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1. OZET

Tezin bashg : Alfa-13-Karboksikromanoliin Nanopartikiil Aracili Makrofaja Iletiminin In
Vitro Degerlendirilmesi .

Ogrencinin Ad1 Soyadi : Eda Ilayda Talaz

Danmismanin Adi Soyadi : Dog. Dr. Ahmet Erdi S6zen

Programin Adi : Biyokimya (T1p) Yiiksek Lisans Programi

Amag : Bu calisma, uzun zincirli Vitamin E metaboliti alfa-13-Karboksikromanoliin (o-
13’COOH) inflamasyon siireglerindeki etkilerini, makrofajlara spesifik hedeflenmis
nanopartikiil (NP) sistemleri araciligiyla incelemeyi amacgladi. Calismada, a-13'COOH’iin
makrofaj hiicreleri ile etkilesiminin artirilmasi, metabolitin biyolojik aktivitesinin daha iyi
anlasilmasi ve inflamasyona modiilator etkilerinin degerlendirilmesi hedeflendi. Gelistirilen NP
tabanli tasima sistemleri, a-13'COOH’ilin diisiik stabilite ve hizli metabolize olma gibi
sinirlamalarin1 asarak, metabolitin makrofajlar iizerindeki potansiyel terapotik faydalarini
analiz etmek ve inflamasyonun diizenlenmesinde yeni stratejiler sunmak amaciyla tasarlandi.
Gerec ve Yontem : Makrofaj hedefli S2P kapli a-13'COOH metaboliti yiiklii ve yiiksiiz NP’ler
onceden temin edildi. Ardindan, primer hiicre kiiltiirii ¢alismalariyla makrofaj hiicreleri
farklilagtirildi ve makrofaj-NP etkilesimi floresan mikroskobi yontemi ile incelendi. Hiicre
canliligt MTT testi ve a-13'COOH seviyeleri LC-MS/MS yontemi ile 6l¢iildii ayrica TNF-a,
TGF-B, IL-10, IL-6 ve IL-1B mRNA diizeyleri QRT-PCR yo6ntemiyle analiz edildi.

Bulgular : Makrofajlarla etkilesim sonras1 NP birikimi incelendi ve MTT testi sonuglarinda
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi. LC-MS/MS analizinde, hedeflendirilmis, NP’lerin
hedeflendirilmemis NP’lere kiyasla a-13'COOH diizeylerini anlamli derecede artirdigi ve
konsantrasyon artisiyla bu etkinin giiglendigi tespit edildi. qRT-PCR sonuglarina gore, TNF-a
ekspresyonunda hedeflendirilmis 0,5 uM NP grubunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
belirlendi.

Sonu¢ : Hedeflendirilmis NP’lerin a-13’COOH diizeylerini artirdig1 belirlendi ayrica TNF-a
ekspresyonunun baskilandigi saptandi. Bu bulgular, a-13'COOH'in inflamasyonun
diizenlenmesindeki iyilestirici potansiyelini ve NP sistemlerinin biyoteknolojik tedavi

yaklagimlarinda kullanimin1 desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler : Vitamin E, a-tokoferol, a-13’karboksikromanol, nanopartikiil, makrofaj



2. SUMMARY

Title of Thesis : Assessing The In Vitro Potential Of Nanoparticle-Mediated Delivery Of
Alpha-13’carboxychromanol To Macrophages

Student Name, Surname : Eda Ilayda Talaz

Supervisor Name : Assoc. Prof. Ahmet Erdi S6zen

Program Name : Biochemistry Master of Science Program (Med)

Objective : This study aims to investigate the effects of the long-chain Vitamin E metabolite
alpha-13’carboxychromanol (a-13’COOH) on inflammation processes through macrophage-
specific targeted nanoparticle (NP) systems. The study focuses on enhancing the interaction
between a-13'COOH and macrophage cells, gaining a deeper understanding of the metabolite's
biological activity, and evaluating its modulatory effects on inflammation. The developed NP-
based delivery systems are designed to overcome the limitations of a-13'COOH, such as low
stability and rapid metabolism, to analyze its potential therapeutic benefits on macrophages and
propose novel strategies for regulating inflammation.

Materials and Methods : Macrophage-targeted S2P-coated a-13'COOH-loaded and unloaded
NPs were pre-prepared, followed by the differentiation of macrophage cells through primary
cell culture studies. The interaction between macrophages and NPs was examined using
fluorescence microscopy. Cell viability was assessed via the MTT assay, and a-13’'COOH
levels were measured using LC-MS/MS. Additionally, mRNA levels of TNF-a, TGF-p, IL-10,
IL-6, and IL-1P were analyzed using the qRT-PCR method.

Results : Following interaction with macrophages, NP accumulation was examined, and MTT
assay results showed no significant differences between the groups. LC-MS/MS analysis
revealed that targeted NPs significantly increased a-13'COOH levels compared to non-targeted
NPs, with this effect becoming more pronounced as the concentration increased. According to
gRT-PCR results, a statistically significant decrease in TNF-a expression was observed in the
targeted 0.5 uM NP group.

Conclusion : Targeted NPs were found to enhance a-13'COOH levels and suppress TNF-a
expression. These findings support the therapeutic potential of a-13'COOH in inflammation

modulation and highlight the utility of NP systems in biotechnological therapeutic approaches.

Keywords : Vitamin E, a-tocopherol, a-13'carboxychromanol, nanoparticles, macrophages



3. GIRIS ve AMAC

Vitamin E’nin en aktif formu olan a-tokoferol ve onun karacigerde olusan uzun zincirli
metaboliti a-13'-karboksikromanol (a-13’COOH), inflamasyon, kanser gelisimi, lipid dengesi
ve ilag metabolizmasi gibi bir¢ok biyolojik siirecte kritik roller listlenmektedir. Literatiirde, a-
13'COOH'iin giiclii anti-inflamatuar 6zellikler gosterdigi ve inflamatuar sitokinlerin
baskilanmasinda etkin oldugu belirtilmistir (Wallert ve ark., 2014). Bununla birlikte, o-
13'COOH'"lin kimyasal stabilitesinin diisiik olmas1 ve hizli bir sekilde metabolize edilmesi, bu
bilesigin biyoyararlanimini siirlamakta ve klinik uygulamalarda kullanimi 6niindeki temel

zorluklar arasinda yer almaktadir (Galli ve ark., 2017; Wallert ve ark., 2015).

Nanopartikiiller (NP) kiiciik boyutlar1 ve biyolojik bariyerleri asabilmeleri gibi 6zellikleri
sayesinde son yillarda ilag tasima sistemleri olarak arastirmalarda aktif sekilde
kullanilmaktadir. NP tabanli tasima sistemleri araciligiyla, o-13'COOH'in makrofajlara
spesifik iletiminin saglanmasi, bilesigin hizli metabolize olma ve diisiik biyoyararlanim gibi
sinirlamalarini asarak etkinligini artirabilecek bir strateji olarak degerlendirilmektedir. Bu
sistemler, 0-13’COOH'lin inflamatuar siiregler iizerindeki etkilerinin optimize edilmesi ve
inflamasyonla iligkili hastaliklarin tedavisinde yeni terapdtik yaklagimlarin gelistirilmesi icin

onemli bir temel sunmaktadir (Wang ve ark., 2012).

Bu tez ¢alismasi, a-13’COOH'lin kemik iliginden tiiretilmis makrofajlar tizerindeki etkilerini
inceleyerek inflamasyon iizerindeki roliinii agiklamay1 hedeflemektedir. Calismanin odak
noktasi, makrofaj hiicrelerine spesifik olarak gelistirilen hedeflenmis NP aracigiliyla a-
13’COOH ve makrofajlar arasindaki etkilesimin artirilmasidir. Bunun i¢in 6ncelikle fare kemik
iliginden elde edilen hiicrelerin makrofajlara farklhilastirilmast  gergeklestirildi  ve
dogrulanmasini takiben a-13’COOH yiikli NP uygulamalarinin inflamasyonla iligkili

parametreler tizerindeki etkisi saptandi.

Bu arastirma, a-13'COOH'iin inflamasyon siirecindeki roliinii aydinlatmay1 ve bu bilesigin
tedaviye yonelik potansiyel etkilerini daha iyi anlamay1 hedefledi. Nanopartikiil tabanli dagitim
sistemlerinin kullanimi, metabolitin hizli metabolizmasin1 engelleyerek o-13'COOH'{in
biyolojik etkilerini maksimum diizeye ¢ikarmay1 saglayabilir. Calismanin sonuglari, metabolik
bozukluklar, inflamasyon ve kanser gelisimi gibi durumlar i¢in yeni tedavi stratejilerinin
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gelistirilmesine katki saglayabilir. Bu arastirmanin o-13’COOH'Yin NP aracili makrofaja
iletiminin in vitro degerlendirilmesi konu baslikli benzer arastirmalara rehberlik etmesi

beklenmektedir.



4. GENEL BILGILER

4.1. Vitamin E

4.1.1. Vitamin E ve tasinimi

William Fletcher, 1905 yilinda, Beriberi hastaliginin nedenlerini aragtirirken gidalardan 6zel
faktorlerin ¢ikarilmasi halinde hastaliklarin ortaya c¢ikabilecegini tespit etmistir. Fletcher
arastirmasi esnasinda Ogiitiilerek en dis katmani ¢ikarilmamis (doviilmemis) piring yemenin
Beriberi hastaligini 6nledigini, 6giitiilerek en dis katmani ¢ikarilmis piring yani, beyaz piring
yemenin ise bu sinir sistemi hastaligin1 6nlemedigini kesfetmistir. William Fletcher pirincin
kabugunda 6zel besinler bulunduguna inanirken 1912 yilinda Polonyali bilim insan1 Cashmir
Funk, pirin¢ kabuklar ile caligmas1 sirasinda kesfettigi, gidalarin 6zel besleyici kisimlarina,
yasam anlamina gelen “vita” ve kimyasal yapilarinda azot i¢eren bilesikleri ifade eden “amine”
kelimelerinden yola ¢ikarak “vitamine” adini vermistir. “Vitamine” daha sonra bu bilesiklerin
hepsinin nitrojen icermedigi ve dolayisiyla hepsinde amin olmadigi kesfedilince “vitamin”
olarak kisaltilmistir (Sen ve ark., 2006). 1922 yilinda Herbert Evans ve Katherine Bishop
tarafindan beslenme ve dogurganlik arasindaki iliskiyi arastirirken vitamin E kesfedilmistir
(Bell, 1987). Dogurganlig1 destekledigi i¢in, 1924 yilinda, Yunanca dogum anlamina gelen
tokos ve dogurmak anlamina gelen phero kelimelerinden yola ¢ikilmis ve molekiiliin alkol
Ozelligi i¢in de ol eki eklenerek Sure tarafindan vitamin E, tokoferol olarak adlandirilmigtir

(Sen ve ark., 2006).

