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Plastik tiretimi son yillarda artarak katlanmistir ve 2019 yilinda Avrupa’da 57.9 milyon
tona, diinyada ise 368 milyon tona ulasmistir. Plastik polimerler giiniimiizde paketleme,
tarim, giinliik ihtiyag¢ gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Polistiren Avrupa’da en ¢ok
kullanilan polimerler arasindadir. Plastik pargaciklar arasinda boyutu 5 mm’den kiiciik
boyutta olanlar mikroplastik (MP) olarak tanimlanmaktadir. Mikroplastikler bu zamana
kadar dogada atmosferde, okyanuslarda, gollerde, tarimsal arazilerde ve midye, konserve
balik, tuz, paketlenmis et {iriinleri ve siselenmis sular gibi yiyecek ve igeceklerde tespit
edilmistir. Mikroplastiklerin  gidalarda bulunmasindan dolayr diyet yolu ile
tiiketilebilmekte ve bu durum insan sagligina tehdit olusturmaktadir. Bunun sonucunda
mikroplastiklerin, inflamasyona, organlarda birikime, sitotoksisiteye neden olduklar1 ve
reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu indiikledikleri gézlemlenmistir. Partikiiller protein
iceren biyolojik ¢ozeltilerin i¢inde, ¢ozeltideki bazi proteinler partikiil yiizeyini veya bir
kismin1 kaplamakta ve “protein korona” ad1 verilen bir yap1 olusmaktadir. Olusan protein
korona yapisi sitotoksisitesi de dahil olmak tizere partikiiliin bircok Ozelligini

etkilemektedir.

Bu tez calismasinda, polistiren mikroplastiginin (PSMP) ger¢ek gida ortami ile

etkilesiminin incelenmesi ve sindirimin korona yapisinda olusturdugu degisikliklerin
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arastirilmasi amaglanmistir. Yapilan calismalar sonucunda yagh ve yagsiz siit 6rnekleri
ile etkilestirilen PSMP’lerin hidrodinamik ¢aplarinda anlamli bir degisim olmadig1 ancak
{-potansiyellerinin azaldig1 belirlenmistir. Partikiil yiizeyinde olusan protein korona
yapisinda ¢ogunlukla, siitte bulunan o ve [p-kazein fraksiyonlarimin bulundugu
gbzlemlenmistir. Calismanin ikinci asamasinda PSMP’ler ve siit ile etkilestirilmig
PSMP’lere in-vitro sindirim simiilasyonu uygulanmis ve sindirimin partikiil 6zellikleri ve
korona yapist {lizerine etkisi incelenmistir. Siit drnekleri ile etkilestirilen ve sindirime
maruz kalan PSMP’lerin protein korona yapisinin inceldigi gozlemlenmistir. Ayrica
sindirim boyunca partikiillerin = sindirim sivisindaki enzimleri de bagladigi
gozlemlenmistir. Siit ile etkilestirilmemis PSMP’lerin sindirim boyunca korona yapisi

olusturdugu ve sindirim sonuna kadar artarak devam ettigi gosterilmistir.

Calismanin son asamasinda, siit ile etkilestirilmis ve etkilestirilmemis PSMP’lerin
sindirim Oncesi ve sonrasinda, Caco-2 hiicresi iizerindeki toksik etkileri incelenmistir.
Sitotoksisite analizleri sonucunda protein korona yapisinin hiicre canliligi iizerinde bir
etkisi olmadig1 goézlemlenmistir. Korona yapisina sahip partikiillerin reaktif oksijen
tiirlerinin olugsumunu azalttig1 goriilmekle birlikte bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmamastir.

Bu tez calismasinin sonunda, PSMP’lerin ger¢ek bir gida ortamu ile etkilesimi sonucunda
protein korona yapisi olusturdugu gosterilmistir. Ayrica bu olusan korona yapisinin
sindirim simiilasyonu boyunca degistigi gosterilmistir. PSMP 6rnekleri Caco-2 hiicreleri
tizerinde hiicre canliligini etkilememistir. Ancak, olusan korona yapisinin ve in-vitro
sindirim  simiilasyonunun partikiillerin  sitotoksisitesi {izerinde etkisi olmadig1
saptanmistir. Bu tez c¢aligmasinda ilk kez, diinyada kirliligi gittikce artan ve artik
gidalarimizda  bulunmaya baglayan mikroplastiklerden biri olan  polistiren
mikroplastiginin ger¢ek bir gida ile etkilesimi ve bu etkilesimin partikiillerin karakteristik

ozellikleri lizerine etkileri aragtirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Polistiren mikroplastik, protein korona, in-vitro sindirim, in-vitro

toksisite, siit
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Plastic production has multiplied over the last years and reached 57.9 million tonnes in
Europe and 368 million tonnes in World in 2019. Plastic polymers are used in wide areas
including packaging, agriculture, household etc. Among plastic particles, less than 5 mm
are considerable as microplastic (MP). Nowadays, microplastic pollution has been found
in the atmosphere, oceans, lakes, agricultural soils, and foods and beverage like mussels,
canned fish, salt, packaged meats, and bottled water. Due to microplastics present in
foods, they can be consumed via diet and this situation create a threat to human heath. As
a result, microplastics cause inflammation, cytotoxicity, accumulation in organs, and
induce reactive oxygen species have been observed. In biological solutions that contian
proteins, some proteins in the soluttion cover the particle surface or a part of it and a
structure called “protein corona” is formed. The resulting protein corona structure affects
many properteies of the particle, including its toxicity.

In this thesis, it is aimed to examine the interaction of polystyrene microplastic (PSMP)
with real food environment and to investigate the changes in the corona structure of
digestion. As a result of the studies, it was determined that there was no significant change

in the hydrodynamic diameters of PSMPs interacted with fat and skim milk samples, but
il



their -potentials decreased. It has been observed that the protein corona structure dormed
on the particle surface mostly contains o and B-casein fractions found in milk. In the
second stage of the study, in-vitro digestion simulation was applied to PSMPs and PSMPs
interacted with milk samples and the ffect of digestion on particle properties and corona
structure was investigated. It was observed that the protein corona structure of PSMPs
interacted with milk samples and exposed to digestion was thinned. It has also been
observed that the particles bind enzymes in the digestive juices during digestion. It has
been shown that PSMPs not interacted with milk form a corona structure during digestion

and continue to increase until the end of digestion.

At the final stage of study, the toxic effect of PSMPs interacted and not interacted with
milk on Caco-2 cell before and after digestion were investigated. As a result of
cytotoxicity analysis, it was observed that the protein corona structure did not have an
effect on cell viability. Although it was observed that particles with a corona structure
reduced the formation of reactive oxygen species, this diffrence was not statistically

significant.

At the end of this study, it has been shown that PSMPs form protein corona structure as
a result of their interaction with real food environment. It has also been shown that this
formed corona structure changes throughout the digestion simulation. PSMP samples did
not affect cell viability on Caco-2 cells. However, it was determined that the formed
corona strucutre and in-vitro digestion simulation had no effect on the cytotoxicity of the
particles. In this thesis, fort he first time, the interaction of polystyrene microplastic,
which is one of the microplastics that are increasingly polluted in the World and starting
to be found in our food, with real food and the effects of this interaction on characteristics

of the particles were investigated.

Keywords: Polystyrene microplastic, protein corona, in-vitro digestion, in-vitro

toxicicity, milk
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degerleri. Farkl1 biiyiik harfler {-potansiyelinde, farkli kiigiik harfler ise
hidrodinamik ¢apta anlaml diizeyde fark oldugunu gdstermektedir
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1. GIRIS

Plastik tiretimi son yillarda artarak katlanmistir. Plastik iiretimi 2019 yilinda Avrupa’da
57.9 milyon tona, diinyada ise 368 milyon tona ulagsmistir. Plastik polimerlerinin
paketleme, tarim, giinliik ihtiyaclar gibi bir¢ok kullanim alan1 mevcuttur. Avrupa’da en
cok kullanilan plastik polimerleri arasinda polipropilen (PP), polietilen (PE), polivinil
kloriir (PVC), poliiiretan (PU) ve polistiren (PS) gelmektedir. Plastik paketleme
Avrupa’da plastik arzinin %40.5’ini kaplamaktadir [1]. Bu plastik atiklarinin dogada
bulunmas1 kiiresel bir tehlikedir [2, 3]. Plastik parcaciklar arasinda, boyutu 5 mm’den
kiigiik olanlar mikroplastik (MP) [4-6] ve 1000 nm’den diisiik olanlar nanoplastik (NP)
[7] olarak tamimlanmaktadir. Mikroplastikler basit¢e iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar,
birincil ve ikincil kaynakli mikroplastiklerdir. Birincil mikroplastikler endiistriyel veya
evsel atiklar vb. yollarla ¢evreye bulasan mikroplastiklerdir. Ikincil mikroplastikler ise
biiyiik plastik atiklarindan par¢alanan mikroplastikleri ifade etmektedir [4, 5]. Bu biiyiik
plastikler, fiziksel, kimyasal ve biyolojik yollarla pargalanarak mikroplastikleri
olusturmaktadir [8, 9]. Ayrica, mikroplastik atiklar1 daha ileri diizeyde parcalanma ile
nanoplastikleri olusturabilmektedir [9, 10]. Giiniimiizde, mikroplastikler dogada her
yerde bulunmaktadir. Bu zamana kadar mikroplastik kirliligi atmosferimizde [11],
okyanuslarda [12], gollerde [13-15], tarimsal topraklarda [16, 17], ve hatta midye [18],
konserve balik [19, 20], tuz [21, 22], paketlenmis et Girlinleri [23] ve siselenmis sular [24]
gibi yiyecek ve igeceklerde tespit edilmistir.

Mikroplastiklerin gidalarda bulunmasindan dolayi, diyet yolu ile tiiketilebilmekte ve bu
durum insan sagligina tehdit olusturmaktadir. Bunun sonucunda mikroplastiklerin,
karacigerde metabolizma bozukluklarina [25], inflamasyona [26], organlarda birikime
[26-31], bagirsak florasinda bozulmalara [32], bagirsak gecirgenliginin artmasina [33],
sitotoksisiteye [34, 35] neden olduklar1 gozlemlenmektedir. Ayrica mikroplastiklerin
hiicresel reaktif oksijen tiirleri (reactive oxygen species-ROS) meydana getirdigi rapor
edilmistir [30, 36]. Bunlarm yam sira, baz1 in-vitro ¢alismalarda polistiren
mikroplastiklerin (PSMP), Caco-2 hiicrelerinde hiicresel ROS unu indiikledigi [37] ve
BEAS-2B hiicrelerinde ROS unu indiikleyerek akciger epitel hiicrelerinde sitotoksisiteye
neden oldugu gosterilmis [34]. Partikiiller protein igeren biyolojik ¢ozeltilerle temas

ettiklerinde, ¢ozeltideki proteinler partikiil yiizeyini veya bir kismini kaplayabilmekte ve

1



boylece partikiil ylizeyinde “protein korona” adi verilen yap1 olusmaktadir.
Partikiillerdeki protein korona yapisi partikiiliin biyo-uyumlulugunu arttirarak, yiizey
serbest enerjisini azaltarak sitotoksisitesini azaltabilmekte veya proteinlerin yapisal
degisikliklerine, lizozomal hasara neden olarak sitotoksisiteyi artirabilmektedir [38].
Plastik partikiillerin bugiine kadar pek ¢ok protein ve organik bilesen ile korona yapisi
olusturdugu literatiirde  gosterilmistir  [39-43]. Gidalarla  birlikte  tiiketilen
mikroplastiklerde de korona yapisinin varligir kagimilmaz goriinse de gida matrisi ve
plastik partikiiller arasindaki etkilesimin ve olusan korona yapisiin incelendigi ve
gidalarla birlikte tiikketilen mikroplastiklerin toksik 6zelliklerindeki degisimin arastirildigi

¢alisma bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda, diisitk mikron ¢apindaki PSMP, gercek bir gida ortami olarak segilen
siit ile etkilesiminin incelenmesi amaglanmigtir.  Siit igerisindeki mikroplastiklerin
protein korona yapist arastiritlmistir. Ayrica mikroplastiklerin gida ortamindayken,
sindirim simiilasyonu sonucu yapilarinda meydana gelen degisimler incelenmistir. Son
olarak, sindirim simiilasyonu sonucu bu plastiklerin in-vitro toksisitelerinde meydana
gelen degisimler aragtirlmistir. Bu tez ¢aligmasinda ilk defa bir mikro plastigin gercek
gida ortamindaki degisimi ve bu degisimin in-vitro sindirim simiilasyonuyla beraber

toksisitesi iizerindeki etkisi belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikroplastikler

Biiyiik sentetik molekiiller, monomer olarak adlandirilan kiiciik molekiil birimlerinin bir
araya getirilmesiyle olusur. Bu molekiillerin birlegsmesine polimerizasyon denir ve biiyiik
molekiildeki bu kiigiik molekiillerin sayis1 polimerizasyon derecesi olarak da
adlandirilmaktadir [44, 45]. Plastikler liflerden, kauguklardan ve diger polimerlerden
farkli ozellikleri olan 6zel bir polimer grubudur [46]. Plastikler petrol veya gazlarin
ekstraksiyonundan elde edilen monomerlerin polimerizasyonu sonucu elde edilen
sentetik organik polimerlerdir. Plastiklerin seri {iretimi 1940’larda basladigindan beri
iiretimi hizlica artmis ve 2019 yilinda 368 milyon tona kadar ulasmistir [1, 47]. Plastikler
klasik anlamda kristallesmemekte, bitisik zincirlerin boliimleri amorf fazla ¢evrili kiigiik
kristal faz olusturmaktadirlar [48]. Plastiklerin {i¢ farkli termal gegisleri vardir. Bunlar;
(i) camsi gegis sicakligy, (ii) kristal erime sicakligi ve (iii) kristallesme sicakligidir. Biitiin
polimerlerin cams1 gegis sicaklig1 varken sadece yari-kristalize polimerlerin erime ve
kristallesme sicakligi vardir. Camsi gecis sicakligi 1sitma sirasinda polimer zincirlerinin
amorf fazdan hareketli faza gectigi bir sicaklik araligidir [49]. Cams1 gegis sicakliginin
altindaki sicakliklarda polimer cam gibi sert ve kati formda oldugundan dolay1 camsi
formda [44, 49], cams1 geg¢is sicakligi ile erime sicakliinin arasinda lastik benzeri bir
formda ve erime sicakliginin istiinde akigkan olup viskoz formdadir [50]. Plastikler
termoset ve termoplastik olarak ikiye ayrilmaktadir. Termoplastikler dogrusal veya az
dallanmis zincirlerden olugmaktadir. Bu zincirler sicaklik ve basing ile birbiri lizerinden
kayabilmektedir. Bu yilizden termoplastikler, yiiksek sicakliklarda akiskan hale gelerek
tirtiniin olugmasin1 saglamaktadir. Ancak ayni nedenden dolayi isitildiklarinda veya
kesildiklerinde sekilleri degisebilmektedir. Termoset plastikler ise 1sitildiklarinda akigkan
hale gelmemektedir. Bunun yerine, yiiksek sicakliklarda komiirlesme meydana
gelmektedir. Termoplastiklerin her bir polimer zinciri birbirine zayif van der Waals
kuvvetleri ile baglidir [44]. Ancak termosetlerde polimer zincirleri birbirlerine kimyasal
capraz baglarla baghdir [44, 51]. Termoplastikler sekil degistirme islemine tekrardan
maruz kalabilirken, termoset plastikler bahsedilen kovalent baglardan dolay1 sertlesme

isleminden sonra tekrardan eriyip akiskan hale gelemezler [46].



