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YESIL EKSTRAKSIYON YONTEMI iLE ELDE EDILEN ORYZA SATIVA L.
ATIK KABUGU PROTEIN EKSTRELERININ KiTOSAN
NANOPARTIKULLERINE ENKAPSULASYONUNUN OPTIMIZASYONU
VE YUKLU NANOPARTIKULLERIN CESITLI TUMOR HUCRELERINE
ANTITUMOROJENIK AKTIVITELERININ ARASTIRILMASI

OZET

Ulkemizde bol olarak agi13a ¢ikan atik lignoseliilozik biyokiitle olarak piring kabuguna
polifenol, flavonoid, yag ve protein icerigi ile ¢esitli biyolojik aktivitelere sahip olmasi
nedeniyle tip, eczacilik ve gida endiistrisindeki kullanimina olan ilgi her gegen giin
artmaktadir. Bu calismanin amaci, yiiksek basingh sicak su ekstraksiton yontemi
kullanilarak elde edilen atik piring kabugu protein ekstresinin karakterizasyonu ve
kitosan ile iyonik jelasyon metodu kullanilarak enkapsiile edilmesidir. Bu baglamda,
partikiil biyikliigli dagilimi1 diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC), fourier
dontisiimlii kiz1l6tesi spektroskopisi (FTIR) ve taramali elektron mikroskobu (SEM)
ile belirlenmistir. Daha sonra piring kabugu protein ekstresi iceren kitosan
nanopartikiillerinin sitotoksik aktivitesi, A549 (insan, akciger, karsinoma), MDA-MB-
231 (insan, meme, adenokarsinoma), MCF-7 (insan, meme, adenokarsinoma) ve Vero
(Afrika yesil maymun, bobrek epiteli) hiicre hatlarinda alt1 konsantrasyon araliginda
(3,12 ile 100pG/mL arasinda) MTT deneyi kullanilarak 48 saat boyunca incelenmistir.
Kitosan nanopartikiilleri, 6zellikle test edilen ii¢ farkli kanser hiicre hatti arasinda
insan, akciger, karsinoma (A549) hiicrelerinde en yiiksek sitotoksisite sergilemis ve
normal Vero hiicrelerinde ise sitotoksik etki gdstermemistir. En diistik hiicre canlilig
%41 olarak A549 ile 3.12uG/mL’de goriilmistiir.

Anahtar Kelimeler: Atk Piring Kabugu, Kitosan Nanopartikiilleri, Sitotoksik
Aktivite, Timor Hiicreleri, Yiiksek Basingli Sicak Su Ekstraksiyonu.



OPTIMIZATION OF ENCAPSULATION OF ORYZA SATIVA L. WASTE
RICE HUSK PROTEIN EXTRACTS OBTAINED BY GREEN EXTRACTION
METHOD TO CHITOSAN NANOPARTICLES AND INVESTIGATION OF
ANTITUMOROGENIC ACTIVITY OF LOADED CHITOSAN
NANOPARTICLES TO VARIOUS TUMOR CELLS

ABSTRACT

Waste lignocellulosic biomass rice husk is abundantly found in our country. Since it
has various biological activities with a content polyphenol, flovonoid, oil and protein,
interest in its usage in medical, pharmaceutical and food industries is increasing day
by day. In this study, the main objectives areto characterize rice husk protein extracts
obtained using high pressure hot water, and to encapsulate the extracts with chitosan
using ionic gelation method. In orter to eliminate the low stability of proteins and to
increase their bioviability, the protein extract are encapsulated with chitosan. In this
context, particle size distrubitions were determined by differancial scanning
calorimetry (DSC), fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and scanning
electron microscopy (SEM). After that the cytotoxic activity of chitosan nanoparticles
containing rice husk protein extracts has been investigated in A549 (human, lung,
carcinoma), MDA-MB-231 (human, breast, adenocarcinoma), MCF-7 (human, breast,
adenocarcinoma) and Vero (African green monkey, kidney) cell lines within six
concentrations ranging between 3.12 and 100uG/mL for 48 hours using MTT assay.
Chitosan nanoparticles exhibited the highest cytotoxicity particularly on human lung
carcinoma (A549) cells among three different cancer cell lines tested and was not
cytotoxic to the normal Vero cells. The lowest cell viability has been seen as 41% at
3.12uG/mL with A549.

Keywords: Waste Rice Husk, Chitosan Nanoparticles, Cytotoxic Activity, Tumor
Cells, High Pressure Hot Water Extraction.



GIRIS

Kanser, diinya c¢apinda bir saglik sorunudur ve sadece bir hastalik olarak
tanimlanmay1p, kontrolsiiz hiicre proliferasyonunda en sik goriilen vakadir. 100’den
fazla farkli kanser tiiri vardir ve bunlarin ¢ogu, adin1 biiyiimeye basladiklar1 organ
veya hiicreden alir (Hawkins, 1992; Martinez ve dig., 2003). Meme ve rahim agzi
kanseri, diinyadaki kadinlarda kansere bagli baslica 6liim nedenlerindendir. Bu tiir
kanserlerin yiiksek prevalansi, erken kanser evrelerinde tespit edilmesini saglayan
stratejilerin bulunmamasindan kaynaklanmaktadir (Palacio-Mejia ve dig., 2009; Gok
ve dig., 2011). Kemoterapi kansere karsi en yaygin kullanilan tedavi yontemidir, ancak
bazi hastalar ilaglara karsi direng gelistirir ki bu son yillarda 6nemli bir sorun haline
gelmistir. Tedaviye direng, hastalar arasindaki bireysel farkliliklarin yani sira timor
hiicreleri arasindaki genetik farkliliklar1 da igeren ¢ok cesitli faktorden kaynaklanabilir
(Gottesman, 2002; Jordan ve Wilson, 2004; Bhutia ve Maiti, 2008). Farmasotik bilim
arastirmalarinda yeni kaynaklarin dogal kaynaklardan kesfedilmesi ¢ok biiyiik 6nem

tasir.

Birgok arastirmaci bu hastaligin etkilerini ortadan kaldirmak i¢in ¢aba harcarken diger
taraftan ekosistemlerin kullanilmasi bir¢ok dogal kaynagin tiikenmesine sebep olur.
Bu sebeple, biyolojik atiklar1 yiiksek katki degerlikli triinlere doniistiirmek ve
endiistride yeni kullanim alanlar1 olusturmak gerekmektedir (Parades-Lopez ve dig.,
2010). Atiklarin g¢evreye zarar vermeden degerlendirilmesi ve yeniden dogaya
kazandirilmas1 gerekir. Atiklardan biri lignoseliilozik esasl piring kabugudur (¢eltik
kabugu). Piring veya celtik (Oryza sp.) bugdaygiller (Poaceae) familyasindan bir bitki

tiridir.

Pring kabugu, pirincin beyaz pirince islenmesi sirasinda agiga ¢ikan bir yan tirlindiir
(Mazlum, 1989). Piring iiretimi sirasinda taneler kabuklardan ayrilirken 2 kabuk agiga
cikar. Ilk kabuk “kepektir” ve kimyasal igerigi yetistigi konuma gore ve yetistirme
farkliliklarina gore degisiklik gostermekle birlikte hayvan yemi olarak da kullanilir
(An ve dig., 2011). Ikinci kabuga “kavuz veya kapcik” ad1 verilir. En distaki kabuktur
ve serttir (Mazlum, 1989). Piring kabugunun uygulama alanlar ¢ok ¢esitlidir. Kirsal



kesimlerde 1sinma ihtiyaglarini karsilamak amaciyla yakacak olarak kullanilirken
(Beagle, 1978), insaat sektoriinde yapr malzemesi olarak kullanilmaya elverislidir.
Ayrica sanayide, renk ve koku giderici olarak piring kabuklarindan aktif karbon elde
edilmesi i¢in kullanilabilir. Misir, Japonya gibi tilkelerde refrakter malzeme iiretimi ve

izolasyon amaciyla piring kabugundan faydalanilir.

Yesil ekstraksiyon teknigi olarak adlandirilan basingli su ekstraksiyonu (Mustafa ve
Tuner, 2011), dogaya zarar vermeyen solvent kullanilarak yiiksek verimli alternatif
yontemlere ihtiyag¢ vardir. Basingli su ekstraksiyonu, yliksek basing altinda ve yiiksek
sicaklik kosullarinda solventler yardimiyla kat1 6rneklerden analitlerin ekstraksiyonu
amaciyla kullanilan bir tekniktir (Cam ve Isil, 2006). Basingli solvent ekstraksiyonu

biyoloji, farmasotik ve gida sanayisinde popiiler bir tekniktir.

Bu ¢alismada ilk olarak, atik kabul edilen piring kabugundan katma degeri yliksek
tiriinler elde edilecek sekilde degerlendirilmesi igin atik piring kabugundan yiiksek
basingli sicak su ekstraksiyonu ile ham protein ekstresi elde edildi. Ikinci olarak, piring
kabugu protein ekstraktlar1 iyonik jelasyon metoduyla elde edilen kitosan
nanopartikiillere enkapsiile edildi. Son olarak, piring kabugu protein ekstresi yiiklii
kitosan nanopartikiillerin farkli tiimor hiicre hatlar1 tizerinde sitotoksik etkileri

incelenerek ila¢ ve gida sanayisinde kullanilmas1 amaglandi.



1. GENEL BILGILER
1.1. Oryza Sativa L.’min Genel Ozellikleri

Piring (Oryza sativa L.), diinyanin neredeyse yarisi igin bir gida maddesidir ve 100'den
fazla iilkede yetistirilmektedir (Ohtsubo ve dig., 2005). Piring isleme sirasindaki
atiklar, diisiik besin degeri nedeniyle piring kepeginden daha diisiik kaliteli bir {iriin
olarak kabul edilmesine ragmen, piring tohumu ve piring kepegi varligindan dolay1
fitokimyasal icerigi onemli olabilir. Pirin¢ tohumu, E vitamini, orizanol ve y-
aminobiitirik asit (Yu ve dig., 2007) gibi biyoaktif bilesikler, piring kepegi ise E
vitamini ve oryzanol igerir (Danielski ve dig., 2005). Son yirmi yilda yapilan
arastirmalar, piring kepeginin benzersiz bir antioksidan bilesik kompleksi i¢erdigini
gostermistir. Bu bitkisel gidalarin diyabet, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastalik ve
kanser gibi ¢esitli metabolik hastaliklarin tedavisinde faydali oldugu bulunmustur
(Devi ve Arumughan, 2007). Piring kepegi tiirevli biyoaktif bilesenlerin antikanser
etkilerine, apoptozu indiikleme, hiicre ¢ogalmasini 6nleme ve malign hiicrelerde hiicre
dongiisii  ilerlemesini  degistirme yetenekleri aracilik eder. Piring tohumu
yetistiriciliginin kanserin dnlenmesinde kilit bir rol oynadig: bildirilmistir (Katyama

ve dig., 2002).

2008 yilinda diinya piring tiretimi yaklasik 661 milyon metrik ton idi. En az 114 {ilke
piring yetistirmekteyken ve 50'den fazlasi yillik 100.000 ton veya daha fazla iiretime
sahiptir. Tiiketimden 6nce, hemen hemen tiim piring 6giitiilmiis ve bunun sonucunda
66 milyon metrik ton piring kepegi 2008 yilinda piring 6giitme sonucunun yan tiriinii
olarak tretilmistir (IRRI, 2008). Piring, diinyanin birgok bdlgesinde, 6zellikle Asya
tilkelerinde, temel bir gida maddesidir. Diinyada her yil yaklasik 21-26 milyon ton
piring iiretilmektedir. Ogiitme isleminden piring kabuklar1, kepekleri ve az miktarda
kirilmig  piring  igeren  biliylik  miktarda  piring  yan  iirlinii  Uretilir
(Onyeneho ve Hettiarachchy 1992) ve piring kepeginin kii¢iik bir kismi piring kepegi
yag1 yapmak i¢in kullanilir. Birgok g¢alisma, piring atiklarinda biyoaktif bilesiklerin
varligini bildirmistir. Piring kepegi, zengin bir orzanyaol kaynagi
veya sterilferiilat esterdir (Seetharamaiah ve Prabhakar 1986; Norton 1995). Ek olarak



piring kepegi, bilyliik bir antioksidan aktivite sergileyen potansiyel bir tokoferol
kaynag, tokotrienoliin genel fenolik bilesigi (Nicolosi ve dig., 1994) saglanmasi ve
bir¢cok kronik hastalik riskinin azaltilmasinda 6nemle tavsiye edildigini gosterir (Liu,
2007). Piring kepeginin faydali bilesenleri, sterolleri, c-orizanolleri, tokoferolleri,
tokotrienolleri ve fenolik bilesikleri igerir (Aguilar-Garcia ve dig., 2007). Piring
kepeginde bulunan ferulik asit, p-kumarik asit ve diferulat gibi baz1 6zel fenolik asitler
meyve ve sebzelerde 6nemli miktarlarda bulunmaz (Adom ve Liu, 2002). Ferulik
asidin aldoz rediiktaz iizerindeki inhibitor etkinligi, diyabetik komplikasyonlarin
onlenmesiyle iliskilidir (Yawadio ve dig., 2007). Triterpen alkollerden veya ferulik
asit esteri olan sterollerden olusan bir lipofilik fitosterol karigimi olan c-oryzanol,
antioksidan aktivite ve kolesterol diisiiriicii etki sergiler (Miller ve Engel, 2006). C-
orizanollerin yani sira, tokoferoller, tokotrienoller ve piring kepegindeki baz1 fenolik
bilesikler sagligin korunmasinda Onemli bir rol oynayan antioksidan aktivite,
antimutajenik ve antikanser gibi potansiyel olarak faydali etkilere sahiptir (Nam ve
dig., 2005). Serbest, ¢coziiniir ester ve ¢cozliinmeyen bagli formda bulunan ferulik asit
ve p-kumarik asit, piringteki baslica fenolik bilesiklerdir (Sosulski ve dig., 1982).

