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Mikrometre diizeyindeki plastikler halen pek cok arastirmaya konu olmakla birlikte
nanoplastiklerle ilgili ¢alismalar sinirlidir. Nanoplastiklerin insanlar ve memeliler

tizerindeki etkilerini bildiren ¢ok az ¢alisma vardir.

Bu c¢alismada, farkli ¢aptaki NPS’lerin gida matrisi ile etkilesimden sonra etrafinda
olusan korona yapisi, gida matrisi varken ve yokken c¢ozelti icindeki davranislari
incelenmistir. Gida matrisiyle etkilesimden 6nce ve sonra partikiillerin karakterizasyonu
icin TEM ve ESEM gorintileme ve hidrodinamik ¢cap ve zeta potansiyeli dlctimleri
gergeklestirilmistir. Ayni sekilde sindirimden sonra partikiillerin tek baslarina ve gida
matrisi etkisi ile korona olusumlarina bakilmis ve ¢ozelti igindeki agregasyon durumlari
gozlenmistir. Sindirimin 6nce ve sonrasi karsilagtirildiginda partikiillerin farkl: sindirim
ortamlarinda farkli davraniglar gosterdigi saptanmigtir. Partikiillerin sindirim 6ncesi ve
sonrasi karakterizasyonu haricinde olusturduklar1 protein koronanin floresans dlgtimleri
ve elektroforez ile nicel ve nitel analizleri yapilmistir. Bu analizlerde en ¢ok protein
baglayan partikiiliin NPS-30 oldugu goriilmiistiir. Protein korona analizlerinin ardindan
partikiillerin sindirim enzimlerinin aktiviteleri iizerindeki etkilerine bakilmistir. Bu
kapsamda amilaz, pepsin ve lipaz kullanilmistir. Partikiillerin amilaz ve pepsin

aktivitelerinde onemli etkilerinin olmadig1 fakat bagirsak ortaminda lipaz aktivitesini



onemli olgiide azalttifi gézlenmistir. Tezin son asamasinda ise partikiillerin bagirsak
epitel hiicrelerinin toksisitesi incelenmistir. Bazi partikiillerde canlilikta anlamli azalma
ve ROS {iretiminde anlamli artis gozlenmistir. Tiim analizlerden elde edilen ¢iktilarla,
literatiirde polistiren nanopartikiillerin hala tam aydinlatilmamig gida ile etkilesimi ve

sonuglar1 hakkinda 6nemli bir adim atilmustir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarla partikiillerin ¢apa bagli korona yapisi, ¢Ozelti icinde
davranislar1 ve gida matrisiyle etkilesimleri, sindirimden sonra ve sindirim boyunca
viicutta gegirdikleri degisimler ve enzimlere etkileri hakkinda 6nemli bulgular elde
edilmistir. Buradan elde edilen ¢iktilarla literatiirde onemli bir boslugun doldurulmasi ve
yeni arastirmalar i¢in kaynak olusturmasi hedeflenmistir. Sonraki asamalarda farkli gida
matrisleri veya farkli ozellikte nanoplastiklerle ¢alisilarak konuya o6nemli katkilar

yapilabilir.

Anahtar Kelimeler: Polistiren, nanopartikiil, gida matrisi, sindirim simiilasyonu, enzim,

toksisite.
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Although plastics at the micrometer level are still the subject of many researches, studies
on nanoplastics are limited. There are few studies reporting the effects of nanoplastics on

humans and mammals.

In this study, the corona structure of NPSs of different diameters formed around them
after interaction with the food matrix, and their behavior in solution with and without the
food matrix were investigated. TEM and ESEM imaging and hydrodynamic diameter and
zeta potential measurements were performed for the characterization of the particles
before and after interaction with the food matrix. Likewise, after digestion, corona
formations of the particles alone and with the effect of the food matrix were examined
and aggregation states in the solution were observed. When the before and after digestion
were compared, it was determined that the particles behaved differently in different
digestive environments. Apart from the pre- and post-digestion characterization of the
particles, fluorescence measurements of the protein corona they formed and quantitative
and qualitative analyzes were made by electrophoresis. NPS-30 was found to be the most
protein-binding particle in these analyses. After protein corona analysis, the effects of



particles on the activities of digestive enzymes were examined. In this context, amylase,
pepsin and lipase were used. It was observed that the particles did not have significant
effects on amylase and pepsin activities, but significantly reduced lipase activity in the
intestinal environment. In the last stage of the thesis, the toxicity of the particles to
intestinal epithelial cells was investigated. A significant decrease in viability and a
significant increase in ROS production were observed in some particles. With the outputs
from all analyzes, an important step has been taken in the literature about the interaction
and consequences of polystyrene nanoparticles with food, which is still not fully
elucidated.

With the studies carried out within the scope of the thesis, important findings were
obtained about the diameter-dependent corona structure of the particles, their behavior in
solution and their interaction with the food matrix, the changes they undergo in the body
after digestion and during digestion, and their effects on enzymes. With the outputs
obtained from this, it is aimed to fill an important gap in the literature and to create a
resource for new researches. In the next stages, important contributions can be made by

working with different food matrices or nanoplastics with different properties.

Keywords: Polystyrene, nanoparticle, food matrix, digestion simulation, enzyme,

toxicity.
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1.GIRIS

Plastikler, her gecen giin tiiketimin artmasiyla hem ¢evre hem de insan saglig1 i¢cin daha
cok tartisilan bir konu haline gelmistir. Gida endiistrisinde de en basta paketleme olmak
tizere pek ¢ok alanda plastikler kullanilmaktadir. Tek kullanimlik yiyecek-igecek
kaplarindan, 1sitma-sogutma gibi alanlarda kullanilan ambalajlara kadar pek ¢ok alanda
plastikler kendine yer bulabilmektedir. Bu yaygin kullanim sonucunda atik olusumu da
kullanimla paralel olarak artmaktadir. Plastik polimerlerin dogada yok olmamasi ve
mikrobiyolojik olarak da pargalanamamasi bu sorunu ¢oziilemez hale getirmektedir.
Cevrede biriken bu plastik atiklar, tamamen yok olmasa da, gilines ve riizgar gibi dis
etkenlerle daha kirilgan ve kiiclik parcalara ayrilmakta ve canlilar tarafindan alinabilir
boyutlara gelmektedir. Plastiklerin su anda tespit edilebilen en kii¢iik boyutu olan
nanoplastikler (NPL), son yillarda pek cok caligmanin konusu olmus, arastirmacilarin

daha fazla dikkatini ¢gekmistir.

NPL’lerin ¢evrede analiz yontemleri heniiz tam olarak gelismemistir. Bu analizler heniiz
daha ¢ok mikro boyutlarda kalmaktadir. Buna ragmen gidada analiz yOntemleri
gelistirilerek bulasilar takip edilmektedir. Bu bulasilarin daha ¢ok ambalaj ve proses
kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, in vivo sindirim g¢aligmalartyla diisiik trofik
seviyelerdeki canlilarda NPL maruziyeti ve viicutta birikimi incelenebilmekte veya
dogumla bir sonraki nesile ya da tiiketimle canlilar arasi aktarim uzun veya kisa stireli
olarak gozlenebilmektedir. Etik kurallar, maliyet ve zaman kisitlamasi sebebiyle in vivo
yontemlere alternatif pek ¢ok in vitro yontem gelistirilmis ve NPL’lerin canlilardaki

etkilerine ve sonuglarina bu yontemlerle bakilarak sonuglar literatiire sunulmustur.

Gidada NPL’lerin bulasisi heniiz tam aydinlatilmamis bir alan olarak goriinmektedir.
Farkli gida matrisleriyle farkli makro bilesenlerin incelenmesi, hem tiketici hem de
arastirmacilar i¢in elzemdir. Simdiye kadar en ¢ok proteinlerle NPL’lerin etkilesimine
bakilmis ve NPL’lerin etrafinda korona adi verilen protein tabakasi tizerinde durulmustur.
Vicutta en 6nemli makrobilesen olan proteinlerin bu tabakayi olusturmasi hem doku ve

organlardaki sonuglarinin daha 6nemli olmasindan hem de korona olustururken



proteinlerin denatiire olup biyoyararlaniminin azalmasi nedeniyle incelemeye daha fazla

konu olmaktadir.

Tez kapsaminda gida matrisi ile nanoplastiklerin etkilesimi ve toksisitesi arastirilmistir.
Nanoplastik olarak gida endiistrisinde ambalaj ve proseste en ¢ok kullanilan polistiren
nanoplastikleri tercih edilmistir. Boyutun etkisini gézlemlemek amaciyla 30, 100 ve 450
nm polistirenler kullanilmustir. Ik olarak polistiren NPL’lerin karakterizasyonu, tek
baglarina davraniglar1 incelenmis ve bununla birlikte gida matrisi ile birlikte
karakterizasyonu ve gida matrisi ortaminda davranislarina bakilmis, bu sayede olasi

bulasilarin gidalarda etkisi incelenmistir.

Calismanin devaminda in vitro sindirim simiilasyonu olusturulmus; agiz, mide ve
bagirsak ortamlar: taklit edilmistir. NPL’ler ve gida matrisi ile inkiibe edilmis NPL’ler
sindirime sokulmus ve her ortamdaki davraniglar1 ayr1 ayri incelenmistir. Sindirim
ortamlarindaki enzimlerin sindirime sokulmadan onceki ve sindirimden sonraki enzim
aktivitelerine bakilmis, enzimlere farkli ¢cap ve konsantrasyonlardaki NPL’lerin ve

sindirimin etkisi karsilagtirllmistir.

Son olarak sindirime sokulmus NPL’lerin in vitro toksisitesine bakilmistir. Bunun i¢in
Caco-2 hiicre kiiltiirti kullanilmis, hiicrelerin canliliklar1 ve reaktif oksijen {liretim oranlari

kontrole gore karsilastirilarak toksisitesi incelenmistir.

Tez ¢alismasinin sonucunda gida matrisi ile NPL’lerin etrafinda olusan korona yapisi
kanitlanmis, bu korona yapisinin sindirim ortamlarinda farkli davraniglar gosterdigi
saptanmigtir. Ayrica enzim aktivitelerine olumsuz etkileri oldugu, ozellikle bagirsak
ortaminda lipaz aktivitesini 6nemli olglide azalttigr gdzlenmistir. Tiim bu analizlerden
elde edilen sonuglar ayr1 ayr1 paylasilarak, ¢apa ve konsantrasyona baglh degisimler
yorumlanmistir. Buradan elde edilen ¢iktilarla, farkli gida matrisleri veya farkli 6zellikte

NPL’lerin davranislarinin incelenmesi mumkin olabilecektir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Nanoplastiklerin ve Polistirenin Genel Ozellikleri

Plastik, Yunanca’da “bi¢imlendirilebilir” anlamina gelen “plastikos”tan gelmektedir ve
sentetik ve insan yapimi polimerler i¢in kullanilan popiiler bir terimdir. Tarihte pek ¢ok
kimyager ve girisimci selilloz ve benzeri maddeler iiretmeyi basararak bu sentetik
malzemelere benzer lriinler iiretmislerdir. Son olarak ise 1907 yilinda Leo Baekeland,
formaldehit ve fenol kullanarak ilk sentetik plastigi gelistirmis ve bu yillarda ilk patentini
de almustir [1]. Plastiklerin ve sentetik organik polimerlerin seri Uretime geg¢mesi
1950’lerde baslamistir ve en yaygin kullanimi tek kullanimhik kaplara doniiste
yasanmistir [2]. Bu yaygin kullanim, kiiresel atik iiretimini de biiyiik 6l¢iide artirmustir.
Son elli yilda siirekli biiylime gosteren atik iiretimi, tarimsal alanlar, kentsel alanlar,
plajlar gibi 6énemli ekosistemleri de kirletmektedir [3]. Plastik yapiminda kullanilan
monomerlerin biiyiik ¢ogunlugu fosil hidrokarbonlardan uretilmekte ve biyolojik olarak
parcalanamamakta, bu yiizden atik olarak bulunduklari alanlarda yok olmak yerine
birikmektedirler [2]. Bu plastik parcaciklarin agirliginin %4’iine kadar kalict organik
Kirleticileri ve plastiklestirici katki maddelerini icerdigi bilinmektedir [4].

Kullanish fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ile plastikler, ¢esitli endiistrilerde ve giinliik
yasam aktivitelerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yilda artan iiretimle birlikte bu
miktar yilda 300 milyon tonu agmaktadir [5]. Tek kullanimlik plastik {iriinler tamamen
veya kismen plastikten yapilmakta ve tipik olarak atilmadan 6nce yalnizca bir kez veya
kisa bir siire i¢in kullanilmas1 amaglanmaktatir. AB’deki yeni kurallara gore, alternatifi
olan bazi atilabilir plastik tiriinler yasaklanmis ve belirli tirtiinlerin kullanimini1 azaltmak
icin de 6zel dnlemler getirilmistir [6,7]. Bu 6nlemlere gore, 3 Temmuz 2021°den itibaren
AB pazarina sokulmasi yasak olacak tek kullanimlik plastik esyalardan baslicalar1 pamuk
cubuklari, catal bigak takimi, tabaklar, pipetler ve karistiricilar, balonlar ve balon
cubuklari, gida kaplari, igecekler i¢in bardaklar, icecek kaplari, sigara izmaritleri, plastik

posetler, paketler ve sarmalayicilar, 1slak mendil ve tek kullanimlik temizlik {irtinleridir

[8].



Polistiren, en ¢cok gida endustrisi alaninda kendine yer bulmakta, tek kullanimlik ambalaj
irlinlerinde ve paketlemelerde kullanilmaktadir. Bu plastik malzemeler geri
dontstiiriilmediginde ya da uygun ortamlarda depolanmadiginda birikerek c¢evre icin
ciddi tehdit olusturmaktadir. Cevre ortaminda plastikler kendi boyutlarinin haricinde
cesitli dis etkenlerle (mekanik etkiler, glines, UV, sicaklik vb.) parcalanarak mikroplastik
(MP; <5 mm) ve nanoplastiklere (NP; <100 nm) doéniismektedir [5].

Polistirenin monomeri olan stirenin potensiyel saglik etkilerine iligskin yapilan bilimsel
caligsmalarla elde edilen kanitlarla, Uluslararast Kanser Arastirmalart Ajansit (IARC),
stirenin kanserojenligini 2002 yilinda yeniden siiflandirarak “insanlar i¢in muhtemelen
kanserojen” (Grup 2A) sinifina almistir. 2019°da ise "insanlar i¢in olasit kanserojen”

(Grup 2B) olarak giincellenmistir [9].

Stirenin vinil C=C ¢ift bagi, polistiren homopolimerleri yapmak igin polimerize
edilebilmektedir. Polistiren polimerleri, tek kullanimlik gida ambalajlar1 veya dayanikli
ambalajlar i¢in kullamlmaktadir. Ornegin yogurt gibi iiriinler igin yiiksek etkili polistiren
kaplar, genel amagh polistiren ile karisimlardan yapilmis gatal-bigak ve sofra takimlari,
corbalar gibi sicak yiyecekler i¢in tek kullanimlik tabaklar ve kaplar, sicak kat1 gidalar
icin tek kullanimlik iiriinler, kahve veya cay gibi sicak icecekler igin bardaklar, balik¢ilik,
soguk yiyecek veya bira i¢in kutular vb. [9]. Goriildiigii gibi polistiren, gidayla temas
eden iirlinler alaninda genis sicaklik araliginda ve genis depolama kosullarinda

kullanilmaktadir.

2.2. Nanopolistirenin Olusumu

Gunumuzde, nano 6lcekli malzemeler elektronik, biyomedikal, farmasotik, kozmetik,
enerji, gida, ¢evre, gibi c¢esitli alanlarda kullanilmakta veya burada kullanilan makro
malzemelerin ¢esitli dis etkenlerle parcalanmasi yoluyla olusmakta ve c¢evreye
salinmaktadir. Bu nano 6lgekli malzemelerden son yillarda en dikkate deger olami ve
lizerinde ¢ok tartisilmaya baslanan partikiiller nanoplastikler (NPL) olmustur. Insanlar
nanoplastiklere (NPL), hava, toprak veya su yoluyla dogrudan veya NPL kalintilart

birikmis bitkileri veya hayvanlar1 tiiketim yoluyla dolayli olarak maruz



kalabilmektedirler [10-12]. Kiigiik boyutlar1 (1-100 nm) g6z dniine alindiginda NPL’lerin
biyolojik sistemlerdeki performansi dikkate deger olmaktadir [6]. Bu sebeple
biyomedikal ve biyoteknolojik uygulamalarda kendine son yillarda inceleme alani
bulmaya baglamigtir. NPL’ler biyolojik sistemlerde basta proteinler olmak iizere biyolojik
materyallerin yiizeyine adsorbe olarak korona yapilari olusturmakta ve bu yapilar
biyolojik materyallerin ve nanopartikullerin boyutunu, yikinl ve yapisal 6zelliklerini
degistirerek karmasik biyolojik sistemlerdeki davraniglarinin farklilagsmasina neden
olmaktadir. NP’ler ve oOzellikle proteinler arasindaki bu etkilesimin arastirilmasiyla
onemli biyolojik siire¢lerin isleyislerindeki degisimler gézlemlenmistir [13]. Bunun igin

de NPL’ler ile ilgili faktorler hem in vivo hem de in vitro ¢aligmalarda dikkate alinmalidir.

Polimer parcalanmasi, polimerin molekiiler yapisindaki kimyasal degisimlerdir.
Hidrolitik veya enzimatik reaksiyonlarda parcalanabilen biyolojik bozunabilir polimerler,
omurgalar1 boyunca dagilmis O, N, S gibi heteroatomlara sahiptir. Bu da birka¢ guinden
birka¢ yila kadar nispeten kisa bir zaman diliminde polimerin molekiil agirliginin
azalmasiyla sonuglanmaktadir. Polimerin yapisi1 mikrobiyal diizeyde hiicrelerin asimile
edebilecegi ve aerobik ya da anaerobik olarak kullanabilecegi diisiik molekiiler agirlikli
pargalara ayrilmaktadir. Bu sekilde biyobozunur polimerlere 6rnek olarak polilaktik asit,
polikaprolakton ve polibitilenestiksinat gibi alifatik poliesterler, seliloz ve
polihidroksialkanoatlar gibi dogal biyopolimerler bulunmaktadir [3]. Bunlarin aksine
baz1 polimerler ise bu tip bozunmalara duyarli hale getirilmistir. Cevreyi kirleten
polimerlerin ¢ogu hidrolitik ve enzimatik bozunmaya direncli karbon yapilarina
sahiptirler. Polipropilen (PP), polietilen (PE), polistiren (PS), polivinilklorir (PVC) bu
yapiya Ornek bazi polimerlerdir [3]. Bu sekilde direngli polimerlerin suda ¢6ziinme
reaksiyonlar1 gostermesi beklenmez fakat Grnegin gilines 15181 gibi fiziksel etkenlerle
yiizey doniisiimleri géstermeleri beklenir. Bu doniistimler sonucunda nano 6lgekte plastik
malzemeler veya ileride daha kii¢iik pargalara ayrismast muhtemel kirilgan mikro
plastikler olusur [14]. Ayrica, bu plastiklerin yiizeyinden ayrilan NPL’ler de bir kirletici
sinifi olarak degerlendirilebilir ve 6nemli Ol¢ude heterojendir, yani makro boyuttaki
plastikler gibi pek ¢ok kimyasali biinyesinde barindirabilir [15]. Nanoplastiklerin fiziksel
ve kimyasal Ozelliklerinin heterojenligi onlarin aktivitesini, dogal kolloidler ve

organizmalarla iliskilerini de belirler [15].



Plastiklerin dogada pargalanmasi sirasinda oksidatif bozunmalar meydana gelebilir. Bu
sirada plastik partikillere anyonik veya polar gruplar girebilmekte ve bu da biyolojik
bilesenlerle etkilesim i¢in yeni yiizeyler yaratmaktadir. [13]. Burada karsilikli gruplar
arasindaki etkilesim biyolojik-fiziksel-kimyasal surecleri icermektedir. Bozunma
sirasinda nano-parcacik olusumu hakkinda iki ana hipotez bulunmaktadir: (i) Ilk 6nce,
ana plastik pargadaki kirilgan bolgelerde dis etkenlerin de etkisiyle kusurlu bolgeler
olusur. Kusurlardaki artis, bu bdélgelerden daha kii¢ciik parcaciklarin ayrilmasina neden
olur. (i) Kuglik NPL’ler ana par¢adan salinir ve bunlar daha sonra stabilize olabilmek
adina kendi aralarinda kiimelenmeye ve yeniden bir diizen olusturmaya baslarlar. Bu tur

bir bozulma, rastgele sekilli pargaciklar tiretecektir. [16].

Son zamanlarda arastirmalarin ¢ogu mikroplastiklere odaklanmistir. Benzer bilesimleri
ve kokenlerinin yani sira, nanoplastikler biiyiik 6l¢iide mikroplastiklerin bir uzantist
olarak ele alinmistir. Ancak nanoplastiklerin boyuta bagli 6zellikleri, tasima 6zellikleri,
kolloidlerle etkilesimleri, analitik zorluklar, biyoyararlanim, potansiyel toksisite ve katki
maddelerinin salinim siireleri agisindan onlar1 mikroplastiklerden ayirir. Bununla birlikte,
son zamanlarda yapilan arastirmalar, plastik parc¢aciklarin bozunma siirecinin mikrometre
diizeyinde kalmadigini ve nano diizeyde parg¢alanmaya devam ettigini gostermistir. Tek
kullanimlik kahve fincaniyla yapilan ¢calismada, UV 1sinlari ile makro boyuttaki plastigin
nano boyuta kadar pargalandigi kanitlanmistir [17], ayrica su ortaminda da
nanoplastiklerin varligi kanitlanmistir [16,18]. NPL’lerin ¢evrede bulunmasinin sebepleri
arasinda makro plastiklerin pargalanmasi haricinde, kisisel bakim-kozmetik driinlerine
eklenen nano-mikro plastiklerin ¢evreye salinmasi da gosterilebilir [19]. Nano 6Olcekte
plastiklerin varligi, partikiilin makro Glgekten nano Slgege dogru boyut degisimi ile
aciklanabilmektedir. Makro 6l¢ekte, sudaki partikiil dagilimi esas olarak, yogunluklari ve
sekilleri (film veya kiiresel olmasiyla degisebilir) ile dogrudan iliskili olan kaldirma
kuvveti/sedimantasyon 6zellikleri tarafindan yonetilmektedir [20]. Pargaciklar mikro ve
nano Olcege ulastigindaysa, kaldirma kuvvetlerini olumlu veya olumsuz yonde
degistirebilen mikroorganizmalar (bakteri, fitoplankton) ile veya biyolojik materyallerle
etkilesime girebilmektedir [21,22] Pargacik boyutu nano Ol¢ege ulastiginda, su
molekiilleri ve mevcut iyonik tiirlerle etkilesimler par¢acigin ¢ékelmesini 6nleyebilir ya

da tam tersi, iyonik kuvvetlerin de etkisiyle daha biiyuk agregatlara yol agabilir [23].



Nanoplastiklerin hem etkisi hem de davranisi ile ilgili ¢alismalar, nano boyut aralifinda
ticari olarak bulunabilirligi nedeniyle simdiye kadar g¢ogunlukla polistiren kiiresel
partikiiller kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu partikiiller monodispers ve kiiresel olacak
sekilde sentezlenir, boyut ve ylizey 6zellikleri bakimindan nanoplastikleri taklit etmek ve
deneysel calismalart takip edebilmek amacgh 6zel olarak iiretilen nanoplastiklerdir.
Genellikle suda dagilmis islemlerle elde edilir ve yiizey aktif maddeler ve koruyucular
gibi katki maddeleri ile formiile edilir. Siklikla Tween 20 ve sodyum dodesil siilfat (SDS)
gibi iyonik veya iyonik olmayan yiizey aktif maddeler tarafindan stabilize edilirler
ve/veya sentez sirasinda karboksilat, amino veya siilfat gruplan ile islevsellestirilirler

[25]. Sodyum azid gibi koruyucular genellikle antimikrobiyal ajanlar olarak kullanilir.