Polistiren stiren monomerlerinin polimerizasyonu ile olusan, yar1 saydam, dayanikli ve
kolaylikla boyanabilen bir termoplastik polimerdir. Stiren ise etilen ve benzenden
iiretilmektedir [52]. Polistiren transparan sert ve kirilgan olan bir termoplastiktir [53].
Polistiren genel olarak tek kullanimlik yemek kaplari, kupalarda ve yemek takimlarinda,
yogurt, krema, tereyagr ambalajlarinda, termal yalittm malzemesi vb. bir¢ok yerde

kullanilmaktadir [54, 55].

Mikroplastikler (MP) 5 milimetrenin altinda ¢apa sahip olan plastik partikiiller olarak
tanimlanmaktadir [4-6], ancak bazi kaynaklar 1-5 milimetre arasin1 MP olarak 1pum-Imm
arasindaki plastikleri de mini MP olarak tanimlamaktadir [56]. MP basitce iki gruba
ayrilabilmektedir. Bunlar birincil mikroplastikler ve ikincil mikroplastiklerdir. Birincil
mikroplastikler, iiretim esnasinda mikron boyutta iiretilen, kiiresel sekilde olan [56] ve
genellikle yiiz kremleri ve kozmetik sektoriinde kullanilmaktadir. Bu birincil
mikroplastikler evsel veya endiistriyel atik sistemleri ile ¢evreye salinabilmektedir [47,
57]. Ikincil mikroplastikler, daha biiyiik plastik atiklarinin bozunmasi ile meydana gelen
mikroplastiklerdir. Bu bozunmalara, genellikle mikroorganizmalarin neden oldugu
biyobozunma, 1s18in neden oldugu fotobozunma, ortalama sicakliklarda yavas
oksitlenmenin neden oldugu termo-oksidatif bozunma, yiiksek sicakliklarin neden oldugu
termal bozunma (¢evresel bozunma mekanizmasi degil) ve su ile reaksiyonun neden

oldugu hidroliz 6rnek olarak verilebilmektedir [9, 47, 57].

Plastiklerin biyobozunmasi biyolojik organizmalar ile plastiklerin bozunmasini ifade
etmektedir. Biyobozunma iki asamali olarak ger¢eklesmektedir. Birinci agamada uzun
polimer zincirlerinin karbon-karbon baglari, oksijen, nem, 1s1, ultraviyole 1sinlar1 veya
mikrobiyal enzimler tarafindan kirilarak daha kiiciik zincirler olusmaktadir. ikinci
asamada polimer hiicre duvarindan gecebilecek kadar kiigiik pargalara ayrildig1 zaman
baslamaktadir. Bu durumda kiiciik zincirlerdeki karbon enerji kaynagi olarak mikrobiyal

organizmalar tarafindan kullanilmaktadir [53].

Termal bozunma ortam sicakligmin yiikselmesi ile i¢ enerjinin artarak plastik
malzemenin pargalanmasi anlamina gelmektedir. Termal bozunma temel olarak iic
asamada gergeklesir. Bunlar baglangic asamasi, yayilma asamasi ve bozunmanin
sonlanma asamasidir. Baslangic asamasinda i¢ enerjinin artmasiyla uzun polimer
zincirlerinden serbest radikallerin olusumu gerceklesmektedir [53, 58]. Bir sonraki

asamada, onceki asamada olusan serbest radikaller atmosferdeki oksijen ile reaksiyona



girerek peroksit radikallerini olusturmaktadir. Olusan bu radikallerde daha sonra ayrilarak
hidroksil ve alkoksi radikallerini olusturmaktadir. Bu radikaller de tekrardan
atmosferdeki oksijenle serbest radikalleri olusturmakta ve zincirleme reaksiyon
ilerlemektedir. En son asamada yeterli oksijen veya enerji kalmayinca reaksiyon
sonlanmaktadir. Bunun diginda radikaller birbiri ile reaksiyona girerek kararli bilesikler

olusturarak da reaksiyon sonlanabilmektedir [53].

Foto bozunma plastik materyalin 151k enerjisini absorblamasi ile par¢alanmasini ifade
etmektedir. Bircok plastik kromofor olarak adlandirilan fotoreaktif gruplart (Srnegin
polistirendeki stiren) icermektedir [53, 58]. Bu fotoreaktif gruplar UV 15181 absorblayarak
kimyasal baglarin par¢alanmasini saglamaktadir. Plastik malzemelerin foto-oksidasyonu
genellikle UV 1s18in UV-B boélgesinde bulunan (315-280 nm) 1sinlar tarafindan
gerceklesmektedir. Bu 1sinlar serbest radikal polimer zincir reaksiyonu ile parcalanma
reaksiyonunu tetiklemektedir [53]. Bu bozunmalarin disinda hidrolitik bozunma
denizlerde 6nemli bir pargalanma mekanizmasi degildir. Bu bozunmalar arasinda 151k ile
indiiklenen foto-oksidasyon disindaki bozunmalar daha yavas gerceklesmektedir [9].
Mikroplastiklerin diinya capinda yayildigi kabul edilmektedir [59]. Bugiine kadar
mikroplastiklere atmosfer [11], okyanuslar [12], géller [13-15], tarimsal araziler [16, 17]
gibi birgok yerde rastlanmistir. Ayrica mikroplastikler dogal alanlar disinda tuz [21, 22],
konserve balik [19, 20], midye [18], paketlenmis etler [23], siselenmis sular [24] gibi
yiyecek ve igeceklerde de tespit edilmistir. Ayrica bazi calismalar mikroplastiklerin su
siselerinden [60], hazir yiyecek kaplarindan [61, 62] ve plastik ¢ay torbalarindan [63]

salinabilecegini gostermistir.

2.2. Protein Korona

Nano veya diisiik mikron skalasindaki bir partikiil biyolojik bir sivida bekletildigi zaman,
biyomolekiiller partikiiliin yiizeyi ile fiziksel veya kimyasal etkilesime gecmektedir [64-
67]. Bu etkilesimi gosteren proteinler “protein korona” ad1 verilen yapiy1 olusturmaktadir
[64-66]. Protein korona yapisi bazen partikiiliin etrafin1 tamamen sararak bir protein
katman1 olusturup partikiilii maskeleyebilmektedir [64]. Proteinler diger molekiillerle
bircok etkilesimde bulunabilmektedirler. Bunlar, yiizeylerindeki yiikler sayesinde
gerceklesen elektrostatik etkilesimler, hidrojen baglari, diger molekiillerle kurduklari
kovalent baglar, Van der Waals kuvvetleri, hidrofobik-hidrofilik etkilesimlerdir [67].

Patil ve ark., [68] partikiiller ile proteinler arasindaki etkilesimin sadece elektrostatik



olmadigini, ayrica Van der Waals, hidrofobik-hidrofilik, yapisal ve sterik etkilerinde

olabilecegini gdstermislerdir.

Protein korona yapisi iki kategoriye ayrilmaktadir. Bunlar siki protein korona ve gevsek
protein koronadir [69]. Siki protein korona tiiriinde, yap1 ¢ok kisa siirede olusmakta,
biyomolekiiller partikiil yiizeyine sabit bir sekilde baglanmakta ve yiiksek afinite
gostermektedir. Gevsek protein korona tiirlinde ise, biyomolekiiller partikiil yiizeyi ve
ortam arasinda dinamik bir sekilde degisim gostermekte, partikiile diisik afinite
gostermekte, zayif bir sekilde baglanmakta ve yapi saatlere varan siirelerde olusmaktadir

[65, 70].

Literatiirde plastik partikiillerin sindirim sivilarindaki organik bilesenler [41] ve sindirim
enzimleri [42], hiimik asit [40], insan serum alblimini (HSA) [39, 71], lizozim [39], sig1r
serum albiimini (BSA) [43, 72] ve s1g1r tripsini [72] ile protein korona yapisi olusturdugu
belirtilmistir. Stock ve ark. [41] yaptig1 ¢aligmada farkli mikroplastikler {izerine in-vitro
sindirim uygulamig sindirim sivilarinin mikroplastiklerin seklini deforme etmedigini
gostermistir. Ayrica mikroplastiklerin (6zellikle polistirenin) ¢evresinde protein korona
yapist olustugunu ve boyutlarinin arttigini belirtmistir. Wang ve ark. [42] yaptigi
caligmada, polistiren nanopartikiillerinin pepsin, a-amilaz ve tripsin sindirim enzimleri
ile etkilesimlerini incelemislerdir. Calisma sonucunda enzimler ile partikiiller arasinda
etkilesim oldugu, etkilesim sonrasi partikiillerin etrafinda protein korona yapisi
olustugunu, partikiillerin {-potansiyelinin arttigini belirtmiglerdir. Ayrica etkilesimin esas
olarak hidrojen baglar1 ve van der Walls kuvvetleri tarafindan yonlendirildigini
belirtmislerdir. Olusan bu protein korona yapist partikiillerin ~ 6zelliklerini
maskeleyebilmekte [66], stabilitesini [73] ve toksisitesini [74] degistirebilmektedir.
Partikiillerin etrafindaki protein korona lizozomal hasara, protein yapisinin degisimine
neden olarak sitotoksisiteyi artirabilmekte veya ylizey serbest enerjisini azaltarak, biyo-
uyumlulugu artirarak veya partikiiliin hiicre ile direkt etkilesimini azaltarak sitotoksisiteyi
azaltabilmektedir [38]. Bu nedenle, mikroplastiklerin karakteristik o6zellikleri
incelenirken bulunduklar1 ortama gore olusabilen protein korona yapilarnin da

incelenmesi onemlidir.

Protein korona yapisinin incelenmesinde direkt veya dolayli yontemler kullanilmaktadir.
Direkt yontemler dogrudan proteinlerin incelenmesine dayanirken, dolayli yontemlerde

partikiiliin 6zelliklerindeki degisim incelenmektedir. Protein korona olusumunun partikiil



biiyiikliigii ve partikiiliin yiizey ylikiine etkisini gostermek icin diferansiyel 151k sagilim
spektrometresi (differential light scattering-DLS) [75, 76] ve ayarlanabilir direngli darbe
algilama (tunable resistive pulse sensing-TRPS) [77], partikiiliin yiizey morfolojisinin ve
biiylikliigiiniin incelenmesi amaciyla gegirimli elektron mikroskobu (transmission
electron microscope-TEM) [75, 76] ve taramal1 elektron mikroskobu (scanning electron
microscope SEM) [ 78] ve korona yapisinin partikiile gdsterdigi afiniteyi 6l¢mek amaciyla
izotermal titrasyon kalorimetresi (isothermal titration calorimetry-ITC) [79, 80] analizleri
kullanilmaktadir. Protein koronada bulunan proteinlerin korona olusumu sonrasi yapisal
degisikliklerini incelemek amaciyla dairesel dikroizm (circular dichroism-CD)
spektroskopisi [81, 82] analizi kullanilmaktadir. UV-Vis spektroskopisi veya floresans
ajanlar kullanilarak floresans spektroskopisi gibi analizler de partikiil protein
etkilesiminin incelenmesinde bagka bir yol olarak kullanilmaktadir [83]. Olusan protein
koronadaki proteinlerin tanimlanmasi i¢in elektroforez analizi ve ardindan cesitli kiitle
spektroskopileri kullanilmaktadir [83, 84]. Bu yontemlerin bazilar in-situ ¢alismaya
uygunken, bazi analizlerde korona yapisina sahip partikiillerin ortamdaki serbest
proteinlerden ayrilmasi gerekmektedir. Bu tiir ex-situ ¢alismalarda, ¢ogunlukla gevsek

korona yapisi1 ortamdan uzaklastirilmakta ve siki korona yapisi incelenmektedir [83].

2.3. Toksikolojik Calismalar

Insanlar mikroplastiklere, yiyecek ve igeceklerle tiiketim yoluyla, atmosferden bulunan
serbest mikroplastikleri soluyarak veya su ve kozmetik {iriinleri ile dermal yolla maruz
kalmaktadir [85-87]. Bu maruziyet ilk olarak maruz kaldigi organlarin epitel
tabakalarinda gerceklesmektedir [87]. 2014 yilinda yapilan bir arastirmada Avrupa’da
kabuklu deniz iiriinleri ile tiiketilen mikroplastik miktarnin ortalama kisi bag1 yillik
11000 partikiil oldugu diisiiniilmektedir [88]. Dermal yol ile alinan mikroplastiklerin
muhtemel viicuda giris yollar1 sa¢ kokleri, ter bezleri veya yarali cilttir [89]. Ancak
partikiillerin dermal yol ile alinmasi i¢in 100 nm altindaki partikiillerin gegebildigi
striatum corneum tabakasini ge¢meleri gerekmektedir. Bu yiizden mikro plasktiklerin

dermal yol ile alim1 pek olast degildir [86].

Mikroplastiklerin maruziyet sonras1 toksisitesinin belirlenmesi amaciyla bir¢ok in-vivo
ve in-vitro toksisite ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda mikroplastiklerin,
karaciger de metabolizma bozukluklarina [25], inflamasyona [26], organlarda birikime

[26-29], bagirsak florasinda bozulmalara [32], bagirsak gecirgenliginin artmasina [33],



oksidatif stresin artmasma [90, 91], sitotoksisiteye [34, 35] neden olduklar
gozlemlenmektedir. Mikroplastiklerin ana maruziyet yollarindan birinin oral yol oldugu
disiiniilmektedir. Bu yol ile alinan mikroplastikler ilk olarak sindirim sistemine zarar
vermektedir. Mikroplastikler sindirim sisteminde daha c¢ok bagirsak florasinin
bozulmasina, karacigerde yag asidi metabolizmasinin bozulmasina ve oksidatif stresin
artmasina neden olmaktadir [92]. Li ve ark. [32] 2020 yilinda yaptig1 bir ¢alismada,
C57BL/6 farelerin besinlerine polietilen mikroplastikler eklenerek bagirsak
mikrobiyotasindaki degisimler ve inflamasyon gelisimi gdzlemlenmistir. Mikroplastikler
ile beslenen gruplarin bagirsak mikroflorasinda Staphylococcus tiirlerinde artis,
Parabacteroides tiirlerinde azalis goriildiigii belirtilmistir. Ayn1 zamanda plastik ile
beslenen gruplarin, serum interlokin-1a seviyesinin kontrol grubuna gore yiiksek oldugu
ve inflamasyonu indiikledigi belirtilmistir. Qiao ve ark. [33] zebra baliklari {izerinde
yaptig1 bir caligmada, farkli sekillerdeki mikroplastiklerin varliginda, canlilarin bagirsak
mikrobiyotasinda degisim oldugu, inflamasyon olustugu, mukozal hasarin oldugu ve
gecirgenligin - arttignt  rapor  edilmistir. Bagirsak  mikroflorasinda, bagirsak
inflamasyonunda rolii olan Proteobacteria’larin arttigini belirtmislerdir. Feng ve ark. [93]
yaptig1 calismada, Oryzias melastigma tiri baliklar oral yol ile 2 ve 200 pm boyutunda
polistiren mikroplastiklere maruz birakilmis ve 28 giin sonunda canlilar agirliklarinin
azaldigini, hiicre reaktif oksijen tiirlerinin azalmasinda rol alan siiperoksit dismutaz
(SOD) ve katalaz (CAT) enzimlerinin aktivitelerinin arttigini, endokrin ve glikolipid

metabolizmalarinin bozuldugunu belirtmislerdir.