Vitamin E, yagda ¢6ziinen ve giiglii antioksidan 6zelliklere sahip bir grup bilesigi icermektedir.
Insan viicudu igin esansiyel bir besin maddesi olan vitamin E, hiicre zarlarin1 oksidatif hasara
kars1 koruyarak serbest radikal seviyelerini dengeler, bagisiklik sistemini destekler ve
inflamasyonu modiile etmektedir. Vitamin E alimu i¢in bitkisel yaglar, badem ve findik gibi
kuruyemisler, 1spanak ve brokoli gibi sebzeler ile avokado, kivi, papaya ve mango gibi
meyveler zengin kaynaklar arasinda yer almaktadir. Diyetle alinan vitamin E'nin emilimi, diger
yagda coziinen vitaminler ve kolesterol ile benzer bir siire¢ izlemektedir. Bu siireg, safra
asitleriyle olusan misellerin yardimiyla bagirsakta gerceklesmekte ve pankreatik lipaz ve
esterazlar, tokoferol esterlerini serbestlestirmektedir. Emilim sonras1 tokoferoller,
silomikronlar araciligiyla lenfatik sisteme geg¢mektedir. Karacigerde ise Vvitamin E’nin

metabolizmasi sitokrom P450 enzimleriyle baslamaktadir ve burada bulunan ao-tokoferol
5



transfer proteini (a-TTP), a-tokoferolin diger formlardan ayrimini yaparak plazmaya
tasinmasini saglamaktadir. Bu protein, a-TTP, a-tokoferole kars1 yiiksek afinitesiyle dikkat
ceker ve plazmadaki tokoferol seviyesinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynadigi

bilinmektedir (Torquato ve ark., 2020).

Vitamin E ailesi iki ana alt gruptan olusur: tokoferoller ve tokotrienoller. Bu iki ana alt grup da
kendi igerisinde a, B, vy, 6 olmak {izere dort farkli gruba ayrilmaktadir (Sozen ve ark., 2019).
Bunlar arasinda o-tokoferoliin, insan viicudunda en aktif form oldugu bilinmektedir.
Karacigerde metabolize olan a-tokoferol, uzun zincirli metabolit olarak bilinen o-13'-
karboksikromanol (a-13'COOH) gibi bilesiklere doniisiir. Bu metabolitler, g¢esitli biyolojik
stireclerde 6nemli rol oynayarak, hiicrelerin lipid dengesi, antioksidan savunma ve hiicresel
sinyalizasyon gibi fonksiyonlarin1 destekler (Azzi, 2021). Vitamin E'nin sagliga olan faydalar1
bircok arastirma ile desteklenmektedir. Ozellikle inflamasyon ve kanser gibi hastaliklarla

iliskisi tizerinde durulmaktadir.

Vitamin E'nin anti-inflamatuar 6zellikleri, inflamatuar sitokinlerin iiretimini azaltmasi ve
hiicrelerin oksidatif strese karst korunmasina yardimci olmasiyla iligkilendirilmektedir. Bu
nedenle, Vitamin E'nin yeterli alimmin bir¢ok hastaligin 6nlenmesinde kritik bir rol

oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Galli ve ark., 2017).

4.1.2. Vitamin E ve metabolizmasi

Tokoferoller, vitamin E ailesine ait bilesikler olup, temel yapilarinda bir kromanol halkas1 ve
fitil (phytyl) ad1 verilen uzun, doymus bir yan zincir igermektedir (Sekil 1). Kromanol halkasi,
antioksidan 6zelliklerden sorumlu olan bir hidroksil (-OH) grubu tasimaktadir. Halkadaki metil

gruplariin sayisi ve pozisyonu, a-, -, y-, ve o-tokoferoller arasindaki farklari belirlemektedir
(Xu ve ark., 2014).

Tokoferoller, vitamin E’ nin en yaygin ve biyolojik olarak en aktif formudur. Ozellikle a-
tokoferol, plazmada diger vitamin E formlarina kiyasla selektif olarak birikerek lipid
peroksidasyonu onlemede 6nemli bir rol oynamaktadir. Bunun baglica nedeni, karacigerde
yiiksek diizeyde eksprese edilen a-TTP tarafindan spesifik olarak taninmasi ve se¢ilmesidir. a-
TTP, a-tokoferoliin plazma lipoproteinlerine sekrete edilmesini saglamaktadir. Bu mekanizma,
plazma a-tokoferol konsantrasyonlarinin temel belirleyicisi olarak gorev yapar ve bu nedenle

a-TTP, vitamin E'nin biyoyararlaniminda kritik 6neme sahiptir (Aksoz ve ark., 2020). Dolayis1
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ile de plazmada diger formlardan daha ¢ok bulunan a-tokoferol nispeten daha yavas metabolize

edilmektedir.

R1

HO

R2

Sekil 1. Tokoferollerin kimyasal yapisi. (Xu ve ark., 2015’ den yararlanilarak hazirlanmaistir.)

a-TTP'nin genetik mutasyonlari, "Ataksi ile iligkili vitamin E eksikligi" (AVED) ad1 verilen
nadir bir hastalifa neden olmaktadir. AVED hastalarinda, o-TTP geninde go6zlenen
mutasyonlar, o-tokoferoliin hiicresel tasinim mekanizmalarini bozarak plazma seviyelerinin
diismesine yol agmaktadir. a-TTP'nin molekiiler yapisina dair yapilan ¢aligmalar, bu proteinin
a-tokoferolii endositozdan plazma membranina tasidiginmi ve burada fosfatidilinositol-4,5-
bifosfat (PI(4,5)P2) gibi fosfolipitlerle etkilesime girerek bagl a-tokoferolii serbest biraktigini
gostermektedir. Bu siire¢, a-tokoferoliin viicuttaki etkin dolagimini ve biyolojik roliini

stirdiirmek i¢in gereklidir (Arai & Kono, 2021).

Bu bilgiler 15181nda, a-tokoferol, sadece gii¢lii antioksidan 6zellikleriyle degil, ayn1 zamanda
hiicresel seviyede spesifik tasima ve segici birikim mekanizmalariyla da dikkat ¢ekmektedir.
Bu durum, a-tokoferoliin diger tokoferol izomerlerine ve tokotrienollere kiyasla biyolojik

Uistiinliigiinii aciklamaktadir.

Tokotrienoller, yap1 olarak tokoferollere benzese de isoprenoid bir yan zincir ile i doymamis
bag igerirler ve bu 6zellikleri onlar1 tokoferollerden ayirmaktadir (Sekil 2). Bu yapisal farklilik,
tokotrienollerin beyin ve karaciger gibi doymus yag tabakalarina sahip dokulara daha etkili bir
sekilde niifuz etmesini saglar. Tokotrienoller, gii¢lii noroprotektif, antioksidan, anti-kanser ve
kolesterol diisiiriicii 6zellikler sergiler. Ozellikle, mikromolar diizeylerde tokotrienollerin,
kolesterol sentezinden sorumlu hepatik enzim olan HMG-CoA rediiktazi baskiladig
gosterilmistir. Ayrica, antioksidan 6zellikleri tokoferollere kiyasla daha giicliidiir; ¢iinkii hiicre
zarmin yagh katmanlarinda daha iyi bir dagilim gosterirler ve serbest radikal temizleme

etkinlikleri daha yiiksektir. Bununla birlikte, tokotrienollerin biyoyararlanimi, a-tokoferole
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kiyasla daha diisiik oldugu i¢in siklikla gdz ardi edilmistir (Sen ve ark., 2006). Daha once
bahsedilen a-TTP ve tokoferol ile iliskili proteinlerin tokotrienollere afiniteleri tokoferollere
gore daha diisiik oldugu i¢in tokotrionellerin plazmada daha az birikim gostermektedir (Arai &

Kono, 2021).

R1

Sekil 2. Tokotrienollerin kimyasal yapis1 (Xu ve ark., 2015 den yararlanilarak hazirlanmistir.)

Vitamin E, toplamda sekiz farkli alt metabolit igeren ve biyolojik ¢esitliligi ile dikkat ¢ceken bir
bilesiktir. Bu metabolitler, daha 6nce detaylica bahsedilen iki ana grup olan tokoferoller ve
tokotrienoller ile bu gruplarin halkasindaki metil gruplarinin sayis1 ve pozisyonlarina bagl
olarak a-, B-, y-, ve o- seklinde alt gruplara ayrilmaktadir (Tablo 1). Tokoferol ve
tokotrionellerin halkadaki metil gruplarinin konumlarina gore siniflandirilmasi, toplamda sekiz

farkli metabolitin olugsmasini saglamaktadir.

Tablo 1. Vitamin E’nin smiflandirilmasi

Simf Tir Kimyasal Yap1 R1 R2
a-Tokoferol C29H5002 CHs CHs

B-Tokoferol C28H4s02 CHs H

Tokoferoller

y-Tokoferol C28H4s02 H CHs

o-Tokoferol C27H4602 H H
a-Tokotrienol C29H4602 CHs CHs

B-Tokotrienol C28H4402 CHs H

Tokotrienoller

y-Tokotrienol C28H4402 H CHs

o-Tokotrienol C27H4002 H H




Bunlarin yani sira kisa zincirli metabolitler (short chain metabolites, SCM), Vitamin E'nin
karacigerdeki metabolizmasinin 6nemli bir sonucu olarak olusmaktadir ve bu siireg, sitokrom
P450 enzimleri tarafindan katalize edilen w-hidroksilasyon ile baglamaktadir. Bu siireg, vitamin
E'nin yan zincirinin o-hidroksilasyonu ile baslamakta ve ardindan B-oksidasyon dongiileriyle
devam etmektedir. Ik adimda, CYP4F2 enzimi tarafindan 13'-hidroksikromanol (13’-OH) ve
13'-karboksikromanol (13’-COOH) gibi uzun zincirli metabolitler {iretilmektedir. Bu
metabolitler, karaciger mitokondrilerinde B-oksidasyona ugrayarak, yan zincirlerinde karbon
atomlarimin  iki  veya igerli gruplar halinde uzaklastirilmasiyla kisa  zincirli
karboksikromanollere doniismektedir. Terminal metabolitlerden biri olan karboksietil-
hidroksikroman (carboxyethyl hydroxychroman, CEHC), o6zellikle o-tokoferolden daha az
biyolojik aktiviteye sahip diger tokoferol ve tokotrienol izoformlarindan daha fazla miktarda
olusmaktadir. Bu durum, a-tokoferoliin CYP4F2 tarafindan daha az katabolize edilmesi ve a-

TTP’ine yiiksek afinitesi ile agiklanmaktadir (Jiang, 2022; Torquato ve ark., 2020).

