg/ml, Kur@NP2 250 pg/ml,
Kur@NP3 250 pg/ml, ve Kur@NP4 250 pg/ml konsantrasyonlarda da oksidan seviyesinde

azalma goriilmiistiir.

Yukarida belirtilen tiim verilere dayanarak, oksidatif strese karsit koruyucu etkileri olan
giiclii bir ajan olarak kabul edilebilecegini ve ndrolojik hastaliklarda néronal yaralanma
veya Oliimiin onlenmesinde uygulanabilecegini (Oguz vd. 2021) tarafindan yaptiklar

caligmalarinda destekler nitelikte oldugu goriilmektedir.

Bu tez calismasinin farkli kosantrasyonda sentezlenen Kur@FeNP’lerin norodejeneratif
hastaliklara kars1 gerceklestirilecek sinerjistik noroprotektivite caligmalarina bir basamak
olusturabilecegi, bununla birlikte oksidatif stres ile iliskili norodejeneratif hastaliklarin
tedavisi veya Onlenmesi i¢in potansiyel bir terapdtik ilag adayi olabilmesi igin bu
caligmalarin western blot calismalarinin ve gen diizeylerinde Real-Time PCR ¢aligsmalarin
devaminin yapilmasi gerekmektedir ve bdylece literatiire dnemli bir katki saglayacagi

diistiniilmektedir.
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