Mikroplastik partikiillerin polimer tehlike siniflandirmasina goére en zararlilari,
poliiiretanlar, poliakrilonitriller, polivinil kloriirler, epoksi resinleri ve stirenik
kopolimerlerdir [94]. Ayrica partikiillerin sitotoksisitesini partikiil boyutu, dozaj, yiizey
yiikii, katkilar, kronik maruziyet, adsorblanan kirlilikler, agir metaller ve patojenler gibi
cesitli faktorler etkileyebilmektedir [95]. Ayrica literatiirde partikiillerin etrafindaki
protein korona yapisiin, partikiiliin biyo-uyumlulugunu arttirarak ve yiizey serbest
enerjisini azaltarak sitotoksisitesini azaltabilecegi belirtilmistir. Diger yandan, olusan
protein koronanin proteinlerin yapisal degisikliklerine yol agabilecegi ve lizozomal
hasara neden olarak sitotoksisiteyi artirabilecegi de belirtilmistir [38]. Bertoli ve ark. [96]
A549 hiicreleri ve farkli yiizey modifikasyonlarina sahip polistiren mikroplastikleri ile
yaptiklar calismada, amin modifiye polistiren mikroplastiklerinin fetal sigir serumu ile

olusturduklar1 protein korona yapisinin hiicre i¢ine alinip, lizozoma kadar bozulmadan



geldigini gostermislerdir. Lizozoma giren korona yapisinin lizozom i¢inde bozuldugu ve
kalintilarinin 16 saat boyunca sitoplazmada bulundugunu gostermislerdir. Liu ve ark. [74]
yaptiklar1 ¢alismada ise in-vitro sindirim simiilasyonu uygulanan polistiren
mikroplastiklerinin etrafinda korona yapisi olustugu gosterilmistir. Ardindan bu korona
yapist olusan polistiren mikroplastiklerin Caco-2 hiicreleri {izerinde, korona yapisi
olmayan polistiren mikroplastiklere gore daha az sitotoksisite olusturdugu gosterilmistir.
Yukarida bahsedilen ¢aligmalarda kullanilan partikiil biiyiikliikleri genis bir araliktadir.
Mikroplastiklerde, partikiil boyutu kiigiildiikge toksisitenin arttigi gézlemlenmekle
birlikte [92], bu durum toksisite ¢aligsmasinin yiiriitiildiigi hiicre tipine, partikiiliin yiizey
yiikiine, maruz kalma siiresine, dozuna ve bulundugu ortama gore partikiiliin ylizeyinde
olusan korona yapisina gore degisebilmektedir [95]. Bu nedenle, gidalarda, 6zellikle son
yillarda, 6nemli bir bulasan haline gelen mikroplastiklerin karakteristik 6zelliklerinin ve
toksisitelerinin belirlenmesinde gida modellerinin veya ger¢ek gida orneklerinin

kullanilmasi biiyiik 6nem tagimaktadir.



3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Calismada kullanilan yagli ve yagsiz 1s1l islem gormiis siitler yerel marketten temin
edilmistir. Polistiren mikro plastigi (PSMP) tezin desteklendigi Uluslararasi-2558
NSTDA-TUBITAK ikili is birligi projesindeki proje ortagt NANOTEC (NSTDA,
Tayland) grubu tarafindan sentezlenip hediye edilmistir. Floreskamin, hidroklorik asit,
Tris, gliserol, pepsin, a-amilaz, pankreatin, lipaz, sigir serum alblimini (BSA), iire, tirik
asit, D-glukoz, glukuronik asit, D-glukozamin hidrokloriir, safra, NaCl, KCI, CaCl,,
NaHCO3s, NH4Cl, NaH;PO4, KSCN, Na;SO4, MgCl,, KH2PO4, NaHCOs, ditiotreitol
(DTT), metanol, asetik asit, high glucose Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM),
fetal sigir serumu (fetal bovine serum-FBS), penisilin, streptomisin, L-glutamin, etilen
diamin tetra asetik asit (EDTA), 3-(4,5-dimetil-tiyazolil)2,5-difeniltetrazolyum bromiir
(MTT), dimetil stlfoksit (DMSO), 2’,7’-diklorodihidrofloresin diasetat (DCFH-DA),
Hank’s buffered tuz ¢o6zeltisi (Hank’s buffered salt solution-HBSS), radyo-
imminopresipitasyon deney tamponu (RIPA) Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, MO,
A.B.D.) firmasindan temin edilmistir. Calismada kullanilan sodyum dodesil siilfat (SDS),
amonyum persiilfat (APS), akrilamid, bisakrilamid, tetrametiletilendiamin (TEMED),
Coomassie brillant blue G-250 Bio-Rad (Watford, Birlesik Krallik) firmasindan temin
edilmistir. Caco-2 (An 1) kolon hiicreleri Sap Enstitiisii’'nden (Ankara, Tiirkiye) temin

edilmigtir.

3.2. Metot

3.2.1. Siit Kompozisyonunun Belirlenmesi

Siit 6rneklerinin protein miktar1 Bradford yontemi [97], yag yiizdesi gerber metodu [98],
yogunlugu laktodansimetre metoduyla, kuru maddesi gravimetrik yoOntem ile
belirlenmistir [99]. Siit 6rneklerinin kuru maddesi gravimetrik yontem ile 6l¢iilmiistiir.
Bu amagla cam petri kaplar1 100 °C etiivde sabit agirliga gelinceye kadar bekletilmistir.
Daha sonra siit 6rneklerinden 5 mL cam petri kaplarma almip tartilmistir. Ornekler ilk
once etiiv icinde 1 saat icinde 70 °C’den 102 °C’ye kademeli olarak getirilmis. Ornekler
sabit tartima gelinceye kadar etiivde birakilmigtir. Tartimlar igin etiivden ¢ikarilan
ornekler nem ¢ekici bulunduran desikatore alinmis sogutulup tartilmistir. Siit 6rneklerinin

yogunlugunun 6l¢iilmesi amaci ile oda sicakligina getirilen siit 6rnekleri meziire kopiik
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olusturmayacak sekilde yavasca yaklasik 45° aciyla dokiilmiistiir. Daha sonra 20 °C’lik
laktodansimetre siitiin icine yavasc¢a birakilarak batirilmistir. Sabit noktada kaldig1 yerde
okuma yapilmistir. Okuma sonrasi siitiin sicakligina gore laktodansimetre diizeltmesi
yapilmistir. Siit 6rneklerinin pH’s1 pHenomenal pH 1100L cihazina (VWR International,
Radnor, PA, A.B.D.) baghh ST210 pH probu (OHAUS, Parsippany, NJ, A.B.D.) ile
Olciilmiistiir. Kuru madde, yogunluk ve pH testleri TS 1018 Cig i¢me siitii standardina
[99], yag analizi Gerber metodu ile TS 8189 standardina [98] gore yapilmistir. Bu ¢alisma
kapsaminda kullanilan yagl ve yagsiz siit Ornekleri analizlerdeki girisimi azaltmak

amaciyla amaci ile deiyonize su ile 10 kat seyreltilmistir.

3.2.2. Partikiil Karaktertizasyonu ve Gida Matrisi ve Partikiil Etkilesimi

Gida matrisi ve partikiil etkilesimi i¢in, yagh ve yagsiz siit 6rnekleri, son halinde partikiil
konsantrasyonu 0.25, 1 ve 3 mg/mL olacak sekilde PSMP’ler ile 1 saat boyunca 25°C’de
inkiibe edilmistir. Ayrica partikiil karakterizasyonu i¢in siit drnekleri ile etkilestirilmemis
PSMP’ler de analiz edilmistir. Ex-situ analizler i¢in inkiibasyon sonrasi PSMP-gida
kompleksinin, kalan ortamdan ayrilmasi i¢in 3000xg’de 2 dakika santrifiij edilmis ve saf
su ile 3 defa yikanmigtir. Analizlerde kontrol olarak ortamda PSMP olmayan siit
orneklerinin pelletleri de alimmistir. Yikama sonrasinda elde edilen pelletler baslangi¢

hacminde deiyonize suda ¢ozdiiriilerek analizlerde kullanilmistir.

3.2.3. Sindirim Simiilasyonu

In-vitro sindirimin PSMP-protein korona yapisi iizerine etkilerini incelemek i¢in gida
matrisi-partikiil karigimi sindirim simiilasyonuna tabi tutulmustur. Bu amagla, Minekus
ve ark. [100] ve Sohal ve ark. [101] uyguladig1 sindirim simiilasyonu prosediirii bazi
modifikasyonlar gergeklestirilerek uygulanmistir. Bu isleme baslamak i¢in, simiile
edilmis tiikiiriik s1vis1 (SSF), simiile edilmis mide sivis1 (SGF) ve simiile edilmis bagirsak
stvist (SIF) olmak iizere ii¢ adet simiilasyon sivisi hazirlanmistir. SIF simiile on iki
parmak s1visi ile simiile safra sivisinin hacimce 2:1 karigtirilmasi ile elde edilmistir. Bu
stvilarin igerikleri Cizelge 3.1’de verilmistir. Simiilasyon sivilarmin hazirlanmasinin
ardindan, yagli ve yagsiz siit 6rnekleri farkli konsantrasyonlardaki (0.25, 1 ve 3 mg/mL)
PSMP’ler ile 25 °C’de 1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 gida matrisi
partikiil karigimi yaninda, tek basina PSMP ve siit 6rnekleri de SSF ile 1:1 (h:h) oraninda
karigtirilmig ve 37°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra 6rnekler bu halleriyle 1:1
(h:h) oraninda SGF ile karistirilmig ve 37°C’de 120 dakika inkiibe edilmistir. SGF ile
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inkiibasyon sonras1 drnekler 1:1 (h:h) oraninda SIF ile karistirilmistir ve 37°C’de 120

dakika inkiibe edilmistir. Her bir simiilasyon sivisindan 6rnek aliip 3 kere saf su ile

yikanmis ve yikamalar arasi 3000xg de 2 dk santrifiij uygulanmistir. Elde edilen
sindirilmis PSMP (d-PSMP) ve siit o6rnekleri ile etkilestirilen d-PSMP o6rneklerinin

pelletleri ex-situ analizler i¢in kullanilmigtir.

Cizelge 3.1. Modifiye edilmis in-vitro simiile sindirim sivilarinin igerikleri [101].

20 mg Ure

89.6 mg KCl
20 mg KSCB

102.2
NaH2PO4+H20

57 mg NaxSOg4
29.8 mg NaCl
1.6 mg iirik asit

14.5 mg a-amilaz

mg

8.5 mg Ure
65 mg D-Glukoz
2 mg Glukuronik asit

33 mg D-Glukozamin

hidrokloriir

30.6 mg NH4Cl

40 mg CaCl,*2H,0
82.4 mg KCl

30.6 mg
NaH,PO4*H,0O

100 mg BSA

100 mg Pepsin

10 mg Ure

5 mg MgCly*6H,O
56.4 mg KCl

8 mg KH,PO4
338.8 mg NaHCO3
701.2 mg NaCl
300 mg Pankreatin
50 mg Lipaz

100 mg BSA

20 mg CaCl2*2H,0

25 mg Ure
37.6 mg KCI

578.5 mg
NaHCO3

525.9 mg NaCl
600 mg safra
180 mg BSA

22.2
CaCl2*2H>O
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3.2.4 Elektron Mikroskop Goriintiileri

PSMP, d-PSMP ve siit 6rnekleri ile etkilestirilmis PSMP ve d-PSMP’lerin morfolojik
ozelliklerinin incelenmesi igin ¢evresel taramali elektron mikroskobu (environmental
scanning electron microscope-ESEM) (FEI-Quanta 200 FEG, Thermo Fisher Scientific
Co., Waltham, MA, A.B.D.) kullanilmigtir. Analiz oncesi, ex-situ olarak elde edilen
ormneklerden diizglin goriintii alabilmek icin, 6rnekler deiyonize su ile 20 kat seyreltilip
SEM stublar iizerinde kurutulmustur. Ardindan iletken bir yiizey saglamak amaciyla
kaplama cihaz (Precision Etching and Coating System 682, Gatan Inc., Pleasanton, CA,
A.B.D.) kullanilarak ornekler 10 nm altin-paladyum kaplandiktan sonra gdriintiiler

almmustir. Biitiin goriintiiler 4 spot genisliginde, 20 kV’de elde edilmistir.

Partikiillerin gida ortaminda yiizey 6zelliklerindeki degisimin goriintiilenmesi amaciyla
PSMP, d-PSMP ve siit 6rnekleri ile etkilestirilen PSMP ve d-PMSP 6rneklerinin gegirimli
elektron mikroskobu (Transmission electron microscope-TEM) kullanilmistir. Analizi
gergeklestirebilmek i¢in, ex-situ aliman Ornekler 20 kat seyreltildikten sonra TEM
1zgaralarina damlatilmig, ardindan FEI Tecnai G2 Spirit BioTwin (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, A.B.D.) cihazi ile goriintiiler alindi. TEM analizleri Orta Dogu
Teknik Universitesinde (ODTU) Merkezi Laboratuvarda gergeklestirildi.

3.2.5. Hidrodinamik Cap ve Zeta Potansiyel Ol¢iimii

PSMP, d-PSMP ve siit 6rnekleri ile etkilestirilmis PSMP ve d-PSMP’lerin hidrodinamik
caplarinda ve zeta potansiyellerinde ({-potansiyel) meydana gelen degisimin incelenmesi
icin Zetasizer Nano Zs (Malvern Panalytical Ltd., Malvern, B.K.) cihaz1 kullanilmistir.
Ex-situ olarak elde edilen 6rnek pelletleri deiyonize suda c¢ozdiiriilmiis ve kapiler
kiivetlere her ornekten 700 pL aktarillarak o6l¢lim alinmigtir. Cihaza bagli Zetasizer
programinda (Malvern Panalytical Ltd., Malvern, B.K.) verilerin alinabilmesi i¢in
polistiren materyal olarak, su ise ¢oziicii olarak belirlenmistir. Olgiimler 25°C’de
gerceklestirilmistir. Analiz liger tekrarli olarak yiiriitiilmistiir. Tim {-potansiyeli
Ol¢iimleri, partikiiller polar ¢o6ziicii i¢inde dagildigi i¢in Smoluchowski esitligi

kullanilarak alinmistir.