Piring, diinyadaki en yaygin yetistirilen gida tahil mahsullerinden biridir ve 6zellikle
Asya'da, insan niifusu i¢in en 6nemli gida maddesi olarak hizmet etmektedir. Ayrica,
piring iiretiminin ¢ogu, beslenme ve kalori alim1 amaciyla insan tiiketimi i¢in pismis
formda kullanilir. Bununla birlikte, kabuklar1 gibi genel olarak tiiketilmemis bir kisim
vardir. Hasat edilen pirincin yaklasik %20 kuru agirligina sahip olan piring kabuklari,
Giiney Kore'de yillik olarak bir milyon tondan fazla bir agirlikta iiretilmektedir (Park
ve Lee, 2009; Lee ve dig., 2003). Bununla birlikte, piring islemenin bir yan iiriinii olan
piring kabugu, diisiik sindirilebilirlik, diisiik kiitle yogunlugu, yiiksek silika igerigi ve
asindirict  6zelliklerden dolayr besleme stogu olarak diisiik maliyetli degerleri
nedeniyle ¢ogunlukla israf edilmektedir (Saha ve Cotta, 2008). Genel olarak, kabuk
gibi bitkilerin dis katmanlari, tohumlar1 oksidatif hasardan korumada 6nemli bir rol
oynar ve bu nedenle flavonoidler, hidrokinamik asit tlirevleri, izoviteksin, fitik asit,
anisol, vanilin, sringaldehit gibi biliylik miktarlarda gii¢lii antioksidanlar igerir (Lee ve
dig., 2003; Asamari ve dig., 1996). Piring kabugu, dogal antioksidan kaynagidir
(Moure ve dig., 2001). Ozellikle, bu tiir bir atigim &nde gelen bir rnegi olan piring

kabugu, i¢ malzemeleri oksidatif strese karsi korumak i¢in polifenolik bilesikler iceren



bir antioksidan savunma sistemi igerir (Ramarathnam ve dig., 1988). Son zamanlarda,
Ramarathnam ve dig., (1989), beyaz piring kabugundan izole edilmis izoviteksinin,
kuvvetli antioksidan aktivite gosterdigini gostermislerdir (Ramarathnam ve dig.,
1989). Kim ve dig., piring kabugu kaynakli momilakton B'nin insan kolon kanseri
hiicresine karsi sitotoksik ve antitlimdr aktivitesine sahip oldugunu bulmustur (Kim ve
dig., 2007). Ayrica, Jeon ve ark., piring kabugunun metanol ekstraktlarindan elde
edilen fenolik bilesiklerin, tekli oksijenin temizleyicilere kars1 yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigini ve insan lenfositlerinde DNA'ya yiiksek hidrojen peroksitin neden

oldugu hasar1 inhibe ettigini gostermislerdir (Jeaon ve dig., 2006).

Cesitli sekillerde tahil yiyecekleri giinlilk diyetin 6nemli bir bilesenidir. Piring,
diinyada en ¢ok tiiketilen tahillardan biridir ve 100'den fazla {ilkede yetistirilmektedir.
Diinya niifusunun yarisindan fazlasinin temel gidasi olarak rol oynamaktadir (Wu ve
dig., 2013). Dogrudan kabugu alinmis kahverengi piring, kepek katmani (%6-7),
embriyo (%2-3) ve endospermden (yaklasik %90) olusur (Chen ve dig., 1998). Beyaz
piring, pisirmeyi daha kolay ve daha hizli yapmak, daha uzun bir raf dmrii saglamak
ve en Onemlisi daha iyi bir kalite saglamak i¢in kepek ve ruseymi giderilmis
kahverengi piringtir. Bununla birlikte, kepek ve ruseymin uzaklastirilmasinda yer alan
oglitme prosediirleri, ayn1 zamanda dengeli bir diyet i¢in gerekli olan bircok 6nemli
besin maddesinin dramatik bir sekilde kaybedilmesine yol agmaktadir (Zhou ve
Zhang, 2002; Zhou ve dig., 2002; Lamberts ve dig., 2007). Kahverengi piring ve beyaz
piring i¢indeki cesitli besinler Tablo 1'de sunulmaktadir. Beyaz piring ile
karsilastirildiginda, kahverengi piring sadece temel besin bilesenlerinde daha zengin
degil, ayn1 zamanda, ¢ogunlukla ruseym ve kepek tabakalarinda bulunan ferulik asit,
y-ozanzanol ve gama aminobiitirik asit (GABA) gibi daha fazla biyoaktif bilesenler de
igermektedir (Ohtsubo ve dig., 2005; Butsat ve Siriamornpun, 2010). Bu nedenle,
kahverengi piring, yliksek besin degeri nedeniyle saglik bilincine sahip kisiler
tarafindan tercih edilmektedir. Bununla birlikte, kahverengi pirinci, zayif dokusu,
kepek kokusu, sindiriminin zorlugu ve kolay pisirilememesi 6zelliginden dolay1 uygun
bir sofra pirinci sayilmaz (Komatsuzaki ve dig., 2007). Bu nedenle, esas olarak soya
fasulyesi ve sirke gibi iiriinlerin fermantasyonunda bir ortam olarak veya kahvalti
gevrekleri ve kahverengi piring ¢ay1 gibi gidalarin islenmesinde bir malzeme olarak
kullanilir (Ohtsubo ve dig., 2005).



Tablo 1.1. Kahverengi ve beyaz pirincin besinsel
bilesenlerinin karsilastirilmast (WG/mL). (Wu ve

dig., 2013’ den uyarlanmaistir.).

Besin Kahverengi piring Beyaz piring
Protein 7.1-13.1 56-133
Ham yag 1840 02-1.1
Ham lif 02-2.6 0.1-0.6
Vitamin A 0.1

Vitamin B1 2145 -18
Vitamin B2 0.4-0.9 0.1-0.4
Vitamin B12 0.005 0.0016
Vitamin E 13

Nikotinik asit/Niasin 44-62 8-26
Pirodoksol 16-112 0.4-62
Pantotenik asit 6.6-18.6 3477
Biyotin 0.06-0.13 0.006-0.09
Toplam inositol 1194-1220 100-125
Serbest inositol 2445 11

Kolin 1120-1220 450-713
Folik asit 0.20-0.60 0.06-0.16
Kalsiyum (Ca) 65400 46-385
Klor (CI) 203-275 163-372
Demir (Fe) 7-54 2-27
Manganez (Mn) 1342 10-33
Fosfor (P) 25004400 860420
Potasyum (K) 12003400 140-1200
Sodyum (Na) 31-176 22-85
Cinko (Zn) 15-22 3-21

Genel olarak, piring tanesi i¢indeki ¢ekirdegi koruyan sert bir kabuga sahiptir. Kabuk
cikarildiktan sonra, kalan tiriine “kepek”, tohum ve endosperm dahil kahverengi piring
adir verilir. Ticari piring O6g8iitme islemi, kabugu ve kepek gibi diisiik degerli
fraksiyonlara sahip {tiriinlere yol agar. Piring kabugu gida olarak kullanilmadig igin,
cesitli gida dis1 uygulamalarda diisiik degerli atik malzemeler olarak kullanilirlar.
Bununla birlikte, piring kabuklari, piring tohumunu oksidatif strese karsi korumak i¢in
bir antioksidan savunma sistemi icerdiklerinde degerli beslenme avantaji sunar

(Ramarathnam ve dig., 1988).

Piring kabugundaki ana bilesen, seliiloz, lignin vb. gibi %70-90 organik maddeye
sahiptir ve i¢inde silika, alkaliler gibi diger mineraller de bulunur. Piring kabugunun

tipik bir analizi Tablo 1.2’de gosterilmektedir. Ayrica piring kabugunun kimyasal



igerigi %50 selilloz, %25-30 lignin ve %15-20 silikadan olusur (Ummah ve dig.,
2015).

Tablo 1.2. Piring kabugu bilesimi (Tiwari ve Pradhan, 2017).

Ozellik  Birim hacim Sertlik derecesi  Kiil % Karbon (C Hidrojen (H2 Oksijen (02 Azot (N2 Kiikiirt (S Nem %
agirhg %) %) %) %) %)

Aralik 96-460 59 22-29 35 45 31-37 0.23-0.32 0.04-0.08 8-9

Tablo 1.2°de bulunan her bir elementin bilesimi, piring ¢esidine, toprak kimyasina,

iklim kosullarina ve ayrica kiiltiiriin cografi yerlesimine baglidir (Chakrabarti ve dig.,

1985).

1.1.1. Oryza sativa L.’nin kullanim alanlari

Piring kabugunun diinyada varlig1 ¢cok fazladir. Her y1l yaklasik 500-600 ton piring
tiretildigi ve piring iiretiminin yaklasik %20sinin piring kabugu oldugu ve yilda
yaklasik 120 milyon ton piring kabugu iiretildigi tespit edilmistir (Tiwari ve
Pradhan, 2017). Piring iireten iilkelerin ¢ogu onu endiistride yar1 haslama ajani
olarak kullanmis ve piring kabugu kiiliinii atik olarak birakmistir. Piring liretimi
i¢in 1000 kg piring 6giitme isleminde, yaklasik 220 kg (%22) piring kabugu elde
edilir ve pirin¢ kabugu ayrildiktan sonra 50-55 kg (yaklasik %25) pirin¢ kabugu
kiili tretilir (Patel ve dig., 1987). Piring kepegi, genellikle yiiksek lif icerigi ve
olas1 kabuk kontaminasyonu nedeniyle gida olarak tiiketilmez (Luh, 1991).
Ayrica, gliseritleri yag asitlerine parcalayan ogiitmeden sonra kepek igindeki
lpazin aktivasyonuna bagli olarak hizli olusumu nedeniyle siirhh gida

uygulamasina sahiptir.

Stabilizasyon tekniklerinin gelistirilmesi, ticari gida iiriinleri olarak az miktarda
piring kepeginin kullanilmasina neden olmustur. Bununla birlikte, ¢ogu piring
kepegi ya dogrudan hayvan yemlerinde bir bilesen olarak ya da kazanlarda yakit
olarak kullanilir. Piring 6giitme sirasinda, iiretilen piring kabugu uzaklastirma
sorununa neden olur. Bu nedenle, endiistriyel atik sorununa etkin bir ¢éziim olan
malzemenin 6zelliklerinin arttirilmasi i¢in piring kabugu kullanilmasi daha iyidir.
Piring kabugunun c¢ogu, elektrik santrallerinde yakit olarak kullanilir. Is1
seklindeki enerji dogrudan yanma ve gazlastirma ile elde edilir. Kiigiik 6l¢ekli

endustriler, ¢ogunlukla diisiik kapasiteli kazanlari kullanir. Piring kabugu



neredeyse licretsiz ve ¢ok biiylik oranda bulundugu i¢in endiistriler kazanlarin
verimliligini artirmada bu yakit formuna odaklanmaktadir (Krishnaro ve dig.,
1992). Piring kabugu sadece organik icerigi ile bilinmemekle birlikte, yaklasik
%15-20 silisin varligi, bu atigr SiC, SizNa, SiCls, zeolit gibi kompleks ve saf
silikon formu gibi bir¢ok silikon bilesiginin birincil kaynagi yapar. Silikondan
elde edilen bu malzemeler ¢ok ¢esitli uygulamalara sahiptir (Matori ve dig., 2009;
Adylov ve dig., 2003).

Piring kabugu kiilii, yiiksek kalitede yassi ¢elik liretiminde ara madde olarak
kullanilir. Makul bir yalitim kalitesine sahip oldugundan yalittm malzemesi olarak
kullanilir. Daha az 1s1l iletkenlik, yiiksek erime noktasi, yiikksek gézenekli olmasi
gibi Onemli Ozelliklerden bazilarim1 igerir. Is1 kaybimi c¢evreye sinirlama
kapasitesinin yiiksek olmasi ve kiigiik kitle yogunlugu nedeniyle kullanilir (Huang

ve dig., 2017).

Piring kabugu esas olarak, aktif karbon hazirlanmasinda kullanilan lignin ve
seliiloz gibi hidrokarbonlardan olusur. Bu aktif karbon, karmasik goézenekli
yapidan olusur. Aktif karbonlar iki ayr1 olay tarafindan hazirlanir, biri fiziksel
veya termal aktivasyon, digeri ise kimyasal aktivasyon olarak bilinir. Fiziksel
aktivasyonda, karbonizasyon ve aktivasyon ayri ayri gergeklesir, ancak kimyasal
aktivasyonda, bir kimyasal madde kullanilarak hem karbonizasyon hem de
aktivasyon islemi ayni1 anda gergeklesir. Fiziksel aktivasyon stireci, diisiik spesifik
ylizey alanina sahip olan aktif karbon iiretiminde ¢ok faydalidir. Mikro gozenekli
yapisi nedeniyle bu karbon formu miikemmel adsorbanlar olarak kullanilabilir

(Deiana ve dig., 2008).

Ksilitol liretiminde etanol, sirke, siilfonik asit ve piring kabugu 6nemli bir ham
madde olarak kullanilir. Metallerin ve makine bilesenlerinin ¢ogu, iyi ylizey
kalitesi ve daha temiz ylizey gerektirdiginden, cilalama ve temizleme maddesi
olarak da kullanilabilir. Sanayide, plastik dolgu maddeleri, insaat malzemeleri ve
panel levhasi gibi bilesenlerden bazilari, ham madde olarak piring kabugu

tarafindan yapilmistir (Farooque ve dig., 2009).

Cesitli bitki protein kaynaklar1 {lizerindeki kiiresel arastirma egilimi, diislik

maliyetli gida irilinlerinin besin degerini arttirmada yardimci olabilir. Piring



kepegi proteini, ozellikle bildirilen hipoalerjenitesi ve antikanser aktivitesi
iizerine, diger proteinlerden besinsel olarak {istlin oldugu kabul edilmistir (Helm

ve Burks, 1996; Kawamura ve Muramato, 1993; Shoji ve dig., 2001).