Kisa zincirli metabolitler, yalnizca eliminasyon iiriinleri olarak degil, ayn1 zamanda biyoaktif
molekiiller olarak dnemli roller {istlenmektedir. Ornegin, y-CEHC'nin bobrekte natriiiretik
aktivite gosterdigi ve prostaglandin E2 (PGE2) iiretimini inhibe ettigi bilinmektedir. Buna ek
olarak, 13’-COOH metabolitleri, siklooksijenaz-1 ve -2 (COX-1/2) ile 5-lipoksijenaz (5-LOX)
gibi enzimleri inhibe ederek giiclii anti-inflamatuar etkiler gostermektedir. Ayrica, bu
metabolitler hiicresel lipid birikimini diizenlemekte, peroksizom proliferator aktive edici
reseptor-gamma (PPAR-y) ve pregnan X reseptorii (PXR) gibi niikleer reseptorleri aktive
etmektedir. Bu 6zellikler, kisa zincirli metabolitleri yalnizca vitamin E metabolizmasiin bir
yan lrilinii degil, aynm1 zamanda terapotik hedefler olarak degerlendirilmesi gereken onemli

molekiiller haline getirmektedir (Jiang, 2022; Torquato ve ark., 2020).

a-13'-COOH kimyasal yapis1 Sekil 3’te gosterilmektedir, a-tokoferoliin karacigerde metabolize
edilmesiyle olusmaktadir. Bu siireg, sitokrom P450 enzimleri (6zellikle CYP4F2 ve CYP3A4)
tarafindan katalize edilen w-hidroksilasyon ile baslamakta ve ardindan peroksizomlarda
gerceklesen B-oksidasyon ile devam etmektedir. i1k olarak 13'-hidroksikromanol (13'-OH) ara
metaboliti iiretilmekte, bunu 13'-karboksikromanol (13'-COOH) izlemektedir (Schubert ve ark.,
2022) 0-13'-COOH, a-tokoferolden tiiretilen uzun zincirli metabolitler arasinda en onemli

molekiillerden biri olarak tanimlanmistir ve insan plazmasinda saptanabilir diizeyde



bulunmaktadir. Yapilan g¢aligmalar, a-13'-COOH'{in sadece metabolik bir son iiriin degil,

fizyolojik olarak aktif bir molekiil oldugunu géstermektedir (Kluge ve ark., 2021).

Sekil 3. 0-13'-COOH'in kimyasal yapisi (Human Metabolome Database (HMDBO0012555)’den
yararlanilarak hazirlanmistir.)

4.2. Inflamasyon

4.2.1. inflamasyon ve makrofajlar

Koruyucu bir yanit olan inflamasyon, toksinlerin veya patojenlerin organizmaya zarar
vermesini dnlemek ve hasar gormiis dokularin temizlenmesini saglamak icin gelisen dinamik
ve karmagik bir siirectir. Inflamasyon, enfeksiyon ya da doku hasarmin taninmastyla baslar ve
bu siire¢, bagisiklik hiicrelerinin koordinasyonlu bir sekilde harekete ge¢mesini gerektirir.
Dokuya sinyal veren proinflamatuar sitokinler ve kemokinler, l6kositlerin hasarli bolgeye
gociinil ve burada patojenlerin etkisiz hale getirilmesini saglar. Bu siirecin ¢oziinme (resolution)
asamasl, sadece pasif bir duraksama degil, anti-inflamatuar sinyal molekiillerinin (6rnegin,
resolvinler, lipoksinler) ve immiin baskilayicr sitokinlerin (interlokin (I1L-10) ve transforming
growth factor-beta (TGF-p)) aktif iiretimiyle diizenlenen bir siiregtir. Enfeksiyonun basarili bir
sekilde ¢oziinmesi ve hasarin onarilmasiyla inflamasyon sona ermektedir; ancak, inflamasyonu
diizenleyen mekanizmalardaki bir dengesizlik, kronik inflamasyon ve doku hasarma yol

acabilir (Serhan & Savill, 2005; Sentiirk, 2013).

Makrofajlar, inflamasyonun ¢oziinmesi ve dokunun yeniden yapilanmasinda merkezi bir role
sahiptir. Inflamasyonu baslatan pro-inflamatuar makrofajlar (M1), patojenlerin ortadan
kaldirilmasi ve hasarli dokularin savunulmasi siirecini yonetirken, anti-inflamatuar makrofajlar
(M2), inflamasyonun ¢6ziilme asamasinda gorev alir. M2 makrofajlar, IL-10 ve TGF-B gibi
anti-inflamatuar sitokinleri salgilayarak inflamatuar sinyalleri baskilar. Ayrica, apoptotik

hiicrelerin fagositozu (efferositoz) yoluyla dokunun yeniden yapilandirilmasini destekler.
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Efferositoz, yalnizca 6lii hiicrelerin temizlenmesiyle kalmaz, ayn1 zamanda anti-inflamatuar
yamitlarin tetiklenmesine katkida bulunur. Inflamatuar yanitin etkili bir sekilde ¢oziilmesi hem
dokunun fonksiyonel biitiinliigiinii korumak hem de kronik inflamasyondan kag¢inmak icin

kritik 6neme sahiptir (Mantovani ve ark., 2004; Serhan & Savill, 2005).

Makrofajlar, mononiikleer fagosit sisteminin temel bilesenleri olarak hem dogustan gelen hem
de adaptif bagisiklik yanitlarinda kilit bir rol oynamaktadir. Kemik iliginden tiireyen ve kan
monositlerinden farklilasarak dokulara go¢ eden makrofajlar, bulunduklart mikro ¢evrenin
sinyallerine bagli olarak fonksiyonel ozellikler kazanir (Sekil 4). Inflamasyon sirasinda
makrofajlar ti¢ ana islevi yerine getirmektedir: (1) Antijen sunumu; (2) Fagositoz; (3) Sitokin
ve biiyiime faktorlerinin sentezi. Bu fonksiyonel esneklik, makrofajlarin enfeksiyonun

¢Oziinmesinden yara iyilesmesine kadar genis bir yelpazede gorev almasini saglar (Fujiwara ve
Kobayashi, 2005).

KEMIK iLiGi DOKU

Makrofaj
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Sekil 4. Mononiikleer fagositlerin olgunlagsmasi (Fujiwara ve Kobayashi, 2005’dan yararlanilarak
hazirlanmgtir.)
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Makrofajlarin 6nemli islevlerinden biri olan sitokin tiretimi, inflamasyonun farkli evrelerinde
farkli tip makrofajlar tarafindan diizenlenir. Patojenler tizerindeki patojenle iliskili molekiiler
desenler (pathogen-associated molecular patterns, PAMPS) veya hasarla iliskili molekiiler
desenleri (damage-associated molecular patterns, DAMPS) tanima reseptorleri (pattern
recognition receptors, PRRS) araciligiyla taniyarak aktif hale gelen M1 makrofajlar,
proinflamatuar sitokinlerin salinimi yoluyla bagisiklik yanitini hizla tetiklemektedir. Bu siirecte
timor nekroz faktorti o (TNF-a), IL-1B, IL-6, IL-12 ve IL-23 gibi sitokinler M1 makrofajlardan
salgilanmaktadir (Slaats ve ark., 2016).

TNF-0, inflamatuar siireglerin hizla baslamasini ¢esitli mekanizmalar ve sinyal yollar
tizerinden diizenlemektedir. Kan damarlarinin i¢ yiizeyini kaplayan endotel hiicrelerine
baglanarak bu hiicrelerin aktivasyonunu tetiklemekte ve vaskiiler gecirgenligin artmasina yol
acmaktadir. Aktive olan endotel hiicreleri, E-selektin, ICAM-1 ve VCAM-1 gibi adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu artirarak 16kositlerin damar duvarima yapismasint ve
inflamasyon bolgesine goclinii kolaylastirmaktadir. Ayrica, TNF-a, endotel hiicrelerinden
CXCLS8 (IL-8) gibi kemokinlerin salgilanmasini tesvik ederek noétrofillerin hasarli dokulara
yonlendirilmesine katkida bulunmaktadir. Bu etkilerinin yam sira, TNF-a, baglandigi TNF
reseptorleri (TNFR1 ve TNFR2) araciligiyla niikleer faktor kB (NF-xB) sinyal yolunu aktive
etmekte ve proinflamatuar genlerin transkripsiyonunu artirarak inflamatuar yanitin
giiclenmesini saglamaktadir (Horiuchi ve ark., 2010; Hayden & Gosh, 2014). IL-1B, damar i¢i
endotel hiicrelerinde TNF-a ile benzer olarak almaktadir. IL-1f, kan-beyin bariyerini asarak
hipotalamustaki prostaglandin E2 (PGE2) sentezini COX-2 enzimini aktive ederek ates ve
hiperaljeziyi tetiklemektedir (Sekil 5). Ekspresyonu artan PGE2, hipotalamusa etki ederek
viicut sicakligmin artmasina neden olmaktadir (Neeb ve ark, 2011). Ayrica IL-1pB, IL-6
tiretimini artirarak dolayli bir yol tizerinden c-reaktif protein (CRP) sentezine katkida
bulunmaktadir (Slaats ve ark., 2016). IL-6 ise akut faz yanmitini tetikler ve hematopoetik
stireglerin diizenlenmesine katkida bulunur. IL-6, hepatositlerde akut faz proteinlerinin

tiretimini JAK/STAT3 yolaginin aktivasyonuna neden olarak artimaktadir (Ngwa ve ark.,
2022).

M2 makrofajlar ise M1 makrofajlarin aksine inflamasyonun ¢6ziilmesi asamasinda etkili olan
hiicrelerdir. M2 makrofajlardan salinan sitokinler IL-10 ve TGF-f olarak siralanabilir. 1L-10,

ozellikle proinflamatuar bagisiklik hiicrelerinin aktivasyonunu ve fonksiyonunu baskilayarak
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anti-inflamatuar bir etki gostermektedir. IL-10'un temel sinyal iletim yolu JAK-STAT3 ve buna
ek olarak da NF-«B yolagidir. STAT3 proteininin aktive olmasi ve dolayisi ile proinflamatuar
genlerin ekspresyonunun baskilanmasinda gorev alan IL-10 ayrica NF-kB yolagini inhibe
etmektedir. IL-10 IxBa proteininin yikimini engelleyere NF-kB’nin g¢ekirdege tasimmmasini
onlemektedir ve dolayisi ile NF-«B’nin hedef genleri olan TNF-a, IL-6 ve IL-1fB gibi
sitokinlerin iiretimini baskilamaktadir (Ouyang & O’Garra, 2019). IL-10, 6zellikle TGF-3
aracili fibrotik sinyalleri kontrol ederek asir1 ekstraselliiler matriks birikimini 6nlemekte ve
fibrozisin ilerlemesini engellemektedir (Steen ve ark., 2019). TGF-B, Smad sinyal yolaklari
tizerinden inflamasyonun ¢oziilmesine yonelik genlerin ekspresyonunu artirarak anti-
inflamatuar yanitlar1 desteklemektedir. Ayrica, NF-kB sinyal yolunun baskilanmasi yoluyla
proinflamatuar sitokinlerin iiretimini azaltmakta ve inflamatuar yamtin kontrol altina
alinmasina katkida bulunmaktadir. TGF-B, makrofajlarin M2 fenotipine farklilagsmasini tesvik
ederek efferositoz siirecini destekler ve apoptotik hiicrelerin etkin bir sekilde temizlenmesini
saglamaktadir. Regiilator T hiicrelerinin (Treg) farklilasmasini ve lipid tiirevli inflamatuar
diizenleyicilerin (6rnegin, resolvinler ve lipoksinler) liretimini diizenleyerek inflamatuar yanitin

sonlandirilmasina ve dokularin yeniden yapilandirilmasina katkida bulunmaktadir (Sanjabi ve
ark., 2017).
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Sekil 5. Akut inflamatuar yanitin pro-inflamatuar sitokin salinimina aracilik etmesi. (Slaats ve ark.,
2016’ dan yararlanilarak hazirlanmigtir.)
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4.2.2. inflamasyon ve uzun zincirli vitamin E metabolitleri

Vitamin E'nin uzun zincirli metabolitleri, inflamasyonun diizenlenmesi ve ¢oziinmesinde
onemli biyolojik roller iistlenmektedir. Literatiirde, bu metabolitlerin proinflamatuar sinyal
yollarin1 baskilamasi, bagisiklik hiicrelerini diizenlemesi ve inflamasyonun ¢oziinmesine
katkida bulunmasi {izerine artan bir ilgi s6z konusudur. Bu tez ¢aligmasinin odak noktasi olan
a-13'-COOH, biyolojik olarak aktif bir molekiildiir. a-13'-COOH’iin mikromolar diizeylerde
birikmesi ile diger metabolitlere oranla inflamasyon bolgelerinde daha etkin oldugu

vurgulanmaktadir (Birringer & Lorkowski 2018).