3.2.6. Floresans isaretleme ile Protein Tayini
Bu c¢alismada, partikiillerin yiizeylerine adsorbladiklart proteinlerin miktarlarim

belirlemek amaci ile proteinler florojenik bir etiket ile isaretlenmistir. Bu amacla
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kullanilan floreskamin, protein zincirindeki primer aminler ile etkilesime girip floresans
1s51ma yapan florojenik bir boyadir [102]. Bu dogrultuda, gida matrisi ile etkilesim
sonrasinda ortamdan ayrilan partikiiller, son partikiil derisimleri, ilk derisimlerinden 7.5
kat fazla olacak sekilde deiyonize suda ¢ozdiiriilmiistiir. Daha sonra seffaf tabanli siyah
mikroplakalara (Corning Incorporated, New York, NY, A.B.D.) 3:1 (h:h) oraninda 6rnek
ve floreskamin ¢ozeltisi eklenip, plaka 1 dakika boyunca calkalanmistir. Calkalama
sonrasinda orneklere ait floresans intensiteleri 365 nm uyarim ve 470 nm emisyon dalga
boyunda Synergy-H1 Hibrid Mikroplaka Okuyucu (BioTek Instruments Inc., Winooski,
Vermont, A.B.D.) kullanilarak o6l¢iilmiistiir. Gida matrisi ve partikiil etkilesiminde
baglanma oranmi partikiilsiiz stit ornekleri ile partikiillii siit 6rneklerinin floresans
intensiteleri karsilastirilarak hesaplanmigtir. Sindirim simiilasyonunda ise her bir sindirim
stvisindan sonra alinan 6rneklerin floresans intensiteleri kendi iginde karsilagtirilmigtir.

Analizler 3 paralelli olarak gerceklestirilmistir.

3.2.7. SDS-PAGE

Gida matrisi ve partikiil etkilesimi i¢in, yagh ve yagsiz siit 6rnekleri, son halinde partikiil
konsantrasyonu 0.25, 1 ve 3 mg/mL olacak sekilde PSMP’ler ile 1 saat boyunca 25°C’de
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrast PSMP-protein kompleksinin ortamda kalan serbest
proteinlerden ayrilmasi i¢in 2500xg’de 6 dakika santriflij uygulanmis ve deiyonize su ile
3 defa yikanmistir. Sindirim simiilasyonu 6rneklerinde ise yaglh ve yagsiz siit ile 3 mg/mL
konsantrasyonundaki PSMP’ler 25°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
gida matrisi partikiil karisimi yaninda, tek basina PSMP ve siit 6rnekleri de SSF ile 1:1
(h:h) oraninda karistirilmis ve 37°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra érnekler
agi1z sindirimine ugrayan bu 6rnekler, 1:1 (h:h) oraninda SGF ile karistirilmis ve 37°C’de
120 dakika inkiibe edilmistir. SGF ile inkiibasyon sonrast érnekler 1:1 (h:h) oraninda SIF
ile kanistirilmis ve 37°C’de 120 dakika inkiibe edilmistir. Her bir sindirim sivisindan
sonra alinan 6rnekler 4000xg’de 20 dakika santrifiij edilmis ve ardindan deiyonize su ile

yikanmustir.

Partikiillerdeki korona yapisinda bulunan proteinlerin belirlenmesi i¢in elde edilen
pelletler SDS-PAGE ile analiz edilmistir. Karisim igindeki proteinlerin molekiil
agirligma gore ayrilmasini saglayan SDS-PAGE islemi icin Mini-PROTEAN® 3 Cell
dikey elektroforezi sistemi ve POWER PAC-300 gii¢ kaynagi (Bio-Rad Laboratories

Ltd., Watford, B.K.) kullanilmistir. Bu amagcla elektroforez islemi Laemmli metoduna
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[103] gore hazirlanmis olan %13’lik (%T) aywrma jelinde gerceklestirilmistir. Bu
analizde kullanilan ¢ozeltiler ve jellerin icerikleri Cizelge 3.2., Cizelge 3.3., Cizelge 3.4.,
Cizelge 3.5. ve Cizelge 3.6.’da verilmistir.

Cizelge 3.2. SDS-PAGE analizinde kullanilmis olan elektroforezi tamponunun igerigi

Elektroforez Tamponu (5x) 500 mL
Glisin 47 g
Tris Bazi 7.55¢g
SDS (%10) 25 mL

Cizelge 3.3. SDS-PAGE analizinde kullanilmis olan ayirma ve yiikleme jeli igerikleri

%13’liik ayirma jeli 12 mL %S35.3’lik yiikleme jeli S mL
Saf Su 3.285 mL Saf Su 2.72 mL
%40’k Akrilamid 3.99 mL %40’k Akrilamid 0.665 mL
%2’lik Bisakrilamid 1.51 mL %2’lik Bisakrilamid 0.285 mL
1.5 M Tris Tamponu 3 mL 0.5 M Tris Tamponu 1.25 mL
(pH=8.6) (pH=8.6)

%10’luk SDS 120 uL %10’luk SDS 50 uL
%10°’luk  Amonyum 90 pL %10’luk  Amonyum 25 pL
Persiilfat Persiilfat

TEMED 6 uL TEMED 5uL
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Cizelge 3.4. SDS-PAGE analizi i¢in kullanilan 6rnek yiikleme tamponu icerigi

1 M Tris-Cl (pH=6.8) 2.5mL
Gliserol 4.5mL
SDS lg
Bromfenol Mavisi 20 mg
Saf su 2.5mL
250 mM Ditiotreitol (DTT) 9.5mL

Cizelge 3.5. SDS-PAGE analizi i¢in kullanilan jel boyama ¢6zeltisi

Asetik Asit 10 mL
Metanol 30 mL
Saf Su 60 mL
Coomasie Brillant Blue 02¢g

Cizelge 3.6. SDS-PAGE analizi icin kullanilan jel yikama ¢ozeltisi

Asetik asit 10 mL
Metanol 30 mL
Saf su 60 mL

Ayirma jeli Cizelge 3’te gosterilen bilesenlerin karistirilmasi ile hazirlanmig olup jel
kasetine dokiilmiis ve iizeri ince saf su ile kaplanmistir. Polimerizasyon gergeklestikten

sonra liste kalan saf su dokiilmiis ve yiikleme jeli Cizelge 3°te gdsterilen bilesenlerin
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karistirilmasi ile hazirlanip ayirma jelinin iistiine dokiilmiis ve jel taragi takilmistir.

Yiikleme jeli de polimerlestikten sonra tarak ¢ikarilmistir.

Incelenen orneklerde aymi partikiil konsantrasyonunun saglanmasi igin, gida matrisi-
partikiil etkilesiminden elde edilen pelletler ilk derisimlerine gére 50 kat, sindirim
simiilasyonunda SSF, SGF ve SIF sonrasi elde edilen pellet 6rnekleri ise sirasi ile 100,
200 ve 400 kat derisik olacak sekilde, Cizelge 3.4.’de gosterilen 6rnek yiikleme tamponu
ile ¢ozdiirilmiigtiir. Daha sonra proteinlerin denatiirasyonu igin 6rnekler 90°C su
banyosunda 5 dakika boyunca inkiibasyona birakilmistir. Cozeltilerdeki proteinlerin
molekiiler agirliginin belirlenmesi amaci ile 10-250 kDa araligindaki Bio-Rad Precision
Plus Protein Standart (Unstained, #161-0363, Bio-Rad Laboratories Ltd., Watford, B.K.)
belirteci kullanilmigtir. Elektroforez tanki kuyular1 da dolduracak sekilde Cizelge 2’de
verilen 5x tamponundan elde edilen 1x tamponu ile doldurulmustur. FElde edilen
orneklerden ve protein belirtecinden 10 pL alinarak jel kuyucuklarina yiiklenmistir ve jel
kasedi elektroforez tankina yerlestirilmistir. Elektroforez islemi 20 mA sabit akimda
gerceklestirilmistir. Daha sonra jeller saf su ile yikanip ardindan Cizelge.5’te verilen jel
boyama ¢dzeltisi iginde yaklasik 20-30 dakika boyanmistir. Ardindan jeller 20-30 dakika
boyunca Tablo.M6’da verilen boya yikama ¢ozeltisi iginde yikanmustir. Jel goriintiileri
alindiktan sonra Agfa Foto Look (Agfa-Geavert N.V., Mortsel, Belgika) programi ile

iglenmistir.

3.2.8. In-vitro Toksisite

Sitotoksisite ¢alismalarinda kullanilan Caco-2 (An 1) kolon hiicreleri Sap Enstitiisii’nden
(Ankara, Tiirkiye) temin edilmistir. Caco-2 hiicreleri %10 FBS, 2.5 mM L-glutamin ve
10 UmL penisilin/streptomisin igeren yiiksek glukozlu Dulbecco’s modified eagle
medium (DMEM) iginde gelistirilmistir. Onceki pasajdaki hiicre kiiltiirii igindeki besi
yeri dikkatlice bosaltildi. Daha sonra siseye 6lii hiicreleri uzaklastirmak i¢in 1 mL tuzlu
fosfat tamponu (PBS) eklenmistir. Canli hiicreleri kaldirmak icinse eklenen PBS geri
bosaltildi ve 1-1.5 mL 1x %0.25 EDTA iceren Tripsin eklendikten sonra sise hafifce
calkaland1 ve 37 °C’de %5 COa ve %95 nem iceren karbondioksit inkiibatoriinde (NUVE
EC160 CO, Inkiibatérii, Ankara, Tiirkiye) 10 dakika inkiibe edilmistir. Ardindan 5 mL’ye
DMEM ile tamamlanmistir. Daha sonra sise iyice karistirilip hiicre kiiltiirii 15 mL steril

falkona alindi. Daha sonra 1000 rpm’de santrifiij edilip siipernetanti atildi. Atilan
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siipernetant yerine 3 mL’ye tamamlanana kadar DMEM eklenmistir. Daha sonra bu

stoklar hiicre sitotoksisitesi ve ROS analizlerinde kullanilmistir.

Mikroplastik muamelesi i¢in yaglh ve yagsiz siit ornekleri ile farkli konsantrasyonlardaki
PSMP 1 saat boyunca 25°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 gida matrisi partikiil
karigimi sindirim simiilasyonuna tabi tutulmustur. /n-vitro toksisite calismalarinda
mikroplaka kuyucuklarindaki PSMP konsantrasyonlar1 2 ve 200 pg/mL olacak sekilde

ayarlanmustir.

3.2.8.1 MTT ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

PSMP, d-PSMP ve gida matrisi ile inkiibe edilmis PSMP ve d-PSMP’lerin hiicre canliligi
tizerindeki etkisi MTT analizi ile belirlenmistir. Bu analiz i¢in ilk 6nce, 25 ile 35 numarali
pasajlar arasindaki hiicreler 5x10* hiicre/kuyu konsantrasyonunda 96-kuyucuklu
plakalara ekilmis ve DMEM igerisinde 37°C’de %95 nem ve %5 CO: kosullarina
ayarlanan karbondioksit inkiibatérinde (NUVE EC160 CO; Inkiibatérii, Ankara,
Tiirkiye) gece boyu inkiibasyona birakilmistir. Ardindan kuyularin i¢indeki besiyeri
dikkatlice hiicrelere zarar vermeden bosaltilmistir. Daha sonra kuyulardaki hiicrelere, 90
pL DMEM ve partikiil konsantrasyonu 2 pg/mL ve 200 pg/mL olacak sekilde 10pL
PSMP, d-PSMP, siit 6rnekleri ile etkilestirilmis PSMP ve d-PSMP 6rnekleri eklenmistir.
Bu asamada kontrol olarak partikiil icermeyen su, sindirim sivisi ve siit 6rnekleri
kullanilmigtir. Bu islemden sonra kuyular, 24 saat boyunca 37°C’de karbondioksit
inkiibatoriinde maruziyete birakilmistir. Bu siire sonunda kuyular i¢indeki DMEM
dikkatlice bosaltilmis, kuyulara 90 pL DMEM ve PBS i¢inde hazirlanmig 10 pL MTT
¢oOzeltisi (5 mg/mL) eklenmis ve 4 saat boyunca 37°C’de %5 CO2 ve %95 nem
kosullarindaki karbondioksit inkiibatoriinde inkiibasyona birakilmistir. Olgiim 6ncesi
kuyular hiicrelere zarar vermeden bosaltilmistir. MTT nin mitokondriyal indirgenmesiyle
olugan formazonu ¢oézmek i¢in 100 pL DMSO kuyulara eklenmis ve 30 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Son olarak, kuyularin 550 nm dalga boyundaki
absorbansi Synergy-H1 Hibrid Mikroplaka Okuyucu ile 6l¢iilmiistiir. Analizler en az {i¢

paralel olarak gergeklestirilmistir.

3.2.8.2 Toplam Reaktif Oksijen Tiirlerinin (ROS) Ol¢iimii
Hiicrelerin partikiillerle etkilesiminden sonra toplam ROS seviyelerindeki degisimin

belirlenmesi amaciyla, floresans etiketi DCFH-DA kullanilmigtir. DCFH-DA hiicre igine
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niifuz edip daha sonra hiicre i¢i esterazlar ile 2’,7’-diklorodihidrofloresine (DCFH)
hidrolize olmaktadir. DCFH ise reaktif oksijen tiirleri ile floresans formu olan 2°,7’-
diklorofloroseine (DCF) doniismektedir [104, 105]. Hiicrelerin partikiillerle
etkilesiminden sonra toplam ROS seviyelerinin belirlenmesi amaciyla ilk 6nce, 25 ile 35
numarali pasajlar arasindaki hiicreler 5x10* hiicre/kuyu konsantrasyonunda 96-
kuyucuklu plakalara ekilmis ve DMEM igerisinde 37°C’de %95 nem ve %S5 CO:
kosullarina ayarlanan karbondioksit inkiibatoriinde gece boyu inkiibasyona birakilmistir.
Ardindan kuyular bosaltilip, 90 pL DMEM ve partikiil konsantrasyonu 2 pg/mL ve 200
ng/mL olacak sekilde 10pL PSMP, d-PSMP, siit 6rnekleri ile etkilestirilmis PSMP ve d-
PSMP o6rnekleri eklenmistir. Kontrol olarak kuyulara partikiil icermeyen su, sindirim
stvist ve siit ornekleri eklenmigtir. Daha sonra, 24 saat boyunca 37°C’de, %5 CO2 ve %95
nem ortami saglayan karbondioksit inkiibatoriinde inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi
sona erdiginde, kuyular dikkatlice bosaltilmistir. Onceden 37 °C’ye 1sitilmis 10 pL
DCFH-DA ve 90 pL Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) kuyulara eklenmistir.
Hazirlanan kuyular 37°C’de 30 dakika karbondioksit inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.
Siire sonunda, kuyular dikkatlice bosaltilmis ve hiicreleri pargalamak i¢in 200 pL radyo-
immiinopresipitasyon deney (RIPA) tamponu (50 mM Tris-HCI 7.4 pH, 50 mM NaCl,
2mM EDTA, %0.1 SDS, ImM DTT) kuyulara eklenmistir [106]. Son olarak, érnekler
buz iistiinde 5 dakika bekletilmis ve 5 dakika sonunda kuyularin 485 nm uyarim 530 nm
emisyon dalga boyunda floresans intensiteleri Synergy-H1 Hibrid Mikroplaka Okuyucu

ile 6l¢iilmistiir.

3.2.9. istatistiksel Degerlendirme

Calismada elde edilen verilen SPSS 23.0 (IMB SPSS Statistic 23, IBM Co., Armonk, NY,
A.B.D.) programi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edilmistir. Orneklerin
varyanslarinin  homojenligi p<0.05 anlamlilik diizeyine gore Levene testi ile
belirlenmistir. Ornekler arasindaki farkliligin énem kontdrlii p<0.05 anlamlilik diizeyine
gore, ANOVA ve varyanslarin homojen oldugu durumlarda Tukey, olmadigi durumlarda

ise Games-Howell post-hoc testleri kullanilarak belirlenmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Siit Kompozisyonu ve Partikiil Karakterizasyonu
Tez caligmas1 kapsaminda gergek gida 6rnegi olarak kullanilan yagl ve yagsiz siitlerin
kompozisyonu Cizelge 4.1.’de verilmistir. Yagh ve yagsiz siit 6rneklerine ait degerler

TS1192 Uzun Omiirlii Siit (UHT) standardima [107] uygunluklar1 kontrol edilmistir.