1.1.2. Oryza sativa L.”nin saglik iizerine etkileri

Fitokimyasallar, patojenlere ve herbivorlara cevap verme, sinyallesme gibi bitki
fonksiyonlarinin bazi yonlerinde yer alan bitki kaynakli bilesiklerdir, ancak
birgogu insan sagliginda énemli bir rol oynar (Namuli ve dig., 2011; Karimi ve
dig., 2013). Fitokimyasallar son zamanlarda arastirma topluluklari tarafindan ¢ok
fazla ilgi gérmiistiir, ¢linkii yapilan ¢aligsmalar bu dogal bilesiklerin siirekli olarak
tiiketilmesinin fayda sagladigini gostermistir. Bu bilesikler ¢cok ¢esitli biyolojik
aktiviteler gostermislerdir ve bu bilesiklerin hemen hemen her grubunun en iyi
tarif edilen 6zelligi, antioksidanlar gibi davranma kapasiteleridir (Karimi ve dig.,

2011; Hendra ve dig., 2011).

Antioksidanlar, yiyeceklerde lipit oksidasyonuna karsi koruyucu bilesenler olarak
yillardir kullanilmaktadir. Lipit oksidasyonu, ketonlara, aldehitlere ve alkollere
ayrisabilen peroksitler gibi zararli bilesikler iiretir, bunun da yemegin goriiniimi,
tadi ve kokusu iizerinde olumsuz etkileri vardir (Ghasemi ve dig., 2009).
Biitilenmis hidroksil toluen, biitillenmis hidroksianisol, tert-biitil hidrokinon ve
propil gallat dahil cesitli sentetik antioksidanlar ve ayrica C vitamini, tokoferol ve
biberiye Oziitleri gibi baz1 dogal antioksidanlar, gida endiistrisinde serbest
radikaller ve lipitlerin oksidatif bozulmalarinin olusumunu engellemek igin
kullanilir (Argolo ve dig., 2004).

Her yil, milyonlarca ton c¢esitli lignoseliilozik biyokiitle, tarimsal atiklar, mesela
piring kabugu, seker kamisi, kiispe ve musir lifi, kiiresel tarim endiistrilerinin bir
sonucu olarak ortaya g¢ikar (Sarkar ve dig., 2012). Piring kabugu, dogal kosullar
altinda yiizlerce yil siiregelen organik liftir (Summers ve dig., 2003). Piring
kabugu atiklari tarlalardaki tarimsal atiklarin en 6nemlileridir. Piring, trombosit
agregasyonunu inhibe etme, koroner kalp hastaligi ve kanser riskini azaltma ve
lipid ve diisiik yogunluklu lipoproteinlerin oksidatif hasarin1 dnleme gibi hastalik
riskini azaltma potansiyeline sahip fenolik antioksidanlar dahil olmak {izere bir¢ok

biyoaktif bilesiklerin zengin bir kaynagidir (Butsat ve dig., 2010).



Tahil taneleri, Ozellikle piring, meyve ve sebzelerde Onemli miktarlarda
bulunmayan 6zel fenolik asitleri (6rnegin ferulik asit, p-kumarik ve diferiilat)
igerir (Adom ve Liu, 2002). Bu bilesiklerin c¢ogu, ozellikle tahillarin
ogiitiilmesinde bitkilerin farkli kisimlarinda bulunur (Kahkonen ve dig., 1999;

Onyeneho ve Hettiarachchy, 1992).

Bu biyolojik olarak kullanilabilir materyaller, antioksidn aktivite i¢in potansiyel
oldugunu gostermistir. Sulak kosullar altinda yaylada pirincin lignoseliilozik
materyalleri toprak mikroorganizmalar1 tarafindan azaltilir ve yilda yaklasik 60-
100 milyon ton metan salinir (Lehtomaki, 2007). Bir¢ok iilkede, hasat sonrasi
pirincin topragindaki artiklar topragin mikrobik florasini tahrip eden ve hava
kirliligine neden olan geleneksel bir prosediirle yakilir (Brouder ve Hill, 1995).
Yapilan ¢aligmalar, bu atiklarin yakilmasinin milyon ton CO2, NO2, metil kloriir

ve diger zehirli gazlar iiretecegini gostermistir (Yang ve dig., 2008).

Piring kabugu, cesitli flavonlar, tanenler, fenoller, flavonoidler, steroller, tokoller,
y-orizanoller, aminoasitler ve ugucu yaglar igerir (Parrado ve dig., 2003; Min ve
dig., 2009). Fenoller ve flvonoidler piring kabugu ve piring tohumu kabugundan
cikarilarak gida ve tip endiistrisinde kullanilabilir. Cesitli fenoller ve flavonoidler,
gidanin antioksidan potansiyeline katkida bulunur. Oksidasyondan sorumlu
serbest rasikallerle reaksiyona girebilir ve daha sonra hiicreleri radikallerden

koruyabilirler.

Karimi ve dig., (2014)’nin yapmis olduklar1 ¢alismada ¢esitli piring kabuklarindan
elde edilen gallik asidin, pirogallol, apigenin ve rutinin tiim piring ¢esitlerinde ana
fenolik ve flavonoid bilesikleri oldugunu gostermistir. Ek olarak dnemli miktarda
antioksidan aktivite ve daha yiiksek DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve
nitrikoksit serbest radikal temizleme faaliyetleri gostermistir (Karimi ve dig.,

2014).

1.2. Ekstraksiyon

Bitki bilesiklerinden aktif bilesiklerin ekstraksiyonu, bitki kimyasi igin analitik
metodlarin gelistirilmesinde kilit bir adimdir. Optimum ekstraksiyon ydntemi

basit, giivenli, tekrarlanabilir, ucuz ve endiistriyel uygulamalar i¢in uygun



olmalidir (Vongsak ve dig., 2013; Oniszczuk ve dig., 2015). Ayrica, ekstrakt bitki
numunesi ile ayn1 izoflavon bilesimine ve profiline sahip olmalidir. Analitlerin
verimli izolasyonu, sicaklik, numune miktari, siire ve ekstraksiyon ¢oziiciisii tipi

dahil olmak {izere bir¢ok parametrenin optimizasyonunu gerektirir.

1.2.1. Yiiksek basinch sicak su ekstraksiyonu (YBSSE)

Avrupa’daki gida isleme faaliyetleri biiyiik miktarlarda yan iiriin ve atik iiretir
(yaklasik 2,5x108 ton/yil) (Awarenet, 2004). Tarimsal gida endiistrisi atik
yonetimi ile ilgili atiklarin giderilmesi ve ¢evresel problemler, farkli kaynaklar
tarafindan iretilen ¢ok g¢esitli atik maddelerin ¢esitliligi nedeniyle heterojendir.
Bu tiir atiklar sadece farkli degerlere sahip seviyelerde (karaya yayilan, hayvan
yemi, kompostlama) kismen degerlendirilir (Federici ve dig., 2009). Sebze ve
meyve yan lriinleri ve atiklari tipik olarak, belirli ugucu ve alifatik bilesiklerle
birlikte yiiksek miktarlarda protein, seker ve lipitten olusur ve bu nedenle, ucuz ve
bol miktarda ince kimyasal madde olabilirler (Waliaveetil ve Ramteke, 2003).
Farmasotik, kozmetik ve gida endiistrilerine biiylik Ol¢iide ilgilendigi seliiloz,
nisasta, lipitler, proteinler gibi makromolekiiller ile birlikte dogal antioksidanlar,

antimikrobiyal ajanlar ve vitaminler katma deger saglayabilirler.

Basingli sicak su ekstraksiyonunun (BSSE), degerli bilesenleri bitkilerden izole
etmek i¢in gili¢lii bir yaklasimi vardir. BSSE, 100 ile 374°C arasindaki sicakliklarin
uygulanmasina ve tiim ekstraksiyon prosediirii boyunca suyun s1vi halde kalmasini
saglayacak kadar yliksek basing¢lara dayanmaktadir. Bu ekstraksiyon teknigi, diger
geleneksel ekstraksiyon yaklasimlarina kiyasla saglayabildigi avantajlar nedeniyle

kullanimi artmaktadir.

Bunlar arasinda BSSE yaygin ve cevresel olarak siirdiiriilebilir bir ekstraksiyon
teknigi olarak kabul edilir, ¢linkii organik ¢dziiciilerin kullanimini engeller.
Ayrica, BSSE tipik olarak yaygin ekstraksiyon tekniklerine gore daha yiiksek
ekstraksiyon verimleri ve daha hizli ekstraksiyon prosediirleri liretebilir (Mustafa
ve Turner, 2011). Bu BSSE kosular1 altinda, bitki dokularinin hiicresel yapisi,
sicak sivi su iginde ¢ozilinebilen ilgili bilesikler serbest birakilarak bozulabilir.
Bununla birlikte, serbest birakilan bilesiklerin, ekstraksiyon islemi sirasinda

reaksiyona girip, dogal bilesiklere kiyasla farkli yapilar ve kimyasal 6zellikler
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sergileyen yeni bilesikler olusturmasi konusunda bir endise vardir (Plaza ve dig.,
2013).

Basingli sivi ekstraksiyonu (BSE), yiiksek sicaklik ve basingta sivi ¢oziiciiler
kullanilan ekstraksiyonu igeren bir tekniktir; bu, oda sicakligina ve atmosferik
basinca yakin uygulanan tekniklerle karsilastirildiginda  ekstraksiyon
performansini arttirir (Mustafa ve Turner, 2011). BSSE, suyun atmosferik
kaynama noktasi tstiinde (100°C/273K, 0,1MPa) fakat kritik noktasi altindaki
sicaklikta (374°C/647K, 22,1 MPa) ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak sivi su kullanilan
ekstraksiyon teknigidir (Plaza ve Turner, 2015). Diger bir deyisle, BSE gida ve
bitkilerden nutrasétiklerin ekstraksiyonu ig¢in yesil teknolojidir (Mustafa ve

Turner, 2011).

Cevre kirliligi artan bir endise kaynagidir. Modern teknoloji, uygun sekilde
uygulanirsa, ¢cevre iizerindeki stresi azaltmanin bir yolunu sunar. Ayn1 zamanda
etkili, ekonomik, gilivenli, ¢evre dostu ve pratik olan teknikleri ve siirecleri bulmak
cok onemlidir. Proseslerin i¢cindeki maddelerin ve kimyasallarin geri dontisiimii
bunun bir pargasi olarak istenmektedir. Yesil teknolojinin uygulanmasi, dogal
cevreyi ve kaynagini korumay1 ve insan kalitiminin/iligkisinin olumsuz etkisini
sinirlamayr amaclamaktadir. Yesil teknolojinin felsefesi tehlikeli maddelerin
kullanimin1 veya iiretimini azaltan ve/veya ortadan kaldiran prosediirlerin
kullaniminm1 gelistirmek ve tesvik etmektir. Yesil kimya prensiplerine uyum
saglamanin bir yolu, sert organik ¢oziiciilerin kullanimin1 azaltmak ve daha cevre
dostu oldugu bilinen yeni ekstraksiyon tekniklerinin kullanimini kolaylastirmak

ve tesvik etmektir.

Geleneksel ekstraksiyon teknikleri sunlardir: Soxhlet ekstraksiyonu, sonikasyon,
karistirma ve kati-sivi ekstraksiyonu. Bu teknikler, daha uzun ekstraksiyon
stireleri ve biiyiik miktarlarda 6rnek, sorbentler ve organik ¢oziiciiler gerektirir ve
sonrasinda olumsuz ¢evresel etkilerine ve diger insan saglig1 sorunlarina ek olarak
satin alma ve ortadan kaldirma konusunda genellikle maliyetlidir. Ayrica, duyarli,
termolabil (1s1ya dayaniksiz) olan ve diisiik konsantrasyonlarda bulunan biyoaktif
bilesiklerin ekstraksiyonu diisiiniildiigiinde, geleneksel ekstraksiyon teknikleri en

uygun secenek olmayacaktir. Bu durum bu bilesiklerin olasi diisiik verimleri ile
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sec¢ici olmasindan kaynaklanmaktadir. Biyoaktif ve gida bilesenlerini ¢cevre dostu
bir sekilde elde etmek icin yesil ekstraksiyon yaklasimi gerekmektedir. Coziicii
olarak su kullanilan BSE geleneksel ekstraksiyon teknikleri ile karsilastirildiginda

daha yesil bir teknoloji olarak ortaya ¢ikar (Mustafa ve Turner, 2011).

YBSSE, giiniimiizde ¢evre, gida ve botanik drnekleri gibi ¢esitli matriks tiiriinde
bulunan farkl bilesik siniflar1 i¢in popiiler yesil bir ekstraksiyon metodu haline
gelmigtir. Ayrica YBSSE gida giivenligi analizleri i¢in gida maddelerinden
organik kirletici maddeleri ve ¢evresel izleme amagli toprak ve/veya tortulari

¢ikarmak i¢in numune hazirlamada da kullanilir.

Ekstraksiyon verimliligini etkileyen ana parametreler; sicaklik, ekstraksiyon
siiresi, akis oranlar1 ve degistirici ve/veya katki maddelerinin eklenmesidir. Kati
orneklerin analizinde ekstraksiyon, metot 6rneklerin hazirlanmasinda kritik asama

olarak kabul edilir (Teo ve dig., 2010).

Pratik olarak, sivi ekstraktant kullanilarak ekstraksiyon yapimi; ilk olarak
deiyonize su veya musluk suyu ekstraktant olarak kullanilir. Analitlerin
oksidasyonunu engellemek i¢in su oksijen igermemelidir. Sudan gazin ayrilmasi
i¢in kullanilan metotlar sonikasyon veya helyum ile ayirmadir. Eger ultrasonik
banyo mevcut ise digerinden daha diigiik maliyetlidir. Oksijen gazinin ¢ogunun
sudan ayrildigindan emin olmak i¢in sonikasyon ile en az 60 dakika gazdan

arindirma gereklidir (Plaza ve Turner, 2015).