Makro boyuttaki plastik filmlerle giines 1518ina ve deniz suyuna maruz kalmanin
etkilerinin olgiildigi bir ¢alismada [24], bu ¢evresel kosullarda plastik filmlerin
stabilitesini kaybettigi ve yapisinin bozuldugu yapilan dlgiimlerle dogrulanmistir. Deniz
suyunda, giines 1s1g&ina maruz kalinan ortamdan daha az bozulma gézlenmis, bu da asil
mikroplastik kirliliginin karasal alanlarda olusabilecegi sonucunu dogurmustur.
Incelenen plastik 6rnekleri icinde ise en fazla stabilite kaybi polistirende gerceklesmis,
bu da en ¢ok gida ile temas eden ve en gok ¢evreye atilan plastik olarak ciddi sonuglar
dogurabilecegini gostermistir. Cevrede artan plastik yogunluguyla bu partikiillerin besin
zincirine girdigi bilinmektedir [13]. Farkli deniz bolgelerinden alinan &rneklerle yapilan
bir ¢alisma gdstermistir ki, Akdeniz, plastik kirliligi ve NPL yiikii agisindan en yogun
bolgelerden biridir. Bu bodlge, ayn1 zamanda ¢ok fazla bdlgeden gelen sularin birikimi
oldugu ve ¢ok fazla tiir igerdigi igin en riskli bolgelerden biri sayilabilir [25]. Bununla
paralel olarak da simdiye kadar 6rneklenen uzak dag gollerinden Arktik deniz buzuna
[26], [27] ve derin okyanus tabanina kadar [28] pek cok yerde NPL varligi rapor
edilmistir. Bu 6nemine ragmen genellikle su ortamina odaklanan nanoplastik ¢alismalart,

insan saglig iizerindeki etkisinin ortaya konmasi i¢in yeterli degildir.

Nanoplastiklerin ¢cevre etmenleriyle ve canlilarla etkilesiminin net bir sekilde anlagilmast,
beklenen saglik tehlikelerini degerlendirmek icin 6nemlidir, c¢lnki nanoplastiklerin
verdikleri tepkiler, mikro ve makro boyuttaki plastiklerin verdikleri tepkilerden ¢cok daha

farklidir ve bu konuda daha az bilgi bulunmaktadir [4]. Nanoplastikler, kicuk ylzey



boyutlar1 ve hidrofobik yapilar1 nedeniyle kendi aralarinda ve gevreleri ile birlesme
egilimi gostererek aglomeratlara yol agmaktadirlar. Bu yapilar, yeni fiziksel ve kimyasal
ozellikler kazandirmanin yani sira degisen yiizey-hacim oraniyla yeni biyolojik yapilarin
olusumunu tesvik ederek sedimantasyon 6zelliklerinin ve biyolojik siireglere giriginin

degismesine sebep olmaktadirlar [29].

Nanopartikiller ve biyolojik materyallerin etkilesimi ti¢ bilesen igermektedir: i)
nanopartikiillerin degisen ylizey 6zellikleri, i1) ortamdaki bilesenlerden etkilenen kati-s1vi
arayliizeyi, ii1) biyolojk materyalle temas yiizeyi. Kimyasal bilesim, ylizey hidrofobikligi
veya hidrofilikligi, kristalligi, gézenek yapisi, heterojenligi gibi 6zellikleri partikiiliin
ylizey ozelliklerini etkileyen baslica 6zelliklerdir. Bunlarin haricinde zeta potansiyeli,
partikdlin agrerasyon durumu, stabilitesi, ¢6zinme durumu, iyonik yiikii, pH, sicaklik,
blyuk organik molekiillerin veya yiizey aktif maddelerin varligr gibi diger 6zellikler de
ortami etkilemektedir. Ortam etkilesimleri de, O6rnegin proteinlerin kendi iglerinde
etkilesimleri, nanopartikiiliin ¢dziinmesini, iyon dagilimin1 ya da aglomerasyon gibi
onemli degisimleri tetikleyebilir [30]. Fiziksel stabilitenin bozulmasindan oncelikle
pargaciklarin aglomerasyonu sorumludur. Bozulan stabilite, yiksek yuzey yikleri veya
yiiksek zeta potansiyelleri tarafindan engellenebilir. Genel olarak, zeta potansiyeli

pargacik yiizeylerinin kimyasal bilesimini tanimlamak i¢in giiglii bir parametredir. [31].

Tipik bir biyolojik ortamda, bir¢ok biyomolekdl (kan plazmasi, proteinler vb.) sinirli NPL
yuzeyi igin rekabet eder ve bu yizeye molekiillerin baglanmasina yol agar. Zamanla, ilk
baglanan protein, daha yiiksek afiniteye sahip olanlar tarafindan degistirilir ve sonugta
ortaya c¢ikan ve sert korona olarak adlandirilan biyomolekiil, nispeten hareketsiz bir
katmanda sadece birkac protein icerir. Sert korona olusumu sirasinda adsorbe edilen
proteinlerde tam denatiirasyona kadar onemli yapisal degisiklikler meydana gelebilir
[32]. Bu sert tabakaya nispeten daha gevsek ve geri doniisiimlii baglanan
biyomolekiillerse yumusak korona olarak adlandirilir. insan serum albiiminiyle yapilan
calismalarda sert ve yumusak korona varligi gosterilmis, korona olusumunun ayni
zamanda partikiiliin yiizey ve ylik 6zelliklerine gore degisebilecegi de kanitlanmistir [33],

[34]. Burada, koronanin bilesiminin, farkli materyaller igin mevcut NPL yizeyinin



proteine oranina bagli olabilecegi de unutulmamalidir. Ortamdaki protein miktar

degistikge NPL'nin biyolojik kimligi de 6nemli 6lgiide degisebilir [29].

Biyolojik sivilar, yiiksek konsantrasyonlarda iyonlar icerebilen, cogunlukla protein ve
pek cok organik molekul de iceren sulu ¢ozeltilerdir. Bu ¢ozeltilerde protein korona
yapisinin olugmasiyla nanopartikiillerin kolloidal stabilitesi onemli Ol¢iide degisebilir
[35]. Cozeltideki protein igerigi, hidrofilik ve zwitteriyonik yapisi sebebiyle stabiliteyi
artirabilirken, iyonlar, NP’lerin stabilize edilmis ylizey ozelliklerinin degigmesi gibi
sebeplerle de stabilite azalabilir ve aglomerasyon olusabilir [35]. Ayrica giiglii sekilde
adsorbe edilen polipeptit zincirlerinin ¢apraz baglanmasi da bu aglomerasyonu tetikler ve

bu kiimelenme de biyolojik uygulamalarda zararli olabilir [32]

Biyolojik ¢ozeltilerde proteinlere baglanmanin yani sira hiicre ve dokulara da NPL’lerin
adsorbe olabildigi diisiiniilmektedir. Su ortaminda alglerle yapilan c¢alismalarda
Scenedesmus, Chlorella ve Pseudokirchneriella subcapitata gibi mikroalglerin hiicre
duvarmma NPL’lerin adsorbe oldugu gozlenmistir. Deneyler birkac saatten birkac giine
kadar stirmiis ve sonu¢ olarak nanopolistirenlerin 100 mg/L konsantrasyona kadar algler
icin oldiirticii olmadiklari, fakat alglerin yiizeyinin plastikle kaplanmastyla hareketsiz bir
hale geldigi ve su bulanikliginin artmasiyla fotosentezin inhibe oldugu goriilmiistiir
[21,36]

NPL’ler, simdiye kadar genellikle sudaki canlilar ve sulu ortamda varliginin
incelenmesiyle arastirma konusu olmugken, gida matrisi gibi karigik igerikli ortamlarda
analitik zorluklar sebebiyle nispeten daha az arastirilmistir. Bu alana 1s1k tutan birkag
calismada; gidalarda bal, seker [37], birada [12,38], farkli marka ve ¢esitlerde tuzlarda
[12,39], pirincte [40], poset ¢aylarda [41], havug, marul, lahana gibi sebzelerde [42],
konserve balik iiriinlerinde [43] ve soguk iceceklerde [44] cogunlugu lif ve parcaciklar
olmak tizere ¢esitli plastik tiirleri bulunmus, bunlarin biiyiik bir kisminin proses sirasinda
ekipman ve filtrelerden, kullamilan sudan, hatta tekstil iriinlerinden ve havadan
gecebildigi goriilmiistiir. Cin’de tuzlarla yapilan calismada asil yogunlugun deniz

tuzlarinda bulundugu, gol ve kayadan elde edilen tuzlarda yogunlugun nispeten daha az



oldugu ve boylece asil kirlenmenin de denizlerde gergeklestigi sonucuna vartlmistir [39].
Diinya Saglik Orgiitii tarafindan siselenmis sulardaki mikroplastik igeriginin birkag on ila
birkac¢ yiiz pargacik diizeyinde oldugunun bildirilmesinin ardindan, baz1 arastirmacilar
icme suyundaki potansiyel riskler hakkinda bir ¢aligma baslatmislardir [45]. Bununla
paralel olarak Tayland’da siselenmis farkli 6zellikteki igme sulariyla yapilan ¢aligmada
ise plastik ambalajli siselerde, cam ambalajli siselere gore ¢ok daha yliksek miktarda
mikroplastik i¢erigi bulunmus olmasina ragmen, cam ambalajli siselerdeki sularda da az
da olsa mikroplastik icerigine rastlanilmasi, proses kaynakli bulagi teorisini

giclendirmektedir [46].

Gidada ve ¢esitli ortamlarda bulunmasi ile ilgili ve sudaki canlilar iizerindeki ¢calismalara
ek olarak, insan viicudunda NPL’lerin davranigini anlayabilmek ve insan viicuduna
etkilerini gézlemleyebilmek icin in vivo ve in vitro sindirim ve toksisite ¢alismalari
yapilmaktadir. Bu c¢aligmalarla insanda NPL’lerin etkileri ile ilgili detayli bilgi
edinilebilmektedir.

2.3. In Vitro Sindirim Simulasyonu Calismalar:

Nanopartikiillerin 6zellikleri boyutlarina gore degismekle birlikte, ¢evreleriyle de iliskili
olmasi agisindan onemlidir. Ornegin, gida ile tiiketilen NPL’ler, sindirim sisteminden
gecebilmekte ve ¢evreyle olan etkilesiminden dolayr bagirsak mikrobiyomunun
bilesimini degistirebilmektedirler [47]. Bu ylzden nanopartikillerin olumsuz etkileri
sindirim sisteminin kendisinde veya emilimden sonra viicuttaki diger organ ve dokularda
ortaya cikabilmektedir. Sindirim sistemindeki nanopartikiillerin islevi iizerinde gida
matrisinin etkilerinin 6nemi gittik¢e artmaktadir. Gida matrisinde nanopartikiillerle
etkilesime girebilen ve sindirimin igleyisini degistirebilen ¢ok ¢esitli etken bulunmaktadir

[48].

Bir gidanin iginde bulunan nanopartikiillerin ortami, gida matrisi gastrointestinal
sistemde ilerledikge degismektedir. Oncelikle gida agiz, mide ve bagirsak ortamlarmin
stvilartyla seyrelir ve bunun sonucunda gida ortammin pH’st ve iyonik yiikii

etkilenmektedir. Ardindan, sindirim enzimleri, gidada bulunan makro besin elementlerini
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pargalaylp yeni mikro elementlerin agiga ¢ikmasini saglayarak kimyasal yapiy1
degistirmektedir. Diger bir konu, yag asitleri, proteinler, safra tuzlari, miisin, fosfolipitler
gibi yapilar ya da gidadan ve sindirim ortamlarindan salgilanan bagka yapilar
nanopartikiillerin yiizeyine adsorbe olarak onlarin da yiizey aktif Ozelliklerini
degistirmektedir [34]. Sonu¢ olarak gidanin igerigi, miktart ve etkilesimleri
nanopartikiillerin sistemden gecerken maruz kaldiklar1 ortami1 biiyiik 6lcilide
degistirmektedir [49]. In vitro intestinal modeller polistiren NPL’ler gibi model
partikiiller kullanilarak uygulanabilmektedir. Nanopartikuller protein yapilarini ve
dolayli olarak enzimin baglanma noktasini etkileyerek sindirim enzimlerinin aktivitesini
degistirebilmektedir [50]. Ornegin sindirim sisteminde polistiren NPL’lerin etkisinin
incelendigi bir calismada, enzimlere NPL baglanmasiyla son {iriin olusumunun
azalmasiyla sindirimin olumsuz yonde etkilendigi, bununla sinirli olmayip substratin da
NPL c¢evresinde agregat olusturmasiyla enzimin baglanacagr bolgeyi sinirladigi

goriilmiistir [51].

Nanoplastiklerin karakteristik 6zelliklerinin sindirim siirecinde degisimini konu alan
calismalarda ¢ogunlukla in-vitro sindirim modelleri kullanilmistir. Hayvan ya da insanlar1
kullanan in vivo beslenme yontemleri genellikle en dogru sonuglar1 saglamakta fakat bu
deneyler zaman alict ve maliyetli olmasinin yan1 sira etik yonden ve yasal diizenlemeler
ile pek ¢ok kisitlamaya tabii olmaktadir [52]. Bu sebeple in vivo yontemlere alternatif
olarak, daha kisa zamanda dogru sonuglar verebilen in vitro yontemler gelistirilmistir
[53,54]. Bu tarz in vitro yontemler, gida bilesenleri ve sindirim ortamlarinin benzerlerinin
olusturulmasiyla hayvan ve insan modellerine faydali alternatif olusturmustur. In-vitro

sindirim modelleri ¢ogunlukla agiz, mide ve bagirsak asamalarini igermektedir [55].

2.3.1. Ag1z Asamasi

Nisasta, insan beslenmesindeki en onemli sindirilebilir polisakkarittir ve genellikle
toplam enerji aliminin %20-50'sini olusturmaktadir [56]. Agiz boslugunda nisasta
sindirimi, maltoz, maltotrioz ve dekstrinlerin olustugu, amiloz ve amilopektinin
glikozidik baglarim1 hidrolize etmeye baslayan tilikiirik a-amilazi tarafindan
baglatilmaktadir. Nisasta, biiyiik graniil boyutu ile amilazin baglanmasi i¢in birgok alan

icermektedir. Bu avantaja ragmen, bozulmamis graniillerin tamamen par¢alanmasi

11



olduk¢a yavas bir islemdir. Nisastanin kristal yapist enzimlerin baglanmasi igin
elverissizdir ve bunun yaninda graniiller, enzim-substrat baglanmasin1 engelleyebilen

degisken miktarlarda protein ve lipit molekiilleri de igerebilmektedir [57].

Tiikiirtik salgisi, parotis, dil alt1 ve submandibular bezler tarafindan {iiretilen, pH, yuzey
gerilimini ve viskozite gibi parametrelerini etkileyen kompleks bir sividir. Tiikiirtik sivisi,
%99.5 su, %0.3 protein (immiinoglobulin A (IgA), a-amilaz (ptyalin), lizozim, laktoferrin
ve mukozal glikoproteinler (miisinler)), ¢esitli elektrolitler (sodium, potasyum, kalsiyum,
magnezyum, fosfat ve bikarbonat vb.), tre gibi azotlu Grlnleri icermektedir. Tikiirigin
normal pH degeri 6.0-7.0 arasindadir, fakat akista bu degerler 5.3 ile 7.8 arasinda
degisebilmektedir [56]. a-amilaz, pH 6.8’de tiikiiriik i¢inde optimum pH degerindedir.
Aktivitesi ag1z boslugu ve erken mide sindirimi ile siirhidir. Alinan gidayla birlikte
mideye indiginde yiiksek asidik pH ve yiiksek proteolitik aktivite nedeniyle aktivitesi son
bulmaktadir. Cok kisa bir siire aktivite gostermesine ragmen bazi calismalarda
gosterildigi tizere 20-30 saniyelik oral fazda bile ekmekteki nisastanin %350’sini,

makarnadaki nisastanin ise %25’ini hidrolize edebilmistir [58].

In vitro galismalarda genellikle model sistemler i¢in 5 ya da 2 dakikalik oral sindirim
suresi 6nerilmektedir [48,52,53]. Bunun yaninda in vivo oral faz siiresi ¢ok daha kisadir
fakat daha kisa inkiibasyon siiresi kullanilmasi durumunda laboratuvar kosullarinda
dogruluk ve tekrarlanabilirlik tehlikeye girebilir. Cogu in vitro sistem denemelerinde oral

faz kismi, 6zellikle sivi numunelerde ¢ok kisa kalma siireleri nedeniyle atlanabilir [52].

2.3.2. Mide Asamasi

Midede besinler, salgilanan enzimler ve hidroklorik asit ile karistirilarak sindirilir, gastrik
hareketlerle ogiitiiliir ve kademeli olarak duodenuma gonderilir. Pepsin, midedeki ana
proteolitik enzim olup, yaklasik 35 kDa agirliginda ve 326 aminoasitten olugmaktadir.
Pepsin, asit proteazlar enzim grubunun bir Gyesidir. Gucli hidroklorik asitte maksimum
verimde ¢alismasinin yani sira, aktif bolgesi bir su molekiiliiyle aktive olan ve onu protein
zincirlerini parcalamak icin kullanan iki aspartat aminoasit kalintist icerir. Pepsin,

midenin asidik ortaminda sindirim igin optimize olmus bir asit proteazdir [59]. Pepsinin
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biiyiik polar olmayan boslugu, aspartik asitten (Asp) olusan iki aktif bolge igceren iki
benzer alandan olusur. Asidik kosullar altinda (pH 1-4), bu aktif pepsin olugu, protein
zincirlerini kiiclik parcalara ayirir, daha sonra bu proteinler, normal fizyolojik aktiviteler
icin son derece 6nemli olan diger proteazlar tarafindan tamamen pargalanir [60]. Pepsin,
protein pargalama reaskiyonunu gerceklestirmek igin oksijen atomlari igeren ¢ift aspartat
kalintisin1 kullanir. Hidroksil grubu ise bolinme reaksiyonu sirasinda suyun tutundugu
yeri taklit eder [59].

Kat1 6giinlerin mideden bosalmasi, yaklasik bir saatlik homojenlesme asamasiyla birlikte
yaklasik 3-4 saat siirer. Bunun aksine sivilarin sindirimi ¢ok daha kisa siirelerde
gergeklesir [52]. Ornegin 300 mL suyun bosaltilmast i¢in 1 saat gerekirken, diisiik protein
icerikli sivilar i¢in yaklasik 30 dakika gibi daha kisa geg¢is siireleri oldugu bildirilmistir
[61]. Sivi matrisine protein, lipit, karbonhidrat eklenmesi, midenin giinden giine farkl
pH’1 gibi etkenler gecis siiresini dogrudan etkilemektedir. [52]. In-vitro sindirim
modellerinde mide asamas1 genellikle 2 saat olarak kabul edilmektedir [53]. Insan ve
domuz pepsinleri arasinda %84’e kadar yiikksek homoloji mevcuttur bu yiizden pepsin
aktivitesi deneylerinde ¢ogunlukla domuz pepsini kullanilir. Bunun yaninda domuz

pepsininin diisiik maliyeti de kullanimi desteklemektedir [52].

2.3.3. Bagirsak Asamasi

Bagirsakta pek ¢ok gida bileseninin sindirimi ve emilimi olmasina ragmen en ¢ok lipit
sindirimi {izerinde durulmaktadir. Islenmis gidalardaki lipitlerin 6nemli bir kismu
emiilsiyonlar seklinde tiiketilmektedir. Ayrica, diyetteki serbest yaglar, agizda ve midede
mekanik etki ve biyosiirfaktanlarla karisim yoluyla gastrointestinal sistem boyunca
emilsiyon haline getirilir. Yag sindirimi, lipolitik enzimlerin emiilsifiye yag
damlaciklarinin yiizeyine adsorpsiyonuna bagli bir arayiizey siirecidir [62]. Lipit
hidrolizinin ger¢eklesmesi i¢in bu lipazlarin 6nce yag/yag damlaciklarinin yiizeyine
baglanmasi gerekir. Bu nedenle, adsorbe edilmis tabaka ve lipazin etkilesimleri, lipit
hidroliz hizinin belirlenmesinde kritik dneme sahiptir. Bu nedenle, damlacik boyutu
tarafindan belirlenen emiilsiyonun baslangi¢ ara yiizey alaninin, lipaz baglanmasi ve

aktivitesi lizerinde bir etkisi olmasi beklenir [63].

13



Kolipazin gorevi, lipaza baglanarak, lipazin yag-su arayiizeyine adsorbe olmasini
saglamaktir [64]. Kolipaz varliginda lipazin substrata baglanmasi kolaylasarak lipoliz hizi
artar. Fosfolipitler ve safra tuzlar gibi biyo-ytizey aktif maddeler lipaz aktivitesini inhibe

eder. Bu inhibisyon, 9.4 kDa'likk bir kofaktor protein olan kolipazin varligi ile asilir [65].

Lipit sindirimi sirasinda yag-su arayiiziinii olusturan bir diger énemli bilesen de safra
tuzlaridir [52]. Safra tuzlarinin protonlanmasi onlari asit formlarina doniistiiriir. Tuz
formu fizyolojik pH'da daha yaygindir [66]. Yag sindirimi sirasinda, safra tuzu
adsorpsiyonu, Kkolipaz-lipaz komplekslerinin adsorpsiyonunu ve dolayisiyla yag
hidrolizinin hiz1 ve kapsamini kontrol eder; bu nedenle safra tuzu adsorpsiyonunun
hafifletilmesi, yag sindiriminin rasyonel kontroliine yonelik yollar sunar [62]. Fizyolojik
kosullar altinda, safra tuzlari, liimenden alimlarini saglamak i¢in bagirsakta lipofilik
molekulleri ¢ozlndurebilir. Kritik bir misel konsantrasyonunun iizerinde, kendiliginden
toplanma meydana gelir ve miseller olusur. Kolesterol, fosfolipitler ve monogliseritler
gibi hidrofobik molekiillerin bu karisik safra tuzu misellerine baglanmasi, ince bagirsakta

lipitlerin ve yagda ¢oziinen vitaminlerin emilimini arttirir [66].

Lipazlar (EC.3.1.1.3), triagilgliserol hidrolaz grubunun bir Uyesi olup biyoteknolojik
olarak gida endiistrisinde 6nemli kullanim alanlarina sahiptir. Ayrica trigliseritleri serbest
yag asitlerine ve gliserole hidrolizini Kkatalizleyen gliserol ester hidrolizat olarak da
tammlanir.  Lipazlar, trigliseridler Uzerindeki hidrolitik aktiviteye ek olarak
esterifikasyon, ara esterlesme, asidoliz, alkoliz ve aminolizi katalize eder [67]. Lipazlar
en cok mikrobiyolojik olarak iiretilir, bakteriyel ve fungal lipazlara genel kullanimda
cokga rastlanilir. Taksonomik olarak yakin suslar, birbirinden farkli lipazlar tiretebilirler.
Bir¢ok mikroorganizmanin tirettigi lipazlar bilinmektedir. Alcaligenes’in iirettigi lipazin
yuksek alkalofilik ve termofilik 6zellikleri oldugu bildirilmistir [68]. Farkli Pseudomonas
suslarinin da, ¢ok diisiik sicakliklara adapte olabilen lipaz iiretebildigi bulunmustur [69].
pH, sicaklik, metal iyonlarmin etkisi, organik ¢oziiciiler, deterjanlar / ylzey aktif
maddeler ve diger inhibitorler gibi faktorler lipazlarin aktivitesini artirabilir veya

baskilayabilir [70].
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Lipit sindirimi en az ii¢ ardistk adimdan olusuyor olarak goriilebilir. Tlk adim, midede
meydana gelen diyet lipitinin ince emiilsiyon pargaciklarina dagilmasini igerir. Bu, suda
¢oziinen lipazlar ile bunlarin ¢dziinmeyen substratlar1 arasindaki etkilesime izin veren bir
lipit-su arayiizii olusturur. Ikinci adim, emiilsiyon-su ara yiizeyinde spesifik lipazlar
tarafindan trigliseritlerin enzimatik hidrolizini igerir. Kismen hidrolize emiilsiyon haline
getirilmis lipit daha sonra ince bagirsak liimenine 0.5 pm'den daha kiiglik ¢apli ince
damlaciklar halinde girer. Safra ve pankreas suyunun birlesik etkisi, lipit emulsiyonunun
fiziko-kimyasal formunda belirgin bir degisiklik meydana getirir. Pankreatik lipaz, 2-
monoagilgliserol ve yag asitleri olusturmak {izere trigliseritleri hidrolize ettigi
duodenuma salgilanir. Pankreatik lipaz, safra tuzlarmin ve fosfolipitlerin inhibitor
etkilerini atlatmak ig¢in kolipazin varligimi gerektirir. Bu heterojen kataliz kosullar
altinda, emiilsiyon-su araytizinun konsantrasyonunun ve fiziko-kimyasal 6zelliklerinin,
emiilsiyon yilizeyine enzim baglanmasinin derecesini ve bunun sonucunda lipolizi
belirledigi sdylenebilir. Son asama ise c¢oziinmeyen lipitin emilebilir bir forma
desorpsiyon ve dispersiyonudur. Sindirilen lipitler, bagirsak liimeninde fosfolipitlerden
olusan safra tuzu miselleri ve tek lamelli vezikiiller tarafindan emilebilir hale getirilir. Bu
partikiiller sindirilmis lipitleri sulu-enterosit membran arayizune iletir ve lipit
molekiilleri daha sonra ya enterosit plazma zarmin fosfolipit ¢ift tabakasi yoluyla pasif

difiizyonla ya da enterosit zarindaki spesifik proteinleri iceren aktif tasima yoluyla emilir

[63].