Oncelikle tez calismasinda kullanilan PSMP’lerin karakterizasyonu yapilmistir.
Partikiillere ait ESEM goriintiileri Sekil 4.1.de, DLS spektrumu Sekil 4.2.’de
gosterilmistir. ESEM goriintiilerinde partikiil biiyiikliiklerinin ve sekillerinin homojen
oldugu ve partikiil ylizeylerinin piiriizsiiz oldugu goriilmiistiir. DLS sonuglarina goére
PSMP’lerin ortalama hidrodinamik ¢ap1 1.823 + 0.0927 pum olarak saptanmistir. Ayrica,
{-potansiyeli -33.7 = 1.230 mV olarak literatiirle uyumlu bulunmustur. Bu konuda yapilan
calismalarda, ortamda tuz ve organik bilesikler yokken polistiren partikiillerinin zeta
potansiyellerinin negatif oldugu [108, 109] ve polistiren mikropartikiillerinin gél ve nehir
gibi tuzsuz sularda agregasyona egilimlerinin olmadigi belirtilmistir [108]. ESEM
goriintiileri ve DLS sonuglar1 partikiillerin saf su icinde agrege olmadiklarini

gostermektedir.

Cizelge 4.1. Tez kapsaminda kullanilan yagl ve yagsiz siitlerin kompozisyonu.

Ornek Kuru Yagsiz Kuru Protein Yag (%) Yogunluk pH
madde (%) madde (%) (g/100mL) (g/cm3)

YaghsSit |11.489+ 86 3345+ 29+01  1.030 6.925
0.044 2.73

Yagsiz Siit 9.064 + 9.1 3.019+ 0.0+0.1 1.035 6.864
0.034 2.26
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Sekil 4.1. Calisma kapsaminda kullanilan PSMP’lerin A) 1000x ve B) 80000x biiylitme
degerlerindeki ESEM goriintiileri.
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Sekil 4.2. Calisma kapsaminda kullanilan PSMP’lerin (3 mg/mL) DLS spektrumu.

4.2. Gida Matrisi-Partikiil Etkilesimi

Bu tez calismasi kapsaminda, oncelikle PSMP’lerin gida ortami olarak segilen
seyreltilmis yaglh ve yagsiz siit 6rnekleri ile etkilesimi ve bu etkilesim sonucu olusan
protein korona yapisi incelenmistir. Bu amagla farkli konsantrasyonlardaki PSMP’ler

yaglt ve yagsiz siit 6rnekleri ile inkiibe edilmis daha sonra santrifiij kullanilarak siit
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ortamindan ayristirilmistir. Daha sonra partikiiller {izerindeki protein korona yapisi ve

partikiil morfolojisi incelenmistir.

4.2.1. Gida Matrisinin Partikiil Ozellikleri Uzerine Etkisi

Tez ¢aligmasinin ilk asamasinda gida ortami olarak ele alinan seyreltilmis yagl ve yagsiz
stit ornekleri ile PSMP’lerin etkilesimi sonucu partikiil morfolojisi incelenmistir. Bu
amagcla, etkilesim sonras1 PSMP’ler serbest siit ortamindan ayrildiktan sonra, partikiillerin
ESEM (Sekil 4.3) ve TEM (Sekil 4.4) goriintiileri alinmigtir. Partikiillere ait ESEM
goriintiileri incelendiginde, hem yagh siit 6rnegi ile (Sekil 4.3A), hem de yagsiz siit ile
(Sekil 4.3B) etkilestirilmis partikiillerin agregasyon egilimine girmedigi goriilmektedir.
Bunun yam sira, siit matrisleri ile inkiibasyon sonrasi partikiillerde korona yapisinin
olustugu, ancak bu yapinin partikiil yiizeyini tamamen kaplayan bir katman yerine,
partikiil yilizeyinin bir kismiyla etkilesen yapilar oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.3A, Sekil
4.3B).

Partikiillere ait TEM goriintiileri, yag globiillerinin girisim yapmasi nedeniyle, sadece
yagsiz siit ile etkilestirilen PSMP’ler i¢in alimmustir. Bu goriintiiler incelendiginde de gida
matrisi ile etkilesime girmeyen partikiiller piiriizsiiz bir yilizeye sahipken (Sekil 4.4A), siit
ornegi ile etkilesen partikiillerin yiizeyinde olusan korona yapist dikkat ¢ekmektedir
(Sekil 4.4B). Burada da partikiil yiizeyi makromolekiillerle tamamen kaplanmamus,

yiizeyin bir kisminda korona yapisi olusmustur.
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Sekil 4.3. PSMP’lerin A) yagh siit 6oregi ve B) yagsiz siit 6rnegi ile etkilestirildikten

sonra elde edilen 1000x (soldaki) ve 80000x (sagdaki) biiylitme degerlerindeki
ESEM goriintiileri.
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Sekil 4.4. PSMP’lerin A) siit 6rnegi ile etkilestirilmeden ve B) yagsiz siit ile

etkilestirildikten sonra elde edilen TEM goriintiileri.

Tez ¢alismasi kapsaminda, bir sonraki asamada PSMP’lerin gida matrisi ile etkilestikten
sonra hidrodinamik c¢aplar1 ve yiizey net yiiklerinde meydana gelen degisim ile
incelenmistir. Cizelge 4.2.’de partikiillerin inkiibasyon 6ncesi ve farkli gida matrisleri ile
etkilesim sonrasi ortalama hidrodinamik ¢ap ve -potansiyel degerleri gosterilmistir.
Sekil 4.5 ve Sekil 4.6’da sirasiyla yagh siit ve yagsiz siit ornegi ile etkilestirilen
PSMP’lerin DLS spektrumlarindaki degisim verilmistir.
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Sekil 4.5. PSMP (3mg/mL), yagl siit ve yagl siit ile etkilestirilmis PSMP (3mg/mL)

orneklerinin DLS spektrumlari.
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Sekil 4.6. PSMP (3mg/mL), yagsiz siit ve yagsiz siit ile etkilestirilmis PSMP (3mg/mL)

orneklerinin DLS spektrumlari.
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Cizelge 4.2. Yagsiz siit, yagl siit, PSMP (3 mg/mL) ve siit 6rnekleri ile inkiibe edilmis
PSMP’lere (3mg/mL) ait ortalama hidrodinamik c¢ap ve C-potansiyel
degerleri. Farkli biiylik harfler {-potansiyelinde, farkli kiigiik harfler ise

hidrodinamik c¢apta anlamh diizeyde fark oldugunu gostermektedir

(p<0.05).
Ornek C-Potansiyel PDI  Ortalama Hidrodinamik Cap
(mV) (nm)

Yagsiz Siit -26.500+£0.914  0.076 209.3+£6.5

Yagh Siit -31.900 £ 0.681  0.154 299.0 £ 154

PSMP -33.700 £ 1.2304  0.134 1823.0+97.22

Yagsiz Siit - PSMP  -21.700 +£0.434 8 0.125 1909.0 +398.12

Yagh Siit - PSMP -20.600 £ 0.864 B 0.138 1983.0 £ 267.5 2

Hem yagh siit hem de yagsiz siit ile inkiibasyon sonrast PSMP’lerin ortalama
hidrodinamik ¢ap degerlerinde artis goriilse de bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Siit ile etkilestirilen partikiillerin TEM analizlerinde goriinen korona
yapisinin partikiil ylizeyini tamamen kaplamamasi ve yogun olmamasi, hidrodinamik
capta anlamh bir degisimin olmamasina neden olmus olabilir. Ayrica, ortalama
hidrodinamik ¢apta degisim olmamasi, gida matrisi ile etkilesimden sonra da PSMP’lerin

dispers yapilarin1 koruduklarini géstermistir.

Yagli siit, yagsiz siit ve PSMP’ye ait {-potansiyel degerleri incelendiginde, bu degerlerin
birbirine ¢ok yakin oldugu gozlemlenmistir. Ancak siit 6rnekleri ile etkilestirilen
PSMP’lerin net negatif yiikiiniin hem gida matrisinden hem de siit ile etkilestirilmemis
partikiillerden daha az oldugu goriilmekle birlikte, net yiikiin hala negatif oldugu
belirlenmistir. Gida matrisi ile etkilesimden sonra partikiillerin {-potansiyellerindeki bu
degisimin, partikiill yiizeyine baglanan makromolekiillerden kaynaklandigi
disiiniilmektedir. Yagh siit ve yagsiz siit ile etkilestirilmis PSMP’lerin (-

potansiyellerinde anlamli bir farklilik goriilmemistir. Bu nedenle partikiilin (-
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potansiyelini etkileyen nedenin yag globiilleri olmadig1 diisiiniilmektedir. Notral
cozeltilerde B-laktoglobiilinin ve a-laktalbiiminin yiizey yiikii sirastyla -15.0 mV ve -2.0
mV oldugu belirtilmistir [110]. Ayrica pH 6.6’da B-kazein ve as-kazeinin yiikleri
strastyla -15 ve -12 mV olarak belirtilmistir [111]. Siit ile etkilestirilmis PSMP’lerin net
negatif yiikiindeki azalisin korona yapisindaki bu proteinlerden kaynaklanabilecegi

diistiniilmektedir.

4.2.2. Protein Korona Yapisinin Karakterizasyonu

Tez calismas1 kapsaminda, gida matrisi ile etkilesen farkli konsantrasyondaki PSMP’lerin
korona yapisinda yer alan protein miktarlari belirlenmistir. Bu amagla, yaglh ve yagsiz siit
ornekleri ile inkiibe edilen PSMP’ler etkilesim sonrasinda ortamdan ayrilmis ve partikiil
ylizeyine adsorblanan proteinler floreskamin ile isaretlenmistir. Kontrol olarak partikiil
icermeyen siit Orneklerine de ayni islem uygulanmis ve santrifiij sonrasi floreskamin
isaretlemesi gerceklestirilmistir. Yagl siit ile inkiibe edilen partikiillerden elde edilen elde
edilen floresans intensiteleri Sekil 4.7°de, yagsiz siit ile inkiibe edilen partikiillerden elde

edilen floresans intensiteleri ise Sekil 4.8’de verilmistir.

Hem yagl siit hem de yagsiz siit ile inkiibe edilen 6rneklerde PSMP konsantrasyonu
arttikca, floresans yogunlugun arttig1 goriilmiistiir. Bu durum, ortamdaki partikiil miktar1
artttkca  partikiil  yiizeyine baglanan protein miktarin da  artmasindan
kaynaklanmaktadir. Yagsiz siit ile etkilestirilmis 1 ve 3 mg/mL’lik konsantrasyonlardaki
PSMP’ler ile kontrol arasinda anlamli fark var iken, yagh siit ile etkilestirilmis sadece 3
mg/mL’lik konsantrasyondaki PSMP ile kontrol arasinda anlamli fark gézlemlenmistir.
Tan ve ark. [112], yaptiklann caligmada polistiren partikiillerinin emiilsiyondaki yag
damlaciklar ile etkilestigini gostermistir. Yagh siit ile etkilesen PSMP’lerin sadece
yiiksek konsantrasyonda anlamli fark gostermesi partikiillerin siitteki yaglar ile etkilesime

gecerek protein etkilesimini yavaslattigl veya azalttigi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.7. Yagli siit 6rnegi ile etkilestirilen farkli konsantrasyonlardaki PSMP’lerin bagil
floresans intensiteleri. Farkli harfler p<0.05 anlamlilik diizeyinde istatistiksel

olarak anlamli farklilig1 belirtmektedir.
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Sekil 4.8. Yagsiz siit ile etkilestirilen farkli konsantrasyonlardaki PSMP’lerin bagil
floresans intensiteleri. Farkli harfler p<0.05 anlamlilik diizeyinde istatistiksel

olarak anlaml farklilig1 belirtmektedir.
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PSMP’lerin korona yapilarindaki proteinlerin tanimlanmasi icin SDS-PAGE analizi
uygulanmistir. Bu dogrultuda, siit ornekleri ile etkilestirilmis PSMP &rneklerinden
inkiibasyon sonrasi santrifiij ile pelletler elde edilmistir. Elde edilen pelletler 6rnek
yiikleme tamponu ile 50 kat derisik olacak sekilde ¢ozdiiriilmiis sonra 90 °C’de 5 dakika
denatiire edilmistir. Denatiire edilen 6rnekler jel kuyucuklarina yiiklenip 20 mA sabit
akimda yiiriitilmistiir. Sekil 4.9°de yagl siit ile etkilestirilen PSMP’lere, Sekil 4.10°de
ise yagsiz siit ile etkilestirilen PSMP’lere ait elektroforegramlar verilmistir. Elde edilen
elektroforegramlarda PSMP konsantrasyonu yiikseldikce protein bantlarinin yogunlastigi
gozlemlenmistir. PSMP’lerin korona yapisinda a-kazein ve -kazein fragmentlerine ait
bantlarin baskin oldugu goriilmekle birlikte k-kazein bandi tespit edilememistir. Bu
durumun, bazi plastiklerde oldugu gibi polistirenin apolar olmasindan dolay1 [113] gérece
daha hidrofobik kazein fragmentleri ile etkilesime girmesinden kaynaklandig:
disiiniilmektedir. Ayrica Tan ve ark. [112], yaptiklar1 bir calismada polistiren
partikiillerin diger bir¢ok plastige gore daha hidrofobik oldugunu gdstermistir. Ortamda
yiiksek konsantrasyonda partikiil bulundugu durumda, partikiil yiizeyine baglanan (-
laktoglobiiline ait bantlar da goriinlir hale gelmektedir. Bunun nedeni floreskamin
sonuglarinda gosterilmis olan partikiil konsantrasyonu arttikca bagladigi protein
miktarinin artmasina bagli olarak, siit 6rnegi ile etkilestirilen yiiksek konsantrasyonlu
partikiillerin SDS-PAGE seridinde B-laktoglobiilin bandinin tespit sinirin1 gectigi
diistiniilmektedir. Ayrica siit yiliksek sicakliklarda 1sitildig1 zaman B-laktoglobiilin ile bazi
kazein fraksiyonlarmin disiilfit kopriileri ile etkilestigi bilinmektedir [114]. B-
laktoglobiilin bandinin gériilmesinin bir diger nedeni ise bu etkilesim sayesinde partikiile
adsorblanan kazein ile gelmis olabilecegi disliniilmektedir. Ayrica, yiiksek
konsantrasyonda PSMP igeren orneklerde, yaklasik 20 kDA biiyiikliigiinde yagl ve
yagsiz siit 0rneklerinde olmayan protein bandi gézlemlenmistir.  Bu bandin protein-
partikiil etkilesiminin sebep oldugu bir protein fragmenti olabilecegi diistiniilmektedir.
Literatiirde mikroplastiklerin protein fragmentasyonuna neden oldugunu gdsteren bir
calismaya rastlanmamistir. Bu nedenle, elde edilen bu sonucun ileri g¢aligmalarla
incelenmesi hedeflenmistir. Ayrica yagh ve yagsiz siitler ile etkilestirilen partikiiller

arasinda farkli bir proteine rastlanmamistir. Bu nedenle protein partikiil etkilesiminde
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etkilesen protein c¢esitliliginde yagin bir etkisi olmadigr disiiniilmektedir.
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Sekil 4.9. Yagl siit ile etkilesen PSMP’lerin SDS-PAGE elektroforegrami. 1: Belirteg; 2:
66 kat seyreltilmis Yagh siit 6rnegi; 3: Yagl siit 6rnegi (pellet); 4: Yagh siit
ornegi + 0.25 mg/mL PSMP; 5: Yagl siit 6rnegi + 1 mg/mL PSMP; 6: Yagh
siit 6rnegi + 3 mg/mL PSMP.
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Sekil 4.10. Yagsiz siit ile etkilesen PSMP’lerin SDS-PAGE elektroforegramai. 1: Belirteg;
2: 66 kat seyreltilmis Yagsiz siit 6rnegi; 3: Yagsiz Siit Ornegi (pellet); 4:
Yagsiz siit 6rnegi + 0.25 mg/mL PSMP; 5: Yagsiz siit 6rnegi + 1 mg/mL
PSMP; 6: Yagsiz siit 6rnegi + 3 mg/mL PSMP.