Su, kimyasal reaksiyonlarda ve izolasyon ve saflastirma isleminde ortam ve reaktif
olarak kullanim i¢in ilgi ¢ekicidir. Avantajlari; toksik olmayan, yanici olmayan,
ucuz ve kolay temin edilebilir olmasidir. Oda sicakliginda, su bir¢ok organik
bilesikler i¢in ¢ok kutuplu bir ¢oziiclidiir, fakat yiiksek sicakliklarda daha az
kutuplu olur ve bu organik ¢oziiciilere ¢evre dostu ve ilgi ¢ekici bir alternatif
yapar. Pek ¢ok bilesik, kritik su sicakliginin (374°C) ustiinde degeri diistiigii igin,
analitik uygulamalar, genellikle, suyun yararli fizikokimyasal 6zelliklerinin hala
yeterli derecede mevcut oldugu diisiikk sicakliklardan yararlanir. Farkl
matrikslerden c¢ok cesitli bilesiklerin BSSE, kritik su sicakliginin oldukca
altindaki sickliklarda etkili olabilir.
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Sicak su ekstraksiyonu (SSE), wuzun siredir 50-100°C’de kati ornek
matrikslerinden atmosferik basingta organiklerin ekstrakte edilmesinde
kullanilmaktadir (Beer ve dig., 1997; Nakajima ve dig., 2005; Dai ve Chung Fuel,
1996). Ekstrakte edilen bilesikler genellikle polardir ve bu nedenle bu
sicakliklarda suda kolayca ¢oziiniir. Ugucu bilesikler genel olarak hidrodistilasyon
veya baska benzer yontemlerle geri kazanilmistir (Hawthorne ve dig., 1993). Ayni
zamanda, ugucu organik bilesiklerin kirlenmis topraktan ekstraksiyonunda

temizleme i¢in buhar kullanilmistir (Chienhaworne ve Insuan, 2004).

1980’lerde komiiriin ¢ikarilmasinda kritik su (BSS) ve siiper kritik su veya buhar
uygulanmistir (Graff ve Brandes, 1987). “Alt kritik su ekstraksiyonu”, YBSSE
i¢gin yaygin olarak kullanilan bir es anlamdir. Ayrica “yiiksek 1sili su
ekstraksiyonu”, “yiiksek sicaklik ve basinglarda su ekstraksiyonu” ve “sicak
basin¢gli su kullanarak ekstraksiyon” terimleri de kullanilmaktadir. Yiiksek
sicakliklarda  (100-174°C), numuneden verimli transfer i¢in buharin
basin¢landirilmasi gerekir. Ekstraksiyon isleminde siiper kritik kosullarda, suyun
yiiksek sicaklik altinda ve basing altinda kullanilmasi genellikle alt kritik su
ekstraksiyonu olarak adlandirilir. Alt kritik su ekstraksiyonu kosullar1 altinda, tiim
ekstraksiyon prosediirii boyunca su, sivi halde tutulur. Bu teknik, geleneksel
ekstraksiyon tekniklerine kiyasla bir dizi 6nemli avantaj sunar; daha hizhidir,
genellikle daha yiliksek verimler liretir ve ¢dziiciilerin kullanimi bliyiik 6lciide
azalabilir. Bu 0zellikler temel olarak, ekstraksiyon sicakligindaki artistan
etkilenen ve kiitle transferini artiran bilesiklerin ¢dziiniirliiglindeki artistan
kaynaklanmaktadir. Bunun yani sira, bu kosullar altinda, suyun viskozitesi de
azalmakta, bu sayede ¢dziiciiniin matris i¢inde daha iyi niifus etmesi saglanmakta

ve sonug olarak ekstraksiyon orani tercih edilmektedir (Ong ve dig., 2006).

Organik analitlerin ¢evresel (ve diger) matrikslerden ¢ikarilmasi i¢in, BSE, siiper
kritik s1v1 ekstraksiyonu, alt kritik su ekstraksiyonu ve digerleri dahil olmak iizere
birkag yeni yaklagim gelistirilmistir (Lou ve dig., 1997; Hawtrone ve Yang, 1994).
Cesitli yontemlerin uygulanmasinin dogru bir sekilde anlasilmasiyla, bu
yontemlerden herhangi biri kullanilarak ¢ogu organik kirleticinin yiiksek geri

kazanimi1 saglanabilir.
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Glinlimiizde parfiim, kozmetik, ilag gida, biyoyakit veya ince kimyasallar
endiistrisinde, maserasyon, buhar veya hidro-damitma, presleme, dekokdiyon,
infiizyon, perkolasyon (siizme) ve soxhlet ekstraksiyonu gibi 6ziitleme islemleri
kullanmayan bir iretim siireci bulunmamaktadir. Gida endiistrisinde, seker
pancar1 ve seker kamisinin koklii dev ¢ikarma iglemlerinin yani sira kafeinsiz ¢ay
ve kahvenin hazirlanmasi, bitki 6zleri ve nutrasotiklerin konsantreleri eklenerek
bir¢ok formiilasyon gelistirilmistir. Biyoaktif bilesikler veya bunlarin Onciileri
(antibiyotikler, kemoonleyici ajanlar, alkaloidler, vb.) farmasotik endiistrisi
tarafindan geleneksel metotlar veya modern teknolojiler ile ekstrakte edilir.
Ekstraksiyon tekniklerindeki son egilimler biiylik dl¢iide solvent kullanimini en
aza indiren ¢6ziimler bulmaya odaklanmistir. Elbette, bu islemin yogunlastirilmasi
ve diisiik maliyetli yiiksek kaliteli 6ziitlerin {iretilmesi i¢cin de miimkiin olmalidir.
Kiiresellesen pazarin ve c¢evre korumanin rekabet edebilirliginin getirdigi
zorluklar, basit siireklilikten ziyade ge¢misten kopan teknolojik yenilikler
getirmektedir. Yesil kimyanin 12 ilkesi, modern “siirdiiriilebilir” siire¢lerin
temelini olusturan 12 yesil miithendislik ilkesi ile hizla eslestirilmistir (Sharma ve
dig., 2009). Yesil teknolojilerin gelistirilmesi ve yenilenebilir ham maddelerin

kullanim1 ¢evre dostu siireglerde merkezi bir rol oynamaktadir.

1.3. Nanopartikiil

Gegtigimiz on yilda, biyomedikal uygulamalar i¢in dagitim sistemlerinin
gelistirilmesinde dnemli avantajlar saglanmistir. Bu uygulamalarin her biri etkili
terapi saglamak i¢in spesifik olarak fiziksel, kimyasal, biyolojik, biyomekanik ve
bozunma Ozelliklerine karsi biyomalzemeler talep ederler. Polimer bazli ilag
dagitim sistemlerinin basarisi, uygun biyolojik tepkileri ortaya g¢ikarmak igin
uygun biyouyumluluk, bozulma ve uygun fiziksel 6zellikler elde etmek igin
mevcut biyomalzemeleri 0zel tasarim veya modifiye etme yeteneginde

yatmaktadir (Nair ve dig., 2007).

Saglik alaninda beklenen uygulamalar arasinda hem in vitro hem de in vivo teshis,
nutrasdtikler ve gelismis biyouyumlu materyallerin tiretilmesi vardir. Tasarlanmis
nanopartikiiller, bu uygulamalarin bir kismin1 gergeklestirmek i¢in 6nemli bir
aragtir. Bu nanopartikiillerin tibbi amaclar i¢in ¢ekici olmasinin nedeni, genis

ylizey/hacim orani, kuantum 6zellikleri ve ila¢ tasima yetenekleri gibi 6nemli ve
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benzersiz dzelliklerine dayanir. ilaglar, problar ve proteinler gibi diger bilesikleri
baglayabilen, adsorbe edebilen ve tasiyabilen nispeten biiyiilk ve islevsel bir

ylizeye sahiptir.

Nanopartikiillerin tanimi, boyutlart 0,1lpm veya 100pum’nin altinda oldugu
seklinde olsa da ozellikle ila¢ verebilmek ic¢in nispeten daha biiyiikk miktarda
(boyut>100nm) nanopartikiiller, yeterli miktarda ilag¢ yliklemek i¢in gerekli
olabilir. Tasarlanmis nanopartikiillerin bilesimi degisebilir. Kaynak malzemeler
fosfolipitler, lipitler, laktik asit, dekstran, kstosan gibi biyolojsk kdkenli olabilir
veya cesitli polimerler, karbon, silika ve metaller gibi daha fazla “kimyasal”
0zellige sahip olabilir. Fosfolipitler gibi bazi biyolojik bilesenlerin hiicrelerle
etkilesimi, demir veya kadmiyum gibi metaller gibi biyolojik olmayan bilesenlere
kiyasla oldukga farklidir. Her ne kadar kati nanopartikiiller ila¢ hedeflemesi i¢in
kullanilabilir olsa da viicutta amaglanan hastalikli bdélgeye ulasildiginda tasinan
ilacin salinmasi1 gerekir. Bu nedenle, ila¢g dagitimi icin, biyolojik olarak
parcalanabilen nanopargacik formiilasyonlari, ilaci tasima ve salma niyetinde

oldugu i¢in gereklidir (Jong ve Borm, 2008).

Nanopartikiiller, morfolojilerine, boyutlarina ve kimyasal oOzelliklerine bagli
olarak taninmis nanopartikiil siniflari; karbon bazli nanopartikiiller, metal
nanopartikiiller, seramik nanpoartikiiller, yar1 iletken nanopartikiiller ve polimerik

nanopartikiillerdir (Khan ve dig., 2017).

1.3.1. Mikro ve nano enkapsiilasyon

Mikro kapsiilleme, cok kiiciik damlaciklarin veya sivi veya kati madde
pargaciklarinin siirekli polimerik malzeme filmi ile kaplandigi bir teknolojidir
(Ipemtech, 2009). Mikro kapsiilleme prosediirii Bungen burg de Jon ve Kan,
(1931) tarafindan tamtilmistir. Mikro kapsiilleme, sivilarin kati madelere
doniistiiriilmesinde yiizey 6zelliklerini degistiren, cevre koruma saglayan ve farkli
kaplanmis malzemelerin salimm 6zelliklerini kontrol edilmesinde rol oynar
(Bakan, 1991; Khawla ve dig., 1996; Mishra ve dig., 2013). Mikro kapsiillenmis
tirliniin ¢ogu, 1 ila 1000um arasindaki boyutlara sahiptir (Umer ve dig., 2011).
Canl1 hiicreler, yapistiricilar, tatlar, agrokimyasallar, enzimler, farmasotikler vb.

gibi ¢ok sayida malzeme kapsiillenebilir. Nano kapsiilleme, ¢ok ufak maddeleri
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kapsiillemek icin bir teknoloji olarak tanimlanir ve nano Olgekli araliktaki
biyoaktif paketlemeyi ifade eder (Lopez ve dig., 2006). Herhangi bir biyoaktif
bilesigin viicut i¢indeki gesitli bolgelere verilmesi, partikiil boyutundan dogrudan
etkilenir (Kawashima, 2001; Hughes, 2017). Boylece nano kapsiilleme;
biyoyararlanimi arttirma kontrollii salimi1 arttirma ve biyoaktif bilesiklerin mikro
kapsiillemeden daha biiyiik oranda hassas hedeflenmesini saglama potansiyeline

sahiptir (Mozafari ve dig., 2006).

Nanopartikiiller, capt 10 ila 1000 nm arasinda degisen kolloidal biiyiiklikteki
partikiillerdir ve hem nano kapsiiller hem de nanosferler olarak ifade edilir (Konan
ve dig., 2002). Nanokapsiiller, biyoaktif bilesigin, benzrsiz bir polimer membranla
cevrili bir bosluga sinirlandirildigr vezikiiler sistemlerdir, nanosferler, biyoaktif
bilesigin tiniform bir sekilde dagildigi matris sistemleridir ve sekil 1.1.°de
gosterilmistir (Couvreur ve dig., 1995). Terapotik ajanlarin nano kapsiilleme
etkinliklerini, 6zgiilliiklerini ve hedefleme yeteneklerini arttirir (Soppimath ve

dig., 2001).

ILAC

NANOSFER NANOKAPSUL

Sekil 1.1. Nanosfer ve nanokapsiil yapis1 (Sunayve ve
Anuradha, 2017).

Mikro kapsiillemenin birincil sebebinin siirekli veya uzun siireli ila¢ salimi1 i¢in oldugu
bulunmustur. Bu teknik, hasta uyumunu iyilestirmek i¢in birgok ilacin tadini ve
kokusunu maskelemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu sayede sivi ilaglar
serbest akigl bir toza doniistiiriilebilir. Nem, 151k ve oksijene karsi hassas olan ilaglar

mikro kapsiilleme ile korunabilir. Tlaglar arasindaki uyumsuzluk mikro kapsiilleme ile
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Onlenebilir. Dogada ugucu olan ve oda sicakliginda buharlasan ilaclar, mikro
kapstilleme ile Onlenebilir. Bir¢ok ilag, demir siilfat ve KCIl dahil olmak iizere
toksisiteyi ve gastro intestinal sistem tahrisini azaltmak i¢in mikro kapsiillenmistir.
Absorpsiyon bdlgesinde degisiklik mikro kapsiilleme ile de saglanabilir ve bu
uygulama, diisiik pH’da toksisiteye sahip olan ilaglar i¢in faydali olmustur.

1.3.1.1. Mikro ve nano enkapsiilasyon icin ham maddeler ve kaplama
malzemeleri

Ham madde, dogada sivi veya kat1 olabilen kaplanacak spesifik malzemedir. Ham
maddenin bilesimi, sivi c¢ekirdegin dagilmis ve/veya ¢Oziinmiis malzemeler
igerebilecegi icin degisebilir. Kat1 ¢ekirdek aktif bilesenler, stabilizatorler,
seyrelticiler, eksipiyanlar ve salinim hiz1 geciktiricileri veya hizlandiricilaridir. Ham
madde bilesimini degistirme yetenegi kesin bir esneklik saglar ve bu ozelligin
kullanilmas: genellikle istenen mikro kapsiil o6zelliklerinin etkili bir sekilde

tasarlanmasina ve gelistirilmesine izin verir.