Ince bagirsaktan gecis siiresini etkileyen pek ¢ok faktdr vardir. In vitro sindirim
simiilasyonu caligmalarinda lipit sindirimi i¢in ince bagirsak siiresi genellikle 2 saat
olarak normalize edilmistir [52]. Mide ortamindan ¢ikan karisimin nétralize edilmesi
duodenal pH, gidanin igerigi ve midenin bosalma hiz1 gibi faktérlere de bagli olarak
yaklasik 6.5 degerine ulasir. Bagirsakta ilerledikce 7.5 civarina kadar yiikselir. Bu ylizden
in vitro deneylerde de pH 7 civar1 bagirsak ortamini simiile edebilmek i¢in en uygun
degerdir [53]. Simiile edilmis bagirsak sindirimindeki en 6nemli bilesenler enzimler ve
safradir [52]. Diagilgliseroller, monoasgilgliseroller ve serbest yag asitleri dahil olmak
Uzere ilave yiizey aktif bilesikler, lipazlar tarafindan emiilsiyon damlaciklarinin hidrolizi

sirasinda tretilir [63].
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2.4. Toksisite Calismalar:

Mikro ve nanoplastiklerin viicuttaki davranisini ve etkilerini in vivo olarak kontrol etmek
icin pek ¢ok calisma yapilmis, biyolojik bilesenlerle etkilesimleri ve canli viicuduna
etkileri arastirillmistir [71-74]. Fakat bunlar ¢ogunlukla diisiik seviyelerdeki canlilarla
siirlt kalmistir. Hayvanlar Uzerinde gergeklestirilen birkag ¢alismada, Daphnia magna,
zebra baligi, midye, karides, plankton ve alg gibi diisiik trofik diizeydeki canlilarin
NPL’leri yutabildigi, ylizey veya organlarma adsorbe edebildigi ve besin ag1 araciligiyla
birbirlerine transferlerinin mimkiin olabilecegi; bu partikiillerin solungag, karaciger ve
bagirsakta birikebildigi kanitlanmistir [19,36,75-78]. Daha yiiksek trofik seviyelerde de
NPL’lerin sindirim sisteminde, kafa bolgesinde ve solungaglarda olabilecegi sonucuna
varilmis [79] fakat dokulara gegmesi hakkinda yeterli bilgiye ulasilamamistir. Fakat
Daphnia magna’da NPL’lerle yapilan c¢alismalarda 52 nm ve altindaki plastik
parcaciklarin beyin dokularina ulasabildigi ve DNA hasar1 birakabildigi gozlenmistir
[80,81]. Aym sekilde fagositik hiicrelerle etkilesime girip hiicreye girebilme yetenekleri
de kanitlanmistir [82]. Kabuklular ve deniz canlilarinda toplam mikroplastik sayisina
bakilan ¢aligmalarda, 2.1 ila 10.5 parga/g (1slak agirlik) ve 4.3 ila 57.2 parga/birey
arasinda [83] ya da 0.03-1.92 parga/g arasinda [79] degistigi goriilmiis, fakat
nanoplastikler i¢in henuiz yeterince tayin yontemi gelistirilemedigi i¢in kesin bir say1

verilen ¢alismalara rastlanmamustir.

Bugune kadar, plastik atiklarin ve makroplastik pargaciklarin, pek ¢ok canli i¢in hem
dogrudan hem de dolayl1 yutma yoluyla tehdit olusturabilecegi belgelenmistir [79,84]. Ek
olarak, plastik parcaciklarin, hidrofobik kirleticileri deniz suyundan deniz organizmasi
dokusuna adsorbe ettigi, konsantre ettigi ve tasidigt bulunmustur. Ayni sekilde
plastiklerin deniz bitkilerine ve bilesenlerine adsorbe olabildigi de bulunmus [36] ve bu
da karasal diizeyde daha ¢ok arastirma yapilmasi gerektigini diisiindiirmektedir. Toksisite
mekanizmalarin1 anlamanin anahtari, nanoparcacik ozellikleri ile biyolojik sonuglar

(6rnegin, hiicresel yanit ve immiinolojik yanit) arasindaki nedensel iliskileri belirlemektir

[85].

NPL’lerin boyut araligi, endositoz benzeri mekanizmalar yoluyla gastrointestinal

membranlardan transferlerini kolaylastirabilmekte ve bdylece bu partikiller farkli doku
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ve organlara dagilabilmektedir. Trofik ag yoluyla biyolojik olarak birikebildiginden,
insanlar deniz organizmalarinin tiiketimiyle nanoplastiklere maruz kalmaktadir [86].
Bununla birlikte, kentsel alanlarin havasinda mikro ve nanoplastiklerin mevcudiyeti
nedeniyle soluma dahil olmak U(zere birden fazla maruz kalma kaynagi ve yolu
ongorulmektedir. Yutma, insanlar i¢in en fazla maruz kalma yollarindan biri olarak kabul
edildiginden, insan bagirsak bariyeri arasindaki potansiyel etkilesimlerin
degerlendirilmesi gereklidir. Bu dogrultuda, in-vitro toksisitenin hiicre kultlrl
teknikleriyle belirlenmesi sik¢a kullanilan yontemlerdendir. Bu amagla, Caco-2 bagirsak
hiicrelerinin kullanimina dayanan in vitro bagirsak modelleri kullanilmaktadir. [86—88].
Ek olarak, insan bagirsaginin karmasik, ¢ok hiicreli ortamin1 daha iyi simiile etmek i¢in
Caco-2 ve HT29 hicrelerinin ortak kultird gibi farkli modifikasyonlar da
kullanilmaktadir [89].

PS NP'ler, hizli sentez, diisiik maliyet ve yiizey modifikasyonu dahil olmak tizere ¢esitli
biyolojik ve tibbi uygulamalarda ¢ok¢a kullanilmaktadir. Hedeflenen uygulama igin
partikiil 6zelliklerinin yani sira sitotoksisitenin de belirlenmesi gerekir ve bunun igin
katyonik ve anyonik PS NP'ler ile memeli hiicreleri arasindaki etkilesimler iizerine bir
takim calismalar yapilmistir.  Ozellikle PS-NH, gibi katyonik partikller, anyonik
partikilllerden daha fazla olumsuz etki gostermistir [90-92]. Katyonik bir yizey,
proteinlere benzer molekiiler yapilar1 nedeniyle partikiiliin hiicre zar1 ile daha kolay
etkilesime girmesini saglayarak NPL'lerin hicreye girisini kolaylastirmaktadir [30].
Ornegin, insan makrofajlarinda PS-NHa, inflamatuar yanit1 hizlandirmakta ve ardindan
proinflamatuar sitokin olarak bilinen kontrolsiiz hiicre cogalmasini uyarmakta, lizozomal
membran destabilizasyonunu ve lizozomal enzimlerin salinimini ve ayrica reaktif oksijen
turlerinin Gretimini indiiklemektedir [93]. Insan beyin ve sinir hiicrelerinde, PS-NH;
ayrica lizozomal hasar1 ve hucre 61Umund indiiklemistir [91,92] Ayn1 sekilde midyelerde
de membrandaki lizozomal stabilite azalmis ve bunun sonucu olarak lizozim salinimi
indiiklenmistir ve hiicrelerde reaktif oksijen iiretimi, nitrit birikimi artmustir [94]. Onemli
bir organel olarak lizozom, sindiremedigi 0z olmayan materyalleri biriktirebilir ve
bozabilir. NPL'lere maruz kalmanin ardindan Caco-2 hiicrelerinde artan lizozom sayisi

ve bazi NPL 'lerin lizozomlarda lokalize olabildigi gézlenmistir [95].
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Bugune kadar, memelilerde NPL'lerin toksisite degerlendirmesine iliskin g¢alismalar
nispeten nadirdir. Yapilan bir ¢alismada floresans isaretli polistiren nanopartikiiller,
farelerin mide, ileum, kolon, karaciger, dalak, akciger, bobrek, testis ve beyninde
goriintiilenmis ve nispeten yiiksek trofik canlilarda da organlara ulasabildigi
kanitlanmistir [95]. Aymi sekilde yine farelerde NPL’lere maruz kalmanin etkilerinin
gozlendigi bir calismayla karaciger ve {ireme bozukluklarinin yavrulara da

aktarilabilecegi kanitlanmistir [96].

2.5. NPL Karakterizasyonu

NPL’lerin bulunduklar1 ortamda davraniglarini incelemek, onlarin olasi etkilerini
g6zlemleyebilmek igin olduk¢a 6nemlidir. NPL’lerin boyutunu, korona yapisini, ¢ozelti
icindeki davraniglarini ve gesitli diger 6zelliklerini karakterize etmek igin ¢esitli teknikler
kullanilmistir. Bazi durumlarda, birden fazla teknikle degerlendirilebilecek fiziksel
ozellikler vardir. Her teknigin farkli giiclii ve eksik yonleri bulundugu i¢in, en uygun
yontemin secimi konusunda genellikle birden ¢ok yontem birlikte kullanilmasi en

uygunudur.

2.5.1. Gegirimli Elektron Mikroskobu (Transmission Electron Microscobe (TEM))

TEM, bir elektron 1511 (genellikle 60-300 kV araliginda) ve ornek arasindaki
etkilesimden yararlanan bir mikroskopi teknigidir. Elektron 1s1mm1 6rnege ulastiginda,
elektronlarin bir kismu iletilir, geri kalan1 ise sagilir [97]. TEM o6l¢iimiinde hazirlanan
ornek, olciimden Once bir plaka iizerine damlatilip kurutulur. Elde edilen son goruntd,
kurutulmus 6rnege gonderilen 1sinlardan 6rnege ulasip, buradan iletilen elektronlardan
elde edilen bilgilerle olusturulur [98]. TEM, NPL boyutunu ve seklini analiz etmek igin
yaygin bir tekniktir, ¢iinkii yalnizca 6rnegin dogrudan goriintiilerini saglamakla kalmaz,
ayn1 zamanda NPL homojenliginin de en dogru tahminini saglar [97]. TEM ile aym
zamanda NPL yizeyine adsorplanan proteinlerle korona yapisi da karakterize
edilebilmektedir. Adsorplanan proteinler, TEM ile dogrudan gériintiilenebilir. Bu sekilde
NPL yiizeyine adsorbe edilmis proteinlerin varligi dogrulanabilirken, bu yontem nicel
analiz i¢in uygun degildir [99]. Bununla birlikte, bu teknigi kullanirken, serbest proteinler

veya Ornegin kurutlmasi sirasinda olusan problemler sonucundaki yaniltici goriintiiler
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gibi baz1 sinirlamalar g6z 6niinde bulundurulmalidir. Bu nedenle, TEM genellikle daha
fazla sayida partikiilii 6l¢ebilen Dinamik 1s1k sagilmasi (DLS) gibi diger tekniklerle
birlikte kullanilmakta ve sonuglar dogrulanmaktadir. NPL’lerin karakterizasyonunda
bugline kadar pek ¢ok c¢alismada TEM basglica karakterizasyon metodu olarak
kullanilmistir [88,100].

2.5.2. Cevresel Taramah Elektron Mikroskobu (Environmental Scanning Electron
Microscope (ESEM))

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM), NPL’leri karakterize etmek icin, yiizey yapisi
hakkinda bilgi saglayabilen ve yizeylerin yiksek ¢ozundrlikli goruntilenmesinde
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. SEM, gorintileme i¢in elektronlari
kullanmaktadir [97]. Ayrica, EDS (Energy Dispersive X-ray-Spectroscopy) dedektori de
bulundugundan Orneklerin ve Orneklerin cevresindeki proteinlerin kimyasal bilesimi
hakkinda veri saglayabilmektedir [98]. Birincil elektronlar 6rnege niifuz ederek sagilma
strecleri Uretilir ve farkli sinyaller, bir goriintii olusturmak igin farkli dedektor sistemleri
tarafindan toplanmaktadir [101]. ikincil elektronlar, nesnelerin morfolojisini anlamaya
yardimct olan ayrintili bir goriintii saglarken, ornekten geri sagilan elektronlar, atom
numarasina dayali olarak malzemenin ayrintilar1 hakkinda bilgi saglayan artan bir
yogunluk iiretmektedir. Daha yiliksek atom numarasindan olusan elementlere sahip
ornekler, daha diisiik olanlara gore daha fazla elektron sagmaktadir. Bu siireg, 6rneklerin
bilesimindeki farkliliklar1 ayirt etmek igin yarar saglamaktadir [98]. EDS analizi
cogunlukla NPL’lerin ylizeyine adsorbe olmus proteinleri tanimlamakta

kullanilmaktadir. Boylece NPL’ nin korona yapist hakkinda bilgi saglamaktadir.

SEM o0rnekleri, drnegi analiz etmek i¢in kullanilan bir SEM plakasi {izerine damlatilip
kurutulmaktadir. Ek olarak, yiksek c¢oziunurlukli gorintiler elde etmek icin 6rnek
yiizeyine altin veya karbon kaplama kullanilmaktadir [98]. NPL’ler, klasik TEM'e 6zgl
yuksek enerji ve voltaj olmadan gorsellestirilebilmektedir [102]. SEM goriintileme, pek
cok calismada, diger analizlerle birlikte hem ¢6zelti icindeki hem de tek baslarina

NPL’leri karakterize etmede kullanilmaktadir [103,104].
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2.5.3. Dinamik Isik Sag¢ilmasi (Dynamic Light Scattering (DLS))

Dinamik 151k sagilimi (DLS), ¢0zelti icindeki NPL’lerin boyutunu bulmak i¢in yaygin
olarak kullanilan bir tekniktir. DLS, ¢6zeltideki NPL hidrodinamik ¢apini (yani NPL'nin
capini ve ¢Ozeltideki molekiillerle etkilesimi sonucu olusan yeni olusumlari) belirlemek
icin kullanmlan Stokes-Einstein varsayimiyla 1sik sagilimini 6lgmektedir [23]. DLS'de,
yanlis sonuglardan kaginmak i¢in nispeten diisitk NPL konsantrasyonu gereklidir. DLS
ile TEM ve SEM gibi diger tekniklerden elde edilen sonuglar arasinda bir karsilastirma
yapilmakta ve  boyutlandirmadaki  herhangi  bir  tutarsizhigim  kokenleri
karsilagtirilabilmektedir [105]. Genel olarak, NPL'lerin DLS tarafindan analizi, olusan
parcacik kiimelerinin boyutunu nicel olarak ol¢tiiglinden, bunlarin kiimelenme siirecleri
hakkinda 6nemli bilgiler saglamaktadir. DLS'nin avantajlari arasinda hizli, kolay ve kesin
olmas1 yer almaktadir. Dispers ve homojen 6rnekler icin oldukca hassas ve
tekrarlanabilirdir. DLS'nin bir dezavantaji, biiylik pargaciklarin ¢ok daha fazla 151k
sacmast ve az sayida biiyiik parcacigin bile daha kiiclik pargaciklar i¢in engelleyici
olabilmesidir. Bu nedenle, heterojen drnekler icin giivenilirligi azalabilmektedir. DLS
bazen diizglin sekilli olmayan nanoyapilar1 Olcebilse de, genellikle kiiresel sekilli

parcaciklar1 daha dogru 6l¢ebilmektedir [97].

DLS analizi, bugiine kadar pek cok caligmada NPL’leri karakterize etmek icin
kullanilmistir. Bunlardan bazilarinda protein korona yapisi basta olmak tizere farkli
yapilar da karakterize edilmistir [106]. Hem NPL’lerin hem de NPL-protein
komplekslerinin hidrodinamik ¢aplar1 Olgulerek analizler igin Ornekler karakterize

edilmistir.

NPL kullanilarak yapilan karakterizasyon ve sindirim ¢alismalar1 simdiye kadar sadece
NPL’lerin etkilerini incelemek i¢in gida matrisi kullanilmadan yapilmistir. Protein korona
calismalarinda ise daha ¢ok BSA (sigir serum albiimini) gibi tek tip proteinler
kullanilmistir. Bu tez kapsaminda karmasik bir ortam iceren yagh ve yagsiz siit gida
matrisi olarak kullanilmig ve NPL’ler ile birlikte hem gida matrisine hem de sindirim
sirasinda enzimlere ve sindirim ortamlarina etkileri incelenmistir. Bu agidan gida
matrisiyle birlikte NPL’lerin etkilerini ve sonuglar1 izlemek onemlidir, ¢linkii NPL’ler

gidalarla birlikte yutulur ve tiikiiriik proteinleri, sindirim enzimleri ve bagirsaktan 6nce
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kismen sindirilmis gida bilesenleri ile etkilesime girer. Bu nedenle, NPL'lerin ylizeyinde
yogun bir protein korona yapisina yol acan gercek bir gida 6rnegi kullanilmasi uygun
gorilmistiir. Tez kapsaminda, agiz, mide ve ince bagirsak kosullarimi taklit eden

simiilasyon altinda gida matrisi ile sindirilen NPL'lerin degisimi incelenmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal ve Biyokimyasal Malzemeler

Deneylerde kullanilan saf su Puris-Expe RO Water System (Expe-RO Elel0-M)
cihazindan elde edilmistir. Tez kapsaminda model gida matrisi olarak siit 6rnegi se¢ilmis
olup, tiim asamalarda standart bir matris saglamak amaciyla siit 6rnekleri siit tozundan
rekonstitiiye edilerek hazirlanmistir. Bu amagla yaglh ve yagsiz siit tozlar1 Enka Sut ve
Gida Mam. San. Tic. A.S. (Konya, Tiirkiye) firmasindan temin edilmistir. Siit ortamin1
simiile etmek i¢in baz1 analizlerde NPS’ler saf su yerine tampon (0.02 M Tris bazi, 0.05
M NaCl, 0.003 M CaCly, pH 6.8) ortaminda ¢oziilmiis veya seyreltilmis, burada
kullanilan malzemeler de; Tris baz1 Sigma-Aldrich Co. (St Louis, ABD) firmasindan,
NaCl ve CaCl, Tekkim Kimya (istanbul, Turkiye) firmasindan alinmistir. Analizlerin
timiinde kullanilan NPS’ler farkli konsantrasyonlarda sivi g¢ozeltiler olarak temin
edilmistir. NPS-30 (30 nm nanopartikil) Magsphere Inc. (Pasadena, CA, ABD)
firmasindan alinmig, NPS-100 ve NPS-450 (100 nm ve 450 nm nanopartikiller) proje
ortagt NANOTEC (NSTDA, Tayland) grubu tarafindan sentezlenmistir.

Akrilamit (%40), Bisakrilamit (%2), Sodyum Dodesil Silfat (SDS), Amonyum Persulfat
(APS), Tetrametiletilendiamin (TEMED) Bio-Rad Laboratories (Hercules, A.B.D.)
firmasindan temin edilmistir. Fluorescamine, a-amilaz enzimi, sodyum fosfat dibasic
(Na2HPQ4), pepsin enzimi, Trikloroasetik Asit (TCA), hemoglobin, lipaz enzimi, Ure,
Glukuronik asit, D-Glukozamin hidroklorit, Potasyum tiyosiyanat (KSCN), Sodyum
fosfat monobasic monohidrat (NaH.PO4+H,0), Sodyum silfat (Na,SO4), Urik asit, Sigir
Serum Albimini (BSA), Pankreatin, Safra, Magnezyum kloriir heksahidrat
(MgCl2+6H20), Sodyum bikarbonat (NaHCO3) Sigma-Aldrich Co. (St Louis, ABD)
firmasindan temin edilmistir. Dimetil stlfoksit (DMSO), nisasta, D-Glukoz, Potasyum
klortr (KCI), Sodyum hidroksit (NaOH), Amonyum klorir (NH4Cl) Merck (Darmstadt,
Almanya) firmasindan temin edilmistir. Potasyum iyodiir (KI), Iyot, Hidroklorik asit
(HCI), Kalsiyum klorur dihidrat (CaCl,e2H.O) Riedel-deHaén firmasindan temin
edilmistir. Sodyum fosfat monobasic (NaH2POa), Potasyum fosfat monobasic (KH2PO4)
J. T.Baker firmasindan temin edilmistir. Lipaz aktivitesi tayininde kullanilan lipaz kiti

(MAKO046) Sigma-Aldrich Co. (St Louis, ABD)’den temin edilmistir.
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3.1.2. Gecirimli Elektron Mikroskobu (Transmission Electron Microscobe (TEM))

Sindirim Oncesi ve sonrast NPS’lerin morfolojik durumlarin1 ve gida matrisi ile olan
etkilesimi sonucu olusan korona yapisini incelemek amaciyla elde edilen gorintuler, FEI
Tecnai™ G2 Spirit BioTWIN (FEI Company, Hillsboro, ABD) cihaz1 ile
goriintiilenmistir. Hazirlanan 6rneklerin TEM analizleri Orta Dogu Teknik Universitesi,

Merkez Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir.

3.1.3. Cevresel Taramah Elektron Mikroskobu (Environmental Scanning Electron
Microscope (ESEM))

Sindirim oncesi ve sonrast NPS’lerin agregasyon olusumunu, gida matrisi olmadan ve
gida matrisi i¢indeki davraniglarini incelemek amaciyla elde edilen goruntiler,
FEIQuanta 200 FEG (Thermo Fisher Scientific Co., Waltham, ABD) cihaz ile elde
edilmistir. Analiz 6ncesi, sindirime girmemis, gida matrisiyle inkiibe edilen ve edilmeyen
NPS’ler ve sindirime ugramis, her ortamdan tek tek alman &rnekler karbon bant
kullanilarak SEM plakalar1 Uzerinde kurutulmustur. Orneklerde iletken bir yiizey
saglamak amaciyla piskiirtmeli bir kaplama cihazi (Precision Etching and Coating
System 682, Gatan Inc., Pleasanton, ABD) kullanilarak, numuneler 5 nm altin-paladyum
kaplanmistir. Hazirlanan 6rneklerin ESEM analizleri Bilkent Universitesi, Ulusal

Nanoteknoloji Arastirma Merkezi’nde (UNAM) gergeklestirilmistir.

3.1.4. Zetasizer Nano Zs

Hidrodinamik cap ve zeta potansiyel dl¢iimleri Zetasizer Nano Zs (Malvern Panalytical
Ltd, Malvern, Birlesik Krallik) cihazi kullanilarak yapilmistir. Bu dogrultuda oncelikle
NPS’lerin zeta potansiyellerinde, polidispersite indeksi (polydispersity index, PDI) ve
hidrodinamik ¢aplarinda meydana gelen degisikliklerin belirlenmesi amaclanmigtir.
Hidrodinamik ¢ap tek kullanimlik kiivetlere 500 L ve zeta potansiyel élglimleri kapiler
zeta dlgiim kiivetine her drnekten 700 pL yiiklenerek yapilmistir. Olgiimler 25 °C’de
gerceklestirilmis olup 10 farkli ylirlitmenin ortalamasi 1 6l¢iimii yansitacak sekilde 3
farkli ol¢iim alinmistir. Hazirlanan Orneklerin zeta potansiyeli ve hidrodinamik cap
olctimleri Bilkent Universitesi, Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi’nde (UNAM)
gergeklestirilmistir.
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3.1.5. Floresans Spektrofotometresi

Toksisite caligmalari, enzim aktivitesi c¢alismalart ve protein sonlimlendirme
calismalarinda kullanilan Floresans plaka okuyucusu, Synergy H1 (BioTek Instruments,
Winooski, ABD) firmasindan temin edilmistir. Cihazin ¢alkalama 6zelligi ve sicaklik
kontrolu de deneylerin kontrollli yurittilmesinde fayda saglamistir. Elde edilen sonuglar
BioTek Gen5 Data Analysis Software yazilimi ile elde edilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Nanopartikullerin Temini ve Karakterizasyonu

3 farkli ¢aptaki NPS’ler, saf su veya tampon ¢Ozelti ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edilerek analizler i¢in hazir hale getirilmistir. Her NPS cap1 icin stok ¢ozeltiler tampon
cozelti ile hazirlanmis (SUt tozundan hazirlanan gida matrisini temsil eden; 0.02 M Tris
bazi, 0.05 M NaCl, 0.003 M CaCl, pH 6.8) [107] ve 15 dakika boyunca ultrason
banyosunda tutulmustur. Stok ¢ozeltiler daha sonra 1 saat boyunca 25°C’de karistirilmali
etivde inkiibe edilmistir. NPS 6rnekleri farkli analizler igin in-Situ veya ex-situ olarak
hazirlanmistir. (In-situ hazirlik durumunda NPS'ler, farkli teknikler kullanilarak bir
matris i¢inde hazirlanarak, ongoriilen bir amag i¢in dogrudan kullanilabilecek bir 6rnek
elde edilebilir. Ex situ yaklasimda ise, NPS'ler 6nce matris i¢inde hazirlanir ve ardindan
kimyasal ya da fiziksel teknikler kullanilarak, partikiil bu matris ortamindan ayrilir.
[108].) In-situ hazirlanan 6rnekler inkiibasyon asamasindan sonra direkt analize alinirken,
ex-situ 0rneklere 13000xg’de 20 dakika santrifiij islemi uygulanarak ve siipernatant atilip,

pellet saf suda tekrar ¢oziilerek 2 kere yikama islemi gerceklestirilmistir.