4.3. In-vitro Sindirim Simiilasyonu

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, gida ortami ile alinan PSMP’lerin ve gida ortami ile
olusturdugu protein korona yapisinin gastrointestinal sistemdeki degisimini incelemek
icin in-vitro sindirim simiilasyonu uygulanmistir. Bu amagla farkli konsantrasyonlardaki
(0.25, 1 ve 3 mg/mL) PSMP’ler ve bu partikiillerin yagl ve yagsiz siit 6rnekleri ile
etkilestirilmis halleri 37 °C’de sirasiyla 5 dk SSF, 120 dk SGF ve en son 120 dk SIF ile
inkiibe edilmistir. Her bir sindirim sivisi ile inkiibasyon sonrasinda drnekler alinmis ve
partikiilleri ve korona yapisini ortamdan aymrmak i¢in santrifiij ve yikama islemleri
uygulanmistir.  Bu uygulama sonunda, partikiillerin agregasyon durumlari, ylizey

morfolojileri ve protein korona yapilarindaki degisiklikler incelenmistir.

31



4.3.1. In-vitro Sindirim Simiilasyonunun Partikiil Ozellikleri Uzerine Etkisi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda in-vitro sindirim simiilasyonunun iki farkli gida matrisi ile
inkiibe edilmis ve edilmemis PSMP’lerin morfolojik &zelliklerine etkisini incelemek
amaci ile ESEM ve TEM analizleri gerceklestirilmistir. Partikiillerin, sindirim
simiilasyonunun ilk asamasi olan agiz simiilasyonu sonrasi elde edilen ESEM goriintiileri
Sekil 4.11.’de verilmistir. SSF ortaminda tiim partikiillerde agregasyon goriilmekle
birlikte, ozellikle yagh siit ve yagsiz siit ile sindirime ugrayan partikiillerdeki
agregasyonun daha yiiksek oldugu goézlemlenmistir. Literatiirde yapilan c¢aligmalarda
ortamdaki iyonlarin, &zellikle divalent katyonlarm polistiren partikiillerinin
agregasyonunda etkili oldugunu belirtmistir [43, 109]. Siit serumunda monovalent ve
divalent katyonlarin oldugu da bilinmektedir [114]. Sindirim sivisindaki katyonlarin
disinda siit ortaminda bulunan 6zellikle divalent katyonlarinda ortama eklenmesi ile daha
fazla ortamda katyon bulunmasi sonucu yagh ve yagsiz siit ile etkilestirilen 6rneklerde
daha fazla agregasyon oldugu diisiiniilmektedir. Ayni Orneklere ait TEM goriintiileri
incelendiginde ise (Sekil 4.12.), gida matrisi ile etkilestirilmis PSMP’lerde partikiillerin
etrafinda bulutsu yap1 goziikmektedir. Bu bulutsu yapmin korona yapisi oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica, gida matrisi ile etkilestirilmemis PSMP’lerde bile agiz
simiilasyonu sonrasinda partikiil yiizeyindeki korona yapis1 dikkat ¢ekmektedir. Stock ve
ark. [41], yaptiklar1 bir ¢alismada farkli mikroplastiklere sindirim simiilasyonu uygulamis
ve sindirimin ilk agsamasi olan agiz simiilasyonundan sonra partikiillerin etrafinda korona
yapist gozlemledigini belirtmistir. Bu durum SSF sonrast PSMP’lerin etrafinda korona
yapis1 oldugunu desteklemektedir. Ancak, gida matrisi ile etkilestirilen partikiillerde bu
korona yapisinin ¢ok daha kalin oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni hem simiilasyon
ortaminda bulunan biyomolekiillerin hem de siit 6rneklerinden gelen biyomolekiillerin
korona yapismna katildigi diisiiniilmektedir. Ayrica, gida matrisi ile etkilestirilen
partikiillerde ortamdaki biyomolekiil miktarinin daha fazla olmasi bu korona yapisinin

daha kalin olmasinda bir etken oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.11. Sindirim simiilasyonunun SSF asamasi sonrast A) d-PSMP, B) yagh siit
ortaminda d-PSMP ve C) yagsiz siit ortaminda d-PSMP’lere ait 1000x
biiylitme degeri (iisteki) ve 40000x biiylitme degerindeki (alttaki) ESEM

goriintiileri.

————— 500 nm —————— 500 nm

Sekil 4.12. Sindirim simiilasyonunun SSF agamas1 sonrasi A) d-PSMP ve B) yagsiz siit
ortamindaki d-PSMP’lere ait TEM goriintiileri.
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SGF sonras1 d-PSMP’lerin ESEM goriintiileri Sekil 4.13.’de TEM goriintiileri Sekil
4.14.da gosterilmistir. Siit 6rnekleri ile etkilestirilmis PSMP 6rneklerinin iginde agrege
yapilar oldugu gézlemlenmistir. Bu durumun, agiz ortaminda oldugu gibi, siit ile ortama
dahil olan katyonlarin yaninda, SGF’de bulunan katyonlardan da kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Lu ve ark. [109], yaptiklar1 bir ¢alismada pH 3’tin altinda polistiren
partikiillerinin hidrodinamik caplarinda artis meydana geldigini gostermislerdir. Bu
durum mide ortaminda goriilen agregasyonu desteklemektedir. Ma ve ark. [115]
yaptiklar bir ¢alismada, altin nanopartikiillerin yiizeyindeki protein korona yapisinin
enzimatik olarak bozuldugunu gostermistir. Ayrica bu bozulmanin ardindan partikiillerin
stabilitesinin bozuldugu ve agregasyon gozlemlendigi belirtilmistir. Ayrica TEM
goriintlilerinde yagsiz siit ile etkilestirilmis partikiiliin etrafindaki bulutsu yapinin azaldigi
gozlemlenmistir. Bu azalmanin nedeninin, bulutsu yapidaki biiyiik proteinlerin SGF
icindeki pepsin enzimleri tarafindan pargalanmasi oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, siit
ile etkilestirilmemis partikiillerde goziiken ince bulutsu yapi, sindirim sivisindaki enzim
ve BSA gibi biyomolekiillerden kaynaklanmis olabilir. Benzer sekilde, Stock ve ark. [41],
mikroplastiklerle ilgili yaptiklarn bir c¢alismada, Ozellikle polistiren olmak {izere
mikroplastiklerin sindirim simiilasyonu siiresince sindirim sivisindaki organik maddeler

ile korona yapisi olusturdugunu belirtmistir.
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Sekil 4.13. Sindirim simiilasyonunun SGF agsamas1 sonrast A) d-PSMP, B) yagh siit
ortamimnda d-PSMP ve C) yagsiz siit ortaminda d-PSMP’lere ait 1000x
biiyiitme degeri (listteki) ve 40000x biiyiitme degerindeki (alttaki) ESEM

goriintiileri.

| — L1111

500 nm

Sekil 4.14. Sindirim simiilasyonunun SGF agamas1 sonrasi A) d-PSMP ve B) yagsiz siit
ortamindaki d-PSMP’lere ait TEM goriintiileri.
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SIF sonras1t d-PSMP’lerin ESEM goriintiileri Sekil 4.15°de TEM goriintiileri ise Sekil
4.16’da verilmistir. SIF sonrasi siit ile etkilestirilen partikiillerin ESEM goriintiilerinde
stit ile etkilestirilmeyen partikiile gore daha fazla agrege olmus yapr goziikmektedir.
Ancak bu durum SGF ve SSF gorildigi kadar belirgin degildir. Yani siit ile
etkilestirilmis partikiillerin agregasyonun SIF ortaminda bozuldugu goriilmiistiir. Lu ve
ark. [109], yaptiklar1 calismada pH 3’iin altinda polistiren partikiillerinin hidrodinamik
caplarmin arttigin1 ancak pH 3 ve pH 8 arasinda hidrodinamik g¢apta bir degisim
olmadigin1 géstermistir. Bu durumun, ¢alismamizda mide simiilasyonu sonrasi bagirsak
simiilasyonunda pH’1n tekrardan pH 3’iin lizerine ¢ikmasi ile agregasyonun bozuldugunu
destekledigi diisiiniilmektedir. TEM goriintiilerinde partikiil etrafindaki bulutsu yapilarin
incelmekle birlikte hala var oldugu géziikkmektedir. Bunun nedeninin, SGF’den sonra SIF
icindeki pankreatik enzimlerin de protein-peptit parcalanmasima devam etmesi oldugu

diistintilmektedir.

Sekil 4.15. Sindirim simiilasyonunun SIF asamasi sonrasi A) d-PSMP, B) yaglh siit
ortaminda d-PSMP ve C) yagsiz siit ortaminda d-PSMP’lere ait 1000x
biiylitme degeri (istteki) ve 40000x biiylitme degerindeki (alttaki) ESEM

goriintiileri.
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Sekil 4.16. Sindirim simiilasyonunun SIF asamas1 sonras1 A) d-PSMP ve B) yagsiz siit
ortamindaki d-PSMP’lere ait TEM goriintiileri.

Gida matrisi ile etkilestirilmeyen ve etkilestirilen PSMP’lerin in-vitro sindirim
simiilasyonu sonunda hidrodinamik ¢aplar1 ve {-potansiyelleri Cizelge 4.3°te verilmistir.
Sindirim simiilasyonu sonunda siit ile etkilestirilmemis partikiillerin C-potansiyeli
sindirim  Oncesindeki partikiillerin (-potansiyeline gore anlamli  bir farklilik
gostermektedir. Bu durumun, siit ile etkilestirilmis d-PSMP 6rneklerinin korona yapisinin
stit ile etkilestirilmemis d-PSMP &rneklerinin korona yapisindan farkli olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Bunun nedeni siit ile etkilestirilmeyen partikiillerin siit
ile etkilestirilen partikiillere gore daha ¢ok veya tamamen sindirim sivisindaki enzimler
ve BSA gibi bagka biyomolekiiller ile etkilesime girmis olabilecegi fikridir. Daha 6nce
Polistiren partikiillerinin BSA ile protein korona yapisi olusturdugu belirtilmistir [43, 72].
Literatiirde yapilan g¢aligmalarda BSA’nin [43, 72] ve sindirim enzimlerinin [42]
polistiren partikiilleri ile etkilesiminin polistiren partikiillerinin negatif net yiikiinii
azalttigini gostermistir. Ayrica BSA ve tripsin ile etkilesen partikiillerin net negatif
yiikleri sirastyla yaklasik -19.6 [72], -17 [42] mV oldugu belirtilmistir. Bu durum protein
korona yapisindaki protein igeriginin farkli olmasi hipotezimizi desteklemektedir. Yagl
siit ile inkiibe edilmis d-PSMP, yagsiz siit ile inkiibe edilmis d-PSMP ve tek bagma d-
PSMP orneklerine ait DLS spektrumlari Sekil 4.17.de gosterilmistir. Sindirim
simiilasyonu sonunda d-PSMP ve siit ile etkilestirilmis d-PSMP’lerin hidrodinamik

caplan arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi goézlemlenmistir. DLS
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spektrumlarina ve hidrodinamik cap sonuclarma goére d-PSMP 6rneklerinde bir
agregasyon gozilkkmemektedir. Ancak, siit ile etkilestirilmis d-PSMP 6rneklerinin ESEM
gorlintlilerinde  agregasyon yapilarinin  var oldugu goziikmektedir. ESEM
goriintlilerindeki agrege yapilan biitiin partikiillerde goriilmedigi i¢in DLS sonuglarinda
bu agregasyonun goriilmedigi diistiniilmektedir. Ayrica siit ile etkilestirilmis d-
PSMP’lerin PDI degerlerinin yiliksek c¢ikmast bu durumu destekler niteliktedir.
Literatiirdeki bazi1 ¢caligmalar pH 2 ile pH 8 arasinda, pH arttikca polistiren partikiillerin
{-potansiyelinin negatif yonde arttigini (net negatif yiikiinlin) gdstermektedir [108, 109].
Sindirim simiilasyonu sonunda d-PSMP 6rneklerinin {-potansiyelleri arasinda anlaml1 bir
fark olmadig1 gozlemlenmistir. Ayrica, siit ile etkilestirilmis d-PSMP 6rneklerinin C-
potansiyeli ile sindirim 6ncesindeki siit ile etkilestirilmemis partikiillerin {-potansiyeline
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmadig1 gozlemlenmistir. Ancak, sindirim
simiilasyonu sonunda siit ile etkilestirilmemis partikiillerin {-potansiyelleri sindirim
Oncesi siit ile etkilestirilmemis partikiillerin (-potansiyelinden anlamli derecede farkl
cikmistir. Bunun nedeni siit ile etkilestirilmemis d-PSMP 6rneklerinin protein korona
yapist siit ile etkilestirilmis d-PSMP 6rneklerinin protein korona yapisindaki bagladiklar

farkl proteinlerden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Cizelge 4.3. Sindirim simiilasyonu sonunda alinan d-PSMP ve yagli ve yagsiz siit ile
etkilestirilmis d-PSMP’lerin ortalama ¢ap, PDI ve (-potansiyel (mV)
degerleri. Farkli biiylik harfler {-potansiyelinde, farkli kiiciik harfler ise

hidrodinamik ¢apta anlamli diizeyde fark oldugunu gostermektedir

(p<0.05).
Ornek C-Potansiyel  PDI Ortalama Hidrodinamik Cap
(mV) (nm)
A a
PSMP 3 mg/mlL -33.7+1.230 0134 1823.0+97.2
B a
d-PSMP 3 mg/mL -17.8 £0.656 0.160 1908.0 + 301.7
AB a
Yagh Siit - d-PSMP -25.1 £ 8.490 0483 1806.0 + 240.3
AB a
Yagsiz Siit — d-PSMP -26.0 £ 9.230 0359 1815.0 + 136.1
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Sekil 4.17. Sindirim simiilasyonu sonunda elde edilen yagl siit ve yagsiz siit ile inkiibe

edilmis d-PSMP, d-PSMP, PSMP (3 mg/mL) 6rneklerinin DLS spektrumu.