Nano kapsiilleme i¢in lipofilik ve hidrofilik nutrasdtikler bilesigi gibi ham maddeler
kullanilir. Hidrofilik bilesikler suda ¢o6ziiniir, ancak lipitler ve organik ¢oziiciilerde
coziinmezler, oysa lipofilik bilesikler suda ¢oziinmez ancak lipitler ve organik
¢oziiciilerde ¢oziiniir. Bazi nano kapsiillii hidrofilik bilesikler asit, polifenoller vb.’dir
(Lakkis, 2007; Teeranachaideekul ve dig., 2007; Dube ve dig., 2010; Ferreira ve dig.,
2007). Nano kapsiillenmis lipofilik bilesikler arasinda likopen, beta-karoten, lutein,
fitosteroller ve dokasahekzanoik asit bulunur (Lakkis, 2007; Heyang ve dig., 2009;
Zimet ve Livney, 2009; Leong ve dig., 2011).

Kaplama malzemesi, ham madde ile kimyasal olarak uyumlu ve reaktif olmayan ve
mukavemet, esneklik, ge¢irimsizlik, optik 6zellikler ve stabilite gibi istenen kaplama
Ozelliklerini saglayarak bir film olusturabilir. Mikro kapsiilleme ydntemlerinde

kullanilan kaplama malzemeleri bir dereceye kadar yerinde modifikasyona uygundur.

Kaplama malzemesinin ideal 6zellikleri, ¢cekirdek malzemenin stabilizasyonu, aktif
bilesenlere karsi inert, belirli kosullar altinda kontrollii salma, film olusturma, esnek,

tatsiz, stabil ve higroskopik degil; yiiksek viskoziteli ve ekonomik, sulu bir ortamda

17



veya ¢oziicli i¢inde ¢oziliniir ve erime ve kaplama esnek, kirilgan, sert, ince vs.’dir.

Kaplama malzemelerine 6rnek olarak;

Sentetik polimerler: Biyobozunur olmayan polimerler, 6rnegin poli metil akrilat
(PMMA), Akrolein, Glisidil metakrilat epoksi polimerleri (Kreuter ve dig., 1983;
Margel ve Wiesel, 1984). Biyobozunur polimerler, 6rnegin laktikler, glikozitler ve
bunlarin kopolimerleri (Wakiyama ve dig., 1981) ve poli alkil siyanoakrilatlar

polianhidritlerdir.

Dogal polimerler: proteinlerden albiimin, jelatin ve kollajen (Yoshioka ve dig., 1981),
karbohidratlardan agaroz, karregan, kitosan ve nisasta ve kimyasal olarak degistirilmis

karbohidratlardan poli dekstran ve poli nisastadir (Jain, 2000).

Nanopartikiillerin azirlanmasi i¢in kullanilan polimerler adaptasyon (toksik ve
antijenik olmayan) a¢isindan viicutla uyumlu olmal1 ve biyolojik olarak parcalanabilir

ve biyouyumlu olmalidir (Ghosh, 2000).

Dogal polimerler: polimerik nanopartikiillerin hazirlanmasinda en yaygin kullanilan
dogal polimerler, kitosan, jelatin, sodyum aljinat ve albiimin’dir (Nagavarma ve dig.,

2012).

Sentetik polimerler: polilaktikler (PLA), poliglikolitler (PGA), poli laktik koglikolitler
(PLGA), polianhidritler, poliortoesterler, polisiyanoakrilatlar, polikaprolakton, poli
glutamik asit, poli malik asit, poli (N-vinil piroli), poli (metil metakrilat), poli (vinil
alkol), poli (akrilik asit), poli akrilamid, poli (etilen glikol), poli (metakrilik asit) vb.
gibi bir¢ok sentetik polimer bulunmaktadir (Nagavarma ve dig., 2012).

1.4. Kitosan

Kitosan, rastgele dagilmis -(1-4)’e bagli D-glukozamin (deasetillenmis birim) ve N-
asetil-D-glukozamin (asetilenmis birimler)’den olusan dogal, dogrusal bir karbohidrat
polimeridir. ilk olarak 1859°da Rouget tarafindan tammlanmis ve 1984’te Hoppe-
Seyler tarafindan resmen tanimlanmistir. Dogada kolayca temin edilebilen, biyo-
uyumlu, biyobozunur, toksik olmayan, diisitk immiinojenik ve dogal farmakolojik
Ozelliklere sahip bir polisakkarittir. Bu nedenle, farmasdtik ve biyomedikal

uygulamalarda ilgi gosterilmektedir.

18



Kitosan karides, 1stakoz veya yenge¢ gibi kabuklu deniz hayvanlarinin dis iskeletinde,
mantarlarin hiicre duvarlarinda vb. bulunan bir polisakkarittir. Polimerin ¢ikarilmasi,
toplanan ham iskeletten numunelerin hazirlanmasini ve ardindan 4M NaOH ile
deproteinizasyonunu ve parcalara parcalanmasimi icerir. Ogiitiimiis dis iskelet daha
sonra %1 HCI kullanilarak demineralize edilir ve daha sonra kitosan elde etmek i¢in
%50 NaOH ile deasetilasyon yapilir ve kitosan asetik asit iginde ¢oziilerek ekstrakte
edilir ve pH degisikligi ile yeniden ¢okeltilir. Ticari olarak temin edilebilen kitosan,
3800 ila 20.000 dalton arasinda degisen ortalama bir molekiiler agirliga sahiptir ve
%066 ila 95 oraninda deasile edilmistir (Saikia ve dig., 2015).

Kitosanin Kullanimlan

DNA

K&k hiicre llag Teslimi

Antibakteriyel

Tasiyicl sistemler
Doku
Mihendisligi

Karbon nanotlp 9%

Metal iyonlar ilag salimi

Sekil 1.2. Kitosanin ana kullanim alanlari (Gomes ve dig.,
2017).

1.4.1. Kitosan nanopartikiillerinin hazirlanmasi

Kitosan nanoparcaciklarint  (CSNP’ler) hazirlamak icin farkli  yontemler
kullanilmaktadir. Metotlarin herhangi birinin se¢imi, partikiil biiylikliigli gereksinimi,
aktif maddenin termal ve kimyasal stabilitesi, salma kinetik profillerinin tekrar
tiretilebilirligi, son iriiniin stabilitesi ve son iirtinle iligkili arta kalan toksisite gibi

faktorlere baglidir (Agnihotri ve dig., 2004).

Kitosan nanopartikiilleri emiilsiyon c¢apraz baglama, koaservasyon/cokeltme,
puiskiirtmeyle kurutma, emiilsiyon-damlacik birlesme yontemi, ters mikel yontemi,
eleme yoOntemi, kitosan nanopartikiilleri i¢ine ila¢ yiiklemesi ve iyonik jelasyon

yontemi gibi bir¢ok sekilde hazirlanabilmektedir (Saikia ve dig., 2015).
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1.4.1.1. Iyonik jelasyon metodu

Bu yontem 1997 yilinda Calvo ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir (Calvo ve dig.,
1997). Bu yontemde polimer ¢ozeltileri ve polianyon c¢ozeltileri nanopartikiiller
olusturmak i¢in karigtirilir. Kitosan nanopartikiilleri, pozitif yliklii amin kitoan grubu
ile negatif yiiklii tripolifosfat gibi bir grup polianyon arasindaki elektrostatik etkilesim
nedeniyle olusur. Bu teknik sulu ortamda basit ve hafif bir hazirlama yontemi sunar.
[lk olarak, kitosan, polianyon ilave edilmeden dnce veya sonra kitosan ¢dzeltisine ilave
edilebilen poloksamer, Tween80 gibi dengeleyici ajan yoklugunda veya varliginda
asetik asit i¢cinde ¢ozilinebilir. TPP (tripolifosfat) gibi polianyon daha sonra ilave edilir
ve nanopartikiiller, oda sicakliginda mekanik karistirma altinda kendiliginden
olusturulur. Malzeme, etkilesimden dolay1 sividan jel fazina gegmektedir. Bu metodu

kullanarak farkli proteinler ve peptitler yiiklenir (Saikia ve dig., 2015).
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Sekil 1.3. lIyonik jelasyon yontemi ile yiikli kitosan
nanopartikiillerinin hazirlanmasi (Tyagi ve Pandey, 2016).

1.4.1.2. Kitosan nanopartikiillerinin 6zellikleri

Nanopartikiillerin essiz karakteri kii¢iik boyutlu ve kuantum boyutlar i¢in kitosan
nanopartikiillerinin {istiin iistiin aktiviteler sergilemesini saglayabilir. Uretilmesi ve
6l¢eklendirilmesi basit ve ucuzdur, benzersiz boyutta ve genis yiizey/hacim oranina
sahiptir. Kapsiillenmis ilaca iyi koruma sagladigindan, viicutta salinim siiresini ve
stabilitesini arttirdigindan dogada mukoz yapiskan ve hidrofiliktir. Bu nedenle kii¢lik
molekiiller, proteinler ve poliniikleotitler gibi genis bir ilag kategorisine

uygulanabilirler. Bir polimer matriks igine kapsiillenen aktif maddelerin faydalari,
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bunlarin ¢evre ortamindan korunmalarini veya proses sartlarin1 ve kontrollii
salimimlarini igerir. Yeni ilaglarin yaklasik %40’ 1mmin diisiik sulu ¢oziintirliige sahip
olduklar1 ve zayif dagilim profillerine sahip olduklar1 i¢in hidrofobik ve lipofilik
yapilarindan dolay1r geleneksel yontemlerle ilgili bazi sorunlar vardir. Ayrica,
elverissiz farmokinetikleri ile veba salgilarlar e terapotik potansiyellerinin tam olarak
kullanilmasini onleyen bazi dokular i¢in toksiktirler bu da onlarin terapotik
potansiyelinin tam olarak kullanilmasini onler. Nanopartikiiler ila¢ verme sistemi
kullanilarak bu problemlerin iistesinden gelinebilir. Boyut kiiclildigi i¢in
nanopartikiiller, insan viicudu gibi sulu bir ortamda aktif maddelerin daha hizli
¢ozlinmesine neden olan yiizey alanini arttirir ve daha hizli ¢oziinerek, ilacin terapdtik

etkisini artiran daha biiyiik biyoyararlanim saglar (Saikia ve dig., 2015).

1.5. Poaceae Familyasina ait Antikarsinojenik Aktivite Calismalari

Moheb ve digerleri (2013), cogunlukla bugday, piring, arpa, yulaf ve misir gibi tahil
tanelerinde bulunan trisinin bitkilerdeki konsantrasyonu ticari kullanim igin yeterli
olmadigindan giivenilir, zengin bir trisin kaynagi bulmak i¢in, bugdaym farkl
kisimlarindaki  (Triticum aestivum) dagilimmi arastirmis ve izolasyonu be
saflastirilmast i¢in etkili bir yontem tasarlamislardir. Kis bugdaymin kabugunda en
yiiksek miktar (700+157mg/kg kuru agirlik) bulmuslardir. Bu konsantrasyon, herhangi
bir bitki tiirlinlin en ylikseklerinden biridir ve ucuz bir dogal tirisin kaynag1 olarak
kabul edilmektedir. Saflastirilmis bugday kabugu trisinin, normal hiicreler {izerinde
hicbir yan etkisi olmamakla birlikte, karaciger (HepG2) ve pankreas (INS832/13)
kanser hiicreleri i¢in segici bir potansiyel inhibitorii oldugu bulunmustur. Bu segici
etki, tirisinin kemopreventif bir ajan olarak klinik dncesi ¢aligmalar i¢in potansiyel bir
aday olarak kabul edilebilecegini géstermekte ve lif bakimindan zengin ham bugday
kabugu, besin takviyesinde dogal bir kemo koruyucu madde olarak kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Bu ¢aligmalar sonucunda bugday kabugundan elde edilen tirisin,
normal NIH3T3 hiicresi ve HepG2 (karaciger karsinoma) ve INS382/12 (rat,
panjreatik tiimor) kanser hiicreleri iizerinde farkli tirisin konsantrasyonlar ile (1,5, 15
ve 30uM) 12 ve 24 saat silire ile denenmis ve sonucunda tirisinin 7,5uM
konsantrasyonunun gii¢lii bir etki sergiledigi ve HepG2 ve INS382/12 hiicrelerinin
hiicre canliligt normal hiicre olan NIH3T3 iizerine bir etkisi olmamakla birlikte

strastyla %74,5 ve %47 olarak Moheb ve digerleri (2013) tarafindan bulunmustur.
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Tan ve digerleri (2013), kirilmis piring, piring kepegi ve piring tohumunun bir karigimi
olan Temukut veya bira pirinci kolon kanseri (HT-29), yumurtalik kanseri (Caov-3)
ve karaciger kanseri (HepG2) hiicre hatlart kullanilarak temukut ekstraktinin
antioksidan ve biiyiime inhibisyon 6zelliklerini arastirmay1 amaglamis ve Antioksidan
aktivite, B-karoten agartma deneyi, DPPH radikal temizleme kapasitesinin analizi ve
bir FRAP deneyi ile belirlemislerdir. Temukut'taki toplam fenolik bilesikler, orizanol,
E vitamini ve fitik asit seviyelerini de incelenmislerdir. Antiproliferatif aktivite, 3-
(4,5- dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) tahlili kullanilarak
degerlendirmislerdir. HT-29 ve Caov-3 hiicreleri (p <0.05) i¢in iki tip temukut
ekstraktinin (su ve metanol) sitotoksisitesinde, HepG2 hiicreleri i¢in anlamli bir fark
olmadigimi ve HepG2 hiicre hatti temukut'a en az duyarli oldugunu (IC50=
55.30uG/mL), en yikksek hassasiyetin  Caov-3  hiicrelerinde  oldugunu
gozlemlemislerdir (IC50=36.67uG/mL). Normal hiicre olan BALB/c3T3 hiicrelerinde

sitotoksik aktivite gézlememislerdir.