3.2.1.1. NPS’lerin ESEM ve TEM Gorintilemesi

NPS’leri karakterize etmek amaciyla morfolojileri ve agregasyon durumlarini incelemek
icin ESEM ve TEM ol¢timleri yapilmigtir. Bu amagla, NPS’ler 1 mg/mL konsantrasyonda
saf suda hazirlanmis ve 15 dakika boyunca ultrason banyosunda tutulmustur. Tampon
icinde hazirlanmis Ornekler, iyonlarin Olglim ortaminda olusturacagi karmasiklik
sebebiyle goriintilenmemistir. Saf suda hazirlanan NPS ¢ozeltileri ESEM plakalarina
damlatilmig, kurutulmus, altin-paladyum ile kaplanmis ve sonrasinda ESEM gorintuleri

elde edilmistir. NPS’i karakterizasyonu i¢in bir diger yontem olarak TEM kullanilmistir.
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Ayni1 yontemle hazirlanan drnekler TEM plakalarinda kurutulmus ve 8lgiim icin ODTU

Merkez Laboratuvari’na gonderilmistir.

3.2.1.2. NPS’lerin Hidrodinamik Cap ve Zeta Potansiyeli Ol¢timleri

NPS’lerin hidrodinamik ¢ap ve zeta potansiyeli dl¢iimleri Zetasizer Nano Zs cihazi ile
yapilmistir. Bu amagla NPS’ler saf su ¢ozeltisinde 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanip
15 dakika boyunca ultrason banyosunda tutulmustur. iki paralel olarak hazirlanmis
NPS’lerin her bir paraleli ayr1 ayr1 6l¢iilmiistiir. Sonuglar paralellerin ortalamasi olarak

verilmistir.

3.2.2. Gida Matrisinin Temini ve Karakterizasyonu

Gida matrisi olarak kullanilan yagli ve yagsiz siitler rekonstitiie olarak hazirlanmistir.
Yagl siit ornekleri igin %12.20+0.03 kuru maddeye sahip yaglh siit tozu, yagsiz siit
ornekleri igin ise %8.27+0.02 yagsiz kuru maddeye sahip yagsiz siit tozu kullanilmstir.
Siit tozlar1 saf su igerisinde ¢ozlndlkten sonra 45 °C’de 1 saat boyunca karistirilmigtir.
Sonrasinda homojenizatérde 3200 rpm’de 5 dakika boyunca homojenize edilmistir.
Hazirlanan yagli ve yagsiz rekonstitiie siit Orneklerinde, standartlara uygunlugu
incelemek amaci ile kuru madde (KM), protein, yag, % asitlik (laktik asit cinsinden), pH
ve yogunluk analizleri yapilmistir. Siit 6rneklerinin protein igerigi Bradford metodu ile
belirlenmistir [109]. Yagsiz kuru madde (YKM) miktari, toplam kuru madde miktarindan

yag igerigi ¢ikarilarak belirlenmistir.

Yagli ve yagsiz rekonstitiie siitler ile yapilan kompozisyon analizi sonucglar1 Cizelge
3.1°de belirtilmistir. Analiz sonuglarina gore her iki rekonstitiie siit 6rneginde de, yagsiz
kuru madde, % asitlik, protein, yag ve yogunluk degerlerinin Tiirk Gida Kodeksi i¢gme
Siitleri Tebligi’ne (Teblig No: 2019/12) [110] uygun oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 3.1. Yagli ve yagsiz siit tozundan hazirlanan rekonstitiie siit orneklerinin bilegimi.

Analizler Yagh rekonstitiie siit | Yagsiz rekonstitiie siit
KM (%) 12.2040.03 8.27+0.02
YKM (%) 8.85+0.02 8.17+0.02
Protein (g/100 mL) 3.18+0.04 2.95+0.05

Yag (%) 3.4+0.05 0.1+0.03

% asitlik (laktik asit cinsinden) 0.171 0.164
Yogunluk (g/cm®) 1.032+0.01 1.034+0.01

pH 6.72+0.03 6.70+0.04

3.2.3. Gida Matrisi icindeki NPS’lerin Karakterizasyonu

Gida matrisi ile inkube edilen NPS’lerin yapilarinda meydana gelen degisimler
incelenmistir. Bunun igin gida matrisi:NPS oran1 2:1 (h:h) olacak sekilde hazirlanmistir.
Cozeltiler inkiibasyona girecegi ortamlarda 1 saat boyunca 25 °C’de karistirilarak inkiibe

edilmistir.

3.2.3.1. Gida Matrisi Ii¢indeki NPS’lerin ESEM ve TEM Gériintiilemesi

Gida matrisi ile inkibe edilen NPS’lerin morfolojik karakterizasyonu igin ESEM
goriintiiler1 alinmistir. Bu dogrultuda, gida matrisi ile inkiibe edilmis farkli caplardaki
NPS’lerin morfolojileri in-situ olarak incelenmistir. Gida matrisi-NPS kompleksleri
plakalara damlatilmig, kurutulmus, kaplanmis ve ESEM goriintiileri elde edilmistir.
Goriintiilerin - elde edilmesinde kullanilan cihazin  voltaji  10-30 kV arasinda
degismektedir. Partikiill cap1 kiigiildiikce voltaj artmaktadir. NPS’lerdeki korona
yapilarii tespit edebilmek amaciyla TEM kullanilmistir. Ayn1 yontemle hazirlanan
ornekler TEM plakalarinda kurutulmus ve dl¢iim i¢in ODTU Merkez Laboratuvari’na
gonderilmistir. Burada yapilan 6l¢ciimlerde cihaz 20-120 kV arasinda ¢alismakta ve gap

kiigiildiik¢e voltaj artmaktadir.

3.2.3.2. Gida matrisi-NPS Hidrodinamik Cap ve Zeta Potansiyeli Olguimleri

Gida matrisi ile etkilesimden sonraki NPS’lerin yapisinin, gida matrisiyle etkilesimden
onceki haliyle karsilastirilmasi amaciyla hidrodinamik ¢ap ve zeta potansiyeli 6lcumleri

gerceklestirilmistir. Burada gida matrisine NPS’ler eklendikten sonra, 25°C’de 1 saat

26



calkalamali etiivde inkiibe edilmistir. Stt drnekleri 6lgimdeki zorluk ve hatalara sebep
olmamasi icin NPS-30 ve 100’de 1/45 oraninda, NPS-450°de 1/15 oraninda seyreltme
yapilmustir. Olgiimler ti¢ paralelde yapilmistir.

3.2.4. Protein Korona Yapisimin Karakterizasyonu
3.2.4.1. Protein Soniimlendirme Oram

Yagl ve yagsiz siit 6rneklerinin, farkli ¢ap ve konsantrasyonlardaki NPS’ler (30, 100 ve
450 nm ¢aplari i¢in 0.05, 0.25 ve 1 mg/mL) ile etkilesimi incelenmistir. NPS’ler gida
matrisi ile 25 °C” de 1 saat ¢alkalamali olarak inkiibe edildikten sonra Ol¢tim islemi icin
bu ornekten seffaf tabanli siyah mikro plakalara U¢ paralel olacak sekilde 200 pL
yiiklenmigtir. Daha sonra mikroplakalardan 280 nm uyarma ve 340 nm emisyon dalga
boylarinda floresans plaka okuyucusu kullanilarak 6l¢iim alinmistir. Kontrol amacgh
olarak ayni islemler NPS eklenmemis 6rnekler i¢in de yapilmistir. Burada mevcut dalga
boylarinda triptofan bolgelerinin  verdigi 1sima takip edilmekte, proteinlerin
baglanmasiyla da triptofan bolgeleri aktifligini kaybedip floresans azalmasi gergeklestigi
icin baglanan protein hakkinda yorum yapilmaktadir [106].

3.2.4.2. Native-PAGE Elektroforez

Elektroforezde kullanilan jellerin kompozisyonlar1 Cizelge 3.2°de verilmistir. Protein
tanimlamasi i¢in %3.9°1uk siralama jeli ve %12.18’lik ylritme jeli kullanilmustir.
%10’luk APS 0.1 g tozun 1 mL saf suda ¢ozindurilmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan
aymrim jeli dikey jel kasetine dokulldikten ve polimerlestikten sonra siralama jeli
dokiilmiis ve tlizerine kuyucuklarin olugmasi igin tarak oturtularak jel polimerlesmeye
birakilmistir. Jel hazirlama siireci bittikten sonra hazirlanan orneklerin her biri Cizelge
3.3’te detaylar1 verilen Ornek yilikleme ¢ozeltisiyle karistirilarak farkli kuyulara
yiiklenmis ve jel kasedi elektroforez tankina yerlestirilmistir. Tank Cizelge 3.4’te verilen
4x yuritme tamponunun seyreltilmesiyle elde edilen 1x tamponla doldurulmus ve sistem
sabit akimda (20 mV) yiiriitiilmiistiir. Izlenen boya, jel kasedinin tabanina ulastiktan sonra
sistem durdurulmus ve jel kasetten ¢ikarilarak saf su ile ytkanmis ve Cizelge 3.5’te verilen

jel boyama c¢ozeltisi igerisine aktarilarak c¢alkalayicida boyamaya birakilmis ve
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sonrasinda boya ¢ikarma ¢ozeltisinde bekletilmigtir. En son olarak Agfa Foto Look

(Agfa-Geavert N.V., Belgika) programi kullanilarak jellerin goriintiisii elde edilmistir.

Cizelge 3.2. %3.9’1uk siralama ve %12.18’lik yiritme jeli.

%3.9’1uk siralama jeli %12.18’lik yiiriitme jeli
Akrilamit-Bisakrilamit 1mL Akrilamit-Bisakrilamit 3.25mL
(7:3) (h:h) (7:3) (h:h)
0.5 M Tris Tamponu (6.8 2.5mL 3 M Tris Tamponu (8.8 pH) 1 mL
pH) 6.5 mL Saf su 3.75mL
Saf su 60 puL APS 50 pL
APS 6 uL TEMED 5uL
TEMED

Cizelge 3.3. Ornek yiikleme ¢ozeltisi.
0.5M Tris tamponu (pH 6.8) | 2 ml
%0.5 Bromfenol mavisi 0.2 ml
Gliserol 2.5 ml
Saf su 5.3 ml

Cizelge 3.4. 4x ylritme tamponu.*
Tris Bazi 3.775¢g
Glisin 7.125¢
Saf su 250 ml

*pH 8.3’¢ ayarlanir.

Cizelge 3.5. Jel boyama ve boya ¢ikarma ¢ozeltisi.
Jel boyama ¢ozeltisi Boya ¢ikarma ¢ozeltisi
Commassie Blue R 0.1g 2-propanol 10 ml
2-propanol 25 ml Asetik asit 10 ml
Asetik asit 10 ml Saf su 80 ml
Saf su 65 ml

3.2.4.3. SDS-PAGE Elektroforez

Sindirimden sonraki NPS’lerin protein korona yapisinin belirlenmesi amaci ile

elektroforez analizleri yiiriitilmiistiir. NPS’lerin sindirim 6ncesi gida matrisi igerisinde
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dispers ve stabil yapida olmasi1 ex-situ analizini engellemistir. Bu nedenle sadece sindirim
sonrasinda ex-situ analizi gergeklestirilmis Orneklere SDS-PAGE (Sodyum Dodesil
Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) uygulanmistir. SDS-PAGE, Ulrich K. Laemmli
tarafindan gelistirilen [111] ve molekuler kiitleleri 5 ile 250 kDa arasinda olan proteinleri
ayirmak i¢in yaygin olarak kullanilan bir elektroforetik sistemdir. Gida matrisi ile veya
gida matrisi olmadan sindirim simulasyonundan elde edilen 6rneklere SDS-PAGE
uygulanmistir. Jel kompozisyonlar1 Cizelge 3.6’da verilmis ve %5.3’1Uk siralama jeli ve
%13’lik ydratme jeli kullanilmigtir. %10’luk APS ve SDS 0.1 g toz hallerinin 1 mL saf
suda ¢oziindiiriilmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan ayirim jeli dikey jel kasetine
dokulldikten ve polimerlestikten sonra siralama jeli dokiilmiis ve iizerine kuyucuklarin
olusmasi i¢in tarak kismi oturtularak jel polimerlesmeye birakilmistir. Ornek hazirlama
asamasinda ise 4800 puL’lik 6rneklerin 13000xg’de 20 dakikalik santrifiijle ¢oktlrtlmesi
ve saf suda tekrar ¢ozundurelerek yikanmasiyla elde edilen en son pellet halleri, Cizelge
3.7’deki ornek yikleme cozeltisiyle 9,6 pl’de ¢oziilerek 500 kat konsantre hale
getirilmistir. Ardindan 95 °C’de 5 dakika protein denatiirasyonuyla kuyulara yiiklenmeye
hazir hale gelmistir. Ornekler jellere yiklendikten sonra jel kasedi elektroforez tankina
yerlestirilerek tank Cizelge 3.8’de igerigi verilen 5x yiriitme tamponundan elde edilen 1x
tamponla doldurulmus ve sistem sabit akimda (20 mV) yiiriitiilmiistiir. Izlenen boya jel
kasedinin tabanina ulagtiktan sonra sistem durdurulmus ve jel kasetten ¢ikarilarak saf su
ile yikanmis ve Cizelge 3.9’da jel boyama ¢ozeltisi icerisine aktarilarak calkalayicida
boyamaya birakilmis ve Sonrasinda boya ¢ikarma ¢ozeltisinde bekletilmistir. En son
olarak Agfa Foto Look (Agfa-Geavert N.V., Belgika) programi kullanilarak jellerin

goriintiisii elde edilmistir.

Cizelge 3.6. %5.3’liik siralama ve %13’lik yiiriitme jeli.

%S5.3’liik siralama jeli %13’liik yurutme jeli
Akrilamit-Bisakrilamit 0.95 mL Akrilamit-Bisakrilamit 5.50 mL
(7:3) (h:h) (7:3) (h:h)

0.5 M Tris Tamponu (8.6 1.25mL 1.5 M Tris Tamponu (8.6 3 mL
pH) pH)

Saf su 2.72 mL Saf su 3.285 mL
SDS (%10) 0.05 mL SDS (%10) 0.12mL
APS (%10) 25 pL APS (%10) 90 pL
TEMED 5uL TEMED 6 pL
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Cizelge 3.7. Ornek yiikleme ¢ozeltisi.

1 M Tris-Cl (6.8 pH) 2.5mL
Gliserol 4.5mL
SDS (%10) 1g
Bromfenol mavisi 20 mg
Saf su 2.5mL
DTT* 0.25M

*Ornek yiiklenmeden 6nce DTT’siz tampon ve DTT 1:1 (h:h) oraninda karistirilir ve bu

karisim Ornekle belirli oranda karistirilarak denatiirasyon asamasina gegilir.

Cizelge 3.8. 5x yurutme tamponu.

Glisin 94 ¢
Tris-bazi 1519
SDS (%10) 50 mL
Saf su 1L

Cizelge 3.9. Jel boyama ve boya ¢ikarma ¢ozeltisi.

Jel boyama ¢ozeltisi Boya ¢ikarma cozeltisi
Commasie Mavisi G-250 2¢ Metanol 300 mL
Metanol 300 mL Asetik asit 100 mL
Asetik asit 100 mL Saf su 600 mL
Saf su 600 mL

3.2.5. Nanopartikullerin In-Vitro Sindirim Ortamlarindaki Davramslar:

Gida matrisi ile inkiibe edilen ve edilmeyen NPS’lerin sindirim sirasinda yapisal
ozelliklerindeki degisimlerin incelenmesi amaciyla in vitro sindirim simiilasyonu
uygulanmistir. Bu dogrultuda oncelikle agiz, mide ve bagirsak ortamlarini simiile eden
stvilar Sohal ve ark.’na ait ¢alismada anlatildig1 sekilde hazirlanmistir (Cizelge 3.10).
Organik ve inorganik sivilar 1:1 (h:h) karistirllmistir. Simiile bagirsak sivisinin
hazirlanmasi i¢in oniki parmak bagirsagi sivist ve safra sivist 2:1 (h:h) oranda
karistirtlmis ve kaba filtreden gegirilmistir. Bu asamalarin ardindan agiz 6.5+0.1, mide
1.0£0.05 ve bagirsak sivis1 12.35+0.01 pH’ya ayarlanmistir. Boylece agiz ortamiyla mide
ortami karistiginda son pH 1.4 + 0.1, mide ortamindan ¢ikan ¢ozeltiyle bagirsak ortami
karisinca son pH 8.1 + 0.1 olmaktadir [112]. Enzimler ve aktif maddeler (Safra, BSA vb.)

hazirlanan bu sivilara gilinliikk olarak eklenerek analize hazir hale gelmistir. Farkli
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caplardaki NPS’ler, ii¢ farkli konsantrasyonda (0.05-0.25-1 mg/mL) gida matrisine
eklenmis ve ornekler 25 °C’de karistirmali olarak 1 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibe edilen Ornekler 1:1 (h:h) oraninda agiz ortamu ile karistinlmis ve 5 dakika
sliresince inkiibe edilmistir. Sonrasinda agiz ortamindan alman sivi tekrar 1:1 (h:h)
oraninda mide sivisiyla karistirllmig ve 2 saat inkiibe edilmistir. Son olarak mide
ortamindan alinan sivi 1:1 (h:h) oraninda bagirsak sivisi ile karistirilmis ve 2 saat inkiibe
edilmistir [52]. Ayrica sindirimin her asamasinda analiz igin ornekler toplanmis, alinan
ornekler in-situ veya ex-situ olarak gerekli analizlere hazir hale getirilmistir. Ortamlardan
alman oOrneklerde ESEM ve TEM goriintiileri alinmis, hidrodinamik c¢ap ve zeta

potansiyelleri dl¢lilmiis, enzim aktivitelerine bakilmis ve SDS-PAGE analizi yapilmaistir.

Cizelge 3.10. Simiile edilmis sindirim sivilarinin igerikleri.

Ag1z s1visi Mide s1visi Oniki parmak Safra sivisi
bagirsagi sivisi

Organik bilesen (50 mL icin)

20 mg Ure 8.5 mg Ure 10 mg Ure 25 mg Ure
65 mg D-Glukoz

2 mg Glukuronik asit

33 mg D-glokozamin

hidroklorir
Inorganik bilesen (50 mL icin)
89.6 mg KCI 30.6 mg NH.CI 0.22 mL 1IN HCI 0.24 mL 1IN HCI
20 mg KSCN 40 mg CacCl; <2H,0 5 mg MgCl*6H20 37.6 mg KCI
90.7 mg NaH2PO4+H.0 10.13 mg 1IN HCI 56.4 mg KCI 578.5 mg NaHCO3
57 mg NaySO4 82.4 mg KClI 8 mg KH2PO, 525.9 mg NaCl
29.8 mg NaCl 275.2 mg NaCl 338.8 mg NaHCOs
0.18 mL 1N NaOH 30.6 mg NaH2PO4+H20 701.2 mg NaCl

Enzimler ve Aktif Maddeler (100 mL igin)

1.6 mg Urik asit 100 mg BSA 20 mg Pankreatin 600 mg Safra
14.5 mg a-amilaz 100 mg Pepsin 50 mg Lipaz 180 mg BSA
100 mg BSA 22.2 mg CaCl,*2H,0

20 mg CaCl,*2H,0

3.2.6. Nanopartikiillerin Sindirim Oncesi ve Sonras1 Enzim Aktivitelerine Etkisi
3.2.6.1. Amilaz Aktivitesi

Her bir ¢ap igin ii¢ farkli konsantrasyonda (0.05-0.25-1 mg/mL) NPS’ler tampon
cozeltide ve gida matrisi (yagh siit) icerisinde hazirlanmis ve 1 saat boyunca calkalamali
inkiibatorde tutulmustur. Bu drnekler fosfat tamponu (0.05777 M Na2HPO4, 0.04223 M
NaH2POs) igerisinde 2 ug/mL konsantrasyonda hazirlanan amilaz ¢6zeltisi ile 1:4 (h:h)
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oraninda karigtiritlmig ve NPS’in enzime baglanabilmesi i¢in yaklasik 30 dakika inkube
edilmistir. Tampon ¢6zelti ve gida matrisi i¢inde hazirlanan NPS 6rneklerine eklenecek
enzim miktarin1 belirlemek i¢in, hazirlanan farkli enzim konsantrasyonlarinin sabit
substrata kars1 elde edilen aktivitenin kalibrasyon grafigi cizilmistir ve grafikten
aktivitenin maksimum oldugu noktadaki konsantrasyon (2 pg/mL) se¢ilmistir. Kontrol
olarak NPS igermeyen, tampon c¢ozelti ve gida matrisi ile hazirlanan Ornekler
kullanilmistir. Her bir Ornegin enzim aktivitesi kontroliin enzim aktivitesiyle

karsilastirilmistir.

Enzim aktivitesi tayini i¢in literatiirdeki nisasta-iyot yontemi modifiye edilerek
kullanilmistir [113]. Sabit enzim konsantrasyonunda, substrat olarak kullanilan nisastanin
farkli konsantrasyonlarina karsi elde edilen aktivitenin kalibrasyon grafigi ¢izilmistir ve
grafikten aktivitenin maksimum oldugu noktadaki konsantrasyon (1.5 mg/mL)
secilmistir. Her 6rnek icin enzim icermeyen kor 6rnek hazirlanmistir ve bunun i¢in enzim
yerine esit hacimde fosfat tamponu eklenmistir. Bu karisimlar substrat olarak saf suda
hazirlanan 1.5 mg/mL nisasta ¢ozeltisiyle 1:1 (h:h) oraninda karistirilmis ve 37 °C’de 10
dakika galkalamal1 inkiibatorde tutulmustur. 10. dakika sonunda reaksiyonu durdurmak
icin 1 M HCI ve iyot ¢6zeltisi eklenmistir. Bu asamadan sonra 580 nm’de absorbans
Olgtimleri alinmis ve enzim aktiviteleri kontrole gore % azalis olarak belirlenmistir.
Enzim aktivitelerinin belirlenmesinde esitlik (1) kullamilmigtir. Er 6rnegin amilaz
aktivitesi kor orneklere gore hesaplanmis ve en son NPS icermeyen kontrollere gore %

olarak normalize edilmistir.

. . . (A580 Kontrol - A580 Ornek)
Amilaz aktivitesi (U/mL) o (A580/mg nisasta) x (10 dakika) x (0.05 mL) (1)

3.2.6.2. Pepsin Aktivitesi

Tampon ¢oOzelti ve gida matrisi (yagli siit) igerisinde hazirlanmigs NPS’ler 1 saat boyunca
25 °C’de calkalamali inkiibatorde tutulmustur. Cozeltilerin son halleri 10 mM HCI
cozeltisi icerisinde 0.1 mg/mL (250 IU/mL) konsantrasyonda hazirlanan pepsin ¢ozeltisi
ile 1:4 (h:h) oraninda karigtirllmig ve NPS’in enzime baglanabilmesi i¢in yaklasik 30
dakika inkiibe edilmistir. Kontrol olarak NPS i¢ermeyen Ornekler hazirlanmig ve

orneklerin her biri bu 6rnegin enzim aktivitesiyle karsilastirilmistir.
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Gida matrisi ile inkiibe edilmis ve edilmemis NPS’lerin pepsin aktivitesi Gizerine etkilerini
incelemek amaciyla en ¢ok kullanilan ve standart bir prosedur olan Anson ydntemi
kullanilmistir [114]. Substrat olarak kullanilan hemoglobin ¢6zeltisini hazirlamak igin
toz haldeki hemoglobin 25 mg/mL hazirlanmis, 10 dakika 37 °C’de bekletilmis ve pH’1
2’ye ayarlandiktan sonra saf su ile konsantrasyonu 20 mg/mL olacak sekilde hacmi
ayarlanmistir. Enzim-NPS inkubasyonundan sonra 0.5 ml, 20 mg/mL konsantrasyonda
hemoglobin ve 0.1 mL enzim-NPS karisimi 37 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.
Reaksiyonu durdurmak icin 1 mL %S5’lik TCA ¢ozeltisi eklenmis, 5 dakika sonra
4000xg’de 15 dakika santrifiij edilerek siipernatanttan 6rnek alinmig ve 280 nm’de
absorbans degerleri Olciilmiistir. Her ornegin kor ornegi olarak enzimin substratla
tepkimeye girmesine izin verilmeden TCA ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon durdurulmustur.
Elde edilen sonuclar 6érnekten kor 6rnek gikarilarak asagidaki esitlige (2) gore hesaplama
yapilmig, NPS icermeyen kontroller %100 aktivite gosterdigi varsayilarak diger
NPS’lerin bulundugu 6rneklerin pepsin aktiviteleri de buna gore normalize edilmistir.