4.3.2. In-vitro Sindirim Simiilasyonu Sonrasi Protein Korona Yapisinin
Karakterizasyonu

Bu calisma kapsaminda in-vitro sindirim simiilasyonunun partikiil etrafindaki protein
korona yapisina etkisinin incelenmesi amacglanmistir. Bunun i¢in 6ncelikle, gida matrisi
ile etkilesen farkli konsantrasyondaki PSMP’lerin sindirim simiilasyonu boyunca korona
yapisinda yer alan protein miktarlar1 belirlenmistir. Bu amagcla, yagh ve yagsiz siit
ortaminda bulunan PSMP’ler sindirim simiilasyonuna tabi tutulmus ve her bir sindirim
ortamindan alman orneklerdeki partikiiller ortamdan ayrilarak, partikiil yiizeyine
adsorblanan proteinler floreskamin ile isaretlenmistir. Kontrol olarak tek basina
PSMP’lere de aym islem uygulanmis ve santrifiij sonrasi floreskamin isaretlemesi
gergeklestirilmistir. Sindirime ugramis tek basina PSMP’lerden elde edilen elde edilen
floresans intensiteleri Sekil 4.17.’de, yagh siit ile inkiibe edilen partikiillerden sindirim
sonrasi elde edilen elde edilen floresans intensiteleri Sekil 4.18.’de ve yagsiz siit ile
inkiibe edilen partikiillerden elde edilen floresans intensiteleri ise Sekil 4.19.°da

verilmistir.
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d-PSMP’ler konsantrasyon arttikca floresans yogunlugunun arttig1 goriilmektedir. Bunun
nedeni sindirim s1visi igindeki enzimler ve proteinlerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir.
Sekil 4.18. ve Sekil 4.19.’de sirsiyla yagl ve yagsiz siit ortamlarinda inkiibe olduktan
sonra sindirim simiilasyonu uygulanmig farkli konsantrasyonlardaki d-PSMP’lerin
floresans intensiteleri gosterilmistir.

Siit ile inkiibe edilmemis d-PSMP’lerinin floreskamin sonuclar1 gdstermektedir ki
partikiil konsantrasyonu ile floresans intensiteleri arasinda pozitif korelasyon
goziikmektedir. Partikiil gida matrisi etkilesiminde buldugumuz sonuglar bu sonucu
desteklemektedir. Ayrica, siit ile inkiibe edilmemis d-PSMP o6rneklerinin floresans
intensiteleri sindirim simiilasyonu boyunca arttig1 gézlemlenmistir. Bunun nedeninin her
bir sindirim ortaminda biyomolekiil miktarmin artmasi oldugu diisiiniilmiistiir. Wang ve
ark. [42], yaptiklart calismada a-amilaz, pepsin ve tripsin gibi sindirim enzimlerinin
polistiren partikiiller ile protein korona yapisi olusturdugu belirtilmistir. Ayrica,
literatiirde yapilan ¢aligmalar, polistiren partikiillerinin BSA ile protein korona yapisi

olusturdugunu belirtmistir [43, 72].

Yagl siit ile etkilestirilmis d-PSMP’lerin floreskamin sonuglarinda SSF ve SGF sivisi
kendi icinde incelendiginde partikiil konsantrasyonu arttikca floresans yogunlugunun
arttig1 gézlemlenmistir. Ancak SIF sivisinda partikiil konsantrasyonu artmasi ile floresans
intensiteleri istatistiksel olarak anlamli derecede artmamistir. Ayrica, tiim partikiil
konsantrasyonlarinda agiz ortamindan mide ortamina gegildik¢e protein korona yapisinin
arttig1 gézlemlenmektedir. Ancak mide ortamindan bagirsak ortamina gegildikce protein
koronada dramatik bir diisiis gozlemlenmistir. Bu durumun nedeni, mide simiilasyonunda
pargalanan proteinlerin, bagirsak simiilasyonunda pankreatik enzimler ile kiiciik
peptidlere pargalanmasi sayesinde protein koronanin inceldiginden kaynaklandig:
disiiniilmektedir [115]. Yagsiz siit ile etkilestirilmis d-PSMP 6rneklerinin floresans
intensite sonuglart yagh siit ile etkilestirilmis d-PSMP 6rnekleri ile ayni trendde oldugu

goriilmiistiir.
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Sekil 4.17. Farkl konsantrasyonlardaki d-PSMP 6rneklerinin her bir sindirim sivisindan
sonra alinan pelletlerin bagil floresans intensiteleri gosterilmistir. Farkli
biiylik harfler SSF, kii¢iik harfler SGF ve *’l1 harfler SIF i¢inde istatistiksel
olarak anlamli farklilig1 belirtmektedir (p<0.05)
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Sekil 4.18. Yagli siit ile inkiibe edilmis farkli konsantrasyonlardaki d-PSMP 6rneklerinin

her bir sindirim sivisindan sonra alinan pelletlerin bagil floresans intensiteleri
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gosterilmistir. Farkli bityiik harfler SSF, kiiciik harfler SGF ve *’11 harfler SIF
icinde istatistiksel olarak anlamli farklilig1 belirtmektedir (p<0.05)
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Sekil 4.19. Yagsiz siit ile inkiibe edilmis farkli konsantrasyonlardaki d-PSMP
orneklerinin her bir sindirim sivisindan sonra alinan pelletlerin bagil
floresans intensiteleri gosterilmistir. Farkli biliyiik harfler SSF, kiiciik harfler
SGF ve *Ii harfler SIF icinde istatistiksel olarak anlamli farklilig
belirtmektedir (p<0.05)

Sindirim simiilasyonunun her bir asamasinda PSMP’lerin korona yapilarindaki
proteinlerin tanimlanmasi i¢cin SDS-PAGE analizi uygulanmistir. Bu dogrultuda, 3.00
mg/mL konsantrasyonundaki PSMP ve siit ile inkiibe edilmis PSMP’lere sindirim
simiilasyonu uygulanmistir. Bu amagla partikiiller veya siit partikiil karigimi inkiibasyon
sonrast 37 °C’de sirasiyla 5 dakika SSF ile 120 dakika SGF ile ve son olarak 120 dk SIF
ile inkiibe edilmistir. Sindirim simiilasyonu boyunca her bir sindirim sivis1 sonrasinda
ormekler alinmig ve partikiillerin ve protein korona yapilarinin ortamdan santrifiij ile
ayristirllmigtir. SSF, SGF ve SIF sivilarindan sonra elde edilen pellet 6rnekleri 6rnek
yiikleme tamponu ile sirasiyla 100, 200 ve 400 kat derisik olacak sekilde ¢ozdiiriilmiistiir.
Ardindan deristiren 6rnekler 90 °C’de 5 dakika boyunca denatiire edilmis ve kuyulara

yiiklenip jeller 20 mA sabit akimda yiiriitiilmiistiir. Sekil 4.20.’de SSF ile muamele
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sonrasinda PSMP’lere, Sekil 4.21.’de SGF ile muamele sonrasinda ve Sekil 4.22.’de SIF

ile muamele sonrasinda PSMP’lere ait elekroforegramlar verilmistir.
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Sekil 4.20. Sindirim simiilasyonunda SSF ile muamele sonrasi siit 6rnekleri, d-PSMP ve
siit ornekleri ile etkilestirilmis d-PSMP o6rneklerine ait elektroforegrami.
1:Belirteg; 2:SSF; 3: SSF + d-PSMP; 4: SSF + yagsiz siit etkilestirilmis d-
PSMP 5: SSF + yagli siit ile etkilestirilmis PSMP; 6: SSF + 10 kat seyreltilmis
yagsiz siit ; 7: SSF + 10 kat seyreltilmis yagl siit .
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Sekil 4.21. Sindirim simiilasyonunda SGF ile muamele sonrasi siit 6rnekleri, d-PSMP ve
stit ornekleri ile etkilestirilmis d-PSMP 6rneklerine ait elektroforegrami. 1:
Belirteg; 2: SGF; 3: SGF + d-PSMP; 4: SGF + yagsiz siit ile etkilestirilmis d-
PSMP 5: SGF + yagh siit ile etkilestirilmis d-PSMP; 6: SGF + 10 kat
seyreltilmis yagsiz siit; 7: SGF + 10 kat seyreltilmis yagli siit.
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Sekil 4.22. Sindirim simiilasyonunda SIF ile muamele sonrasi siit 6rnekleri, d-PSMP ve
siit ornekleri ile etkilestirilmis d-PSMP 6rneklerine ait elektroforegrami. 1:
Belirteg; 2:SIF; 3: SIF + d-PSMP; 4: SIF + yagsiz siit etkilestirilmis d-PSMP
5: SIF + yagl siit ile etkilestirilmis d-PSMP; 6: SIF + 10 kat seyreltilmig
yagsiz siit; 7: SIF + 10 kat seyreltilmig yagl siit.

Siit 6rnekleri ile etkilestirilmemis d-PSMP 6rneginin agiz simiilasyonu sonrasi protein
korona yapisi incelendiginde sindirim sivisinda bulunan o-amilazin protein korona
yapisinda oldugu gozlemlenmistir. Siit 6rnekleri ile etkilestirilen d-PSMP 6rneklerinin
agliz simiilasyonu sonrasi protein korona yapilari incelendiginde, siit proteinlerini
bagladig1 gézlemlenmistir. Bunlar disinda sindirim ortamindan gelen a-amilaz enzimini
ve BSA’nin korona yapisinda oldugu gozlemlenmistir. d-PSMP o6rneklerinin mide
simiilasyonu sonrasi protein korona yapilar incelendiginde artik siit protein bantlar
gboziikmemekte ve pepsin bandi goziikmektedir. Bunun nedeni SGF igindeki pepsin
enziminin siit proteinlerini kiiciik molekiil agirlikli peptidlere parcalamasindan
kaynaklandig diistintilmektedir [115]. Mide simiilasyonu sonrasi siit ile etkilestirilen d-
PSMP o6rneklerinde pepsin bandi gézlemlenmisken siit ile etkilestirilmeyen d-PSMP

orneklerinde pepsin bandi gozlemlenmemistir. Bunun nedeni siit ile etkilestirilmemis d-
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PSMP’lerinde ortamda baska protein olmadigi igin pepsinin kendini parcalamig
olabilecegi diisiinlilmiistiir. Bagirsak simiilasyonu sonras1 hem siit ile etkilestirilmis hem
de siit ile etkilestirilmemis d-PSMP 6rneklerinde protein bandina rastlanmamaigtir. Bunun
nedeni simiilasyon sonunda sindirim enzimlerinin proteinleri pargaladigi ve kalan korona
yapisinin kii¢iik peptidlerden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Martin-Hernandez ve ark.
[116] yapmis olduklar1 ¢alismada, silikon dioksit nanopartikiilleri ile etkilestirilmis farkl
gida proteinleri sindirim simiilasyonu boyunca incelenmis ve sindirim simiilasyonu
sonunda silikon dioksit nanopartikiillerinin korona yapisinda gida Orneklerine ait
proteinlere rastlanmamistir. Bu durum sindirim sonunda gida proteinleri gormedigimizi
destekledigi diisiiniilmektedir. Ayrica, Wang ve ark. [42] yaptiklan ¢alismada sindirim
enzimleri ile polistiren partikiillerinin korona yapist olusturdugunu belirtmesi,
calismamizda sindirim boyunca partikiillerin a-amilaz ve pepsin gibi sindirim enzimlerini

protein korona yapisinda gérmemizi desteklemektedir.

Sindirim simiilasyonu sonuglarina gore siitler ile etkilestirilmemis d-PSMP 6rneklerinde
sindirim sonunda floresans yogunlugu arttig1 gézlemlenmektedir. Bunun nedeni olarak
sindirim sivilarindaki protein ve enzim gibi biyomolekiillerin partikiiller ile korona yap1
olusturdugu diisiintilmektedir. Stock ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada farkli
mikroplastiklere in-vitro sindirim uygulanmis ancak aralarindan en c¢ok polistiren
mikroplastiginde organik bilesenler ile korona yapisi oldugu ve capmnin arttigi
gozlemlendigi belirtilmistir [41]. Ayrica, Wang ve ark. [42], yaptiklari ¢alismada sindirim
enzimleri olan a-amilaz, pepsin ve tripsinin polistiren partikiilleri ile etkileserek protein
korona yapist olusturdugunu gostermistir. Bu durumlar, ¢alismamizda buldugumuz
sonucu desteklemektedir. Ancak siit ile etkilesmis partikiillerde sindirim sonunda
floresans yogunlugunun azaldigi gézlemlenmistir. Bunun nedeni siit ile etkilestirilen
partikiillerin hali hazirda partikiil etrafinda bir korona yapisinin olusturdugu ve sindirim
sliresince pepsin ve a-amilaz gibi enzimlerin korona yapisinda bulunmasina ragmen bu
korona yapisinin sindirim sonunda parcalandigi ve azaldig1 diisiiniilmektedir. Bagirsak
simiilasyonu sonrasi d-PSMP’lerde floreskamin sonuglarina gore floresans intensite
tespit edilmesine ragmen jel goriintiilerinde bantlar goziikmemektedir. Bu floresans
intensiteye, jelin en altinda gdziiken veya jelden kagmis olan kiiciik molekiil agirlikli

peptitlerin neden oldugu diisiiniilmektedir.
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4.4. In-vitro Toksisite

Bu tez calismasinin son agamasi olarak gida matrisleri ile inkiibasyon sonrasi sindirim
simiilasyonu uygulanmis ve gida ile inkiibe edilmeden sindirim simiilasyonu uygulanmig
PSMP’lerin sitotoksisitelerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda, bir bagirsak
hiicresi olan Caco-2 hiicresi kullanilarak partikiillerin hiicre canliligt ve ROS olusumu

tizerine etkileri belirlenmistir.