Yuvakkumar ve digerleri (2014), faz tlizerinde NaOH islemi, piring kabugu
nanosilika'sinin saflig1 ve partikiil biiytikliigii alkalin 6ziitleme-asit ¢okeltme yontemi
kullanilarak incelemis ve diisiik NaOH'de (1,5N) hafif reaksiyon, orta reaksiyon
hizindan dolayi kiiciik ve ince pargaciklar (600 nm) ortaya ¢ikarmislardir. insan meme
kanseri hiicre hattinin (3T3) morfolojisi, diisiindiiriicii hiicre stres etkilerinin, hiicre
canliligi azalmasi (%50) ile uyum i¢inde olan 500 pg/ml silika dozajlarinda daha
belirgin oldugunu ortaya koymuslardir. Farkli silika dozajlar1 arasinda 10pG/mL’nin
en yiikksek oldugu bulunmustur. Coziinmiis oksijen seviyesini artirabilen hiicre
canliligr (-%70 + 2), daha yiiksek SiO2 dozunda ortaya ¢ikan toksik etki nedeniyle
canlilik neredeyse %27+5'e diismiis ve slirdiiriilebilir materyallerin gelistirilmesi
yoluyla biyomedikal uygulamalar i¢in en uygun potansiyel bir aday olabilecegi

sonucuna varmislardir.

Kim ve digerleri (2007), metanolik piring kabugu ekstraktinin (MERH) sitotoksik ve
antitimor aktivitesi, sirastyla 1,2-dimetilhidrazin (DMH) enjekte edilmis F344 erkek
siganlarda insan kolon kanseri hiicrelerine ve kolon aberrant kript odak noktasina
(ACF) kars1 MTT testi ile degerlendirmislerdir. MERH'in yiiksek sitotoksik oldugu
ve IC50 degerleri in vitro olarak 0,5 pg/mL olarak bulunmustur. 40 hafta MERH
destegi (50 mg/kg viicut agirligi/giin), kolonik neoplastik ACF olusumunu %35
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azaltmistir (p <0.01). Bir aktif bilesik, momilakton B, MERH'den silis jeli
kromatografisi, Sephadex LH-20 kromatografisi ve HPLC ile izole edilmistir.
Momilakton B'nin sitotoksik aktivitesi, insan kolon kanseri HT-29 ve SW620
hiicrelerinde MTT-boya indirgeme, laktat dehidrojenaz (LDH) ve koloni
olusturabilme yetenegi deneyleriyle degerlendirilmistir. Sonuglarda piring
kabugundan elde edilen momilakton B'nin insan kolon kanserine kars1 kemoterapotik

ajan i¢in yeni bir aday olabilecegini gostermislerdir.

Rajkumar ve digerleri (2019), glimiis nanopartikiillerini (AgNP'ler), Zea mays L.
(misir) tozu  Oziiti  kullanilarak  biyosentezlemislerdir.  Ayrica, reaktif
konsantrasyonunun, ekstraktin, sicakligin ve sentez zamaninin etkisini, sitotoksisite ve
radikal temizleme potansiyeli ile birlikte incelemislerdir. AgNP'lerin  UV-vis
spektrumlart ~420nm'de bir ylizey plazmon rezonansi vermistir. Emilim zirvesi
zamanla artisla keskinlesmistir. Monodispers ve toplanmis kiiresel sekle sahip
AgNP'ler, SEM goriintiisii ile gozlenmis, ardindan EDX spektrumunun glimiis
bolgesinde kuvvetli sinyal ile onaylanmistir. XRD spektrumu kristalligini ve yiiz
merkezli kiibik yapisini dogrulamistir. FT-IR spektrumlari, AgNP'lerin sentezinde
fito-bilesiklerin varligin1 ortaya koymaktadir. Ayrica, AgNP'ler HepG2 hiicrelerine
kars1 gliglii sitotoksisite potansiyeli sergilemis ve canliligi kontrol hiicrelerine gore
AgNP konsantrasyonundaki artigla azalmistir. Ayrica, DPPH ve ABTS siipiiriicii ve
giic testlerini azaltma acisindan makul radikal siipiiriicii potansiyeli oldugunu
gostermislerdir. Rajkumar ve digerlerinin (2019) ¢alismasindaki veriler birlikte ele
alindiginda, mevcut arastirmalarin bu sonuclari, AgNP'lerin o6zellikle kanser
hastaliginin tedavisi i¢in biyomedikal uygulamalarda ve yeni ilaglarin formiilasyonu

i¢in ilag endiistrisindeki uygulamalariyla birlikte faydali olabilecegi belirtilmistir.

Natrajan ve digerlerinin (2015) yaptiklar1 calismada ugucu yaglarin enkapsiilasyonu
igin bir kitosan-aljinat (CS-AL) nanokiilatoriiniin gelistirilmesi ¢alisilmigtir. Isinin
etkisi, AL ve CS konsantrasyonlar1 gibi proses parametrelerinin etkileri incelenmistir.
Taramal1 elektron mikroskobu, Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi ve
ultraviyole goriiniir spektroskopisi gibi ¢esitli fizikokimyasal karakterizasyon
teknikleri uygulanmistir. Karakterizasyon ¢alismalarinin sonuglari, 0,3mg/mL AL ve
0,6mg/mL CS'nin iyi stabiliteye sahip minimum boyutlu parcaciklar (<300 nm)

tirettigini gostermistir. Ayrica, yag yiiklii nanokapsiillerin hem uyumlu oldugu hem de
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gelecekteki biyomedikal ve farmasétik uygulamalarda kullanildigini diistindiirdtigii
dogrulanmigtir. Ayrica, zerdecal yagi ve limon yag vyiiklii nanokapsiillerin
antiproliferatif aktivitesi, A549 hiicre hatlarinda 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) deneyi kullanilarak hesaplanmis ve hem
nanoformiilasyonlarin bulundugu bulunmus ve her iki nanoformiilasyonun ham

yagdan daha belirgin antiproliferatif 6zelliklere sahip oldugu bulunmustur.

Alothman ve digerlerinin (2018) yapmis olduklar1 ¢alismada, Cenchrus ciliaris L.
toplam alkol ve hem havada yetisen hem de kok kisimlarinin art arda gelen ekstreleri,
standart ila¢ vinblastin siilfat ile karsilagtirilarak ve akciger (A-549), bagirsak
(CACO), kolon (HCT-116), servikal (Hela), hepatoseliiler (HepG2) ve meme (MCF-
7) (PC3) hiicre hatlarina kars1 antikanser aktiviteleri i¢in test edilmistir. Elde edilen
sonuglar, referans standart ila¢ olarak vinblastin siilfata kiyasla listelenen hiicre
hatlarinin biiylimesi tizerinde degisken inhibe edici etkisine sahip dogrudan sitotoksik
etki sergilemis, bu etkiler, 11,1+0,3 ila 267+pg/ml arasinda degisen farkli IC50 degeri
gostermistir. Tim kok ekstreleri, vinblastin siilfatin (2,93+0,3pg/ml) etkisi ile
yakindan ilgili olan HepG2 (Hepatoseliiler karsinoma) (9+2,1pg/ml) hiicre hatt1 bircok
teste kars1 en iyi aktiviteyi gostermistir. Cenchrus ciliaris L. Hava ve kok ekstrelerinin
en yliksek antikanser etkisi HepG2 (Hepatoseliiler karsinom) i¢in kaydedilmisg, IC50
degerleri sirasiyla 12+0,8 ve 9+2,1 dir. CACO (kolorektal karsinom) hiicre hatt1 IC50
degeri 27,2+1,6 ve 20,5+0,6, A-549 (Lung karsinomasi) hiicre hattinin IC50 degerleri
sirastyla 14,5+0,7 ve 11,1£0,3 olarak bulunmustur. Ozellikle CACO (kolorektal
karsinoma) ve A-549 (Lung karsinom) hiicre hattina olan antikanser etki standart
ilagtan daha iyi oldugu belirtilmistir. Hem hava hem de koklerin kloroform ekstreleri,
ozellikle kolorektal (CACO) ve Akciger karsinoma (A-549) ile tiim hiicre hatlar
tizerinde en iyi antikanser aktivitesi sergilemistir. Cenchrus ciliaris’in kanser
hiicrelerini hedef almak i¢in kullanilan umut verici yeni kimyasal gruplarin kaynagi

olabilecegi bulunmustur.

Khlifi ve digerlerinin (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada, Cynodon dactylon L.'den
ekstreler, petrol eteri, diklorometan, aseton, metanol/su (3:1) ve su, sirali yontemlerle
elde edildi. Fenoliklerin kimyasal bilesimi (6,9-57,41g gallik asit esdegeri/kg kuru
kiitle), tanenler (2,49-12,32¢g katesin esdegeri/kg kuru kiitle), antosiyaninler (0-5,98¢
siyanidin esdegeri/kg kuru kiitle) ve flavonoidler (0-5,02g kuersetin esdegeri/kg kuru
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kiitle) degerlendirilmistir. Ekstreler, antioksidan (DPPH ve ABTS deneyleri),
antimalaryal (Plasmodium falciparum) ve antikanser (MCF7) aktiviteleri; en giigli
aktiviteler, sirastyla su ekstresi (IC50=57,21+1,47mg/L), asectonik ekstre
(IC50=38mg/L) ve petrol eteri ekstresi (IC50=39mg/L) ile elde edilmistir. Sonuglar,
antosiyanin miktar1 ile antimalaryal aktivite (R2=0,79) ve ayrica antikanser aktivite
(R2=0,78) arasinda iyi bir iliski oldugunu gostermistir. Antikanser ve antimalaryal
yonden 1yi aktivitelere sahip olan ekstraktlarin LC MS analizi, yedi antosiyaninin
(delphinidin-3-0-asetilglukozit, petunidin-3-O-caffeoylglucoside-5-O-glukozit,

petunidin-3-O-kumarilglukozit-5-O-glukozit, malvidin-3-O-monoglukozit,
delphinidin-3-O asetilglukozit-piruvik asit, petunidin-3-O-asetilglukozit-5-O glukozit
ve siyanidin-3,5-O-diglukozit) bu bitkide Khilifi ve digerleri (2013) tarafindan ilk kez

tanimlanmaistir.

Liu ve digerleri (2012), Bugday kepegi lipofilik ekstreleri, insan prostat
adenokarsinom (PC3) hiicrelerinin biiylimesine karst biyoaktivite rehberli
fraksiyonlama (HPLC) kullanilarak incelemislerdir. Doymamis serbest yag asidi,
fitosteroitler ve alkilresorinoller igeren fraksiyonlar yiiksek sitotoksik aktivite
gostermistir. Alkilresorsinol fraksiyonunun detayli arastirmasi 5-heptadesilresorcsinol
(IC50=22,5pg/ml), 5-(16-heneicosenil)resorsinol (trans) (IC50=13,7ug/ml), 5-(14-
nonadesenil)resorsinol (trans) (IC50=42,2ug/ml) ve 5-(2-oxotricosanil)resorcinol
(IC50=10,9ug/ml) igeren PC3 hiicrelerinin biliylimesine karst giiclii inhibe edici
ozelliklere sahip olan yedi saf bilesik izole etmislerdir. Bugday kepegindeki
alkilresorsinoller, LC-MS {izerinde gelistirilen bir Tek Iyon Izleme (SIM) ydntemi
kullanilarak Olctilmistiir. Aktif alkilresorsinollerin, bugday kepeginde kiigiik
bilesenler oldugu bulunmus, ancak kanser hiicreleri iizerinde pozitif kontrol
klorambusilden (IC50=58,7ug/ml) daha yiiksek sitotoksik etkiler gostermislerdir. Bu
arastirma, alkilresorsinollerin, bugday kepeginin kanseri dnleyici aktivitesi i¢in dnemli
oldugunu gostermis, bazi serbest doymamis yag asitleri ve fitosteroitler gibi diger
lipofilik bilesikler de antikanser aktivitesine katkida bulunabilecegini One

siirmiislerdir.

Parduman ve digerleri (2009), Limon otu ¢esidi Cymbopogon flexuosus'un esansiyel
yag1 on iki insan kanser hiicre hattina kars1 in vitro sitotoksisitesi i¢in incelemislerdir.

Ayrica yagin in vivo antikanser aktivitesi, farelerde hem kat1 hem de asit Ehrlich ve
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Sarcoma-180 tiimor modelleri kullanilarak da incelemislerdir. Ek olarak, timor
hiicrelerinde morfolojik degisiklikler hiicre 6liimii mekanizmasini belirlemek igin
calismislardir. In vitro sitotoksisite calismalari, cesitli insan kanser hiicre hatlarma
kars1 doza bagl etkiler gostermistir. Yagin IC50 degerleri hiicre hattina bagli olarak
4,2 ila 79pg/ml arasinda degismistir. 502713 (kolon) ve IMR-32 (ndroblastom) hiicre
hatlarinda, yagin sirastyla IC50 degerleri 4,2 ve 4,7pg/ml olan en ytiksek sitotoksisite
gostermistir. Yagin periton i¢i uygulamasi, Ehrlich ve Sarcoma-180 tiimorlerinin hem
asit hem de kat1 formlarini doza bagli olarak énemli 6l¢lide inhibe etmistir. Ehrlich
Ascites karsinomasinin hem asit hem de kati tiimor formlarinda gozlenen yagin
200mg/kg'da (i.p.) tiimor biiyiimesi inhibisyonu sirasiyla 97,34 ve 57,83 dir. Sarcoma-
180°de benzer bir yag dozunda biiyiime inhibisyonu, asit ve kati1 formlarda sirasiyla
%94,07 ve %36,97°dir. Yagla muamele edilmis HL-60 hiicrelerinin morfolojik
caligmalari, ylizey cikintilarinin kaybini, kromatin yogunlasmasini ve apoptozisi
ortaya ¢ikarmistir. Mitokondri apoptoz gegiren hiicrelerde belirgin krista kaybi
gostermistir. Yag ile muamele edilmis hayvanlardan alinan Sarcoma-180 solid timor
hiicrelerinin morfolojik ¢alismalari, apoptozisin tipik ¢ekirdek yogunlasmasini ve
pargalanmasini ortaya koymustur. Yag ile muamele edilmis hayvanlardan elde edilen
assit (acites) hiicrelerinin morfolojik calismalar1 da apoptozisin tipik degisimlerini
ortaya koymustur. Sonugta, yagin {imit verici bir antikanser aktivitesine sahip
oldugunu ve elektron mikroskobu ile tanimlandig1 sekilde apoptotik islemi aktive

ederek tiimor hiicresinin yasayabilirliginde kayba neden oldugunu gostermislerdir.