Wallert ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, lipopolisakkarit (LPS) ile aktive edilmis
fare makrofaj hiicrelerinde a-13'-COOH uygulamasinin etkisi incelenmistir. Calismada, a-13'-
COOH'in inflamasyon yaniti tizerindeki etkileri arastirilmis ve bu metabolitin proinflamatuar
yollart inhibe ettigi bulunmustur. o-13-COOH'Yin, LPS ile uyarilan makrofajlarda, o-
tokoferolden daha etkili bir sekilde proinflamatuar genlerin diizeyini inhibe ettigi
gozlemlenmistir. Ozellikle IL-1B diizeyi bu metabolit tarafindan &nemli &lciide bloke
edilmistir. Bunun yani sira, 0-13'-COOH'lin, LPS tarafindan indiiklenen IL-10, COX-2 ve
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) diizeyini azaltarak nitrik oksit ve prostaglandin
tiretimini 6nemli Olglide dislirdigi belirlenmistir. a-13'-COOH'lin, NFkB p65 alt biriminin
translokasyonundan bagimsiz olarak etki gosterdigi de dikkat ¢ekici bir bulgudur. Sonug olarak,
bu caligma o-tokoferoliin inflamasyon yanit1 iizerindeki etkilerini yeni bir bakis agisiyla ele
alarak, a-13'-COOH'in potansiyel bir anti-inflamatuar molekiil oldugunu gostermektedir
(Wallert ve ark., 2015)

a-13'-COOH’iin inflamasyon iizerindeki etkileri, a-tokoferolden farkli mekanizmalarla ortaya
cikmaktadir. Ornegin, a-13-COOH, NF-kB p65 alt biriminin niikleer translokasyonuna bagl
olmaksizin inflamatuvar gen ekspresyonunu diizenlemektedir. Bu durum, a-13-COOH
yalnizca bir antioksidan molekiil degil, ayn1 zamanda bagimsiz bir sinyalizasyon molekiilii
olarak iglev gordiigiinii gostermektedir. Ayrica, bu metabolitin yag dokusu makrofajlarinda
lipid metabolizmasiyla iligkili gen ekspresyonunu modiile ederek hiicresel lipid birikimini

azalttig1 ve aterojenik siirecleri inhibe ettigi rapor edilmistir (Schmdlz ve ark., 2016; Wallert ve

ark., 2015).
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a-13’"COOH, hiicresel lipid metabolizmasini ve inflamasyon siireglerini diizenlemede 6nemli
bir biyomolekiil olarak 6ne ¢ikmaktadir. Son arastirmalar, a-13’'COOH’{in sterol diizenleyici
element baglayici protein 1 (SREBP1) ve stearoil-CoA desatiiraz 1 (SCD1) aktivitesini inhibe
ederek lipid desatlirasyonunda dengesizliklere yol agtigini ve boylece hiicre dongiisii durdurma
ve hiicre 6liimii indiiksiyonu gibi etkiler gosterdigini ortaya koymustur. Bu bulgular, a-13'-
COOH'iin kanser hiicreleri tizerindeki potansiyel iyilestirici etkilerini ve lipid metabolizmasinin

diizenlenmesindeki roliinii vurgulamaktadir (Liao ve ark., 2023).

a-13’-COOH, insan plazmasinda sistemik biyoyararlanima sahip bir molekiil olarak
inflamasyonun diizenlenmesinde tedaviye yonelik bir ajan potansiyeli tasimaktadir. Bu
molekiiliin biyolojik etkileri hem akut hem de kronik inflamatuvar siire¢lerin kontrol altina
alimmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. In vitro ve in vivo calismalar, a-13"-COOH’in
proinflamatuar mediatorlerin iiretimini baskilama ve makrofajlarin fonksiyonel aktivitesini
diizenleme kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir. Bu 6zellikler, a-13'-COOH’1i yalnizca
akut inflamasyonun ¢oziilmesinde degil, ayn1 zamanda ateroskleroz ve otoimmiin hastaliklar
gibi kronik inflamasyona bagli patolojilerin tedavisinde de degerli bir hedef haline
getirmektedir. Ancak, klinik uygulamalarda karsilagilan en 6nemli sinirlayici faktorlerden biri,
a-13'-COOH’iin metabolik ve kimyasal stabilitesinin diisiik olmasidir (Riedl ve ark., 2023;
Wallert ve ark., 2015).

a-13’-COOH’lin kimyasal stabilitesi, ¢evresel kosullara karsi hassasiyeti ile dogrudan
iligkilidir. pH, sicaklik ve 151k gibi dis faktorler, molekiiliin yapisal biitiinliigiinii ve dolayisiyla
biyolojik islevselligini 6nemli dlgiide etkileyebilir. Asidik ve alkalin ortamlar, a-13"-COOH’{in
kimyasal baglarinin bozulmasina neden olarak, molekiiliin biyolojik etkilerinin kaybina yol
acabilir. Sicaklik artis1 ise metabolitin hizla dekompoze olmasina sebep olarak stabilitesini daha
da azaltabilir. Bu nedenle, a-13-COOH’iin terapotik etkilerinin siirdiiriilebilmesi igin

stabilitesini artirmaya yonelik stratejiler gelistirilmesi gereklidir.

Metabolitin biyolojik stabilitesi ise enzimatik aktiviteler ve diger metabolitlerle olan
etkilesimlerine baghdir. Ozellikle makrofajlar gibi hedef hiicrelerin iirettigi enzimler, o-13'-
COOH’iin biyoyararlanimini ve terapétik etkinligini dogrudan etkileyebilir. Bu baglamda, a-

13'-COOH’iin makrofaj mikrosistemindeki metabolik davranisinin incelenmesi, molekiiliin
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terapotik potansiyelini daha iyi anlamak agisindan kritik Gneme sahiptir (Bartolini ve ark., 2021;
Riedl ve ark., 2023).

a-13-COOH’iin kimyasal ve biyolojik stabilitesinin degerlendirilmesinde ileri analitik
yontemler Oonemli bir yer tutmaktadir. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (high
performance liquid chromatograpy, HPLC), metabolitin saflastirilmasi ve kantitatif analizi i¢in
tercih edilirken; Niikleer Manyetik Rezonans (NMR), molekiiliin yapisal 6zelliklerinin detayli
incelenmesine olanak tanimaktadir. Ayrica, Kiitle Spektrometrisi (mass spectrometry, MS), a-
13'-COOH’iin  metabolik iriinlerinin  izlenmesi ve kimyasal modifikasyonlarinin
degerlendirilmesinde kritik bir rol oynar. Bu yontemlerin kombinasyonu, metabolitin ¢evresel
ve biyolojik kosullara karsi duyarliligini anlamak ve bu dogrultuda stabiliteyi artiric

yaklagimlar gelistirmek i¢in gereklidir (Lienau ve ark., 2002).

4.3. Tla¢c Tasima Sistemleri

Kiiciik boyutlar1 ve biyolojik bariyerleri agsma yetenekleri sayesinde modern ilag tasima
sistemleri 6nemli bir yere sahiptir. 10-1000 nm ¢apinda kolloidal yapilar olarak tanimlanan
NP’ler, hem teshis hem de tedavi amacli kullanilabilmektedir. Ozellikle biyouyumlu ve
biyobozunur polimerlerden iiretilen polimerik NP’ler, toksisiteyi en aza indirirken ilag
molekiillerinin hedef bolgelere giivenli ve kontrollii bir sekilde iletilmesini saglar. PLGA
(poli(laktik-ko-glikolik asit)) gibi FDA onayli polimerler, NP’lerin {iretiminde yaygin olarak
kullanilmakta ve {istiin biyolojik uyumluluk ile diisiik sistemik toksisite sunmaktadir. PLGA
NP’ler, ilaglarin stabilitesini artirirken kontrollii ve siirdiiriilebilir bir salinim saglamaktadir.
PLGA'nn laktik asit ve glikolik asit orani, molekiil agirlig1 ve ylizey modifikasyonlari, NP’lerin
bozunma hizini ve ilag salinim profilini etkilemektedir (Singh & Lillard, 2009; Yih & Al-Fandi,
2006).

4.3.1. Makrofaj hedefli nanopartikiiller

Nanopartikiillerin hedeflendirilmis ila¢ tagima sistemlerinde kullanimi, iyilestirici etkisini
artirmak ve yan etkileri en aza indirmek i¢in 6nemlidir. Pasif hedefleme mekanizmalarinin yani
sira, yiizey modifikasyonlar: ile aktif hedefleme yapilabilmektedir. Stabilin-2 reseptdrlerine
spesifik olarak baglanan S2P peptidi, makrofaj hedefli NP’lerde yaygin olarak kullanilan bir

biyomolekiil 6rnegidir. Makrofajlar, inflamasyon siireclerinde kritik bir rol oynadig: i¢in, a-
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13'COOH gibi anti-inflamatuvar ilaglarin bu hiicrelere spesifik olarak iletilmesi, kronik

inflamasyon tedavisi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir (Tao ve ark., 2020).

Nanopartikiillerin yiizey 06zellikleri, biyolojik sistemlerle etkilesimlerini ve iyilestirici
etkinliklerini belirlemektedir. Ornegin, DSPE-PEG gibi polimerler ile kaplanan NP’ler, kan
dolasiminda daha uzun siire stabil kalabilmekte ve immiin yanit riskini azaltmaktadir. Ayrica,
DSPE-PEG-Mal gibi fonksiyonellestirilmis yiizey kaplamalari, peptid gibi hedefleyici ajanlarin
baglanmasina olanak tantyarak NP’lerin hedef spesifikligini artirmaktadir. Bu yaklasimlar,
ozellikle inflamasyonun tedavisinde NP’lerin etkinligini artiran stratejilerdir (Wang ve ark.,

2012).
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5. GEREC ve YONTEM

Bu calismaya ait deneyler Marmara Universitesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dal

Laboratuvarlar’inda ve bazi ekipmanlar geregi Genetik ve Metabolik Hastaliklar Arastirma ve

Arastirma Merkezi’nde ve Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Tip Fakiiltesi’nde

gerceklestirildi.

5.1. Gerecler

Caligsmada kullanilan tiim kimyasallar uygun kalite ve safliktaydi.