(A280 Ornek - A280 Kér) x (Seyreltme faktorii)

Pepsin aktivitesi (U/mL) = @ L0 < 000N

()

3.2.6.3. Lipaz Aktivitesi

Gida matrisi (yaglt siit) ile inkiibe edilmis ve edilmemis NPS’lerin sindirim
enzimlerinden lipaz aktivitesi Uzerine etkilerini incelemek icin ticari olarak temin edilen
lipaz aktivite analiz kiti (MAKO046) kullanilmistir. Bunun igin dncelikle kitten elde edilen
lipaz analiz tamponunda 0.5 mg/mL konsantrasyonunda hazirlanan enzim, NPS-30, 100
ve 450, tampon ¢0Ozeltide ve gida matrisi igerisinde hazirlanan karigimlar ile 4:1 (h:h)
oraninda karistirilmis ve yarim saat inkiibe edilmistir. Sonrasinda calisilan enzim
konsantrasyonunu daha 6nce kit i¢in kullanilan enzim konsantrasyona ¢cekmek [115] ve
¢ozeltideki yanlis 6l¢lime sebep olacak bulanikliktan kurtulmak i¢in enzim-NPS karisimi
10 kat seyreltilmistir. Olgiimden 6nce kit protokoliinde kor ve ornek igin belirtilen
hacimlerde kimyasallar karistirilmis ve daha 6nce inkiibe edilen enzim-NPS karisimi bu
kimyasallara eklenerek belirli zaman araliklarinda 570 nm’de absorbans Ol¢imi
almmustir. Kit protokoliinde belirtilen gliserol standardiyla yapilan kalibrasyona gore elde
edilen esitlik (3) kullanilarak aktiviteleri belirlenmis ve NPS icermeyen kontrollere gore

her 6rnegin yiizdelik lipaz aktiviteleri uyarlanmistir.
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B x Seyreltme faktori (3)

Lipaz aktivitesi (miliU/mL)=

Reaksiyon siiresi x Hacim

B: Baslangig ve bitis arasinda iiretilen gliserol miktar1 (nmol).

3.2.7. Toksisite Testleri

Insan kolon adenokarsinom hiicre dizisi Caco-2 (An 1), Sap Enstitiisii'nden (Ankara,
Tiirkiye) satin alinmis ve Sigma Aldrich'ten (St. Louis, MO, ABD) temin edilen %10 fetal
sigir serumu (FBS), 100 U/mL penisilin/streptomisin ve 2.5 mM L-glutamin iceren
yiiksek glukozlu Dulbecco's modified eagle medium (DMEM) ortaminda biiyiitiilmiistiir.
Deneyler icin hiicreler, 5 x 10* hiicre/kuyu yogunlugunda 96 oyuklu plakalara ekilmis ve
gece boyunca 37 °C'de (% 95 nem, %5 CO2) birakilmistir. Caco-2 hiicreleri, haftada bir
pasajlama sirasinda %0.25 EDTA iceren tripsin ile inkiibe edilmistir. Islem i¢in ortam,
gida matrisi ile inkiibe edilmis ve edilmemis NPS'lerin sindirim sonrasi ortamin1 igeren
taze hiicre kiiltiirii ortami ile degistirilmistir. Analizlerde daha 6nce de en yiksek
konsantrasyon olarak kullanilan 200 pg/mL ve konsantrasyon etkisini karsilastirmak

amaciyla 2 pg/mL konsantrasyonlarda NPS kullanilmistir [116].

NPS’lerin  hiicresel  canliblk  tizerindeki  etkisi  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5
difeniltetrazolyum bromir (MTT) tahlili kullanilarak incelenmistir. Caco-2 hiicreleri, 24
saat boyunca 96 oyuklu plakalarda biiyiitiilmiis ve 24 saat boyunca NPS-30, 100 ve
450’nin 2 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarina maruz birakilmistir. Inkiibasyon siiresinden
sonra her kuyucuga 10 pL MTT (5 mg/mL, Trevigen) eklenmis ve hucreler CO>
inkibatdrinde 37 °C'de 4 saat daha inkiibe edilmistir. Ortam, hiicreleri rahatsiz etmeden
her kuyudan dikkatlice ¢ikarilmistir. Bundan sonra, 100 uLL DMSO eklenmis ve MTT'nin
mitokondriyal indirgenmesiyle olusan formazan kristallerini ¢ozlindiirmek i¢in yukar1 ve
asagl pipetleme yapilarak karigtirilmistir. DMSO ile 30 dakika inklbasyondan sonra
kiiltir ortami, 550 nm'de absorbans Biotek-H1 Synergy (BioTek Instruments, Inc.
Winooski, Vermont, ABD) mikroplaka okuyucu kullanilarak o6lgiilmistiir. NPS

icermeyen hucreler, sitotoksisite yiizdesini elde etmek i¢in kontrol olarak alinmstir.
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ROS seviyesi, hiicre gegirgen olan ve floresan 2',7'-diklorofloresin (DCFH) probuna
hidrolize  edilebilen 2" 7'-diklorofloresin  diasetat (DCFH-DA)  kullanilarak
degerlendirilmistir [117]. Caco-2 hiicreleri, 24 saat boyunca 96 oyuklu plakalara ekilmis
ve 24 saat boyunca NPS'ler (2 ve 200 pg/mL) ile inkiibe edilmistir. Inkiibe edildikten
sonra besiyeri atilmis ve her kuyucuga 10 uM DCFH-DA igeren 100 pl 6nceden 1sitilmig
Hank's tamponlu tuz solusyonu (HBSS) tamponu eklenmistir. 30 dakika inkiibasyon
sonrasinda DCFH-DA calisma solliisyonu uzaklastirllmistir ve 100 pL
radyoimmunopresipitasyon deneyi tamponu (RIPA; 50mM Tris-HCI pH 7.4, 50mM
NaCl, 2mM EDTA, %0.1 SDS, 1mM DTT) lizis hiicrelerine eklenmistir. Buzda 5 dakika
inkibasyondan sonra uyarma dalga boyu 485 nm ve emisyon dalga boyu 535 nm olacak

sekilde Biotek-H1 Synergy floresan mikroplaka okuyucusu ile 6l¢iilmiistiir.

3.2.8. istatistiksel Analiz

Protein soniimlendirme orani, sindirim oncesi ve sonrasi hidrodinamik ¢ap degisimleri,
enzim aktivitelerindeki degisimler ve toksisite deneyi sonuclari, degiskenlerin etkilerinin
incelenmesi amaciyla istatistiksel analize tabi tutulmus, bu analizler sonucunda aralarinda
anlaml fark igeren veriler belirtilmistir. Istatistiksel analiz i¢in SPSS (IBM, Armonk,
ABD) yazilimi araciligryla Tukey’in Diiriistge Anlamli Fark (Tukey Honestly Significant
Difference (HSD)) ¢oklu karsilastirma testleri ile birlikte tek yonli varyans analizi
(ANOVA) uygulanmistir. Baz1 verilerin analizi ve kontrolii igin de Microsoft Excel
(Microsoft, Redmond, ABD)’de t-testi kullanilmistir. p < 0.05 istatistiksel olarak anlaml

fark olarak kabul edilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA
4.1. NPS Karakterizasyonu

NPS’lerin agregasyon durumlarmin belirlenmesi i¢in ESEM ve yiizey 6zelliklerinin
belirlenmesi icin TEM goriintii analizleri gergeklestirilmistir. Ayrica partikiillere ait
hidrodinamik ¢ap ve zeta potansiyel degerleri belirlenmistir. NPS-30’a ait TEM ve ESEM
goriintiileri Sekil 4.1 ve 4.2°de, NPS-100’¢ ait goriintiiler Sekil 4.3 ve 4.4 ve NPS-450’ye

ait goriintiiler ise Sekil 4.5 ve 4.6’da verilmistir. Partikiillere ait hidrodinamik ¢ap ve zeta

potansiyeli dl¢timleri Cizelge 4.1°de goriilmektedir.

Sekil 4. 1. NPS-30’un TEM goruntuleri.

Sekil 4. 2. NPS-30’un ESEM gorintileri. (160000x buyitme (solda), 80000x buylitme
(sagda))
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Sekil 4. 3. NPS-100’tin TEM gorntdleri.

Sekil 4. 4. NPS-100’tiin ESEM gorintileri. (80000x blyutme (solda), 20000x blyltme
(sagda))
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i 200 nm

Sekil 4. 5. NPS-450’nin TEM gorintdleri.

ilt | det
10.00 kV| 3.0 /180000 x|11.3 mm VO"ETD

Sekil 4. 6. NPS-450’nin ESEM goruntuleri. (80000x biyutme (solda), 20000x blyutme
(sagda))

Cizelge 4.1. NPS’lere ait {-potansiyeli ve hidrodinamik ¢ap degerleri.

Ornek C-Potansiyeli PDI Ortalama Hidrodinamik
(mV) Cap (nm)
NPS-30 (1 mg/mL) -35.4+4.60 0.125 35.3+0.80
NPS-100 (1 mg/mL) -51.24£1.10 0.031 106.8+1.40
NPS-450 (1 mg/mL) -52.5+1.10 0.476 2042.0+£445.70

TEM goriintiilerinde partikiillerin kiiresel ve piirlizsiiz sekilli olduklar1 gbze

carpmaktadir. Yiizeylerinde herhangi bir deformasyon ve yapisal farkliliga
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rastlanmamistir. ESEM gorunttlerinde NPS-30 ve NPS-100’iin ¢ozelti i¢inde dispers
halde bulundugu ve agregasyon egiliminde bulunmadigi goriilmektedir. NPS-450°de ise
birkag partikiiliin bir arada bulundugu kiimeler gézlenmistir. NPS-450’nin gida matrisi
olmadan, diger partikiillere kiyasla daha fazla agregasyon egiliminde oldugu
gorulmektedir. Hidrodinamik cap 6lglimlerinde de goriintilerden elde edilen sonuclar
dogrulanmaktadir. NPS-30 ve NPS-100 partikiillerinin ortalama hidrodinamik ¢aplarinin
sirastyla 35.3+0.80 ve 106.8+1.40 nm olarak bulunmasi bu partikiillerin su igerisinde
dispers yapida olduklarin1 gosterirken, NPS-450 i¢in ortalama hidrodinamik ¢ap degeri
2042.0+445.70 nm olarak bulunmustur. PDI (Polydispersity Index) degerinin NPS-450
icin 0.3 degerinin iizerinde ¢ikmasi ise agregasyonu dogrulamaktadir [119]. Tum partikdl
cozeltilerine ait zeta potansiyel degerleri negatif olarak 6l¢iilmiis ve mutlak 30 degerinin

istiinde ¢ikmustir, yani ¢ozeltiler ¢ogunlukla stabil kalmistir [118,119].

4.2. NPS-Gida Matrisi Etkilesimi

Bu ¢aligma, ti¢ farkli NPS’nin tek konsantrasyonunda (1 mg/mL) yagl ve yagsiz siit gida
matrisi ile gergeklestirilmistir. Bu etkilesimden sonra partikiillerin stabilitesini ve
agregasyonunu incelemek i¢cin ESEM ve korona yapisini gozlemek i¢in TEM goriintiileri
almmustir. Bunun i¢in 6ncelikle ¢alisilan gida matrislerine ait ESEM goriintiileri elde
edilmistir (Sekil 4.7 ve Sekil 4.8). Hem yagli hem de yagsiz siit 6rneklerinde yaklasik 200
nm boyutunda kazein miselleri dikkat ¢gekmektedir. Bunun disinda gida matrislerinde

diizenli bir yapiya rastlanmamustir.

UNAM

Sekil 4. 7. Yagl siitin ESEM goriintiileri (40000x blyutme (solda), 10000x buylitme
(sagda))
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Sekil 4. 8. Yagsiz siitiin ESEM goriintiileri (80000x biylitme (solda), 40000x biyutme
(sagda))

4.2.1. NPS-30 ve Gida Matrisi Etkilesimi

Gida matrisiyle (yagh siit) etkilesimden once ve sonra NPS-30’a ait TEM goriintiileri
Sekil 4.9°da paylasilmistir. TEM goriintulerinde gida matrisi ile etkilesimlerde korona
yapisi rahatga gozlenmektedir. NPS’lerin ¢evresindeki bulutsu ve bulanik yapi burada
proteinlerin olusturdugu koronayi temsil etmektedir. NPS-30 icin partikiliin ¢cevresindeki
protein yapilart Sekil 4.9-B’de kirmizi oklarla gosterilmistir. Burada baglanan
proteinlerin NPS etrafinda yeni bir katman olusturdugu ve bazen de bdlgesel baglandigi
dikkati cekmektedir. Fakat NPS-30’un kiiciik c¢ap1 sebebiyle fazla yakindan
gorilintiilenemedigi ve net goriintii alinamadig1 g6z oniine alinmalidir. Gida matrisi 6ncesi
ve sonrasi goriintiilerdeki partikiil ¢aplari ImageJ yazilimi ile analiz edildiginde; gida
matrisi yokken caplarin ortalamasi 25.7+4.4 nm, gida matrisi ile etkilesimden sonra ise
32.84+5.15 nm olarak hesaplanmistir. Hesaplamalar gida matrisi ile etkilesimden dnce 2
goriintli ve 198 partikiil, gida matrisiyle etkilesimden sonra 2 goriintii ve 42 partikiil

iizerinden yapilmistir. Burada goriilen boyut artisiyla korona olusumu dogrulanmaktadir.
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Sekil 4. 9. NPS-30’un yaglh siitle inkiibasyondan 6nce (A) ve sonraki (B) TEM

gorantdleri.

Sekil 4.10’da sirasiyla NPS-30’un yagh ve yagsiz siitle etkilesimi sonucu elde edilen
ESEM goriintiileri, gida matrisiyle etkilesimden Onceki goriintiilerle karsilastirilarak
paylasiimistir. Yagh siitiin yer aldig1 goriintiilerde, yagdan kaynakli oldugu diisiiniilen
bulutsu bir yapi, goriintliniin tamamini1 kaplamakla birlikte, partikiillerin homojen bir
dagilimda oldugu segilebilmektedir. Yagsiz siitle hazirlanan 6rneklerdeki goriintiilerde
daha ¢ok sut bilesenleri 6ne ¢ikmaktadir. Ancak sekil 4.10-B ve C’de NPS’lere ait
goruntiler isaretlenerek takip edilebilmistir. Bu goriintiilerden yagl ve yagsiz siitiin
partikille baglanmasi hakkinda yorum yapilmasi gii¢ olmakla birlikte, iki gida ortaminda

da agregasyon olmadig: rahatga gozlenmistir.
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—— 500 nm ——

UNAM

Sekil 4. 10. NPS-30’un yagh ve yagsiz sutle inkiibasyondan énce ve sonraki ESEM
gorantileri. A) NPS-30 B) NPS-30+yagl siit C) NPS-30+yagsiz siit

ESEM goruntuleri korona yapisi hakkinda tek basina kesin bir dogrulama saglamadigi
icin DLS analiziyle hidrodinamik ¢ap olgimleri yapilmistir ve sonuglar Cizelge 4.2 ve
4.3’te paylasilmistir. NPS-30 icin ortalama ¢ap 35.29+0.80 iken NPS (1 mg/mL) katilan
gida matrisi Orneklerinde; yagli siitle gap1 220.5+14.30 nm’ye, yagsiz siitle ise 180.5+5.83
nm’ye ¢ikmistir. Bu sonuclara gore, yagli ve yagsiz Sitle hazirlanan gida matrislerinin
NPS-30’un ortalama ¢apina etkisi istatistiksel olarak dnemli bulunmustur. Yagh siitiin
bulundugu ortamlardaki cap artisinin sebebi protein korona yapisi ve ortamdaki lipit
varlif1 olabilecegi gibi, partikiiliin kii¢iik boyutu sebebiyle siitiin sterik etkisiyle
partikiiliin 6l¢iimiinii engellemesi olarak da diisiiniilmektedir. TEM goriintiileri tizerinden

alman Ol¢limlerde gida matrisi eklendikten sonra goriilen boyut artisginin DLS
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Ol¢iimlerindekine kiyasla ¢cok daha az olmasi, DLS sonuglarinda heterojen siit ortaminin

6lcuimlerde NPS-30’a baskin geldigini diisiindiirmektedir.

Cizelge 4.2 ve 4.3’te ayn1 zamanda NPS-30’a ait zeta potansiyellerindeki degisimler de
paylasilmistir. NPS-30 ile yapilan dl¢iimlerde her iki gida matrisinin bulundugu ortamda
partikiiliin yiizey yiikii siitlerin yiizey yiikiine yaklagsmistir. Gida matrisindeki proteinlerin
bir kismi partikiile baglanmis olmakla birlikte hala baglanmayan proteinler varligini
siirdiirmektedir. Baglanmayan sit proteinlerinin varligi ortamda baskin gelmis ve
partikiille etkilesen siitiin yiizey ylikiiniin degismemesine sebep olmustur. Yagh ve yagsiz
slit ortamlar1 arasindaki farklar incelendiginde ise iki ortam arasinda anlamli fark
gozlenmemistir. Yagsiz siitiin mutlak diisiik zeta potansiyeli sonucu verdigi
gorulmektedir. Pek ¢ok calismada da yagsiz siitin mutlak olarak daha diisiik zeta

potansiyeli verdigi raporlanmigtir [120,121].

Cizelge 4. 2. Yagh siitten (YS) (1/45) elde edilen gida matrisi ile inkiibe edilmis NPS-

30’a ait {-potansiyeli ve hidrodinamik cap degerleri.

Ornek C-Potansiyeli PDI Ortalama Hidrodinamik
(mV) Gap (nm)
NPS-30 (1 mg/mL) -35.4+4.60 0.125 35.3+0.80%
YS -25.9+0.70 0.193 234.8+26.30
YS + NPS (1 mg/mL) -26.3+0.40 0.244 220.5+14.30°

Cizelge 4. 3. Yagsiz sutten (Y’S) (1/45) elde edilen gida matrisi ile inkiibe edilmis NPS-
30’a ait (-potansiyeli ve hidrodinamik ¢ap degerleri.

Ornek C-Potansiyeli (mV) | PDI | Ortalama Hidrodinamik
Gap (nm)
NPS (1 mg/mL) -35.4+4.60 0.125 35.3+0.802
Y’S -22.0+0.48 0.088 174.0+8.03
Y’S + NPS (1 mg/mL) -23.0+0.94 0.123 180.5+5.83"

4.2.2. NPS-100 ve Gida Matrisi Etkilesimi
Gida matrisiyle etkilesimden 6nce ve sonra NPS-100’¢ ait TEM gorintileri Sekil 4.11°de

paylasilmistir. TEM gorunttlerinde partikilin gida matrisi (yagl siit) ile etkilesimlerinde
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korona yapisi rahatga gézlenmistir. Bu gorintiide bulutsu ve bulanik yap1 koronay1 temsil
etmekte ve belirli bir ¢ap artisi da goriilmektedir. Gida matrisi Oncesi ve sonrasi
goruntilerdeki partikiil ¢aplar1 ImageJ yazilimi ile analiz edildiginde; gida matrisi yokken
caplarin ortalamasi 97.5+6.05 nm, gida matrisi ile etkilesimden sonra ise 121.5£6.05 nm
olarak hesaplanmistir. Hesaplamalar gida matrisi ile etkilesimden once 6 goriintii ve 41
partikiil, gida matrisiyle etkilesimden sonra 7 goriintii ve 43 partikiil {izerinden
yapilmistir. Bu c¢ap artisi partikill gevresinde korona yapisinin olusumunu agikga
gostermekle birlikte iki gorlintiideki ¢ap ortalamalari arasindaki farklilik istatistiksel

olarak anlamli ¢ikmamustir.

Sekil 4. 11. NPS-100’lin yaglh siitle inkiibasyondan 6nce(A) ve sonraki (B,C) TEM

gorintuleri.
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Sekil 4.12°de sirasiyla NPS-100"un yagh ve yagsiz siitle etkilesimi sonucu elde edilen
gorintileri, gida matrisiyle etkilesimden Onceki goriintiilerle karsilastirilarak
paylasilmistir. Gida matrisi ile etkilesimden once partikiillerin saf su i¢ginde homojen
olarak dagildigi gorulmektedir. Yagli ve yagsiz siitle hazirlanan gida matrisleriyle

etkilesimden sonra partikiillerin ¢ozelti igindeki davranist degismemis, agregasyon

goriilmemis ve partikuller ¢cozeltide dispers halde kalmaya devam etmislerdir.

Sekil 4. 12. NPS-100’iin yagl ve yagsiz sitle inklibasyondan 6nce ve sonraki ESEM
goruntileri. A) NPS-100 B) NPS-100+yagh siit C) NPS-100+yagsiz siit

Partikiillerin korona yapilar1 sadece goriintiilerle belirlenmemis, aynt zamanda DLS
Ol¢iimleriyle de dogrulanmistir. NPS-100’1in sirasiyla yagli ve yagsiz siitten elde edilen
hidrodinamik ¢ap degisimleri Cizelge 4.4 ve 4.5’te paylasilmistir. Partikullerin

hidrodinamik caplar, gida ile etkilesimden sonra istatistiksel agidan anlamli olarak
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artmistir. Ortalama c¢aplar, TEM gorlntllerindeki c¢ap Olgimleriyle tutarhdir.
Partikiillerin cap degisikliklerine bakildiginda, yaglhi ve yagsiz siitiin bulundugu
ortamlarda matrisin ¢ap {izerine ¢ok biiyiikk bir etkisinin olmadigi goriilmistiir.
Agregasyon ve korona olusumuna gida matrisinin igeriginin biiyiik bir etkisi olmadig

soylenebilir.

Cizelge 4.4 ve 4.5’te ayn1 zamanda NPS-100’¢ ait zeta potansiyellerindeki degisimler
paylasilmistir. Her iki gida matrisinin bulundugu ortamda da partikiiliin ylizey yuku
stitlerin yiizey yiikiine yakin tespit edilmistir. Yagli ve yagsiz siit ortamlarinin arasindaki
farklar incelendiginde yagsiz siitiin bulundugu gida matrisine ait ylizey ylkleri daha
yiiksek (daha diisiik mutlak degerde) ¢cikmustir. Burada ortamdaki yagin etkisinden s6z
edilebilir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi, yagsiz siitiin mutlak olarak daha diisiik zeta

potansiyeli vermesi beklenen bir sonugtur.

Cizelge 4. 4. Yagl siitten (YS) (1/45) elde edilen gida matrisi ile inkiibe edilmis NPS-
100’e ait {-potansiyeli ve hidrodinamik ¢ap degerleri.

Ornek {-Potansiyeli (mV) | PDI | Ortalama Hidrodinamik
Cap (nm)

NPS-100 (1 mg/mL) -51.2+1.10 0.031 106.8+1.402

YS -25.9+0.70 0.193 234.8+26.30

YS + NPS (1 mg/mL) -26.3+0.50 0.146 128.8+2.60°

Cizelge 4. 5. Yagsiz sitten (Y’S) (1/45) elde edilen gida matrisi ile inkiibe edilmis NPS-
100’¢ ait {-potansiyeli ve hidrodinamik ¢ap degerleri.