Thangam ve digerlerinin (2014) yapmis oldugu calismada, sicak su dekoksiyonu
kullanarak sicak suda ¢oziiniir polisakkaritlerin (HWSP'ler) Cymbopogon citratus'tan
ekstraksiyonu yapilmistir. Ug seviyeye dayanan Yiizey Tepki Yonetimi (RSM), ii¢
degisken merkezi komposit karma tasarim (CCRD), maksimum HWSP’ler
ekstraksiyonu i¢in ekstraksiyon siiresi (X1:30-180 dk), ekstraksiyon sicakligi (X2:70—
100°C) ve suyun ham madde orani (X3: 10-60) miimkiin olan en iyi kombinasyonu
elde etmek i¢in kullanilmistir. Optimum ekstraksiyon kosullari; ekstraksiyon stiresi
113,81 dakika civari, ekstraksiyon sicakligi 99,66°C ve suyun ham maddeye orani
33,11g/ml olarak bulunmustur. Bu kosullar altinda, deney verimi %13,24+0,23 ve
RSM model verimi (%13,19) tarafindan 6ngoriilen deger ile yakin bir uyum iginde
oldugu bulunmustur. HWSP'lerin temel karakterizasyonu FTIR kullanilarak
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belirlenmis ve 6n in vitro biyolojik ¢aligmalar, limon otu polisakaritlerinin antikanser

tedavisi i¢in faydali oldugunu gostermislerdir.

Bir diger ¢calisma Thangam ve digerleri (2014) tarafindan yapian C. citratus kaynakl
polisakaritler ekstre edilmis ve anyon degisimi ve jel filtrasyon kromatografisi ile
fraksiyonlanmistir. F1 ve F2 gibi iki farkli polisakarit fraksiyonu elde edilmis ve bu
fraksiyonlarin, molekiiler agirlik ve seker icerikleri ile karakterize edilen farkl asidik
polisakaritlere sahip oldugu bulunmustur. NMR spektral analizi, bu polisakkaritlerde
(1 — 4) baglantihi b-d-Ksilofuranoz kismimin varligini ortaya koymustur. Bu
polisakarit fraksiyonlart F1 ve F2 kullanilarak, anti-enflamatuar ve antikanser
aktiviteleri, in vitro kanser hiicrelerine karsi degerlendirilmis ve polisakkaritlerin,
kanser hiicrelerinde apoptozun intrinsik yolla apoptozu indiiklemedeki etki
mekanizmasi da onerilmistir. Siha ve LNCap gibi 1ki farkli iireme kanseri hiicresi,
sitotoksisite, apoptozun ve apoptotik DNA fragmantasyonunun indiiklenmesi,
mitokondriyal membran potansiyelindeki degisiklikler ve polisakkarit fraksiyonlari ile
hiicrelerin tedavisine cevap olarak gen ve protein ekspresyonunun profilleri lizerine in
vitro ¢alismalar icin kullanilmistir. Bu polisakarit fraksiyonlari, karsinoma hiicreleri
tizerinde potansiyel sitotoksik ve apoptotik etkiler sergilemis ve kaspaz 3'in yukari
regililasyonu, bcl-2 familyasi genlerinin asag1 regiilasyonu, ardindan sitokrom ¢ salimi

olaylar1 yoluyla bu hiicrelerde apoptozu indiikledikleri sonucuna varmislardir.

El Mola ve digerleri (2015), dort insan kanseri hiicre hattina kars: sitotoksisitesini
hesaplamak i¢in Siilforodamin B testi kullanmiglar ve Echinochloa crus-galli L.’nin
etanolik ekstrenin (%70) en cok HCT-116 ve HELA hiicre hatlarina kars: aktif oldugu
kanitlamiglardir (sirasiyla, IC50=11,2+0,11 ve 12,0+£0,11pg/ml). Kloroform ve etil
asetat fraksiyonlari, HCT-116 hiicre hatlarina karsi en yiiksek aktivitelerini
sergilemistir. Kloroform ve etil asetat fraksiyonlar1 saf fenolik bilesikler (1-8) elde
etmek i¢in birka¢ kromatografik ayirmaya tabi tutulmustur. 1-8 bilesikleri; 5,7-
dihidroksi-3’, 4’, 5'-trimetoksi flavon, 5,7,4'-trihidroksi-3’, 5’-dimetoksi flavon (trisin),
kersetin, flavon apigenin-8-C-sophorosit, 2-metoksi-4-hidroksi sinamik asit, p-
kumarik asit ve kersetin-3-O-glukozit seklinde tanimlamuslardir. Izole edilen tiim
fenolik bilesikler, antikanser ilaci Doxorubicin ile karsilastirilabilecek sekilde,
metoksile edilmis flavonlarin (1 ve 2) en aktif oldugu dort insan karsinomuna karsi

cesitli onemli aktiviteler sergilemistir. Bu nedenle, bu metoksile edilmis flavonoidler,
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E. crus-galli geleneksel kullaniminin 6nceki iddialarini destekleyen kanser tedavisi
icin kursun bilesikler olarak kabul edilebilecegi sonucuna varmiglar ve fenolik

bilesiklerin E. crus-galli'deki olusumunu ilk kez rapor etmislerdir.

Cheng ve digerlerinin (2016) yaptig1 ¢calismada, suda ¢oziiniir bir polisakarit (BP-1),
yayla arpasindan (Hordeum vulgare L.) sicak su ekstraksiyonu ve sefaroz kolon
kromatografisinin saflagtirilmasi ile elde edilmistir. BP-1, yaklasik 6,7x104Da'lik bir
ortalama molekiil agirligia ve goreceli 8,82:1,92:1,50:1,00 molar oranlar ile glukoz
(Glc), ksiloz (Xyl), arabinoz (Ara) ve ramnoz (Rha)’dan olusmustur. BP-1'in, 48 saat
48,18pug/ml'de yar1 maksimum inhibitdr konsantrasyonu ile zaman ve doza bagl bir
sekilde insan kolon kanseri hiicrelerinin (HT-29) c¢ogalmasini inhibe ettigi
bulunmustur. Western blot sonuglari, BP-1'in, c-Jun N-terminal kinazin (JNK)
fosforilasyonunu arttirdigini, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuyla iliskili
stiregleri ve sitoplazmadan cekirdege niikleer faktor-kB (NF-kB) translokasyonunu
inhibe ettigini gostermistir. Ayrica BP-1 kaynakli apoptoz, B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-
2) gibi apoptozla iligkili proteinlerin diizenlenmesi, mitokondriden sitoplazmaya
sitokrom C salimmasi ve kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivasyonu ile ilgili oldugu
belirtilmistir. Bu ¢aligmalar sonucunda, BP-1 kaynakli HT-29 apoptozun ROS-JNK
ve NF-«xB aracili kaspaz yolaklar1 yoluyla ortaya ¢iktig1 gosterilmektedir.
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2. MALZEME VE YONTEM
2.1. Orneklerin Eldesi

Bu ¢alismada Ipsala, Edirne’de faaliyet gosteren Ozserhat Gida San. Ltd. Sti.’nden
temin edilen piring kabugu kullanildi.

2.2. Yiiksek Basin¢h Sicak Su Ekstraksiyonu ile Pirin¢ Kabugu Ekstraktlarinin
Eldesi

Satin alinan piring kabugundan proteinler sekil 2.1.’de gosterilen yiiksek basingli sicak
su ekstraksiyon cihazi kullanilarak elde edildi. Kurutulmus piring kabugu sekil 2.2.”de
gosterildigi gibi 5 gr olarak tartildi ve 100 mL saf su ile cihazin haznesine aktarildi.
Ekstraksiyon islemi 600C sicaklikta, 50 bar basing altinda, 45 dakika boyunca ve

solvent akis hiz1 saniyede 2 mL olacak sekilde ayarlanarak tamamlandi.

Sekil 2.1. Yiiksek basingli sicak su ekstraksiyon cihazi (Amar Equipments,
India) ve ekstraksiyon sonrasinda elde edilen protein lizati.

Sekil 2.2 Kurutulmus
piring kabugu 6rnegi.
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2.3. Pirin¢ Kabugu Ekstrelerinin Protein I¢eriginin Belirlenmesi

Ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstrelerin protein igerigi uv-visible
spektrofotometre cihazinda, Bradford (1976) metodu kullanilarak, standart egri
yardimiyla bovin serum albiimin (BSA) (Sigma Aldrich) esdegeri olarak belirlendi.

2.4. Kitosan Nanopartikiillerinin Sentezi

Piring kabugundan elde edilen protein ekstrelerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri goz
oniinde bulundurularak, protein ekstreleri iyonik jelasyon metodu ile enkapsiile edildi.
Etkin bir mikronizasyon saglanmasi i¢in en yiiksek biyolojik aktiviteye sahip piring
kabugu protein ekstresine en uygun polimerik meteryal kitosan olarak belirlendi ve
sodyum tripolifosfat (Na-TPP) ile Sekil 2.3.’te gosterildigi gibi nanopartikiiller
olusturuldu. Polimer oranlar 1 saat ve 3 saat siireli olmak tizere %0,1, %0,2 ve %0,3
(w/v) oranlarinda Na-TPP kullanilarak seri denemeler gerceklestirildi. Olusturulan
nanopartikiillerin yilizde verimlerinin belirlenmesi i¢in sekil 2.4.’te gdosterilen

karakterizasyon islemi gergeklestirildi.

Sekil 2.3. Elde edilen protein ekstraktlarinin iyonik jelasyon metodu ile enkapsiile
edilmesi.

2.1. Partikiil Biiyiikliigii ve Zeta Potansiyel Analizler

Nanopartikiillerin partikiil biiytikliigii dagilimi ve zeta potansiyeli Malvern Zetasizer
Nano-ZS (Malvern Inst. Ltd. UK) ile dinamik 151k sa¢ilimi (DSL) kullanilarak
belirlendi (Sekil 2.4). Biitiin deneyler li¢ tekrar ¢alisildu.
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Sekil 2.4. Olusturulan kitosan nanopartikiillerinin karakterizasyonu (Malvern
Zeta-sizer Nano-ZS, Malvern, Inst. Ltd. UK).

2.1.1. Diferansiyel taramah kalorimetre (DSC) analizi

Termal analizler DSC (Perkin Elmer, ABD) kullanilarak yapilmistir. Yeterli miktarda;
ekstrat, kitosan yiiklenmis ekstrat ve ekstratsiz bos kitosan Ornekleri standart
alliminyum panlara sikistirilarak yiiklenmistir. Sonrasinda sistem saf siv1 nitrojen ile
temizlenmis ve nanopartikiiller dakikada 10°C 1sitilma oraninda 20-350°C’ler arasinda

incelenmistir.

2.1.2. Fourier doniisiim kizilotesi (FTIR) analizi

Ekstrakt, ham kitosan ve ekstrakt ytiklii kitosan nanopartikiillerinin FTIR spektrosu
650-4000cm™ dalga boylar1 arasinda Perkin-Elmer Spectrum 100 cihazinda
Olgiilmiistiir.

2.1.3. Taramal elektron mikroskopi (SEM) analizi

Nanopartikiillerin yiizey morfolojisinin belirlenmesi, uygun c¢oziiniirlilkte ve oda
sicakliginda taramali elektron mikroskobu (SEM, Carl Zeiss 30 VP, Almanya)
kullanilarak yapilmistir. Goriintiilenmeden 6nce nanopartikiiller Quorum Q150 RES

(Quorum Technologies, UK) cihaziyla altin kaplanmigtir.

2.2. Tuimor Hiicrelerinin Kiiltiir Ortaminda Cogaltilmas1 ve Ekstrelerin
Inkiibasyonu

Yiiksek basingli sicak su yontemi ile elde edilen ekstrelerin anti tiimorojenik
aktiviteleri 3 adet tiimorojenik, MDA-MB-231 (insan, meme adenokarsinoma), MCF7
(insan, meme adenokarsinomu), A-549 (insan, akciger karsinomu) ve 1 adet normal
Vero (Afrika yesil maymun, bobrek epiteli) hiicre hatlart %5 fotal dana serumu
(Sigma, A.B.D), 100 IU/mL penisilin ve 1 pG/mL streptomisin iceren RPMI-1640
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(Invitrogen, A.B.D.) besi ortami ile, 37°C’de %5 CO2’li ortamlarda sekil 2.5.’te
gosterildigi gibi ¢ogaltildi.

Uretilen hiicre hatlari testlerde kullanilincaya kadar %5 dimetilsiilfoksit (DMSO)
igeren tiretme ortami ve %10 DMSO igeren fotal dana serumu (Sigma, A.B.D.) ile
hazirlanan dondurma vasatlariyla -86°C derin dondurucuda ve sonrasinda -196°C sivi

azot icerisinde dondurularak saklandi (Sekil 2.6. ve Sekil 2.7).

Sekil 2.7. MDA-MB-231, MCF-7, A-549 ve Vero hiicrelerinin
dondurulmasi.
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2.2.1. Deneyde kullanilan hiicre hatlari

Yiiksek basingli sicak su yontemi ile elde edilen ekstrelerin antitiimorojenik
aktiviteleri 3 adet timorojenik, MDA-MB-231 (insan, meme adenokarsinoma), MCF7
(insan, meme adenokarsinomu), A-549 (insan, akciger karsinomu) ve 1 adet normal
Vero (Afrika yesil maymun, bobrek epiteli) hiicre hatti Amerikan Hiicre Kiiltiirti
Koleksiyonundan (ATCC, Mannassas, VA) elde edildi.

Sekil 2.10. A-549 (insan, akciger karsinomu) hiicre hatti.
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Sekil 2.11. Vero (Afrika yesil maymun, bobrek epiteli) hiicre hati.