5.1.1. Kimyasallar
Anti-F4/80

BHT

Cell Stripper

DAPI

DMEM

EtOH

FBS

Hekzan

Kloroform

L-Glutamin

MTBE

MTT

PBS
Penicillin-Streptomycin
Tripsin 0.25% EDTA
Trizol
5.1.2. Kitler

PureLink RNA Mini Kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription kit
Power UP SYBR Green Master Mix
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eBioscience, 11-4801-81
Sigma-Aldrich, W218405
Corning, 25-056-CI
Invitrogen, 62247
Gibco, 41966029

Merck, 100983

Gibco, 10500064
Merck, 104367

Merck, 1776045

Gibco, 25030024

Merck, 101843
Glentham, GC4568
Gibco, 14190144

Gibco, 15140122

Gibco, 25200056
Invitrogen, 15596026

Thermo Scientific, 12183018A
Thermo Scientific, 4368814
Thermo Scientific, A25741S



5.1.3. Sarf malzemeleri
Tissue Culture Flask, 75 cm?
Tissue Culture Petri, 100mm
Petri Kabi, 100 mm

96 Kuyulu Plaka

5 mL Serolojik Pipet

10 mL Serolojik Pipet

25 mL Serolojik Pipet

1.5 mL Mikrosantrifiij Tiip
2 mL Mikrosantrifiij Tiip

15 mL Santrifiij Tiipi

50 mL Santrifiij Tiipt

Filtre (40 pm)

5.1.4. Ekipmanlar
-20 °C Dondurucu
-80 °C Dondurucu
-150°C Dondurucu
Buzdolab1

CO2’li Inkiibator
Floresan mikroskobu
Flow sitometri
Hassas terazi

Hava Akim Kabini
LC/MS-MS
Mikropipet Seti
Nanodrop cihazi
Otoklav

Sogutmali mikrosantrifiij

Sogutmal1 santrifiij
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Sarstedt, 833.911.002
Sarstedt, 821.472
Nest, 752401
Sarstedt, 83.3924
Costar, CLS4487
Costar, CL.S4488
Costar, CLS4489
Isolab, 078.03.022
Isolab, 078.03.023
Sarstedt, 62.554.502
Sarstedt, 62.547.274
Sorfa Life, SCS401

Haier

Sanyo

Sanyo

Bosch

Nuarie

Leica, DFC310 FX
Becton-Dickinson
Shimadzu

Labgard

Agilent Technologies
Gilson

Agilent

Zealway

Beckman Coulter

Sigma Aldrich



Spektofotometre Perkin Elmer - EnSpire
Spin santrifiij Bio-Rad
Vortex Bio-Rad

5.2. Yontemler

5.2.1. Nanopartikiillerin hazirlanmasi

Bu tez calismasindan kullanilan NP’lerin hazirlanmasi, Acibadem Mehmet Ali Aydinlar
Universitesi Biyomiihendislik Anabilim Dali'nda gerceklestirilen "Anti-inflamatuar ilag igeren
ve Hedefli PLGA Nanopargaciklarin Hazirlanmasi ve In Vitro Degerlendirilmesi" baslikli tez

calismasinda tanimlanan yontemlere dayanmaktadir.

5.2.2. Fare kemik iliginden tiiretilmis makrofaj hiicreleri eldesi

Kemik iligi hiicrelerinin makrofajlara farklilagtirilmasi igin literatiirdeki ¢alismalar kullanildi
(Proto ve ark., 2018). Bu dogrultuda, farelere ksilazin hidrokloriir ile derin anestezi yapilmasin
takiben servikal dislokasyon ile 6tanazi gergeklestirildi ve uyluk kemikleri serbestlestirildi.
Serbestlestirilen uyluk kemikleri siringa kullanilarak ilik igerigi 1-2 mL DMEM ile yikandi ve
ilik dokusu elde edildi. Pipetleme ve vorteks ile homojen hale getirildi. Ardindan 500 g,
+4°C’de 10 dakika santrifiijiin ardindan elde edilen pellet makrofaj farklilastirma besiyerinde
(%20 L-929 besiyeri, %10 FBS, 10 U/mL Penicillin ve 100 pg/mL Streptomycin igeren
DMEM) siispanse edilerek, flasklara ekim gergeklestirildi. Bu flasklar 37°C, %5 CO2 ortami
saglanan inkiibatore yerlestirildi, ti¢ giinde bir besiyerleri degistirilen makrofaj hiicreleri igin
farklilastirma protokolii devam ettirildi. izole edilen hiicreler 14-21 giin igerisinde belirtilen

deneyler i¢in kullanildi.

Bu calisma, Dog. Dr. Ahmet Erdi S6zen’in yiiriitiiciiliigiinde gerceklestirilen 121S687 no’lu ve
“Makrofaj Hedefli Uzun Zincirli Vitamin E Metaboliti a-13-COOH Yiiklenmis
Nanopartikiillerin Hazirlanmas: ve In Vitro ve In Vivo Deney Modellerinde incelenmesi”
baslikli TUBITAK 1001 projesi ile iliskilidir. flgili etik kurul onay1 121S687 no’lu proje
kapsaminda 05.08.2021 tarihinde Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan (Karar no: 2021/53) alinmustir.
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5.2.3. Nanopartikiil maruziyeti ve deney gruplarinin olusturulmasi

NP uygulanmayan kontrol grubu makrofajlarmma yalnizca makrofaj farklilastirma besiyeri
eklendi. Optimum etkinin belirlenmesi amaciyla NP uygulanan gruplara 0,25; 0,5 ve 1 uM
konsantrasyonda a-13-COOH igerecek sekilde NP maruziyeti gerceklestirildi ve hiicreler
Tablo 2 ve Tablo 3’te belirtilen deney gruplarina ayrildi. Belirlenen konstantrasyonda
hazirlanan a-13-COOH ytiklii NP’lerin 37°C, %5 CO:2 inkiibasyon siiresi 24 saat olarak
uygulandi.

Tablo 2. MTT ve LC-MS/MS deney gruplari

Grup NP Tipi a-13’-COOH Konsantrasyonu

1 - -

2 a-13’-COOH yiiklenmemis (Bos NP)
3 S2P igermeyen 0,25 M

4 (Hedeflendirilmemis) 0,5 uM

5 1,0 uyM

6 a-13’-COOH yiiklenmemis (Bos NP)
7 0,25 uM

S2P igeren (Hedeflendirilmis)
8 0,5 uM
9 1,0 uyM

Uygulanan farkli a-13'-COOH konsantrasyonlar1 arasindan hiicre canliligi, a-13'-COOH
diizeyi degerlendirilerek etkin konsantrasyonlar 0,5 uM olarak belirlendi. Tablo 3’te gosterilen
deney gruplar1 qRT-PCR deneylerinde kullanildu.
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Tablo 3. qRT-PCR deney gruplart

Grup NP Tipi a-13’-COOH Konsantrasyonu
1 - -
2 S2P icermeyen a-13'-COOH yiiklenmemis (Bos NP)
3 (Hedeflendirilmemis) 0,5 uM
4 a-13'-COOH yiiklenmemis (Bos NP)
S2P igeren (Hedeflendirilmis)
5 0,5 uM

Belirtilen konsantrasyonlarda hazirlanan NP’lerin maruziyeti bir giin 6nceden gergeklestirildi
ve makrofaj hiicreleri NP igeren bu besiyeri ile gece boyu 37°C, %5 COz2 inkiibe edildi. Gece
boyu inkiibasyon sonrasinda makrofaj hiicrelerindeki NP birikimi floresans mikroskopu ile
belirlenebilmesi i¢in oncelikle NP igeren besiyeri uzaklastirildi, hiicreler PBS ile yikandi ve
¢ekirdekleri DAPI ile isaretlendi. Sentez agsamasinda NP’ler FITC (fluorescein isothiocyanate)
floresan probu ile etiketlendikleri i¢in NP diizeyini belirlenmesi adina yapilan goriintiileme
Oncesi herhangi bir isaretleme yapilmadi. Floresans mikroskop altinda fotograflar ¢ekildi ve

makrofaj hiicrelerindeki NP miktar1 belirlendi.

5.2.4. MTT testi ile hiicre canliliginin belirlenmesi

96-kuyulu plakalara hiicre ekimi igin oncelikle 1X PBS ile yikanan hiicreler 8 mL 10 dakika
Cell Stripper uygulamasini takiben 2 mL Tripsin uygulamasi ile kaldirildi ve hemositometrenin
16 karelik alanda sayimlari sonrasi belirtilen denklem kullanilarak hesaplamalar yapilmis 96

kuyulu plakaya 10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekim gergeklestirildi.

hucre sayist = diliisyon faktoru * 10*

Toplam hucre = hucre/ml

hemasitometrede sayilan kare sayist

37°C, %5 CO:z2 inkiibatorde bir gece inkiibasyonlari sonrasinda Tablo 2°de ifade edilen deney
gruplart olusturuldu ve belirtilen konsantrasyonlarda 24 saat boyunca NP uygulandi. MTT
testinin baslangic1 oncesi PBS ile yikanan hiicreler, MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) (5 mg/ml) ile inkiibe edilerek 30’ar dakika arayla kontrol edildi
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ve formazan kristallerinin olusumu takip edildi. Formazan kristallerinin g6zlenmesinin
ardindan MTT ayiraci eklenmis besiyeri hiicrelerden ¢ekildi, 100 ul DMSO (Dimetil Siilfoksit)
eklendi ve 1s1ks1z ortamda 5 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon bitiminde 570 nm de absorbans

6l¢timii alinip analizi takiben hiicre canlilig: belirlendi.

5.25. LC-MS/MS ile a-13’-COOH diizeyinin belirlenmesi

Tablo 2’ye gore ayrilan gruplarda gergeklestirilen uygulamalarin ardindan hiicreler gece boyu
inkiibasyona birakildi. 1X PBS ile yikandiktan sonra hiicreleri flasklardan toplayabilmek igin
Cell Stripper 10 dakika boyunca uygulandi ve toplanan hiicreler 5 dakika 500 g 24°C’de
santrifiij edildi. Santifiij ile ¢oktiiriilen pellet halindeki hiicrelere 0,25 M sodium asetat
solusyonunda hazirlanmis askorbik asit, beta glukorinidaz ve siilfataz eklenerek 34°C,’de 30
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, konsantre asetik asit ve etanol eklenen &rneklere,
2:1 (v/v) oraninda hazirlanmig hekzan: MTBE (Metil tert biitil eter) igerisinde %0,1°lik BHT
(Biitillenmis hidroksi toluene) olan ekstraksiyon soliisyonu eklendi. Ornekler bir dakika vorteks
edilip 3200 g’de 10 °C’de 5 dakika santrifiij sonras1 elde edilen organik faz toplandi. Toplanan
organik faz azot gazi altinda ugurularak elde edilen kuru ekstrakt 3:1 (v/v) oraninda hazirlandi
ve 1 mg/L BHT (marka) i¢ceren, MetOH: dH20 soliisyonunda ¢oziilerek LC-MS/MS’e enjekte
edildi. MRM (Multiple Reaction Monitoring) analiz metodu kullanildi. Asetonitril ve deiyonize
saf suyun 1:1 (v/v) oranindaki karigimi, analizlerde mobil faz olarak ve 0.5 mL/dk akis hizinda
kullanildi. Saf ila¢ soliisyonundan 5 pL 6rnek ¢ekilerek MS2Scan modunda 50-1500 Da
araliginda bir iyonlagmaya baglh tarama yapildi. Teorik molekiiler agirligi 460.69 gmol-1 olan
a-13'-COOH molekiilii i¢in, tarama metodunda +1 yiiklii hali olarak 459,2 m/z degeri goriildii.
Daha sonra MS2SIM (Single Ion Monitoring) metodunda bu pik degeri iizerine farkl
parcalanma enerjileri ile pik yogunluklari lizerine analizler yapildi, total molekiiler iyonu olan
bu iyonla yola devam edilmesine karar verildi. Dolayisiyla, a-13'-COOH molekiiliine 6zgi,
MRM (Multiple Reaction Monitoring) metodu olusturuldu, C18 kolonu (Gemini C18 analytical
column- 100 mmx2.0 mm, 3.0 um, 100 A) ile ayrim saglandi. Orneklerdeki a-13'-COOH

diizeyinin belirlenmesinde “Area Under Curve” olarak isimlendirilen pik alt1 alan baz alindx.
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5.2.6. Inflamasyonla iliskili sitokinlerin mRNA ekspresyonlarinin belirlenmesi