Ornek C-Potansiyeli (mV) | PDI | Ortalama Hidrodinamik
Cap (nm)

NPS-100 (1 mg/mL) -51.2+1.10 0.031 106.8+1.40%

Y’S -18.4+0.78 0.116 170.7+£3.47

Y’S + NPS (1 mg/mL) -22.0+0.68 0.025 116.6+1.05°
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4.2.3. NPS-450 ve Gida Matrisi Etkilesimi

Gida matrisiyle etkilesimden once ve sonra NPS-450’ye ait TEM goruntileri Sekil
4.13’te verilmistir. Buradaki TEM goriintiilerinde partikiiller, baglanan protein ve
partikiil iizerinde olusan korona yapist goriilmektedir. Sekil 4.13-B’de okla gosterilen
bulanik yap1 partikiiliin korona yapisidir. Protein, yine partikulin cevresini tumiyle
sarmadan belirli bolgelerden daha fazla baglanarak korona yapisini olusturmustur. Sekil
4.13-C’deki goriintii ise NPS-450’nin tek bir partikilin yakindan gériintiisiidiir. Burada
da yine partikile belli yerlerinden baglanan ve ¢evresini saran bulanik protein korona
yapist ¢ok daha iyi gorilmektedir. Gida matrisi 6ncesi ve sonrasi goriintiilerdeki partikiil
caplar1 Image]J yazilimi ile analiz edildiginde; gida matrisi yokken ¢aplarin ortalamasi
439.35+56.4 nm, gida matrisi ile etkilesimden sonra ise 443.04+44.54 nm olarak
hesaplanmistir. Hesaplamalar gida matrisi ile etkilesimden 6nce 7 goriintii ve 50 partikiil,
gida matrisiyle etkilesimden sonra 6 goriintii ve 31 partikiil tizerinden yapilmistir. Burada

goriilen boyut artis1, diger partikiillere kiyasla daha daha az gergeklesmistir.
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Sekil 4. 13. NPS-450’nin yagh siitle inkiibasyondan 6nce(A) ve sonraki (B,C) TEM

goruntdleri.

Sekil 4.14°te sirasiyla NPS-450’nin yagli ve yagsiz siitle etkilesimi sonucu elde edilen
goriintiileri, gida matrisiyle etkilesimden Onceki goriintiilerle karsilastirilarak
paylasilmistir. Cozelti iginde partikiillerin kismen agregasyon egiliminde olma durumu

gida matrisi eklendikten sonra da ayni kalmistir.
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Sekil 4. 14. NPS-450’nin yagl ve yagsiz sutle inkiibasyondan 6nce ve sonraki ESEM
goruntdleri. A) NPS-450 B) NPS-450+yagli siit C) NPS-450+yagsiz siit

NPS-450’ye ait hidrodinamik ¢ap Slgiimleri, sirasiyla yagli ve yagsiz siit ortamlariyla
birlikte Cizelge 4.6 ve 4.7°de paylasilmistir. 1 mg/mL konsantrasyonda 2042.0+445.70
nm Olciilen ortalama ¢ap, yagli ve yagsiz siitle hazirlanan gida matrislerinde sirasiyla
2267.0£355.40 ve 2344.0£152.50 nm c¢ikmustir. Farkli ortamlar arasinda captaki
degisimler istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Elde edilen sonuclar ESEM
gortintiilerindeki agregasyon durumunu dogrulamaktadir. Hidrodinamik cap olcumleri,
partikiil agregatlarinin ¢api olarak dl¢iildiigiinden korona yapisinin ¢ap1 ne kadar artirdigi
DLS olgimlerinden net olarak anlagilamamaktadir. Ancak TEM gorintllerinde
partikiiliin etrafindaki korona yapisi ve ESEM ile de cozelti 6zellikleri cok rahat
izlenebilmektedir.
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Cizelge 4.5 ve 4.6’da ayn1 zamanda NPS-450’ye ait zeta potansiyellerindeki degisimler
de paylasilmistir. Yagli ve yagsiz siit ortamlarinin arasindaki farklar incelendiginde
burada farkli olarak her iki ortamdaki degerler birbirine yakin ¢ikmistir. Partikil
boyutunun artmasiyla, siitiin partikiil iizerindeki etkisinin azaldigina bir kanit olarak
ortamlar arasinda fark goriilmemesidir. PDI degerlerine bakildiginda genel olarak
sonuclarin 0.3’in lizerinde bulunmasi farkli ortamlardaki agregasyon olusumunu

diistindiirmektedir.

Cizelge 4. 6. Yagl siitten (YS) (1/45) elde edilen gida matrisi ile inkiibe edilmis NPS-
450’ye ait {-potansiyeli ve hidrodinamik ¢ap degerleri.

Ornek {-Potansiyeli (mV) | PDI | Ortalama Hidrodinamik
Cap (nm)

NPS-450 (1 mg/mL) -52.5+1.10 0.476 2042.0+445.702

YS -31.9+0.70 0.154 299.0+£15.40

YS + NPS (1 mg/mL) -38.5+1.10 0.449 2267.0+355.40%

Cizelge 4. 7. Yagsiz sitten (Y’S) (1/45) elde edilen gida matrisi ile inkiibe edilmis NPS-
450’ye ait {-potansiyeli ve hidrodinamik ¢ap degerleri.

Ornek ¢-Potansiyeli (mV) | PDI | Ortalama Hidrodinamik
Cap (nm)

NPS-450 (1 mg/mL) -52.5£1.10 0.476 2042.0.0+445.702

Y’S -26.3+0.99 0.076 209.246.49

Y’S + NPS (1 mg/mL) -42.2+1.40 0.314 2344.0+152.50%

NPS’lerin karakterizasyon sonuglarina genel olarak bakildiginda TEM goriintiilerinde stt
proteinlerine baglanma ile gozlenen korona yapisi, goruntulerin ImageJ yazilimi
araciligiyla Slgiilmesi sonucu goriilen ¢ap degisimi ile dogrulanmaktadir. NPS-30 ve
NPS-100 partikiillerindeki dispers halde bulunma durumu, gida matrisi ortaminda da bu
durumun korunmasiyla devam etmistir. NPS-450°de ise gida matrisine alinmadan 6nce
gbzlenen kismi agregasyonla bu durum degismemis ve siit ortamlarinda yine kismen
agregat olusumu gozlenmistir. ESEM goriintiileri NPS’e baglanan protein miktari
hakkinda nicel bir bilgi saglamamakta, ¢Ozelti morfolojisi ve agregasyon-dispersiyon

davranig1 hakkinda yorum sunmaktadir. Bu goriintiilerle partikiiller aras1 ve NPS-gida
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matrisi arasi etkilesimler genel hatlariyla goriinmektedir. Gida matrisi-NPS arasindaki
etkilesim ve NPS morfolojisinin detayli goriintiisii ise TEM analizleriyle yapilmistir.
Buradan elde edilen sonuglar da partikiillerin gida matrisi bilesenleriyle etkilesime
girdigini gostermektedir. Yagli ve yagsiz siitiin bulundugu gida matrisleri arasindaki
farka bakilmis, fakat NPS’ler ve gida matrisi arasinda farkli bir etkilesim ve toplanma
durumu goriilmemistir. Buradan da gida matrisinin icerdigi yagin agregasyona etkisinin
olmadig1 sonucuna varilmaktadir. Ayrica gorintilerde genel olarak cap kuculdukce

partikiilii goriintiileyebilmek zorlagmaktadir.

Cizelge 4.1,4.2,4.3,4.4,4.5, 4.6 ve 4.7°de NPS-30, NPS-100 ve NPS-450’nin yagli ve
yagsiz gida matrisi ortamina alinmadan 6nce ve alindiktan sonra 6l¢iilen hidrodinamik
caplar1 ve zeta potansiyelleri verilmistir. Buradaki sonuclara genel olarak bakildiginda
daha 6nce ESEM goriintiilerinde elde edilen sonuglarla paralel oldugu gozlenmistir. NPS-
30 ve 100 kendi ¢aplarinda olgiilmiis ve goOruntilerde de agregasyon durumuna
rastlanmamistir. NPS-450 ise gorintilerdeki agregasyon durumu ile paralel olarak gapi
kendi capindan daha fazla Olclilmiistiir. Goriintiilerdeki agregatlarin caplar1 Imagel
yazilimi ile Olgiildiigiinde de 1684.67+556.42 nm oldugu goriilmiistiir. Bu da DLS
Olclimlerinde agregatlarin  Olgiilmesi durumunu dogrulamaktadir. Gida matrisi
ortamlarina girdiginde ise NPS-30’da c¢ap artisi gozlenmistir. Burada NPS-30’un
heterojen gida matrisi ortaminda Ol¢lilmesindeki zorluk sebebiyle yalnizca elektron
mikroskoplarindaki goriintiiler degil, hidrodinamik ¢ap dl¢limleri de yaniltici sonuglar
verebilmektedir. Ayrica siit partikiillerinin biiyiikliigi, 30 nm gibi kiiglik partikiil
boyutunda 6l¢ctimde sit partiklllerinin sterik etkiyle baskin gelmesine ve okumada st
bilesenlerinin gorlnerek yaniltict sonuglar vermesine Yol acabilir. NPS-100’deki
degisime bakildiginda ise ¢apta gida matrisi ortamlarina girdikten sonra bir miktar
degisim oldugu goriilmiis fakat burada da siitiin heterojen ortaminin yanilticit sonuglar
verebilecegi diistiniilmiistiir. Son olarak NPS-450’deki degisime bakildiginda agregasyon
durumunun gida matrisi ortamlarinda degismedigi goriilmiistir. NPS-450’nin PDI
degerinin 0.3 ve lizerinde ¢ikmasi da bu ortamlarda agregasyon olustugunu kanitlar

niteliktedir [119].

51



NPS’ler sindirimden 0Once dispers yap1 gostermistir. Mikro boyutta yapilan bazi
calismalar da partikiillerin ¢ogunlukla dispers yapida oldugunu dogrular niteliktedir
[122]. Bununla birlikte gap kiigiildiikge dispersiyon ve ¢ozelti kararliligi artmaktadir ve
bu durum ESEM goriintiilerinde goriildiigii gibi hidrodinamik ¢aplariin dlgiimleriyle de
dogrulanmistir. Olusan protein tabakasinin istiinde lipit tabakasi da baglanarak korona
yapist olusturabilmektedir. Ozellikle lipitlere dzgii fosfat gibi gruplarmn oldugu bdlgelere
lipitler baglanabilmektedir [123]

NPS-30, NPS-100 ve NPS-450’nin yiizey yiikleri tampon ortaminda sirasiyla -35.4 + 4.6,
-51.2 + 1.1 ve -52.5 £ 1.1 iken, gida matrisi ortamina girdiklerinde siitiin yiizey yiikiine
yaklagmiglardir. Bu durum NPS’lerin gida matrisinin Karakteristik dzelliklerini ¢ok az
etkileyebildigini gostermistir. Yiizey yliklerine bakildiginda biitiin partikiiller gida
matrisiyle etkilesimden once mutlak 30 degerinden biiyiik ¢ikmis, yani elektrostatik
olarak stabil bolgede kalmistir [118,119].

4.3. Protein Koronanin Nitel ve Nicel Analizi

NPS’lere baglanan proteinlerin nicel ve nitel dlgumleri igin analizler floresans cihazinda
ve elektroforez ile yapilmigtir. Sut 6rneklerine NPS’ler ilave edildikten sonra protein
sontimleme oranlar1 Sekil 4.15’te paylasilmistir. NPS’lere baglanan protein yapilari igin
sindirim 6ncesinde Native-PAGE elektroforez uygulanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil

4.16°da paylasilmustir.

4.3.1 Protein Soniimlendirme Oranlari

NPS’lerin yiiksek stabiliteleri nedeni ile analizler in-situ olarak gergeklestirilmistir.
NPS’lerin yilizeyinde gbzlenen protein korona yapisinin, nicel olarak belirlenebilmesi
amaciyla protein sonimlenmesi analizi gergeklestirilmistir. Floresan spektroskopisi,
triptofanin ~340 nm'de sondiiriilmesini izleyerek baglanan protein miktar1 hakkinda
kantitatif bilgi vermektedir. Bu floresanstaki azalma proteinlerin NPS’lere baglandigina
isaret etmektedir. [106].
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100 C) NPS-450.
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Floresans yogunluklarinda meydana gelen degisimler NPS ve gida matrisinde bulunan
st proteinleri arasindaki etkilesimlerin, proteinlerin NPS’lere baglanmasi sonucu serbest
protein miktarindaki azalma ve baglanan proteinin artmasi sonucu ile olusmaktadir.
Burada kontrol olarak NPS eklenmemis ornekler kullanilmis ve siit 6rneklerindeki
floresans azalmasi kontrollerin yiizdesi olarak verilmistir. Grafikten goriildiigii gibi, NPS
konsantrasyonu arttikga protein séniimlendirme orani artmaktadir, yani bu da partikdl
konsantrasyonunun artmasiyla daha fazla proteinin baglandigini géstermektedir. Yagh
ve yagsiz gida matrisleri arasinda floresans yogunluklarinda NPS-30 ve NPS-100’de
istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmezken, NPS-450’de bu fark anlamli bulunmustur.
Genel olarak her ii¢ ¢apta da, proteinlerin baglanmas1 yagsiz siitte yaglh siite gore ¢ok
daha fazla olmustur. Ortama bagli bu degisim tamamen yag icerigi ile aciklanabilir.
Ortamda yag bulunmasi ile protein korona yapilarinin degisebilecegine dair kanitlar

literatlirde de mevcuttur [124].

Partikiil boyutu agisindan degerlendirildiginde, NPS-30’daki baglanmanin daha yiiksek
olmasi yiizey alaninin artmasindan kaynaklandigi kabul edilebilir. NPS boyutunun
kigllmesiyle proteinin baglanacagi yiizey alaninin daha fazla oldugu daha onceki
calismalarda da rapor edilmistir [104,125,126]. NPS-30’un yiizey/hacim orani diger
NPS’lere kiyasla daha fazla oldugu icin, bu bilgiler dogrultusunda daha fazla protein

baglamasi beklenen bir durumdur.

4.3.2. Native-PAGE Elektroforez

Gida matrisi ile inklibe edilen NPS’lerin sindirim oncesi protein korona yapisinin
belirlenmesi amaci ile elektroforez analizleri yiiriitiilmistiir. Bu ¢alisma sadece yagli siit
gida matrisi, ii¢ farkli NPS ile tek konsantrasyonda (1 mg/mL) gerceklestirilmistir.
NPS’lerin gida matrisi igerisinde dispers kalmasi sebebiyle ex-situ analiz
gergeklestirilemeyecegi i¢in elektroforez ¢alismalart da in-situ olarak yapilmistir. Bu
amacla, native poliakrilamid jel elektroforez (Native-PAGE) yontemi [127]
uygulanmistir. Bu yontemde, NPS’lere baglanan proteinlerin bant uzakliklarinda degisim
gorulmesi veya NPS’e baglanan proteinlerin jelde yiirimemesi sonucu bant
yogunluklarinda degisim goriilmesi ile baglanma yorumlanabilmektedir [128,129].

Literatiirde farkli tiir nanopartikiil ile yapilan ¢aligmada (13 nm altin nanopartikiilii)
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nanopartikiile baglanan proteinlerin jelde yiriimedigi, yalnizca bagli olmayan

proteinlerin yiiriiyerek bant yogunlugunda kontrole gore azalis gosterdigi rapor edilmistir

[128].

A 1 2 3 B 1 2

B-kazein—» — —— —

o-kazein —s S S a-kazein — R I
B-laktoglobilin —» B-laktoglobiilin —» -
a-akinbim —s. o-laktalbiimin —»

Sekil 4. 16. NPS-30, NPS-100 ve NPS-450’nin gida matrisi ile etkilesimi sonucu elde
edilen Native-PAGE goruntuleri. A jeli: 1) Yagh siit, 2) Yaglh siit+tNPS-30, 3) Yagh
stit+NPS-100; B jeli: 1) Yagl siit, 2) Yaglh stit+NPS-450

Gida matrisi ile inkube edilen NPS’lerin Sekil 4.16°daki Native-PAGE jel gorintdleri
incelendiginde bant yogunluklarinda degisimler goriilmiistiir ve proteinlerin NPS-30 ve
100’e baglanmasi1 sonucu protein yogunlugunda azalma oldugu sdylenebilir. NPS-30’da
a- ve P-kazein bant yogunluklarinda hafif bir azalig goriiliirken k-kazein bandinin
yogunlugu belirgin bir bicimde azalmistir. Kazein misellerinin NPS-30’a daha fazla
baglandigi, 6zellikle miselin disinda yer alan ve daha hidrofilik 6zellikte olan K-kazeinin
daha fazla baglandig diistiniilmektedir [130]. NPS-100’de ise kazeine ait tiim bantlarin
yogunluklarinda azalig oldugu goriilmektedir. Bu durum, farkli caplardaki NPS’lerin gida
matrisi ile farkli sekilde etkilesime girdiklerini ortaya koymaktadir [131]. NPS-450"de ise
sit ile karsilastirildiginda bant yogunluklarinda gozle gorilir bir degisiklik
saptanmamuistir. Cap blyudukce NPS’lerin daha az miktarda proteinle etkilesmesi protein

soniimlendirme ¢alismasindan elde edilen sonuglarla da uyumludur.
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4.4. Sindirimden Sonra NPS Karakterizasyonu

Ag1z, mide ve bagirsak ortamlarini simiile eden bir sindirim modeli kullanilmistir. Bu
sistemde agi1zda amilaz, midede pepsin, bagirsakta lipaz ve pankreatin enzimleri ve ¢esitli
inorganik bilesenler kullanilmistir. NPS’lerin sindirim ortamiyla etkilesimden sonra TEM
ya da ESEM goruntii analizi yapilabilmesi i¢in yogun iyon i¢eren sistemden ¢okturilerek

ayrilmasi gerekir.

4.4.1. NPS-30’un Sindirim Sonras1 Karakterizasyonu

Karakterizasyon icin sindirimden 6nce oldugu gibi sindirimden sonra da partikillerde
TEM, ESEM goériintiileri alinmis ve hidrodinamik ¢ap ol¢iimleri gergeklestirilmistir.
Sekil 4.17°de NPS-30’a ait agiz, mide ve bagirsak sindirim ortamlarindan alinan
orneklerin ESEM gorintuleri paylasilmistir. Sindirim 6ncesi oldugu gibi, sindirimden
sonraki goruntilerde de NPS-30’u goriintiilemek kiiglik ¢ap1 sebebiyle zor olmustur.
Sekilde 4.17-A’da partikiiliin yakindan goriintiisii alinamamis, 4.17-B’de ise ortamdaki
yogunlugun ¢ogunlukla gida matrisi kaynakli oldugu diistiniilmiistiir. Agizda siitiin ¢ok
az seyreldigi ve en ¢ok protein kalintisinin burada oldugu diisiiniiliirse, goriilen protein
yogunlugu beklenen bir sonugtur. Ortamlara gore goriintiilere bakildiginda, en yogun
agregasyonun midede oldugu fakat gida matrisi etkisiyle agregatlarin kiictildiigi
g6zlenmektedir (4.17-C-D). Sekil 4.17 E ve F’de ise ¢ozeltide herhangi bir agregasyon

yapist gozlenmemistir.

ESEM goruntilemede NPS-30’da partikiiliin boyutuna bagli olarak bagimsiz yapilar ¢ok
rahat izlenememekle beraber, dispersiyon-agregasyon durumlar1 gozlenmistir. Ozellikle
midede olusan ve gida matrisiyle kiiciilen agregatlar net bir sekilde izlenmistir. Gida
matrisi ile etkilesimden sonraki goriintiilerde sindirimden sonra agizdan bagirsaga
gecildikce proteinlerin azaldigi da gozlenmistir. Bagirsakta protein kalintilar1 olmakla

birlikte proteinin partikiile baglandigt TEM goriintiilerinden daha iyi anlasilmaktadir.
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Sekil 4. 17. NPS-30’un sindirim ortamindaki ESEM goriintiileri. A) agiz ortami (NPS)
B) agiz ortami (gida matrisi+NPS) C) mide ortami (NPS) D) mide ortami (gida
matrisi+NPS) E) bagirsak ortami (NPS) F) bagirsak ortami (gida matrisi+NPS)
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Sekil 4.18’de NPS-30’un bagirsak modelindeki TEM goriintiilerine yer verilmistir. Sekil
4.19°da ise gida matrisi (yagh siit) i¢gindeki NPS’lerin sindirim sonrasi bagirsak
ortamindaki TEM goriintiilerine yer verilmigstir.  Partikiillerin sindirimden onceki
bagimsiz yapilarinin (Sekil 4.1) sindirimden sonra bozuldugu (Sekil 4.18), NPS’lerin
agrege oldugu ve agsi bir yap1 olusturdugu gozlenmektedir. NPS’lerin gida matrisiyle
birlikte sindirime sokulmasiyla bu ags1 yap1 fazlasiyla artmaktadir (Sekil 4.19), bu da
sindirimden sonra bile hala partikiile bagli protein kalabilecegi anlamimi tasimaktadir.
Agst yapmin agizda 6.5+0.1, midede 1.4+0.1, bagirsakta 8.1+£0.1 olarak degisen pH

kosullarindan ve yogun tuz konsantrasyonundan etkilendigi diisiiniilmektedir.

——— 50 nm

g a
——— 50 nm ————— 500 nm

Sekil 4. 19. NPS-30’un gida matrisi ile sindirim sonrast TEM goriintiileri.
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ESEM goruntuleri ile elde edilen agregasyonlar hidrodinamik cap ve zeta-potansiyeli
Olctimleriyle de dogrulanmistir. Burada da partikiillerde diisiik konsantrasyonlarda
anlamli sonuglar alinamadigi icin yiiksek konsantrasyon (1 mg/mL) NPS’ye ait sonuglar
paylasiimistir. NPS-30’a ait hidrodinamik ¢ap degisimleri ve zeta potansiyellerindeki
degisimler Cizelge 4.8’de paylasilmistir. Buradaki degisimler incelendiginde, gida
matrisi eklendiginde agizdaki partikillerin ¢ap degisimlerinde istatistiksel olarak anlaml
fark gozlenmektedir. Burada protein kalintisimin en Yiksek oldugu disiiniiliirse,
proteinlerin partikiile bagli protein anlamina gelmedigi ve 6l¢limlerde serbest proteinlerin

de yaniltici sonuglara yol agabilecegi bilinmektedir.

Midede ise gida matrisi eklendikten sonra partikiil c¢apindaki degisim anlaml
bulunmamistir. ESEM gorintilerinde de midede gorilen agregat kigtilmesi, ortalama
hidrodinamik ¢aptaki azalmayla dogru orantilidir. Bagirsakta ise gida matrisi etkisiyle
ortalama hidrodinamik c¢ap degisimlerinde anlamli fark gozlenmistir. TEM’den elde
edilen gorintilerde bagirsakta hala protein ya da yag varligi diigiiniiliirse, gida matrisi
eklendikten sonra caplarin artis1 sindirim sonrasinda partikiile baglanan proteinlerin

olusturdugu korona yapisinin korundugunu ve biiytidiigiinii gostermektedir.

NPS-30’a ait zeta potansiyellerindeki degisimler incelendiginde, agregasyon gorulen
mide ortamindaki degerlerin, stabil olmayan -30;+30 araliginda kaldig1, agiz ve bagirsak
ortamindaki degerlerin ise kararli bolgede yer aldiklari goriilmektedir. Bu da midedeki

agregat olusumunu desteklemektedir.
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Cizelge 4. 8. Gida matrisi ile inkiibe edilen ve edilmeyen NPS-30’un sindirim

ortamlarinda (-potaniyeli ve hidrodinamik ¢ap degerler.

Ornek C-Potansiyeli PDI | Ortalama Hidrodinamik
(mV) Cap (nm)

NPS-30 (Agi1z) -5.93+0.67 0.061 39.46+0.33%
Agiz Ortami+Siit 9.73+0.59 0.281 2239.00+423.60
NPS-30+Siit (Ag1z) -27.30£1.01 0.377 375.70+15.70
NPS-30 (Mide) 1.45+0.44 0.299 3506.00+295.60%
Mide Ortami+Siit 6.45+1.06 0.126 1012.00+42.89
NPS-30+Sit (Mide) 4.80+0.70 0.702 3135.00+152.40%
NPS-30 (Bagirsak) -34.20+4.12 0.406 75.15+1.49%
Bagirsak Ortami+Siit -33.80£3.03 0.229 294.40+16.63
NPS-30+Siit (Bagirsak) -33.20+3.58 0.493 273.90+9.75"

Her bir kontrol grubundan istatistiksel olarak sut icermeyen ortamlara gore anlamli
farkliliklar (p < 0.05) “a ve b” ile belirtilmistir. Her kontrol grubunun sonundaki sayilara

gore kendi aralarinda degerlendirilmistir.