4.4.1. MTT ile Sitotoksisite Analizi

Gida matrisi varliginin PSMP’lerin toksik 6zellikleri {izerine etkisinin belirlenebilmesi
igin, Caco-2 hiicresi listiinde MTT ile canlilik analizi ger¢eklestirilmistir. Bu amagla yagl
siit ve yagsiz siit ile etkilestirilen ve etkilestirilmeyen partikiillere sindirim simiilasyonu
uygulanmigtir. Daha sonra hazirlanan d-PSMP ornekleri ve sindirim simiilasyonu
uygulanmamis PSMP’ler hiicre ile etkilesecegi son hacimde 2 ve 200 pg/mL olacak
sekilde Caco-2 hiicreleri ile 24 saat inkiibe edilmis ve MTT analizi uygulanmistir. Kontrol
olarak sindirilmemis PSMP’lerde su, d-PSMP’lerde ise sindirim sivisi kullanilmistir.
Sekil 4.23.’da PSMP’lerin, Sekil 4.24.’te d-PSMP’lerin ise hiicre canlilig1 {izerine etkisi
gosterilmistir. Analizler sonucunda sindirime ugramamis partikiillerin hiicre canlilig1
iizerinde etkisi olmadig1 goriilmiistiir. Literatiirde Caco-2 hiicreleri iizerinde farkli
polistiren mikroplastikleri ile yapilan sitotoksisite caligmalarinda partikiillerin hiicre
canlilig1 iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisi olmadigini belirtmistir [37, 117].
Ancak diger yandan Stock ve ark. [118], farkli ¢aptaki polistiren mikroplastikleri ile ilgili
yaptiklar calismada yiiksek dozda 1 pm polistiren mikroplastiklerinin hiicre canliligin
istatistiksel olarak anlamli olarak diisiirdiiglinii oldugunu gostermistir. Benzer sekilde,
gida matrisinin varliginda da partikiillerin toksisitesinde anlamli bir degisim
goriilmemistir. Sindirime ugramis partikiillerde de durum degismemis, ortamda gida
matrisinin varliginda ve yoklugunda hiicre canliliginda 6nemli bir degisim goriilmemistir.
Wu ve ark. [117] 5 um polistiren mikroplastiklerinin Caco-2 hiicreleri iizerine
sitotoksisitesi ve transkrpitomik profili incelenmis. 107'-10® mg/mL konsantrasyon
araliginda 24 ve 48 saatlik maruziyet sonucu hiicre canliliginin azaldigini ancak anlamli
derecede degismedigi belirtilmistir. Literatiirdeki bu sonuglar goéz oniine alindiginda

PSMP’lerin hiicre canliliginda anlamli derecede degisim gozlenmemesi sasirtict degildir.
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Sekil 4.23. PSMP ve yagli ve yagsiz siit ile etkilestirilmis PSMP’lerin kendi kontrollerine
gore % hiicre canliligi. * kendi grubundaki diger 6rneklerden anlamli olarak

farkli oldugunu gostermektedir (p<0.05)
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Sekil 4.24. d-PSMP ve yagh ve yagsiz siit ile etkilestirilmis d-PSMP’lerin kendi
kontrollerine gére % hiicre canliligini gdstermektedir. Ornekler arasinda

anlamli fark bulunamamistir (p<0.05)
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4.4.2. Toplam ROS Ol¢iimii

ROS’lar molekiiler oksijenden tiiretilen molekiiller ve serbest radikallerdir [119] ve
hiicresel metabolizma sirasinda iirettikleri bilinmektedir [120]. ROS’lar mitokondrideki
elektron tagima sistemi ve sitokrom P450 yoluyla metabolizmanin yan iiriinleri olarak
iretildigi gibi [119] inflamatuar yanitin olusumunda rol alan fagosit ve endotel
hiicrelerinde bulunan nikontinamid adenin diniikletid fosfat oksidaz (NADPH oksidaz)
enzimlerinin drettigi [119, 121, 122]. Ancak yiiksek konsantrasyonlar hiicreye zarar
verdikleri bilinmektedir. Zarar vermelerinin nedenlerinden biri proteinler ve lipitler gibi
hiicresel bilesenleri oksitler ve deoksiribo niikleik aside zarar vermesi yaninda [119]
hiicre zarina da zarar verdigi [123] belirtilmistir. d-PSMP ve PSMP’lerin indiikledigi
ROS iiretimi DCFH-DA kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bu amacla, d-PSMP ve PSMP’ler son
hacimde 2 ve 200 pg/mL olarak ayarlanmis ve 24 saat Caco-2 hiicreleri ile inkiibe
edildikten sonra ROS analizi gerceklestirilmistir. Sekil 4.25.de d-PSMP’lerin Sekil
4.26.’de PSMP’lerin ROS seviyeleri yiizde kontrol olarak verilmistir.
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Sekil 4.25. PSMP ve yagh ve yagsiz siit ornekleri ile inkiibe edilmis PSMP’lerin
kontrollerine gore %ROS degerleri. Kendi grubundaki ornekler arasinda

istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmamistir (p<<0.05).
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Sekil 4.26. d-PSMP ve yagh ve yagsiz siit 6rnekleri ile inkiibe edilmis d-PSMP’lerin
kontrollerine gore %ROS degerleri. Kendi grubundaki ornekler arasinda

istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmamistir (p<<0.05).

Siit ile etkilestirilmemis PSMP 6rneklerinde, konsantrasyon arttikea, istatistiksel olarak
anlamli derecede olmasa da, %ROS’un arttig1 gozlemlenmektedir. Wu ve ark. [37]
polistiren nano- ve mikroplasktikler ile ilgili yaptiklarn bir g¢alismada, farkh
konsantrasyonlardaki (1, 10, 40, 80, 200 pg/mL) 5 pm polistiren mikropartikiillerinin
Caco-2 hiicreleri iizerine 12 saatlik maruziyeti incelemislerdir. Bu ¢alisma sonunda,
partikiillerin hiicre canliligini degistirmedigi, ancak 200 pg/mL konsantrasyonundaki
partikiillerin anlamli derecede ROS olusumunu indiikledigi belirtilmistir. PSMP
orneklerinin aksine, siit ile etkilestirilen PSMP ve d-PSMP o&rneklerinde ise artis
gozlemlenmemektedir. Liu ver ark. [74] polistiren partikiilleri ile yaptiklar bir ¢alismada,
yapay sindirim simiilasyonu sonucu partikiillerin etrafinda olusan protein korona
yapisinin partikiillerin indiikledigi hiicre zar1 hasarini azalttigini belirtmistir. Literatiirde
protein korona yapisinin toksik etkileri azalttigr gosterildigi gibi, korona yapisi
gbzlemlenen PSMP ve d-PSMP &rneklerinde ROS artigi olmamasi partikiil etrafindaki

protein korona yapisindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Ozet olarak PSMP’lerin ve siit ile etkilestirilmis PSMP’lerin Caco-2 hiicrelerine iizerinde
24 saatlik maruziyeti sonucu hiicre canliliginda anlamli bir degisim gozlemlenmemistir.
Bu yiizden hiicre canlilig1 agisindan protein koronanin etkisinden s6z etmek anlamli
olmayacaktir. Ancak PSMP’lerin anlaml1 derecede olmasa da kontrollerine gére ROS’ un
arttig1 gézlemlenmektedir. Ancak protein korona bulunan d-PSMP, siit ile etkilestirilmis
PSMP ve d-PSMP 6rneklerinde bu artis gézlemlenmemistir. Bu artisin gozlemlenmeme
nedeni bu partikiillerdeki protein korona yapist oldugu diigiinilmistir. d-PSMP
orneklerinde toksisite ve yiiksek ROS goriilmemesinin nedeni partikiillerin olusturdugu
protein korona yapisi oldugu diisiinlilmektedir. Literatiirdeki ¢aligmalar PSMP’lerin
Caco-2 hiicreleri lizerinde anlamli derecede hiicre canliligini etkilemedigi [37, 117],
ancak ROS iiretimini indiikledigi [37] gosterilmistir. Bunlarin yani sira yapilan baska bir
calismada PSMP’lere yapilan sindirim uygulamasi hiicre hasarini azaltti1 ve nedeninin
protein korona yapisi olarak diisiiniildiigii belirtilmis [74]. Bu durum sonuglardaki d-

PSMP’lerin sitotoksik etki ve ROS’u indiklememesini desteklemektedir.
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5. YORUM

Plastik kirliligi glinimiiziin vazgeg¢ilmez sorunlarindan biridir. Mikro boyutta iiretilmis
olan plastik kirliliginden veya daha biiyiik haldeki atik plasktiklerin par¢alanmasindan
olusan mikroplasktikler giiniimiizde endise verici bir konu haline gelmistir. Mevcut tez
calismast kapsaminda, dogada ve ¢esitli yiyecek ve iceceklerde bulunan
mikroplastiklerden biri olan PSMP’in gercek bir gida ortamu ile etkilesimi; in-vitro
sindirim simiilasyonunun bu etkilesim tizerine etkisi ve sindirim simiilasyonundan sonra
partikiillerin in-vitro toksisiteleri incelenmistir. Bu amagla yagl ve yagsiz siit gida matrisi
olarak secilmistir. Siitiin gida matrisi olarak se¢ilmesinin amaci siit icinde temel gida
bilesenlerinin hepsinin bulunmasi ve HSS-FDA tarafindan ila¢ yararlanimi i¢in 6nerilen
diyetin fizikomikyasal 6zelliklerine benzemesidir. PSMP’lerin ¢esitli biyolojik sivilarda
protein korona yapisi olusturdugu ¢aligmalar literatiirde bulunmaktadir [40-43, 71, 124].
Ancak yapilan literatlir taramasinda PSMP ile gercek bir gida ortami arasindaki
etkilesimini inceleyen bir ¢aligmaya rastlanmamigtir. PSMP’ler ile bagirsak hiicrelerinde
yapilan in-vitro sitotoksikolojik calismalarda PSMP’ler dogrudan hiicre ile etkilesime
gecirilmis [37, 117, 118, 125] veya PSMP’lere Onceden sindirim simiilasyonu
uygulanmig ardindan hiicre ile etkilesime gegirilmistir [74]. Ancak viicuda oral yol ile
alinan mikroplastikler muhtemelen kontamine gida ile alinacak ve sindirilecektir [85, 86,
89, 126]. Ancak bu in-vitro toksisite ¢aligmalart mikroplastiklerin gida ortami ile alindig1
zamandaki toksisitesi hakkinda bilgi vermemektedir. Bu tez ¢calismasinda PSMP’ler gida
ile etkilestirilmis ardindan in-vitro sindirim simiilasyonu uygulanmis ve en sonunda
Caco-2 hiicreleri iizerinde sitotoksik calisma yapilmis ve bu sayede gida ortami ile
sindirilen PSMP’lerin bagirsak hiicresi iizerindeki toksisitesi gergege yakin bir sekilde

incelenmistir.

Calismanin ilk agamasinda, g¢esitli konsantrasyonlarda PSMP’ler ile yagh ve yagsiz siit
ornekleri etkilestirilerek gida matrisi-PSMP etkilesiminin incelenmesi hedeflenmistir. Bu
amagla siit ornekleri ile farkli konsantrasyonlardaki PSMP’ler inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi partikiiller santrifiij edilerek serbest gida ortamindan ayristirilmis ve
tizerindeki korona yapist analiz edilmistir. Partikiiliin morfolojisi ve lizerindeki korona
yapisinin analizi i¢in ESEM ve TEM gibi goriintii analizleri, partikiiliin yiizey yiikii ve
hidrodinamik ¢ap1 i¢in DLS, koronadaki protein miktarinin belirlenmesi i¢in floreskamin

etiketi ile florometrik analiz ve bu proteinlerin belirlenmesi i¢in SDS-PAGE analizleri
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geceklestirilmistir. Bu etkilesim partikiillerin net negatif yiikiinde azalmaya neden olsa
da hidrodinamik caplarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmayip agregasyona
neden olmamistir. Ayrica, siitteki belli proteinlerin PSMP’lerin yiizeyinde protein korona
yapisit olusturdugu gosterilmistir. Bu korona yapisindaki proteinlerin partikiil
konsantrasyonu ile pozitif korelasyon gosterdigi belirlenmistir. Ayrica, korona yapisinda
cogunlukla siitteki o ve B-kazein fraksiyonlarini bagladigi gozlemlenmistir. Literatiirde
polistiren mikro partikiillerinin gesitli proteinlerle beraber proteinleri adsorbladigi ve
protein korona yapisi olusturdugu gosterilmistir [39-43]. Bu tez ¢alismasinda ilk defa
polistiren mikroplastiklerinin gida ortamu ile etkilesimi incelenmis ve gida ortamindaki
gida proteinini absorblayarak protein korona yapisi olusturdugu gosterilmistir.
Literatiirde partikiillerin lipitler ile etkilesime girdigi ve biyolojik ortamda olusan korona
yapisinda yaglarinda bulundugu gosteren ¢aligmalar vardir [112, 127]. Ancak kullanilan
gida ortamindaki yag miktar1 protein baglanmasmi etkileyecek diizeyde olmadigi

gbzlemlenmistir.

Polistiren partikiillerinin oral yol ile sindirim sistemine girmesinin muhtemelen bir gida
araciligl ile olacag: [85] diistiniildiigli i¢in, bu tez ¢caligmasinda ilk kez gida ortamu ile
inkiibe edilmis PSMP’lere in-vitro sindirim simiilasyonu uygulanmis ve sindirim
partikiiller {izerine etkisi incelenmistir. Bu dogrultuda, yagh ve yagsiz siit 6rnekleri ile
inkiibe edilmis PSMP’lere in-vitro sindirim simiilasyonu uygulanmis ve sindirimin
calismanin ilk asamasinda gosterilmis olan protein korona yapisi {izerindeki etkisi
incelenmistir. Bu amagla d-PSMP’leri sirasiyla 37 °C’de 5 dakika boyunca SSF, 120
dakika boyunca SGF ve ardindan 120 dakika boyunca SIF ile inkiibe edilmistir. Ardindan
her simiilasyon sivisi ardindan ornekler alinip analizler yapilmistir. Bu analizler sonucu
stit ile etkilestirilmis d-PSMP’lerin sindirim sivilarindaki biyomolekiiller ile korona
olusturdugu, siit ile etkilestirilmis d-PSMP’lerin yiizeyindeki korona tabakasinin
inceldigi, ancak hala bir korona yapisinin bulundugu gézlemlenmistir. Ayrica SSF ve
SGF sindirim ortamimda bu ortamlarin enzimlerinin de korona da bulundugu
gosterilmistir. Literatlirde yapilan aragtirmalarda daha once polistiren partikiillerinin
sindirim enzimleri ile protein korona yapisi olusturdugu [42] ve partikiillerin in-vitro

sindirim simiilasyonu ile korona yapisi olusturdugu [41] belirtilmistir.

Tez calismasinin son asamasinda, PSMP ve d-PSMP’lerin Caco-2 hiicresi iizerindeki

toksikolojik etkileri incelenmistir. Bu amagla, Caco-2 hiicreleri 24 saat boyunca 2 ve 200
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pg/mL konsantrasyonundaki PSMP ve d-PSMP’ler ile inkiibe edilmistir. Ardindan MTT
analizi ile hiicre canliligi ve DCFH-DA kullanilarak da toplam ROS miktar1 analiz
edilmistir. Bu analizler sonucunda hem diisitk hem de yiiksek konsantrasyonda
PSMP’lerin hiicre canliligit ve ROS olusumu iizerinde onemli bir etkisi olmadig:

gOriilmiistiir.

Mevcut tez calismasi ile bir mikroplastik olan PSMP’lerin karbonhidrat protein yag gibi
tim gida bilesenlerinin bulundugu gergek bir gida ortamu ile etkilesimi incelenmis. Bu
inceleme sonunda PSMP’lerin gida ortaminda protein korona olusturdugu gosterilmistir.
Ayrica bu korona yapisina sindirim simiilasyonunun etkisi arastirilmigtir. Simiilasyon
stiresince protein korona yapisinda degisiklik oldugu ve azaldigi ancak tamamen elimine
edilmedigi belirtilmistir. Son olarak PSMP’lerin Caco-2 hiicreleri iizerinde toksisite
olusturmadiklar1 gosterilmistir. Benzer sekilde gida ortamiyla etkilestirilen PSMP’lerde
de toksik ozelliklerinde bir degisimin olmadigi goriilmiistiir. PSMP’lerin akut toksisitesi
goriilmemesine ragmen, kronik toksisitesi farkli olabilir. Ciinkii mikroplastiklerin
organlarda birikebilecegini gosteren ¢esitli calismalar mevcuttur [26-31]. Ancak protein
korona yapisi, hiicresel emilimi degistirecegi i¢in [128] partikiillerin kronik

toksisitelerinde degisim goriilebilir.
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