5.2.6.1. RNA izolasyonu

Tablo 3’te belirtilen gruplarda uygulamalarin ve gece boyu inkiibasyonun ardindan 1X PBS ile
yikandiktan sonra hiicreleri flasklardan toplayabilmek icin Cell Stripper 10 dakika boyunca
uyguland1 ve toplanan hiicreler 5 dakika 500 g 24°C’de santrifiij edildi. Santifiij ile ¢oktiiriilen
pellet halindeki hiicrelere 500 pl TRIzol iizerine 100 ul klorom uygulandi. Ornekler 5 dakika
oda sicakliginda bekletildi ve takiben 4°C 20 dakika 10.000 g’de santrifiij edildi. Stipernatant
yeni temiz mikrosantrifiij tliplerine aktarilarak alinan siispansiyon miktar1 kadar saf EtOH
eklendi ve pipetajlama ile iyice karistirildi. Siispansiyonlara 2 ml’lik tiipte bulunan spin
kolonlara aktarildi ve 12.000 g’de oda sicakliginda 15 saniye santrifiij edildi. Siipernatant
atilarak 700 pL yikama tamponu I spin kolonlar iizerine aktarilarak oda sicakliginda 12.000
g’de 15 saniye santrifiij edildi. Siipernatant atildi1 ve kolonlara 500 pL yikama tamponu II
eklenerek oda sicakliginda 12.000 g’de 15 saniye santrifiij edilip bu islem tekrarlandi. Kolonlar
temiz bir tipe alindi1 ve 12.000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Kolonlar temiz 1,5 ml’lik
eppendorf tiipe alinip iizerine 20 uLL RNaz i¢ermeyen eliisyon tamponu eklenerek 1 dakika oda
sicakliginda inkiibasyonu takiben 12.000 g’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi. Orneklere ait
RNA konsantrasyonu “Take3 Multi-Volume Plate” kullanilarak mikroplaka okuyucusunda

olciildii. Olgiim sonrasi 6rnekler cDNA sentezinde kullanildi.

5.2.6.2. Total RNA’dan cDNA sentezi

cDNA sentezi High Capacity cDNA Reverse Transcription kit kulllanilarak yapildi. Her bir
ornekten 1500 ng RNA icerecek hacimlerde alindi ve dnerilen protokole uygun sekilde 10 pLL
2X Master Mix karisimi her tiipiin igerisine eklendi. Toplam hacim 20 pl olacak sekilde RNase
icermeyen su ile tamamlandi.10 pL 2X Master Mix soliisyonu ise 2 pL 10X Reverse
Transkripsiyon (RT) Tamponu, 0.8 pL 25X dNTP Mix, 2 pL 10X RT Random Primer, 1 pL.
Multicribe RT ve RNase igermeyen sudan olusturuldu. Ornekler; 25°C’de 10 dakika, 37°C’de
2 saat, 85°C’de 5 dakika, olacak sekilde “Thermal Cycler” cihazina konuldu. Program bitiminin
ardindan cDNA” lar 10 ng/pL olacak sekilde RNase igermeyen su ile sulandirilarak -20°C’de

saklandi.
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5.2.6.3. qRT-PCR deneyleri

Tayin edilecek genler i¢cin, Mus Musculus TNF-a, TGF-f, IL-10, IL-6 ve IL-1B Entrez Pubmed
Nucleotid programinda Fatsa formatlar1 (mRNA tiim dizisi) saptandi. FATSA formati primer
tasarimi i¢in Primer 3 Output programinda yerlestirilerek Tablo 4’te gosterilen primer dizileri
elde edildi. Sentezlenen cDNA 6rneklerinin ¢ogaltilmasi kit kullanilarak gergeklestirildi. Her
bir 6rnek i¢in 5 pl Sybr Green, 0,5 pl forward primer, 0,5 pl reverse primer, 2 pul cDNA ve 2 ul
RNAaz elimine su eklenerek total hacmi 10 pl olan karisim hazirlandi. Ornekler, ii¢ kez tekrar
edildikten sonra Ct degerleri GAPDH Ct degerlerine gore normalize edildi, 222t hesaplandi.
Kontrol grubu %100 kabul edilerek diger gruplar degerlendirildi.

Tablo 4. Ekspresyonu saptanacak genlere ait primer dizileri

Gen 5’ Primer 3’ Primer

GAPDH ATGGTGAAGGTCGGTGTGAA TGGAAGATGGTGATGGGCTT

TGF-B AGAGCCCTGGATACCAACTAT AGGACCTTGCTGTACTGTGT

IL-10 AGTACAGCCGGGAAGACAAT AGCTTCTCACCCAGGGAATTA

IL-6 TTCTTGGGACTGATGCTGGT CATTTCCACGATTTCCCAGAGA

IL-1P ACTCATTGTGGCTGTGGAGA TTGTTCATCTCGGAGCCTGT

TNF-a TCCTGAGTTCTGCAAAGGGA CCCCGGCCTTCCAAATAAAT

5.2.7. Kullanilan istatiksel yontemler

Bu tez calismasindaki hiicre deneyleri {i¢ tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi. Grup sayisi
ikiden fazla oldugu i¢cin ANOVA testi uygulandi ve p degeri 0,05’ den kii¢iik sonuglar anlaml1
kabul edildi. Degerler ortalama standart sapma olarak gosterildi. Istatistiksel analizler

GraphPad yardimu ile hesaplandi.
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6. BULGULAR

Bu tez caligmasi, 0-13'COOH'lin makrofajlara dogrudan iletilmesi amaciyla gelistirilen NP
tabanli bir tasiyict kullanilmasin1 ve bu metabolitlerin diisiik stabilitesinin yarattigi engeli
asmay1 hedefledi. Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Miihendislik ve Doga Bilimleri
Fakiiltesinde Dog. Dr. Ozgiil Gék danismanhiginda gelistirilen NP sistemi kullamlarak o-
13’COOH"in hiicrelere etkili bir sekilde tasinmasi ile metabolitin biyolojik etkilerini artirmak
hedeflendi. Bu yaklasimin, metabolitlerin hizli degredasyonunu o6nleyerek, inflamasyon ve
diger hastaliklara yonelik tedaviye yonelik yeni stratejilerin gelistirilmesinde etkili olacagi

diistinildii.

6.1. Farklhilasmis Makrofaj Hiicrelerinin Akis Sitometrisi ile Dogrulanmasi

Makrofajlar fare kemik iligi hiicrelerinden elde edildikten sonra makrofaj fenotipine ulasip
ulasmadigin1 dogrulamak amaciyla analizler gergeklestirildi. Makrofajlara 6zgli bir belirteg
olan FITC isaretli F4/80 antikoru Kullanilarak hiicreler isaretlendi ve akis sitometri yontemiyle
analiz edildi. Isaretlenmemis kontrol hiicreleriyle yapilan kiyaslamalar sonucunda, hiicrelerin
%89,48 oraninda F4/80 pozitif oldugu tespit edildi. Bu bulgular, kemik iligi kaynakl1 hiicrelerin
biiyiik bir gogunlugunun makrofaj fenotipine basariyla farklilastigini dogruladi (Sekil 6).
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Sekil 6. Akim sitometrisi ile makrofaj hiicrelerinin farklilasmasini gsteren histogram grafikleri.

6.2. Nanopartikiil Birikimi Sonuglari

Makrofaj hiicrelerinde 24 saat boyunca FITC ile isaretlenmis hedeflendirilmis ve
hedeflendirilmemis NP uygulamalari sonrasinda konfokal mikroskopi ile goriintiiler elde edildi.
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Bu goriintiilerde mavi renk (DAPI) makrofaj hiicrelerine ait ¢ekirdekleri, yesil renk ise hiicre
icerisinde bulunan FITC ile igaretli NP’leri temsil etmektedir. Makrofajlar tarafindan alinan
NP’lerin bulundugu bélgeler beyaz oklarla belirtilmektedir (Sekil 7). Sonug olarak NP birikimi
deneyleri ile her deney grubu kendi i¢inde degerlendirildiginde FITC isaretlenmis
hedeflendirilmis NP’lerin, FITC isaretlenmis hedeflendirilmemis NP’lere gore makrofaj

hiicreleri ile etkilesimlerinde daha fazla birikim yaptig1 goriildi.

FITC isaretli FITC isaretli

Kontrol hedeflendirilmemis NP hedeflendirilmis NP

Y

Sekil 7. Konfokal mikroskobunda NP birikimi sonuglarinin gézlemlenmesi.

6.3. Hiicre Canhihig Sonuclari

Makrofaj hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda 24 saat boyunca bos hedeflendirilmemis, a-
13'-COOH yiiklii hedeflendirilmemis, bos hedeflendirilmis ve a-13-COOH yiiklii
hedeflendirilmis NP uygulanmasini takiben, hiicre canliligt MTT testi kullanilarak
degerlendirildi. Elde edilen veriler, uygulanan farkli gruplar arasinda hiicre canlilig1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigin1 gostermektedir (p > 0,05). Hiicre canliligi
sonugclari, her bir deney grubu i¢in ii¢ tekrarli 6lglimden elde edilen ortalama + standart sapma
degerleri ile ifade edilmektedir (n = 3). Bulgular, farkli NP uygulamalarinin hiicre canlilig

tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin olmadigini ortaya koymaktadir (Sekil 8).
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Sekil 8. Makrofaj hiicrelerinde 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda 13'-COOH yiiklii
nanopartikiil uygulamalari sonrast MTT testi ile elde edilen hiicre canliligi degerleri. p>0,05, ortalama
+ standart sapma, (n=3).