4.4.2. NPS-100’iin Sindirim Sonras1 Karakterizasyonu

Farkl1 sindirim ortamlarindan alinan NPS-100’e ait 6rneklerin ESEM goriintiileri Sekil
4.20°de paylagilmistir. Genel olarak agizdan bagirsaga dogru azalan protein miktarina
bagli olarak Sekil 4.20-B-D-F’de goriintiiniin giderek netlestigi soylenebilir. Sekil 4.230-
C ve D’de midede gida matrisiyle etkilesimden once ve sonra agregasyon gozlenmistir.
Bu agregat olusumunun mide pH’sindan kaynaklandigi kabul edilmektedir. Daha 6nce
yapilan c¢aligmalarla da pH 3’iin altinda polistiren partikiillerinin tek ve ¢ift degerlikli
anyon ve katyonlar varliginda stabilitesini kaybederek agregatlar olusturdugu
kanitlanmistir [132]. Ayni sekilde kazein misellerinin en disinda bulunan x-kazeinin
normalde parcaciklar arasi iyon kopriilerine direnerek sterik stabilizasyon sagladig: fakat
asitligin artmasiyla miseller arasi itmenin ger¢eklesemeyerek kazein misellerinin
toplandig1 goriilmiistiir [134]. Buna ragmen BSA konsantrasyonunun artmasiyla iyon
varliginda bile ¢ozelti stabilitesi saglanmis ve agregat kiigiilmesi ger¢eklesmistir [119].
Burada siit ilave edilen orneklerde kismen agregatlarin pargaladigi goriiliirken, siit
eklenmeyen Orneklerde agregatlar kararliligini = stirdiirmiistiir.  Stt  proteinlerinin
emiilsifiye edici 0zelligi etkisiyle midede agregat kiiciilmesi ger¢eklesmis olabilir.

Biiyliyen partikiil capiyla genel olarak goriintiileme daha kolay olmustur.
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Sekil 4. 20. NPS-100’1in sindirim ortamindaki ESEM goriintiileri. A) agiz ortami (NPS)
B) agiz ortami (gida matrisi+tNPS) C) mide ortami (NPS) D) mide ortami (gida
matrisi+NPS) E) bagirsak ortami (NPS) F) bagirsak ortami1 (gida matrisi+NPS)
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Sekil 4.21 ve 4.22°de NPS-100’e ait sindirim sonrast TEM goriintiileri paylasiimistir.
Partikiillerin bagirsak sindirim ortamindaki goruntiilerinin (Sekil 4.21), saf su igindeki
goriintiileriyle (Sekil 4.3) karsilastirildiginda, agregasyon olusturdugu gézlenmistir. Bu
da sindirim ortamindaki BSA proteinleri ile partikilin etkilesiminden kaynakli
olabilecegi gibi, ortamdaki c¢ift degerlikli iyonlarmn, yiik dengesini degistirerek
partikillerin elektrostatik ¢ekim kuwvvetleriyle bir araya geldigi diisiiniilmektedir. Gida

matrisiyle sindirimden sonra (Sekil 4.22) korona yapilar1 devam etmekte olup gorintinun

bulaniklagsmasi yogun yag ve protein varligina baglanabilir.

100 nm

Sekil 4. 21. NPS-100’iin sindirim sonrast TEM goriintiileri.

Sekil 4. 22. NPS-100’tin gida matrisi ile sindirim sonrast TEM gor(intuleri.
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Elde edilen goriintilerin dogrulanmasi amaciyla hidrodinamik c¢ap dOlclimleri
gergeklestirilmistir ve sonuglar Cizelge 4.9°da paylasilmistir. NPS-100’1in hidrodinamik
cap degisimleri incelendiginde, gida matrisi eklendiginde agizdaki ¢ap degisimlerinin
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmektedir ve sindirim sirasindaki agizda kalan
proteinlerin fazlaligi burada da ana etmendir. Midede ise hidrodinamik ¢ap anlamli olarak
azalmig yani agregatlar kiigiilmiistir. ESEM gorlnttlerinde midede gorilen agregat
kiictlmesi burada da ortalama ¢ap kiigiilmesiyle belli olmaktadir. Bagirsakta gida matrisi
etkisiyle anlaml fark gézlenmemistir. TEM goriintiilerinde de NPS-100 i¢in bagirsaktan
sonra protein korona katmaninin yogun olarak kalmadig1 g6z oniine alinirsa, bu agamada

anlamli fark goriilmemesi beklenen bir sonugtur.

NPS-100’e ait zeta potansiyellerindeki degisimler incelendiginde, agregasyon gorilen
mide ortamindaki degerlerin, stabil olmayan -30;+30 araliginda kaldig1, ag1z ve bagirsak
ortamindaki degerlerin ise bu bolge disinda veya sinirinda kaldigi goriilmektedir. Bu da

kararsiz olan bolgelerin ylizey yiikiinii dogrulayan bir durumdur.

Cizelge 4. 9. Gida matrisi ile inkiibe edilen ve edilmeyen NPS-100’tin sindirim

ortamlarinda (-potaniyeli ve hidrodinamik ¢ap degerleri.

Ornek C-Potansiyeli PDI | Ortalama Hidrodinamik
(mV) Cap (nm)

NPS-100 (Agiz) -29.7+24.8 0.039 121.9+2.412%
Agiz Ortam+Siit 9.73+0.590 0.281 2239.0+423.6
NPS-100+Siit (Ag1z) -29.5+0.981 0.109 160.1+3.869"
NPS-100 (Mide) 15.7+1.11 0.208 1886+76.10%
Mide Ortam+Siit 6.45+1.06 0.126 1012+42.89
NPS-100+Sut (Mide) 16.4+1.23 0.403 782.0+13.29
NPS-100 (Bagirsak) -30.3£3.01 0.096 175.3+3.3805%
Bagirsak Ortam+Siit -33.8+3.03 0.229 294.4+16.63
NPS-100+Sut (Bagirsak) -32.5+3.89 0.174 199.1+12.59%

Farklar, tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey testi ile belirlendi. Her bir kontrol
grubundan (agiz, mide ve bagirsak) istatistiksel olarak st icermeyen ortamlara gore
anlamli farkliliklar (p < 0.05) “a ve b” ile belirtilmistir. Her kontrol grubunun sonundaki

sayilara gore kendi aralarinda degerlendirilmistir.
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4.4.3. NPS-450’nin Sindirim Sonras1 Karakterizasyonu

Sekil 4.23’te gortilen ESEM sonuglari NPS-450’nin farkli sindirim ortamlarindan
alindiktan sonraki goriintiileridir. Sindirim Oncesi goriintiilerde oldugu gibi burada da
NPS-450’yi goriintiilemek diger partikiillere kiyasla daha kolay olmustur. Goriintiiler
ortamlara gore degerlendirildiginde NPS’lerin gida matrisi ile etkilesimden 6nce agiz
ortaminda ¢dzelti i¢inde dispers halde bulundugu goriilmiistiir. Bu dispersiyon midede
bozulmus ve agregasyon olugsmustur. Bagirsakta ise tekrar bir dispersiyon s6z konusudur.
NPS’lerin gida matrisi ile etkilesiminden sonraki sindirimi sonucu elde edilen gérintilere
bakildiginda agiz ve bagirsakta bulunan dispersiyon devam etmis, midede ise agregat

kiigiilmesi oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4. 23. NPS-450’nin sindirim ortamindaki ESEM goriintiileri. A) agiz ortam1 (NPS)
B) agiz ortami (gida matrisi+NPS) C) mide ortami (NPS) D) mide ortami (gida
matrisi+NPS) E) bagirsak ortami (NPS) F) bagirsak ortami1 (gida matrisi+NPS)
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Sekil 4.24 ve 4.25’te NPS-450’ye ait sindirim sonrast TEM goriintiileri paylagilmistir.
Partikiiller, sindirim oncesinde oldugu durumunu burada da korumustur. Sindirim
oncesinde (Sekil 4.5) partikiillerin kismen bir arada durma egilimi gosterdigi bilinmekte
ve bu durum Sekil 4.24’te de goriilmektedir. Gida matrisiyle sindirimden sonra (S$ekil
4.25) korona yapilar1 devam etmekte olup goriintiiniin bulaniklagsmasi yogun yag ve

protein varligina baglanabilir.

——1500nm

Sekil 4. 24. NPS-450’nin sindirim sonras1t TEM goriintiileri.

|

500 nm

Sekil 4. 25. NPS-450’nin gida matrisi ile Sindirim sonrasi TEM goriintiileri.
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Cizelge 4.10°da verilen NPS-450’nin hidrodinamik ¢ap degisimleri incelendiginde,
agizdaki cap degisimlerinin gida matrisi eklendiginde anlamli fark igermedigi
gortlmektedir. Agizda kalan proteinin en fazla oldugu goz 6niinde bulunduruldugunda,
NPS-30 ve 100’e kiyasla NPS-450’nin daha az protein bagladigi yorumu yapilabilir.
Sindirim oncesi ¢aligmalarda da NPS-450’nin en az protein bagladigi1 ve anlamli farklar
icermedigi gorulmektedir. Midede ve bagirsakta ise anlamli degisimler s6z konusudur.

Mide ve bagirsakta gida matrisi eklenmesiyle agregat kiigtilmesi gézlenmektedir.

NPS-450’ye ait zeta potansiyellerindeki degisimler incelendiginde, agragasyon goriilen
mide ortamindaki degerlerin, stabil olmayan -30;+30 araliginda kaldig1, agiz ve bagirsak
ortamindaki degerlerin ise bu bolge disinda veya sinirinda kaldigi gériilmektedir. Bu da

kararsiz olan bdlgelerin ylizey yiikiinii dogrulayan bir durumdur.

Cizelge 4. 10. Gida matrisi ile inkiibe edilen ve edilmeyen NPS-450’nin sindirim

ortamlarinda (-potaniyeli ve hidrodinamik ¢ap degerleri.

Ornek C-Potansiyeli PDI | Ortalama Hidrodinamik
(mV) Cap (nm)
NPS-450 (Ag1z) -55.1+2.46 0.074 521.9+33.85%
Agiz Ortami+Siit 9.73+0.590 0.24 412.4458.53
NPS-450+Siit (Ag1z) -17.0+£0.265 0.1 519.2+34.64%
NPS-450 (Mide) 3.83+0.552 0.095 2296.0+87.07%
Mide Ortanm+Siit 6.45+1.06 0.126 1012+42.89
NPS-450+Sit (Mide) 6.63+0.419 0.16 891.0+89.56
NPS-450 (Bagirsak) -24.4+3.28 0.251 961.7+112.4%
Bagirsak Ortam+Siit -33.8+3.03 0.229 294.4+16.63
NPS-450+Siit (Bagirsak) -25.5+2.11 0.333 453.5+47.66"

Farklar, tek yonlii ANOVA ve ardindan Tukey testi ile belirlendi. Her bir kontrol
grubundan (agiz, mide ve bagirsak) istatistiksel olarak siit icermeyen ortamlara gore
anlaml farkliliklar (p < 0.05) “a ve b” ile belirtilmistir. Her kontrol grubunun sonundaki

sayilara gore kendi aralarinda degerlendirilmistir.

NPS-30, 100 ve 450°nin zeta potansiyellerine bakildiginda (Cizelge 4.8, 4.9, 4.10), agiz
ve bagirsakta genellikle -30;+30 aralig1 disinda olan elektrostatik olarak stabil bolgede ya

da stabil bolgeye yakin sonuglar alindig1, bunun aksine midede ise stabil olmayan bolgede
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sonuglar alindig1 goriilmektedir. Zeta potansiyeli degerleri partikiil yikiine bagli olmanin
yani sira ylizey ve ¢ozelti arayiiz etkilesimine de bagli olmaktadir [31]. C6zeltinin iyonik
yukunin degismesiyle birlikte stabilitenin degismesi zeta potansiyelindeki degisime
neden olmaktadir. Iyonik yiik agizdan bagirsaga gidildikge artsa da, midedeki diisiik
pH 1 etkisi zeta potansiyelindeki stabilitenin bozulmasinda goz ardi edilememektedir.
Zeta potansiyelinin  pH ile olan iliskisi, NPS'lerin yiizey gruplarinin
protonlanmasi/deprotonasyonu ile agiklanabilir [105]. Ortamda hem anyon hem de
katyonlarin artmas1 agregasyonu artirmakta, bu da zeta potansiyelinde kararsizliga sebep
olmaktadir. Iyon varhi@ da, ozellikle pH diismesiyle ¢ozelti kararliligini olumsuz

etkileyen bir durum olusturmaktadir [132].

Literatiirde yer alan ¢alismalarda, NPS'lerin yizey yuki 6zelliklerinin NPS boyutuna ve
konsantrasyonuna bagli olabilecegi ortaya konulmus; NPS’nin ¢ok diisiik
konsantrasyonlarinda, sinyal-giiriiltii oraninin ciddi sekilde bozularak giirtltilii ve
tutarsiz sonuglar goriilmesine neden oldugu agiklanmistir [105]. Bu tez kapsaminda da
NPS ile sadece yiiksek konsantrasyonda analize girildiginde anlamli sonuglar
aliabilirken, orta ve diisliik konsantrasyonlarda ¢ogunlukla giiriiltiilii ve anlamsiz zeta
potansiyeli ve hidrodinamik c¢ap pikleri elde edilmis, bazen de hi¢ pik alinamayarak
sonuca ulasilamamstir. Olgiimlerde, konsantrasyon azaldik¢a &lgiimlerin dogrulugu
azalmistir. Yapilan seyreltmelerin artmasiyla NPS zeta potansiyellerinde kayma oldugu
baska ¢alismalarda da gosterilmistir [135]. Konsantrasyon azalmasiyla azalan dogruluk,
ortamlarda hi¢ NPS yokken, yani sadece iyonun 6l¢iildiigi ortamlarda ¢ozeltilerin girisim
yapmasiyla anlamsiz sonuglar alinmasina sebep olmustur. Bu ylizden karsilastirmalar
sadece NPS ve gida matrisi igeren ortamlar arasinda yapilip, ikisini de icermeyen ortam

sonuclar1 dikkate alinmamastir.

4.5. Sindirim Sonrasi Olusan Protein Korona Yapisinin Elektroforez Analizi

NPS’lere baglanan protein yapilari i¢in sindirim sonrasinda SDS-PAGE elektroforez

uygulanmigtir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.26°da paylasilmistir.
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Sodyum dodesil sulfatla (SDS) negatif yiklenen proteinlerin elektroforezdeki
hareketliligi, denatiire protein zincirlerinin kiitle/yiikk orani ile belirlenmektedir [129].
SDS-PAGE, Sodyum dodesil siilfat ve poliakrilamid jelin birlikte kullanimi, yapi ve
yukln etkisini ortadan kaldirmaya izin vermekte ve proteinler yalnizca molekiiler
agirliklarindaki farkliliklar temelinde ayrilmaktadir. Jelin boyanmasiyla birlikte de

baglanan proteinler tanimlanabilmektedir.

Gida matrisi ile inkube edilen NPS’lerin sindirim sonrasi protein korona yapisinin
belirlenmesi amaci ile elektroforez analizleri yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alisma sadece yagli siit
gida matrisi, li¢ farkli NPS ile tek konsantrasyonda (1 mg/mL) ger¢eklestirilmistir.
Sindirim sonrasinda NPS’lerin ex-situ ¢alismasina olanak saglayan santrifiij normunda
(13000xg, 20 dakika) coktligli goriilmiistiir. Bunun nedeninin sindirim ortamindaki
tuzlarin, Ozellikle Mg*? ve Ca'? gibi cift degerlikli iyonlarin etkisi olabilecegi
distintilmiistiir. Literatiirde yer alan baz1 ¢alismalarda da iyonlarin ¢oktiirmede etkili

olabilecegi belirtilmektedir [132,133].

SDS-PAGE’den elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.26°da verilmektedir. 1 nolu situnda
NPS igermeyen, sindirim ortami kontrol grubunu olusturmaktadir. 2, 3 ve 4. siitunlar
sirastyla 30, 100 ve 450 nm ¢apindaki partikiilleri sindirim ortamini temsil etmektedir.
Sekildeki 1,2,3,4. siitunlarda bir bant yogunlugu gdzlenmemistir. Sindirimden sonra
NPS’lerin bagladigi protein miktari, Ornekler SDS-PAGE’e yiiklenirken 500 kat
deristirildigi halde analizde tespit edilemeyecek kadar az bulundugu igin bir bant
yogunlugu elde edilememistir. Daha 6nce ESEM ve TEM goruntilerinde az da olsa
proteinin baglandigi bir korona yapist goriilmiis olmakla birlikte elektroforezde

tanimlanabilecek bir protein bant yogunlugu tespit edilememistir.

5 nolu kuyuya, gida matrisinin sindirime ugradigr ve NPS igcermeyen kontrol grubu
yiiklenmistir. 6, 7 ve 8. kuyulara sirasiyla 30, 100 ve 450 nm ¢apindaki partikiillerin gida
matrisiyle inkiibe edilip sindirildikten sonraki ortami yiiklenmistir. 9 nolu kuyuda ise
higbir islem uygulanmamis yagli siit bulunmaktadir. 5, 6, 7, 8 ve 9 ayn1 protein bantlarin
vermistir. Bu bantlarin siit proteinlerinden kaynakladigi kabul edilmektedir. Partikiil
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icermeyen kuyuyla (5), partikul iceren kuyular (6-7-8) karsilastirildiginda, en yogun bant
NPS-30’un yer aldigi 6rnekte (6), en az yogunluk ise NPS-450’nin oldugu Ornekte
saptanmustir (8). Bu sonuclar tezin tamaminda protein korona yapisi i¢in elde edilen tim
sonuclarla uyumlu olup, NPS c¢ap1 kiiciildiik¢e protein baglama oranmnin arttig
gozlenmistir. Sindirimden sonra (5) siit proteinlerinde bant yogunluklar1 sindirimin
etkisiyle azalmistir. Ancak, tiim bantlarda bant yogunlugu 30 ve 100 nm partikiilleri ile
onemli bir artisa ugramistir. Bu da proteinin partikiiller iizerinde bir korona yapisi

Olusturdugunu bir kez daha dogrulamaktadir.

e — O — Q) & 2 N 4 5 o)

e —— S ———

Ca s +— okazein

[ SRS -— B-kazem
+——— x-kazem

—— - . s 4— B-laktoglobulin
e

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 4. 26. Sindirim Sonrasi SDS-PAGE Jel Elektroforez Goruntileri. 1) Sindirim
Ortam1 2) Sindirim Ortami+NPS-30 3) Sindirim Ortami+NPS-100 4) Sindirim
Ortam1+NPS-450 5) Sindirim Ortami+Siit 6) Sindirim Ortam1+NPS-30+Sut 7) Sindirim
Ortam1+NPS-100+Sit 8) Sindirim Ortami+NPS-450+Sut 9) Sut

4.6. Sindirim Oncesi ve Sonras1 Enzim Aktivitelerindeki Degisimler

Sindirim ortamlarini temsilen agiz i¢in amilaz, mide i¢in pepsin, bagirsak igin lipaz
kullanilmistir. NPS ve enzimlerin inkiibasyona sokulacagi konsantrasyonlar sindirim
simiilasyonu modifiye edilerek 6n denemelerle belirlenmis ve bu konsantrasyonlara bagli

kalinmistir. Sindirim ortami etkisi olmadan serbest enzim aktivitelerine ve sindirim
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ortamindan ¢ikan Orneklerin enzim aktivitelerine birlikte bakilmis, her enzime ait

sonuclar Sekil 4.27, 4.28 ve 4.29°da paylasilmistir.

4.6.1. Amilaz Aktivitesi

NPS’lerin amilaz aktivitesi iizerindeki etkilerini daha net bir sekilde gorebilmek igin
calismada sindirim simiilasyonunda belirtilenden daha diisiik enzim konsantrasyonuyla
(2 pg/mL) calisilmistir. Sekil 4.27°de NPS’lerin amilaz enzim aktivitesi iizerine etkileri,
NPS igermeyen kontrole gore % degisim olarak grafige gecirilmistir. Amilaz
aktivitesindeki genel degisime bakildiginda gida matrisi ile sindirime ugramis ortamlarda

inhibisyonun arttig1 gdzlenmistir.

NPS-30’un orta ve yiiksek konsantrasyonlariyla (1 ve 0.25 mg/mL) hazirlanan gida
matrisinin (yagh siit) sindirim oncesi ve sindirim sonrasindaki Orneklerinde amilaz
aktivitesindeki azalis istatistiksel olarak O6nemli bulunmustur. Burada sindirimden

bagimsiz olarak gida matrisinin etkisinden s6z etmek miimkiindiir.

NPS-100 ve NPS-450’nin yuksek konsantrasyonlarda bulundugu gida matrisi ile
sindirime sokulan orneklerde amilaz aktivitesinde kontrole gore yine anlaml bir azalma
goriilmiistlr. Ancak bu azalma 30 nm ¢apli 6rneklerde daha belirgindir. Cap buyudukee,

partikiiliin enzim {izerindeki inhibisyon etkisinin azaldig1 gozlenmistir.

Amilaz enzim aktivitelerinden elde edilen sonuclar, protein sénimlendirme deneyinden
elde edilen verilerle ve hidrodinamik ¢ap 6l¢iimlerindeki degisimlerle uyumludur. NPS-
30’un daha fazla protein baglamasi nedeniyle enzim aktivitesinde daha fazla azalma

olmasi beklenen bir sonugtur.
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A mEontrol @0.05 mg/mL m0.25 mg/mL m1 ma/mL

% Enzim Aktivitesi

50 50 (GM) 55 S5 (GM)
NPS-30

140

o

B Kontrol 00.05 mg/mL @025 mg/mL =1 ma/mL
120

% Enzim Aktivitesi

50 50 (GM) 55 S5 (GM)
NPS-100

140

O

B Kontrol 00.05 mg/mL @025 mg/mL =1 ma/mL
120

% Enzim Aktivitesi

50 50 (GM) 55 S5 (GM)
NPS-450

Sekil 4. 27. NPS’lerin a-amilaz aktivitesine etkisi. A) NPS-30 B) NPS-100 C) NPS-450

(SO:Sindirim éncesi, SS: Sindirim sonrasi, GM: Gida matrisi ile birlikte).
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4.6.2. Pepsin Aktivitesi

Gida matrisi (yagh siit) ile inkibe edilmis ve edilmemis NPS’lerin pepsin aktivitesi
tizerine etkilerini incelemek amaciyla en ¢ok kullanilan ve standart bir prosediir olan
Anson yontemi kullanmilmigtir [114]. Sekil 4.28’de NPS’lerin pepsin enzimi aktivitesi
tizerindeki etkileri, NPS icermeyen kontrole gore % degisim olarak grafige gecirilmistir.
NPS-30’un yiiksek konsantrasyonuyla hazirlanan gida matrisinin sindirim Oncesi
orneginde ve tampon iginde hazirlanmis sindirim sonrasi 6rnekte pepsin aktivitesindeki
azalig istatistiksel olarak Onemli bulunmustur. Diger ¢aplarda da orta ve yiksek
konsantrasyonlarda NPS’lerin gida matrisi ile etkilesimden ve sindirimden sonra enzimin
aktivitesi tzerine 6nemli bir etkisi gozlenmistir. Bu durum, gida matrisi ile etkilesim
sonrasinda NPS ylizeyinde olusan korona yapisinin pepsin aktivitesini etkilemedigi, fakat

sindirim ortamindaki korona yapisinin etkiledigi seklinde yorumlanabilir.

NPS’lerin pepsin aktivitesi ilizerine etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, partikiillerin
enzim molekiillerine baglandigi dogrulanmis, buna ragmen pepsin aktivitesinde 6nemli
bir azalma meydana gelmedigi rapor edilmistir [51]. Pepsin aktivitesi Uzerine farkli
nanoyapilarin etkisinin arastirildigi bazi g¢alismalarda da enzimin ikincil yapisinda

degisim gozlense de aktivitenin degismedigi bildirilmistir [136,137].
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A BKontrol 00.05 mg/mL ®0.25 mg/mL @1 ma/mL

% Enzim Aktivitesi

50 56 (GM) 55 55 (GM)
MNPS-30

140

o

m Kontrol @0.05 mg/mL m0.25 mg/mL w1 ma/mL
120

% Enzim Aktivitesi

50 50 (GM) 55 55 (GM)
MPS-100

140

O

m Kontrol @0.05 mg/mL m0.25 mg/mL w1 ma/mL
120

% Enzim Aktivitesi

50 50 (GM) 55 55 (GM)
MPS-450

Sekil 4. 28. NPS’lerin pepsin aktivitesine etkisi. A) NPS-30 B) NPS-100 C) NPS-450

(SO:Sindirim éncesi, SS: Sindirim sonrast GM: Gida matrisi ile birlikte).
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4.6.3. Lipaz Aktivitesi

Sekil 4.29 A, B ve C’de NPS’lerin lipaz enzimi aktivitesi lizerindeki etkileri, NPS
icermeyen kontrole gore % degisim olarak grafiklerde verilmistir. NPS’lerin amilaz ve
pepsin aktivitesini énemli oranda azaltmazken lipaz aktivitesi Uzerine 6nemli etkisi
oldugu goriilmektedir. Genel duruma bakildiginda NPS-450’nin bulundugu 6rneklerdeki
inhibisyon, NPS-30 ve 100’i igeren 6rneklere oranla daha az olmustur. NPS-450’nin
daha az protein baglamasi ve korona yapisinin daha az olmasi nedeniyle aktivitede 6nemli

bir kayip olmadig1 diisiiniilmektedir.

NPS-30 ve NPS-100’Un bulundugu orneklerdeki aktivitelerde ise anlamli degisimler
meydana gelmistir. NPS-30’un sindirim dncesi 6rneklerde, aktiviteye konsantrasyona
bagl bir etkisi olmamuis, aktivite biitiin konsantrasyonlarda %16-19 oraninda azalmustir.
Ortama gida matrisi girdiginde ise orta ve yiiksek konsantrasyonlarda aktivite %21
oraninda azalmigtir. Sindirimden sonraki 6rneklerde ise ortamda gida matrisi oldugunda
ve olmadiginda aktivitede konsantrasyona gore bir azalma ger¢eklesmistir. NPS-100’iin
bulundugu orneklerde yine konsantrasyona bagh aktivite degisikligi gortlmektedir.
Genel olarak sindirimin aktivitede 6nemli etkisinin olmadig1 diistiniilmektedir. Partikiil
cap1 kuclldikge enzimin daha fazla baglanarak inhibisyonunun arttigi gorilmistiir. Ayni
sekilde ¢ap kiigiildiik¢e gida matrisi ve sindirimin enzim aktivitesi (izerine gosterdigi etki

de artmustir.

Bu tez kapsaminda elde edilen lipaz inhibisyonu, farkli biyolojik matrisler ve nano/mikro
malzemelerle yapilan bir ¢alismada dogrulanmistir. Farkli plastik tiirleriyle g¢alisilan
arastirmada en hidrofobik yapidaki polistiren partikilin en yiiksek lipaz inhibisyonuna
sahip oldugu gosterilmistir. Partikil boyutuna gore aktivitenin etkilenmedigi ancak
konsantrasyonun artmasiyla inhibisyonun 6nemli oranda arttig1 bildirilmistir [51]. Bu
calismada ise partikiil ¢apinin inhibisyonu etkiledigi belirlenmis ve c¢app blyudikce
inhibisyon etkisi azalmistir. Bu da NPS’lerde ¢apin artmasiyla daha az protein
baglanmasiyla iliskilendirilebilir [104]. Tan ve ark. (2020)’nin yaptig1 calismada
polistirenlerin etrafinda lipit agregatlari olustugu ve bu agregatlarin da substratin ylzey

alanini azaltarak enzimin baglanmasini olumsuz yonde etkiledigi rapor edilmektedir [51].
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Bu tez kapsaminda substrat incelenmedigi ig¢in substratin enzim baglanmasina etkisi

hakkinda yorum yapilamamaktadir.

Tan ve ark. (2020)’nin yaptig1 ¢calismada ayrica polistiren partikullerin ¢ozelti icindeki
pepsin ve lipaz konsantrasyonlarina etkileri de karsilastirilmis ve sindirimden sonra
pepsin aktivitesinde dnemli bir azalma saptanmamisken, lipazda gézlenen degisim kayda
deger bulunmustur. COzelti icindeki enzim aktivitesindeki azalma, partikil ylzeyine
enzimin adsorplanmasiyla enzimin baglanma noktalarinin inaktive olmasi seklinde
yorumlanmugtir. Partikill ylzeyine adsorblanan lipaz bu sekilde lipit damlaciklar ile
temas edememekte veya aktivitesini kaybetmektedir. Benzer sekilde partikiil yiizeyine
lipit damlaciklarinin agregatlar olusturarak adsorpsiyonu da sindirim yilizey alanini
azalmaktadir. Kisa ve orta zincirli yag asitleri ortamdan uzaklasamadik¢a yenilerinin

olusmasi engellenmekte ve daha fazla sindirim iiriinii olusamamaktadir.

Diisiik trofik seviyelerdeki canlilarin NPS tiketiminden sonra enerji seviyelerine
bakildiginda, lipit depolarinin hizla azaldigi veya gida tiikketiminin arttig1r goriilmiistiir
[138,139]. Bu canlilarda, bagirsakta NPS'in neden oldugu lipit yikimina karsin artan gida

tiketimiyle enerji alim1 ayarlanmaktadir.
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A mKortrol @005 mgmL ®0.25mgmL =1 ma/mL

% Enzim Aktivitesi

56 50 (GM) 55 55 (GM)
MPS-30

140

o

BKontrol @005 mg'mL B0.25mg'mL B1 ma/mL

% Enzim Aktivitesi

50 50 (GM) 55 55 (GM)
NPS-100

140

BKontrol @005 mg'mL B0.25mg'mL B1 ma/mL

O

% Enzim Aktivitesi

50 50 (GM) 55 55 (GM)
NPS-440

Sekil 4. 29. NPS’lerin lipaz aktivitesine etkisi. A) NPS-30 B) NPS-100 C) NPS-450

(SO:Sindirim 6ncesi, SS: Sindirim sonrast GM: Gida matrisi ile birlikte).
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4.7. Toksisite ¢alismalari

Gida matrisi ve gida matrisi olmadan inkube edilen 6rnekler, sindirim sonunda kolon
epitel hiicre hatt1 ile (Caco-2) muamele edilmistir. Bunun igin Caco-2 hicreleri her
analizden Once pasajlanarak, hiicrelerin ¢ogalmasi ve canliliklarim1 kaybetmemeleri
saglanmistir. Pasaj hiicreleri olarak da adlandirilan alt kiiltiirleme, besiyerinin ¢ikarilmasi
ve hucrelerin dnceki kulttrden taze blyime ortamina aktarilmasidir; bu, hiicre hattinin
veya hiicre susunun daha fazla yayilmasini saglayan bir prosediirdiir [140]. NPS'ler 2
ug/mL ve 200 pg/mL konsantrasyonlarda kullanilmistir. NPS’lerin sitotoksik etkisinin
oOlglilmesi i¢in hiicre canliligr testi yapilmis ve hiicrelerin iirettigi reaktif oksijen (ROS)

Ol¢iilmiistir.

Hiicrelerin canliliklar1 MTT analizi kullanilarak olgiilmiistiir. Kontrol olarak partikiil
icermeyen Ornekler kullanilmistir. MTT hiicre canliligi testinden sonra olgiilen %
canliliklar Sekil 4.30°daki grafikte paylasilmistir. Hiicre canliligi, kontrole kiyasla gida
matrisi ile inkiibe edildiginde genel olarak azalmistir. Ozellikle NPS-100’de hem
konsantrasyona gore hem de gida matrisi eklenmesiyle canliligin kontrole gore énemli
Olciide diistiigii goriilmektedir. Buna ragmen, NPS-30 ve NPS-450°de yalnizca gida
matrisiyle kontrole gore diisiis goriilmekte, konsantrasyonun etkisi goriillmemektedir.
Ozellikle NPS-450°de yiiksek konsantrasyonda gida matrisi eklendikten sonra,
eklenmemis haline gore diisiis goriilmemekte, arada istatistiksel fark bulunmamaktadir,
yani NPS-450 i¢in yiiksek konstantrasyonda gida matrisinin etkisi yoktur yorumu
yapilabilmektedir, buna ragmen diisiik konsantrasyonda gida matrisi canlilikta anlamli
bir diisiis gostermektedir. Ayni sekilde diger NPS’lerde de yiiksek konsantrasyonda gida
matrisi eklenmesiyle anlamli fark olusmamis, bu fark yalnizca diisiik konsantrasyonda
gorilmiistiir. Bu sonuglar, 200 pg/mL NPS konsantrasyonuna kadar toksisite etkilerinin
goriilmedigi ve daha yiiksek konsantrasyonlara ¢ikilmasi gerektiginin tartisildigi
literatiirdeki sonuglarla g¢elismektedir [116]. Buna ragmen elde edilen sonuglardan
literatiirdeki sonuglarin aksine 2 pg/mL NPS konsantrasyonunun toksisite icin yeterli
oldugu ve NPS-30 ve NPS-450 gibi bazi partikiillerin daha yiliksek konsantrasyonlarin
daha fazla olumsuz etkisinin olmadig1 yorumu yapilabilmektedir. Canlilik her ¢ap ve her
konsantrasyonda azalmasina ragmen bu partikiillerde konsantrasyon arttik¢a anlamli

degisim gozlenmemistir. Ayni sekilde gida matrisi etkisi de bu partikiillerde
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goriilmemistir. NPS-100’de ise bunlarin aksine 2 pg/mL konsantrasyonda gida matrisi
eklenmesiyle ve konsantrasyon artmasiyla canlilikta diisiis gézlenmistir. Yalnizca bu
sonuglara bakildiginda NPS-100’iin hiicrelerin toksisitesinde diger partikiillerden farkli

davrandig: diisiiniilebilir.
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NPS’lerin sindirimden sonra toksik 6zelliklerindeki degisim hakkinda bilgi edinebilmek
amactyla ROS olusumu incelenmistir. NPS’lerin toksisitesini degerlendirmek icin bilinen
en iyl yontem, ROS olusumu ve NPS’ler tarafindan oksidatif stresin indiiklenmesi i¢in

yapilan ¢alismalardir. Bu kapsamda elde edilen sonugclar, Sekil 4.31°de paylasilmistir.
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Sekil 4. 31. Caco-2 hucrelerinin tirettigi ROS (%).

Caco-2 hucrelerinin yalnizca NPS-100 ve 450’nin bulundugu yiiksek konsantrasyon NPS
ile ROS iiretiminde anlamli degisim gozlenmistir. Bu sonuglara gore, NPS ve 6zellikle
NPS-30, mevcut deneysel kosullar altinda insan kolorektal Caco-2 hiicreleri Uzerinde
oksidatif stres tretmiyor gibi gorinmektedir. Buradan elde edilen sonuglara gore daha
once yapilan g¢alismalarda da 200 pug/mL’ye kadar NPS maruziyetinde ROS dretimi
gorulmeyen benzer sonuglara rastlanmigtir [116,141]. NPS-100 ve NPS-450’nin yalnizca
yliksek konsantrasyonlarmmin bulundugu orneklerdeki ROS iiretiminin anlamli artis
gostermis olmasi literatliirdeki sonuglarla paraleldir. Sindirim uygulamasinin Caco-2
hiicrelerinde hiicre hasarin1 ve fonksiyon bozuklugunu azalttigi Liu ve ark. (2020)’nin
yaptigt bir ¢aligmada kanitlanmistir [88]. Bu ¢alismada ROS iiretimindeki azalmanin
sindirimden kaynakl1 korona yapisi olabilecegi diisiiniilmiis, tez kapsaminda elde edilen
sonuglarda da korona yapist gida matrisiyle sindirime sokulmus oOrneklerde ROS

iiretimini azaltan etken olmustur.
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5. YORUM

Plastiklerin ¢evreye ve insan sagligina zararlari ¢ok uzun zamandir bilinmektedir.
Plastiklerin atiklar halinde cevresel alanlarda birikmesiyle biiyiik plastik kirlilikleri
olusmaktadir. Bu alanlarda UV, riizgar ve cesitli fiziksel-kimyasal etkenlerle plastikler
daha kiicuk makro, mikro ve nanometre boyutlarinda pargalara ayrisabilmektedir. Nano
boyuttaki partikiller makro boyuttakilere gore farkli fiziko-kimyasal ve vyiizey
ozelliklerine sahip olabilir ve hiicrelere farkli yollarla erigebilirler. Bu nedenle, yapilar
ne dogal olarak toksik ne de dogal olarak giivenilirdir. Toksisite daha ¢ok molekiler
yapiya, biyolojik c¢evreye, maruz kalma derecesine ve konak¢i duyarliligina dayanir.
Nanopartikiillerin proteinlerle kaplandigi pek ¢ok ¢alismada gosterilmistir. Nanoparcacik
yuzeylerinin protein ile kaplanmasi korona yapisi olarak adlandirilmakta ve bu olusum

parcacigin dogal ortaminda gergeklesmektedir.

Protein NPL ylizeyine adsorbe olduktan sonra, NPL'lerin hidrodinamik ¢apindaki
degisiklikler, dinamik 151k sagilmasi (DLS) ile belirlenebilmektedir. NPL'lerin boyutu,
yuzeylerine protein baglandik¢a artmaktadir. DLS analizi NPL'ler iizerinde adsorbe
edilen tabakanin hidrodinamik kalinligin1 gostermekle birlikte protein miktar1 hakkinda
kesin bilgi veremez. Tarama ve transmisyon elektron mikroskobu (SEM/ESEM,
STEM/TEM) veya atomik kuvvet mikroskobu gibi mikroskobik teknikler ile de
NPL'lerin protein kaplamasini dogrulayabilir [128]. Cap o6l¢imi ve mikroskobik
goriintiilerden elde edilen verilerle protein baglanmasi, agregasyon/dispersiyon gibi

durumlar es zamanli olarak 6l¢iiliip dogrulanmaktadir.

Tez kapsaminda hidrodinamik c¢aplardaki degisimler DLS ile 6l¢ilerek, protein korona
yapilart ESEM ve TEM kullanilarak dogrulanmistir. Bu Olgcumlerin timiinde ¢ap
biuyudukce hem elektroskobik olarak gorunti almak hem de ¢ozeltinin igindeki partikulin
capmi Olgmek kolaylasmistir. ESEM goruntilemede kicuk capli partikiilde yasanan
zorluk, TEM gorintilerinde yasanmamus, partikiiller ve korona yapilar1 yakindan ve net
bir sekilde gozlenmistir. TEM Olclimiinde daha yiiksek voltajlara ¢ikilabildigi i¢in
partikiiliin daha yakindan goriintiisii alinabilmistir. TEM goruntuleme, daha ¢ok korona
yapisinin gozlenmesi amaciyla, ESEM ise partikiillerin birbirleriyle ve ortamla

etkilesimlerini incelemek i¢in kullanilmustir. Partikillerin sindirime girmeden &nce
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genellikle dispers oldugu, sadece NPS-450’de ¢ok az agrege olma egilimi gosterdigi
sonuglardan anlasilmaktadir. Cap kiiclildilkce baglanan proteinin artmasi ve cap
biiyiidiikge NPS’lerin kendi aralarinda toplanma egilimi gosterdigi literatiirde [88] de yer

almaktadir.

S1v1 i¢indeki kiiciik parcaciklarin yiizey yikiinii belirlemek i¢in yaygin uygulama, bir
parcacigin elektrik potansiyelini pargacik ylizeyinden uzakta, daginik katmanda bir
ortamda belirlemektir. Bu ortamda 6l¢ilen potansiyel, stispansiyondaki kolloidler veya
nanopartikiiller i¢in ¢ok dnemli bir parametre olan zeta potansiyeli olarak adlandirilir.
Degeri, slispansiyon stabilitesi ve partikiil yiizey morfolojisi ile yakindan iliskilidir [142].
Zeta potansiyeli  olcimlerinde ¢ogu durumda gesitli deneysel zorluklarla
karsilagilmaktadir. Ciinkii her 6l¢tim tekniginin partikiil boyutu ve konsantrasyonu ile
ilgili belirli limitleri vardir. Ayrica siispansiyonlarin kararsizligi deneysel sonuglari
onemli oOlciide etkileyebilir. Elektrokinetik o6l¢iimler genellikle orijinal pargacik
konsantrasyonu ile gerceklestirilemez, seyreltilmesi gerekebilir. Bu seyreltme araytizey

Ozelliklerini ve kati-siv1 etkilesimleri gibi yuzey 6zelliklerini degistirmemelidir [31].

Tez kapsaminda yapilan analizlerde gida matrisi olarak kullanilan siit, 6lciimde zorluklar
yarattigi i¢in belirli oranda seyreltilmistir. NPS’lerde c¢alisilabilecek en diisiik
konsantrasyon 1 mg/mL olarak 6l¢iilmiis, daha diistik konsantrasyonlarda hatali sonuglar
alimmustir. Bu nedenle hidrodinamik cap 6lctimleri ve zeta potansiyelleri yalnizca bu
konsantrasyonda alinmistir. Zeta potansiyelleri partikiiller saf su ortamlarindayken
mutlak 30 degerinden biiylik ¢ikarak stabil bolgede kalmis, ortama yagl ve yagsiz siit
girdiginde ise partikiillerin yiizey yiikil siitiin ylizey yiikiine yaklagsmistir. Bu durum,
partikiiliin, siit gibi heterojen bir ortamin yilizey yiikiinii ¢ok fazla etkileyemedigini

gostermektedir.

NPS’lerin sindirim sonras1 goruntt analizleri ve DLS 6lgtimleri yapilmistir. Her sindirim
ortamindan alinan ornekler birbirleriyle karsilastirilmistir. Genel olarak gida matrisi
ortama girdiginde agiz ve bagirsakta agregatlar ve dolayisiyla hidrodinamik caplar

artmakta, midede ise tam tersi gida matrisi ortama girdiginde agregat kiiclilmesi
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gordlmektedir. Gida matrisi yokken midede olusan agregasyon pH’mn 3’tin altina
diismesiyle iyonlarin (6zellikle ¢ift degerlikli iyonlar) partikillerin elektrostatik itmesini
engellemesi sonucu olusmustur. Mide pH’inda ortamda gida matrisi varken agregatlarin
kiictildiigii ve par¢alandigi goriilmekte, bunun sebebi olarak da yogun iyon varliginda bile

sttte bulunan BSA’nin stabilize edici etkisi olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Sindirilmis NPS’lerin sindirime girmemis NPS’lere gore, ortama bagli olarak zeta
potansiyellerinde degisim goriilmekle birlikte pH’1n diismesiyle zeta potansiyellerinde
bir artig oldugu, bunun sonucu olarak NPS'ler arasindaki elektrostatik itmenin azaldig: ve
agregasyonun kolaylastigi belirtilmektedir [88]. Bu tez kapsaminda da sindirim
ortamlarina gore yapilan Ol¢limlerde, NPS’lerin mide ortaminda pH’in 2’nin altina
diismesiyle birlikte artan ortalama hidrodinamik ¢ap ve agregat boyutu ve yikselen zeta
potansiyeli literatlirle uyumlu bulunmustur. Gastrointestinal sistemde, midenin asidik
pH'1, enzimler ve proteinlerin varligi sebebiyle NPL’lerin yiizeyi pek ¢ok molekili
adsorbe edebilmektedir. Hatta buradaki dinamik sure¢ sebebiyle adsorbe olan molekuller
kendi aralarinda da degisim gostererek yeni agregatlar olusturabilmektedir. Bagirsak
ortami daha az asidik olmasina ragmen, yogun protein icerigi sebebiyle burada da korona
olusturmas1 muhtemeldir. Elde edilen sonuglarda, sindirimden sonra bagirsak ortaminda
yogun ve biiyiik agregatlar olusmadigi, fakat korona yapisinin sindirimden sonra da
korundugu gériilmiistiir. Ozellikle NPS-30’un TEM gbriintiilerine bakildiginda bagirsak
ortamindan alinan Orneklerde agsi yapinin devam ettigi ve partikiillerin etrafindaki

korona yapisinin korundugu goriilmektedir.

Protein korona yapisinin varligim1 ve miktarini dlgmek igin floresans soniimleme ve
elektroforez analizleri yiiriitilmistiir. Sindirimden Once protein korona ic¢in yapilan
analizlerde en ¢ok protein baglayan 30 nm ¢apindaki partikiil oldugu goriilmekte, 450 nm
capindaki partikiiliin ise proteini en az bagladigi goriilmistiir. Cap kiictildiikce ylizey
alaniin artmasi ve daha ¢ok protein baglamasi literatiirde de yer aldigi gibi burada da

gozlenmistir.
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Partikdllerin sindirim sisteminde yer alan enzimler Gzerindeki etkisini incelemek lzere
amilaz, pepsin ve lipaz ile ¢alisilmistir. Protein yapidaki enzimlerin partikiile baglanmasi
ve enzim aktivitesindeki inhibisyon, partikil ¢apinin kiigiilmesiyle artmaktadir. NPS-30
ve NPS-100’de enzim inhibisyonu her enzim i¢in daha ylksek bulunurken, NPS-450°de
genel olarak inhibisyon daha az gerceklesmistir. Enzimler karsilastirildiginda ise en fazla
aktivite kaybi1 lipazda gbzlenmistir. Lipazin ¢alisma prensibi diger enzimlerden daha
farklidir. Lipaz, substratina diger enzimler gibi direkt baglanmak yerine, ortamda safra
tuzlar1 gibi emiilgatorlere ihtiyag duymaktadir. Polistirenlerin etrafinda lipit
agregatlarinin olugsmasi ve bu agregatlarin da substratin yiizey alanini azaltarak enzimin
baglanmasini olumsuz yonde etkiledigi, bu nedenle enzimin aktivitesinin azaldigi
gozlenmistir. Enzim aktivitesinde azalma gozlenmesiyle yag asidi olusumu da
azalmaktadir, bu da insan viicudunda sindirimi olumsuz yonde etkileyecektir. Yag asidi
metabolizmasinin bozulmasi ayn1 zamanda gidalardan enerji aliminin azalmasina isaret
eder [143]. Sindirim sirasinda olusan agregatlara bakildiginda en ylksek agregasyonun
midede gorulmesiyle en fazla aktivite kaybinin pepsinde goriilmesi beklense de, burada
enzimin aktif bolgelerinin partikiile baglanmamis olabilecegi ve substrat-enzim

kompleksini etkileyecek bir durum olusturmadigi diistiniilmiistiir.

Boyut, zeta potansiyel degeri ve korona bilesimi dahil olmak U(zere NPS’lerin
fizikokimyasal ozellikleri, sindirimden sonraki toksisiteyi etkilemesi beklenmektedir.
Sindirim sirasinda meydana gelen degisiklikler ve gida matrisi  varliginin
nanopartikiillerin 6zelliklerini degistirdigi ve bu nedenle orijinal hallerinden farkli bir
yapiya doniistiikleri tespit edilmistir. Literatirde gida matrisi varliginda, hicre kiltiri
kullanilarak nanopartikiillerin toksisitesi iizerine yapilan herhangi bir c¢alismaya
rastlanmamistir. Bu tez kapsaminda gida matrisinin ve sindirimin partikiiliin olusturdugu
korona yapis1 ile toksisiteyi nasil etkiledigi konusunda yeni bir yaklagimda
bulunulmustur. Caco-2 hicre modeli kullanilarak yapilan toksisite c¢alismalarinda
NPS’lerin hiicreler tizerinde 6nemli bir toksik etki gdzlenmemistir. Bu sonug, NPS’lerin
toksisitesinin arastirildigi diger ¢aligmalarla uyumludur [116,141]. Bununla birlikte
yalnizca NPS-100 ile yapilan ¢aligmalarda canlilikta konsantrasyona bagl olarak azalma
gerceklesmistir. ROS Uretiminde ise NPS-100 ve NPS-450°de istatistiksel olarak bir artis
gozlenmistir. Bu sonuclara bakilarak en fazla toksik etkinin gozlendigi partikiil

boyutunun 100 nm oldugu sdylenebilir. Sindirimden sonra olusan korona yapisinin toksik

84



etkileri azalttig1 goriilmekte ve benzer sonuglara literatiirde de yer verilmektedir. Gida
matrisi olmadiginda da NPS-30’da korona yapisi goriilmesi burada toksisitenin
azalmasimi agiklayabilir. Gercgek toksisitenin kronik maruziyetten sonra gorilmesi
beklenir. Bu calisma kapsaminda kronik toksisite konusunda herhangi bir ¢alisma
gerceklestirilmemistir. Viicutta birikimin toksisiteyi nasil etkileyecegi diisiik trofik
seviyelerdeki canlilarda bakilsa da in vivo veya in vitro olarak memeli hiicrelerinde
incelenmelidir. Insanlarda asil tiiketim ve maruziyetin oral yolla ve sindirim sistemi
araciligiyla oldugu ve nanoplastiklerin de oral yoldan gidalarla birlikte alindig1 goz 6niine
alinirsa, sindirim sistemindeki ve gidalarla birlikte etkileri daha ¢ok arastirmaya konu
olmalidir. Etik kurallar ve zaman, maliyet gibi sinirlamalar sebebiyle bu calismalar in

vitro olarak yapilmaktadir.
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