6.4. LC-MS/MS ile a-13'-COOH Diizeyi Sonuclari

Makrofaj hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda 24 saat boyunca hedeflendirilmemis
NP’lerden bos ve a-13-COOH vyiiklii ayrica hedeflendirilmis bos ve a-13"-COOH yiikli
hedeflendirilmis NP uygulamalari sonrasi o-13'-COOH diizeyleri LC-MS/MS ile
degerlendirildi (Sekil 9). Hedeflendirilmemis NP gruplar1 incelendiginde, 0,25 uM, 0,5 uM ve
1 uM konsantrasyonlarinda uygulanan NP'lerin, bos NP grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir artig gosterdigi goriildii. Benzer sekilde, hedeflendirilmis NP gruplarinda yapilan
analizlerde, 0,25 uM, 0,5 uM ve 1 pM konsantrasyonlarinin, bos NP grubuna kiyasla anlamli
diizeyde daha yiiksek a-13'-COOH diizeylerine yol agtig1 tespit edildi. Ayrica, hedeflendirilmis
NP gruplari arasinda yapilan karsilastirmalarda, hedeflendirilmis 0,25 uM grubuna kiyasla 0,5
uM ve 1 uM konsantrasyonlarinin istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi gézlemlendi.
Bu sonuglar her iki tip NP'iin a-13'-COOH seviyelerini artirict etkisinin konsantrasyona baglt
olarak degistigini ve 6zellikle hedeflendirilmis NP’lerde yiiksek konsantrasyonlarin anlamli bir

art1s sagladigimi gostermektedir.
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Sekil 9. Makrofaj hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda a-13'-COOH yiiklenmis hedeflendirilmemis
ve hedeflendirilmis NP uygulamalar1 sonras1 a-13'-COOH diizeyinin LC- MS/MS ile degerlendirilmesi

*** p<0,001, Hedeflendirilmemis bos
### p<0,001, Hedeflendirilmis bos
+p<0,05 Hedeflendirilmis 0,25 pM ile kiyaslandiginda, ortalama + standart sapma, (n=3)

6.5. Inflamasyonla fliskili Sitokinlerin MRNA Ekspresyon Sonuclar

Makrofaj hiicrelerine, 24 saat boyunca bos ve 0,5 uM a-13"-COOH yiiklii hedeflendirilmemis
ve hedeflendirilmis NP uygulandi. TGF-p mRNA diizeyleri belirlendi. Normalizasyon igin
GAPDH referans geni kullanildi ve kontrol grubu %100 alinarak gruplar degerlendirildi. TGF-
B mRNA diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi (Sekil 10) .
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Sekil 10. Makrofaj hiicrelerinde 24 saat boyunca bos ve 0,5 puM 0-13-COOH yiiklenmis
hedeflendirilmemis ve hedeflendirilmis NP uygulamalari sonrast TGF-§ mRNA ekspresyonunun, qRT-
PCR ile degerlendirilmesi. p>0,05, ortalama + standart sapma, (n=3)

Makrofaj hiicrelerinde, 24 saat boyunca bos ve 0,5 pm a-13'-COOH yiiklii hedeflendirilmis ve
hedeflendirilmemis NP uygulandiktan sonra IL-1p mRNA ekspresyon diizeyleri, gRT-PCR
yontemi kullanilarak detayli bir sekilde degerlendirildi (Sekil 11). Elde edilen veriler ile farkli
gruplar arasinda IL-18 mMRNA ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadigini ortaya koyuldu.
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Sekil 11. Makrofaj hiicrelerinde 24 saat boyunca bos ve 0,5 pM a-13-COOH yiiklenmis
hedeflendirilmemis ve hedeflendirilmis NP uygulamalari sonrasi IL-1f mMRNA ekspresyonunun RT-
PCR ile degerlendirilmesi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi. p>0.05.
ortalama = standart sapma, (n=3)

Makrofaj hiicrelerinde, 24 saat boyunca bos ve 0,5 uM a-13'-COOH yiiklii hedeflendirilmis ve
hedeflendirilmemis NP uygulanmasini takiben, IL-6 mRNA ekspresyon diizeyleri, qRT-PCR
yontemi kullanilarak kapsamli bir sekilde analiz edildi (Sekil 12). Elde edilen sonuglar, farkli
gruplar arasinda IL-6 mRNA ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadigini gosterdi.

31



IL-6

200 -

150 -

100 A
N '
0

Kontrol Bos 0.5 uM Bos 0.5 uM

IL-6/GAPDH mRNA
ekspresyonu

Hedeflendirilmemis Hedeflendirilmis

Sekil 12. Makrofaj hiicrelerinde 24 saat boyunca bos ve 0,5 uM a-13-COOH yiiklenmis
hedeflendirilmemis ve hedeflendirilmis NP uygulamalari sonrasi IL-6 mMRNA ekspresyonunun RT-PCR
ile degerlendirilmesi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gzlenmedi. p>0,05, ortalama
+ standart sapma, (n=3).

Makrofaj hiicrelerinde, 24 saat boyunca bos ve 0,5 uM a-13'-COOH yiiklii hedeflendirilmis ve
hedeflendirilmemis NP uygulanmasini takiben, IL-10 mRNA ekspresyon diizeyleri, qRT-PCR
yontemi kullanilarak kapsamli bir sekilde analiz edildi (Sekil 13). Elde edilen sonuglar, farkl
gruplar arasinda IL-10 mRNA ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulunmadigini gosterdi.
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Sekil 13. Makrofaj hiicrelerinde 24 saat boyunca bos ve 0,5 uM a-13’-COOH yiiklenmis
hedeflendirilmemis ve hedeflendirilmis NP uygulamalari sonrasi IL-10 mRNA ekspresyonunun RT-
PCR ile degerlendirilmesi. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi. p>0,05,
ortalama = standart sapma, (n=3).

Makrofaj hiicrelerinde, 24 saat boyunca bos ve 0,5 uM a-13'-COOH yiiklii hedeflendirilmis ve
hedeflendirilmemis NP uygulanmasini takiben, TNF-a mRNA ekspresyon diizeyleri, qRT-PCR
yontemi ile degerlendirildi (Sekil 14). Hedeflendirilmis NP gruplari incelendiginde, 0,5 uM a-
13'-COOH yiiklii grubun, hedeflendirilmis bos NP grubuna kiyasla TNF-o mRNA
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigi tespit edildi. Bu sonuglar ile
hedeflendirilmis 0,5 uM 0a-13’-COOH yiiklii NP'lerin makrofaj hiicrelerinde TNF-a. mRNA
ekspresyonunun baskilayici bir etki gosterebildigi ve bu etkinin istatistiksel olarak anlamli

oldugu ortaya koyuldu.
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Sekil 14. Makrofaj hiicrelerinde 24 saat boyunca bos ve 0,5 uM a-13’-COOH yiiklenmis
hedeflendirilmemis ve hedeflendirilmis NP uygulamalari sonras1 TNF-o mRNA ekspresyonunun RT-
PCR ile degerlendirilmesi. Hedeflendirilmis NP gruplar1 degerlendirildiginde 0,5 M grubunda bos NP
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi. *p<0,05, Hedeflendirilmis bos ile
kiyaslandiginda, ortalama + standart sapma, (n=3).
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7. TARTISMA ve SONUC

Vitamin E, 1922 yilinda Herbert Evans ve Katherine Bishop tarafindan “factor X” adi altinda
kesfedildikten sonra 1924 yilinda, tireme i¢in diyet gereksinimlerini yogun bir sekilde arastiran
Barnett Sure tarafindan vitamin E olarak adlandirildi. Bugday tohumu yagindan vitamin E izole
eden Evans ve ¢aligma arkadaslarini iki y1l sonra Erhard Fernholz kimyasal yapisin1 6nererek
takip etti. Fernholz tarafindan 6nerilen bu yap1 Paul Karrer ve arkadaslar1 tarafindan kimyasal
sentezle dogruland1 (Brigelius-Flohe, 2021).

Bahsedilen durumdan tek bir kimyasal yapiya sahip oldugu anlami ¢iksa da aslinda vitamin E
bilinen sekiz farklit molekiilin genel adidir. Bu molekiiller iki ana grupta incelenmektedir;
tokoferoller ve tokotrioneller. Tokoferoller, farkli sekilde ikame edilmis bir 6-hidroksi kroman
halkas1 ve fotosentetik bitkilerin biyosentezinde fitil-difosfattan tiiretilen 16 C atomundan
olusan &zdes bir prenil yan zinciri igermektedir. Homolog tokotrienoller ayni kromanol
halkasina sahiptir ancak yan zincirleri 3 ¢ift bag icermektedir (Sozen ve ark, 2019; Brigelius-
Flohe, 2021).

Vitamin E'nin uzun zincirli metabolitleri, 6zellikle a-13-COOH ve a-13'-OH, son yillarda
yapilan arastirmalarda biyolojik aktivite acisindan dikkat ¢cekmektedir. Bu metabolitler, o-
tokoferoliin karacigerde sitokrom P450 enzimleri (CYP3A4 ve CYP4F2) tarafindan metabolize
edilmesiyle olusmaktadir. Yan zincir hidroksilasyonu ve oksidasyonu ile baglayan bu siirecte,
a-13'-COOH gibi aktif metabolitler olugsmaktadir ve bu metabolitler, a-tokoferolden bagimsiz
etkiler gosterebilmektedir (Wallert ve ark, 2014; Wallert ve ark., 2015).

Uzun zincirli bu metabolitler, antioksidan 0&zelliklerin Gtesinde, inflamatuar siireglerin
diizenlenmesinde onemli bir rol oynamaktadir. a-13-COOH, o6zellikle inflamatuar yanitin
merkezi hiicrelerinden biri olan makrofajlar tizerinde belirli etkiler gostermektedir. RAW264.7
makrofajlari tizerinde yapilan ¢alismalar, a-13’-COOH'iin, LPS ile aktive edilen proinflamatuar
sitokinlerin (6rnegin, IL-1p ve TNF-a) ekspresyonunu 6nemli dl¢lide azalttigini géstermistir.
Ayni zamanda, COX-2 ve INOS gibi inflamatuar enzimlerin gen ekspresyonunu ve protein
seviyelerini baskilamaktadir (Wallert ve ark., 2015).
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a-13'-COOH gibi uzun zincirli metabolitlerin, makrofajlarin inflamatuar siire¢lerdeki rollerini
degistirme yetenegine sahip oldugu yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir. Bu dogrultuda, a-13'-
COOH, LPS ile aktive edilen makrofajlarda NF-xB sinyal yolunu inhibe ederek proinflamatuar
gen ekspresyonunu siirlandirmaktadir. NF-kB yolu baskilanmasinin, IL-1f ve TNF-a gibi
proinflamatuar sitokinlerin tiretiminde azalmaya neden oldugu bilinmektedir ve dolayisiyla a-
13'-COOH’iin inflamatuar yanitin yogunlugunu azalttigi yorumu yapilabilir (Wallert ve ark,
2014; Wallert ve ark., 2015).

Makrofaj hiicreleri, inflamatuar siire¢lerdeki rolleri nedeniyle kronik inflamasyonun temel
aracilart arasinda yer almaktadir. Kronik inflamasyon durumunda, M1 makrofajlar asir1
aktivasyon gostererek doku hasarina ve cesitli hastaliklarin (6rnegin, ateroskleroz, diyabet,
romatoid artrit) ilerlemesine neden olabilmektedir. Buna karsilik, inflamasyonun ¢dziinmesi
sirecinde IL-10 ve TGF-B gibi anti-inflamatuar sitokinler salgilayan M2 makrofajlar,
proinflamatuar yanitlar1 baskilayarak doku onarimini tesvik etmektedir. Ayrica, efferositoz
sirasinda  dretilen anti-inflamatuar molekiiller, inflamasyonun sonlanmasina katkida
bulunmaktadir (Serhan ve Savill, 2005). Bu mekanizmalar, makrofajlarin yalnizca
inflamasyonu baglatan hiicreler degil, aynm1 zamanda bu siireci kontrol eden ve ¢oziilmesini

saglayan kritik diizenleyiciler oldugunu ortaya koymaktadir.

a-13’-COOH’1in klinik uygulamalardaki etkinligi, hizli metabolize edilmesi ve plazmada diisiik
nanomolar konsantrasyonlarda tespit edilmesi nedeniyle ciddi sekilde kisitlanmaktadir.
Giusepponi ve ark. (2017) ile Ciffolilli ve ark. (2015)’nin ¢aligmalarinda, a-13'-COOH’iin
karaciger dis1 dokulara yeterli diizeyde iletilememesi, biyoyararlanimini sinirlandiran temel bir
faktor olarak tanimlanmistir. Bu durum, a-13'-COOH’iin tedaviye yonelik etkilerini arttirmak

i¢in yenilik¢i tagima stratejilerinin gelistirilmesi gerektigini gostermektedir.

Nanopartikiiller, tasidiklar bilesikleri gastrointestinal sistemdeki bozunmalara karsi koruma,
sistemik dolagimda daha uzun siire kalabilme ve hedef dokulara spesifik olarak yonlendirilme
gibi dzellikleriyle modern biyoteknolojide ilag tasima sistemleri i¢in ideal araclar olarak one
cikmaktadir. Chen ve ark. (2016) ile Khalil ve ark. (2013)’iin arastirmalar1, NP’lerin tagidiklar
molekiillerin kontrollii salintminm1 saglayarak farmakokinetik ozellikleri iyilestirdigini ve

ilaglarin biyoyararlanimini artirdigini gostermektedir. Bu tagima sistemleri, a-13"-COOH gibi
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diisiik stabiliteye sahip bilesiklerin hedef bolgelere etkili bir sekilde iletilmesi ve sistemik

dolasimdaki yar1 dmriiniin uzatilmasi agisindan biiyiik bir avantaj sunmaktadir.

Nanopartikiillerin bu 6zellikleri, a-13'-COOH’lin biyoyararlanimini artirmak ve iyilestirici
etkilerini arttirmak i¢in umut verici bir yaklasim olarak degerlendirilmektedir. Kontrollii
salmim mekanizmalari, bilesigin metabolik yikimini yavaglatabilirken, hedef dokulara
yonlendirme kapasitesi, karaciger dis1 dokulara daha etkili bir gekilde iletilmesini saglayabilir.
Bu baglamda, 0-13-COOH’lin nanopartikiiller —aracilifiyla tasinmasi, yalnizca
biyoyararlanimini artirmakla kalmay1p, ayni zamanda inflamasyon gibi kronik siireclerle iliskili
hastaliklarin tedavisinde daha etkili bir ara¢ olarak kullanilmasini miimkiin kilmaktadir. Bu
veriler, NP bazli tasima sistemlerinin farmasotik alanindaki yenilik¢i kullanim potansiyelini bir

kez daha vurgulamaktadir.

Bu tez ¢alismasinda, literatiirde anti-inflamatuar 6zellikleri detayl bir sekilde ortaya konmus
olan 0-13'-COOH metabolitinin, makrofaj hiicrelerine spesifik olarak hedeflenmis NP
sistemleri igerisine yiliklenmesi yoluyla makrofaj hiicreleriyle etkilesiminin artirilmasi
hedeflendirildi. Bu yaklasim, a-13'-COOH'in diisiik stabilite ve hizli metabolize olma gibi
dezavantajlarin1 asmayi, ayni zamanda hedef makrofaj hiicrelerinde inflamasyonun
diizenlenmesine yonelik etkisini artirmay1 hedefledi. Nanopartikiil bazli tagima sistemlerinin,
hem a-13'-COOH’iin biyoyararlanimini arttiracagi hem de inflamatuar siireglerdeki diizenleyici

etkilerini indiikleyecegi diistiniildii.

Calismada, a-13-COOH’iin makrofaj hiicrelerine etkili bir sekilde iletilmesini saglamak
amactyla Acibadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Biyomiihendislik Anabilim Dali'nda
gerceklestirilen "Anti-inflamatuar flag Igceren ve Hedefli PLGA Nanopargaciklarin
Hazirlanmast ve In Vitro Degerlendirilmesi" baslikli tez ¢alismasinda hazirlanan NP’ler
kullanildi. Hazirlanan NP’lerin makrofaj hiicreleri ile etkilesimi in vitro olarak incelendi ve bu
dogrultuda, fare kemik iligi hiicrelerinden farklilagtirilmis primer makrofaj hiicreleri kullanildi.
Primer hiicre hatlari, ticari olarak satin alinan hiicre hatlarina kiyasla genetik ve fenotipik
farkliliklar gostermekte ve in vivo heterojen yapilari nedeniyle biyolojik siiregleri daha dogru
bir sekilde yansitmaktadir. Literatiirde, ticari hiicre hatlarindan elde edilen sonuglarin primer
hiicre hatlarindan elde edilen sonuglarla farklilik gosterebilecegi bildirilmistir (Andreu ve ark.,

2017; Maurya ve ark., 2013). Ayrica, yiiksek etki faktorlii yayinlarda, ticari hiicre hatlar1 yerine
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kemik iliginden farklilastirilmis makrofajlarin siklikla tercih edilmektedir (Cai ve ark., 2017;
Wang ve ark., 2017). Bu baglamda, bu tez ¢alismasinda primer makrofaj hiicrelerinin tercih

edilmesi, literatiir ile uyumlu sonuglar elde edilmesine katki sagladi.

Caligsmada, farkli konsantrasyonlarda a-13'-COOH yiiklenmis NP’lerin makrofajlar {izerindeki
etkileri degerlendirildi ve literatiire paralel olarak (Tao ve ark., 2022), bu NP’lerin hiicre
canlilig1 iizerinde olumsuz bir etkisinin olmadig: belirlendi. Hiicre i¢i NP birikimi konfokal
mikroskopi ile, a-13-COOH diizeyleri ise LC-MS/MS yontemi ile belirlendi. Bos NP
uygulanan gruplara kiyasla, hem hedeflendirilmemis hem de hedeflendirilmis NP gruplarinda
NP birikimi ve a-13'-COOH diizeylerinde anlamli bir artis gozlendi. Bununla birlikte,
hedeflendirilmis NP uygulanan gruplarda, hedeflendirilmemis NP gruplarina kiyasla daha fazla
NP birikimi ve konsantrasyona bagli olarak o-13'-COOH diizeylerinde daha belirgin artis
saptandi. Bu sonuglar, hedeflendirilmis NP’lerin makrofajlar tarafindan daha etkin bir sekilde
alindigini ve 0-13'-COOHlin hedef hiicrelere tasinmasinda hedeflendirme stratejisinin basarili

bir yaklasim oldugunu dogruladi.

Ayrica bu tez ¢alismasinda a-13'-COOH yiiklii NP’lerin inflamasyon tizerindeki etkinligini
belirlemek amaciyla, primer makrofaj hiicrelerinde TNF-a, TGF-p, IL-10, IL-6 ve IL-1B
sitokinlerinin mRNA diizeyleri belirlendi. TNF-a, inflamatuar siireclerin hizla baglamasinda
kritik rol oynayan bir sitokindir ve NF-«B sinyal yolunu aktive ederek proinflamatuar genlerin
ekspresyonunu artirmaktadir (Horiuchi ve ark., 2010; Hayden & Gosh, 2014). TGF-p,
inflamasyonun ¢oziilmesi asamasinda Smad sinyal yolaklar1 araciligiyla anti-inflamatuar
genlerin ekspresyonunu artiran ve makrofajlarin M2 fenotipine farklilasmasini tegvik eden bir
diizenleyici gorevini gormektedir (Sanjabi ve ark., 2017). IL-10'un, proinflamatuar bagisiklik
hiicrelerinin aktivasyonunu baskilayarak NF-xB sinyal yolunu inhibe eden ve inflamasyonun
kontrol altina alinmasinda 6nemli bir rol oynayan bir anti-inflamatuar sitokin oldugu
bilinmektedir (Ouyang & O’Garra, 2019). IL-6, akut faz yanitini tetikleyen ve JAK/STAT3
yolaklar1 araciligiyla hematopoetik siireclerin diizenlenmesine katkida bulunan bir mediatordiir
(Ngwa ve ark., 2022). Son olarak, IL-1p, COX-2 aktivasyonu yoluyla prostaglandin E2
sentezini artirarak atesi yiikselten ve inflamatuar yanitin amplifikasyonunda gorev alan bir
proinflamatuar sitokin olarak bu analizlerde yer almaktadir (Neeb ve ark., 2011; Slaats ve ark.,

2016). Bu sitokinlerin her biri, a-13"-COOH yiiklii NP’lerin inflamatuar siirecleri nasil
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etkiledigini anlamak i¢in kilit parametreler olarak degerlendirilmistir. Degerlendirmeler
sonucunda TGF-f, IL-10, IL-6 ve IL-1p diizeylerinde anlamli farklilar goriilmedi ancak NP
igerisine yliklenmis a-13'COOH uygulamasi ile TNF-a ekspresyonunun baskilandigi saptandi.

Nanopartikiil bazli sistemler ve nanoteknolojinin tibbi uygulamalar1 (nanotip), biyomedikal
arastirma ve saglik alaninda hizla gelisen bir disiplindir (Kamaly ve ark., 2012; Kumari ve ark.,
2010). Bu kiiciik pargaciklar, cesitli terapotik ajanlar ve teshis araglari i¢in tasiyict sistemler
olarak gorev yapmakta ve kapsiilledikleri farmasotik bilesikleri zorlu fizyolojik kosullardan
koruma, dolasim siiresini uzatma, spesifik doku ve hiicrelere hedefleme ve kontrollii salinim
gibi 6nemli avantajlar sunmaktadir. NP bazli sistemlerin en umut verici yonlerinden biri,
biyoyararlanimini artirma potansiyelidir. Bu artan biyoyararlanim, daha diigiik dozlarla daha

etkili tedavilerin saglanmasina olanak tanirken, olas1 yan etkileri de azaltabilmektedir.

Anti-inflamatuar etkileri gesitli hiicre kiiltiirii ve hayvan modellerinde gosterilmis olan a-13'-
COOH molekiilii, NP sistemlerine entegre edilmis sekilde kullanilmistir. a-13'-COOH, S2P
peptidi ile konjiige edilerek makrofajlara spesifik bir hedefleme stratejisi Acibadem Mehmet
Ali Aydmlar Universitesi Biyomiihendislik Anabilim Dali'nda gerceklestirilen "Anti-
Inflamatuar Ila¢ Iceren ve Hedefli PLGA Nanopargaciklarin Hazirlanmasi ve In Vitro
Degerlendirilmesi" baslikli calisma ile gelistirilmistir. Kemik iligi hiicrelerinden farklilagtirilan
makrofajlarda gerceklestirilen in vitro deneylerde, a-13-COOH yiiklii NP’lerin hiicre
canliligin1 etkilemeden makrofaj hiicrelerinde biriktigi, a-13-COOH seviyelerinde artis
sagladigi ve pro-inflamatuar bir sitokin olan TNF-o baskilanmasinda etkili oldugu
belirlenmistir. Bu bulgular, a-13’-COOH’lin inflamasyon siire¢lerini modiile etme ve hedefli
ilag tagima sistemlerinin tedaviye yonelik potansiyelini ortaya koymaktadir. Bu bulgular, a-13'-
COOH’1in inflamasyon siire¢lerini modiile etme ve hedefli ilag¢ tagima sistemlerinin tedaviye
yonelik potansiyelini ortaya koymakla birlikte, bu molekiiliin klinik uygulamalarda
kullanilabilirliginin degerlendirilebilmesi i¢in ileri in vivo ¢aligmalarin ve klinik aragtirmalarin

gerekliligini vurgulamaktadir.
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