2.3. Hiicre Canhilik Oranlarimin Belirlenmesi

Hiicre canlilik oranlarinin belirlenmesinde kalorimetrik bir yontem olan MTT (3- [4,5-
dimetiltiazol-2-il]- 2,5- difenil- tetrazolium bromit) yontemi kullanildi (Sekil 2.12.,
2.13. ve 2.14). Bu hiicre sitotoksik aktivite testi, canli hiicrelerin mitokondrial
dehidrogenazlari tarafindan tetrazolium tuzlarinin 3-(4,5- dimethylthiazol- 2-il)- 2,5-
difeniltetrazolium bromit (MTT, Sigma Chemicals, A.B.D.) bir mavi formazana
hiicresel indirgenmesi temeline dayanmaktadir. Olusan mavi formazan miktarina bagli
absorbans degerleri mikroplaka okuyucu spektrofotometrede (Sekil 2.15.) 6l¢iildii.

Hiicre canliligi, % hiicre canlilig olarak hesaplandi.

Sekil 2.13. Ekstrelerin hiicrelerin iizerine inkiibasyonu ve MTT protokoliiniin
uygulanmasi.
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Sekil 2.15. MTT protokolii sonrasi hiicrelerde olusan mavi formazan
miktarina  bagli  absorbans  degerlerinin  mikroplaka  okuyucu
spektrofotometrede dlgiilmesi (BioTek-ELx800, UK).
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Ekstraksiyon sonrasinda ekstrelerin protein miktarinin belirlenmesi

Yiiksek basingli sicak su ekstraksiyonu ile hazirlanan protein ekstraktlarindaki ilk
protein miktar1 Bradford yontemi sonrasinda ¢izilen standart egri yardimiyla bovin

serum albiimin (BSA) esdegeri (Sekil 3.1.) olarak 0,12 mG/mL bulunmustur.

Blank (-) y =5,696x + 0,0521
Rz =0,9951

Sekil 3.1. Bradford yontemi sonrasinda ¢izilen standart egri.

3.2. Ekstrakt yiiklii kitosan nanopartikiillerinin sentezi

Sentezlenen nanopartikiillerin yiizey topografyasi, boyut dagilim, fiziksel dagilimlar
gibi ozellikler sirasiyla SEM, DSC, FTIR analizleriyle detayli olarak incelenmistir.
Buna gore, ekstrat yiiklii kitosan nanopartikiillerinin ylizey topografyast SEM
kullanilarak Ol¢iilmiis ve partikiillerin kiiresel ve piirlizsiiz yiizeye sahip oldugu
gozlemlenmistir. (Sekil 3.2.). Olgiilen caplar DLS sonucuyla elde edilen boyut
dagilimi raporundakiyle uyumlu olarak; yiiklii nanopartikiillerde 269,4 nm (Sekil
3.3.A.) ve bos kitosan (ekstrakt yok) nanopartikiilleri i¢in 113-317.0 nm (Sekil 3.3.B)

olarak olgiilmistiir.
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‘200 nm  EHT= 500kV Signal A=SE2 200nm  EHT= 3.00kV  Signal A= SE2

| | |
3 WD= 59mm Mag= 57.24KX ;7 WD= 59 mm Mag= 50.00 KX

Sekil 3.2. Ekstrakt yiiklenmis kitosan nanopartikiillerinin dis ylizey betimi SEM
ile gézlenmistir.
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Sekil 3.3. Enkapsiile edilmis atik piring kabugu proteininin (A), ve kitosanin
(ekstrakt yok) (B) boyut dagilimi.

DSC calismalan kitsan nanopartikiillerinin fiziksel durumlarinin incelenmesi i¢in
yapilmistir (Sekil 3.4.) ve liyofilize ekstrakt egrisindeki ilk termal olay ornekteki
suyun buharlagsmasiyla baglantili olarak 136,89°C’de dar endotermik pik olarak
Olciilmiistiir. Gegis sonrasi liyofilize ekstratin 1s1 akis modeli 162,03°C’de ekzotermik

par¢alanma olarak baslamis ve ekstra enkapsiile kitosan nanopartikiillerinde
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222,08°C’de ¢oziiliim piki Sl¢iilmiistiir. Bu sonug, enkapsiilasyonun ekstratin termal

stabilitesini arttirdigini géstermektedir.
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Sekil 3.4. DSC c¢alismalari, kitosan nanopartikiillerindeki ekstraktin fiziksel
durumunu aragtirmak i¢in gerceklestirildi.

Kitosanin FTIR spektrumu (Sekil 3.5.) 1648 cm™ (amid 1), 1 cm™ (amid 1) ve 1386
cm™ (amid III) dalga boylarinda karakteristik absorbyonlar ortaya ¢ikarmistir (Wu ve
dig., 2006). Amid | (1600-1700 cm-1) 6l¢iimleri temel olarak C=O ve C-N gruplarinin
esneme sirasinda ¢ikardigi vibrasyonlara baglidir. Amid II (1510-1580 cm-1)
Olglimleri temelinde diizlem i¢i N-H gruplarinin biikiilmesinden, kalan potansiyel
enerji Olgtimleri ise C-N ve C-C gruplarinin esneme vibrasyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Diger yandan, 1021 ve 887 cm™ dalga boylarindaki bantlarin
glikosidik baglardan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir (Fernandes ve dig., 2011). Ekstra
enkapsiile kitosan nanopartikiilleri ile kitosanin spektrumlarinin karsilastirilmasindan
fark edilebilir sonuglar ¢ikmaktadir. Kitosanin hidroksil gruplarindaki 3579 cm™ bandi
3211 cm "ye kaymistir ayrica sadece Amid I ‘in spektrasi 1648 cm ’den 1630
cm ye kaymakla kalmamis Amid II’nin spektrasi da 1565 cm !’den 1533 cm "’e
kaymistir. Bunun yaninda siddetleri da zayiflamistir (Chen ve dig., 2009). Piring
kabugunun i¢erigindeki maddeler ve oranlari su sekildedir; seliiloz (%35), hemiseliiloz
(%25), lignin (%20), ham protein (%3) ve kiil (%17). Piring kabugu igerigindeki %15-
20 silika icerigi sebebiyle 6zel karakteristikler gostermektedir (Maruf ve dig., 2017).
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Ham piring kabugunun IR spektasina bagl fiziksel 6lgiimleri daha 6nce Daffalla ve
arkadaslar1 (2010) tarafindan arastirilmistir. Buna gore, liyofizile piring kabugunun
FTIR spektrasinda 1408 cm™! ve 1439 cm™! dalga boylarinda gdzlenen pikler -CH2 ve
-CH3 gruplarinin varligina isaret etmektedir. 1622 cm-1 dalga boyunda 6l¢iilen C=C
esneme vibrasyonlar1 ise alkenlere karsilik gelir. Ayrica, 1047 cm™ ile 903-605 cm™
dalga boylar1 sirasiyla Si-O-Si esnemelerine ve Si-H gruplarina denk gelmektedir
(Daffala ve dig., 2010; Srivastava ve dig., 2006). Bu bilgiler 1s18inda, bu ¢alismada
elde edilen kitosan nanopartikiillerine ait bulgularda 1408, 1439, 866, 833 cm!
civarlarindaki baglanmalar1 kayboldugu goriilmekte (Sekil 3.5.), ekstrat enkapsiile
kitosan nanopartikiillerinde ise 1047, 686 cm”! bantlarindan 1065, 667 cm™ bantlarma
kaymalar gézlemlenmistir. Dalga boylarinda oSl¢iilen degisiklikler, liyofilize piring
kabugu bagli kitosan nanopartikiillerinde hidroksil ve eter gruplarinin arasinda belirgin

iliskis oldugunu ortaya koymaktadir.

e— ChitOsan (nontreated)

chitosan nanoparticles
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Sekil 3.5. Kitosanin FTIR spektrumu.

3.3. In vitro Sitotoksisite Aktivite Calismalar

3.3.1. Protein ekstreleri ile yiiklii nanopartikiillerin tiimor hiicreleri iizerine
antitiimorojenik etkileri

Piring kabugu ham protein ekstresi enkapsiilasyonu sonrasinda olusan kitosan
nanopartikiillerinden RHECN1, RHECN2 ve RHECN3 nanopartikiilleri A549 (insan
kiigtik hiicreli akciger karsinomu), MCF-7 (insan meme adenokarsinom), MDA-MB-

231 (insan meme adenokarsinom) kanser hiicre hatlar1 ve Vero (Afrika yesil maymun
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bobrek epiteli) normal hiicre hatt1 kullanilarak hiicreler {izerindeki sitotoksik etkisi
incelenmis ve Sekil 3.7.’de gosterilmistir. Sitotoksite deneylerinde pozitif kontrol

olarak doksorubisin (10uG/mL) kullanilmistir.

Kitosan ile enkapsiile edilen piring kabugu protein ekstraktlarinin sitotoksik aktivitesi
MCF7, A549, MDA-MB-231 hiicre hatlarinda 48 saat siire ile 3,125 ile 100 pG/mL
arasinda degisen alt1 konsantrasyonda incelenmistir. Pozitif kontrol olarak 10 nG/mL
Doksorubisin, negatif kontrol olarak ise %0,1 DMSO (Dimetil siilfoksit) iceren ortam
kullanilmistir. Deneyin plasebo kontrolii ekstre yiiklii olmayan bos kitosan-TPP
nanopartikiilii, negatif kontroliinde ise kitosan igeren ortam kullanilmistir. Yapilan
MTT testi sonucunda bos kitosan-TPP (kitosan-tripoliposfat) nanopartikiilii ve
Kitosan’a ait doza bagl sitotoksik aktivite bulgular1 Tablo 3.1 ve 3.2°de gosterilmistir.
Buna gore, test edilen dozlarin hicbirinde sitotoksik etki goriilmemistir (Tablo

3.1&3.2., Sekil 3.6.).

Tablo 3.1. Kitosan’1n 48 saatin sonunda, ¢esitli kanser hiicre hatlari {izerinde (A549,
MCF7, MDA-MB-231) ve normal hiicre hattinda (Vero) hiicre canliliklarina olan
etkisi. NK (hiicretmedium+%0,1 DMSQO), negatif kontrol; PK (doksorubisin 10
uG/mL), pozitif kontrol.

NK (%0,1 PK (10pg/ml

5
DMSO) Doksorubisin) 100 pg/ml 50 pg/ml 25 pg/ml 12,5 pg/ml 6,25 pg/ml 3,125 pg/ml

A549 100 17,27(+2,73) 125,67(£16,84)  122,75(x1644) 121,38(=16,26)  119,78(+16,05) 117.28(x15.71) 116,98(+15,67)

MDA-

MB- 100 B3 88(£12,97) 129.44(£17.34)  126,43(£16,94) 125,02(216,75) 123,37(+16,53) 120,8(+16,18) 120,49(=16,14)

231

MCF7 100 28,86(+0,68) 130,86(%17,53) 127,82(17,12) 126,4(x£16,93) 124,73(x16,71) 122,13(£16,36) 121,81(x16,32)

VERO 100 168,76(x13,67) 154,42(+20,69)  150,83(=20,21)  149,15(=19,98)  147,18(=19,72) 144,12(+19.31) 143,74(+19,26)

Tablo 3.2. Bos nanopartikiiliin 48 saatin sonunda, gesitli kanser hiicre hatlar
tizerinde (A549, MCF7, MDA-MB-231) ve normal hiicre hattinda (Vero) hiicre
canliliklarina olan etkisi. NK (hiicre+medium+%0,1 DMSO), negatif kontrol; PK
(doksorubisin 10 pG/mL), pozitif kontrol.

NK (%0,1 PK (10pg/ml

DMSO) Doksorubisin) 100 pg/ml 50 pg/ml 25 pg/ml 12,5 pg/ml 6,25 pg/ml 3,125 pg/ml
A549 100 17,27(£2,73) 115,62(£16,99) 112,93(£16.6)  111.67(x16,41) 110,2(£16,19) 107.9(£15,86) 107,62(x15,82)
MDA-MB-
231 100 83, 88(x12,97) 119,08(x17.5)  1116,32(x17,09)  115,02(16,9) 113,5(+16,68) 111,14(+16,33) 110,85(+16,29)
MCF7 100 28,86(+0,68) 120,39(+17,69)  117,6(x17,28) 1116,29(£17.09)  114,75(+16,86) 112,36(£16,51) 112,07(£16.47)
VERO 100 168,76(£13.67) 142,07(£20,88)  138,76(x20,39) 137.22(+20,17)  135,41(£19.9) 132,59(£19.49) 132,24(+19,44)
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Sekil 3.6. Kitosan ve bos kitosan-TPP nanopartikiiliiniin 48 saatin sonunda, ¢esitli
kanser hiicre hatlar1 tizerinde (A549, MCF7, MDA-MB-231) ve normal hiicre
hattinda (Vero) hiicre canliliklarina olan etkisi. NK (hiicre+medium+%0,1 DMSO),
negatif kontrol; PK (doksorubisin 10uG/mL), pozitif kontrol.

Iyonik jelasyon metoduyla enkapsiilasyon sonrasi olusan RHECN1, RHECN2 ve
RHECN3 nanopartikiillerinin 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ve 3,125 pG/mL
konsantrasyonlarinda sitotoksik aktiviteleri A549 (insan, akciger karsinomu), MCF7
(insan, meme, adenokarsinoma), MDA-MB-231 (insan, meme, adenokarsinoma)
kanser hiicre hatlar1 ve Vero (Afrika yesil maymun, bobrek epiteli) normal hiicre
hatlarinda MTT testi kullanilarak analiz edilmistir. Pozitif kontrol olarak doksorubisin

(10 uG/mL) ve negatif kontrol olarak %0,1 DMSO ile muamele edilmistir.

RHECN1 (%0,1(w/v) ekstre) nanopartikiiliiniin 100 pnG/mL konsantrasyonunda 48
saat sonunda elde edilen en yiiksek sitotoksik aktivite %38,84 (+4,58) hiicre canlilig1
ile A549 hiicre hattinda elde edilmistir. Bunu takiben 100 uG/mL konsantrasyonda
%47,81 (£5,64)’lik hiicre canliligi ile MCF7’de ve MDA-MB-231°de %112,78
(x13,3)’lik hiicre canliligi gézlenmistir. Bununla birlikte ayn1 konsantrasyonda (100
nG/mL) Vero normal hiicre hattinda hiicre canliligt %202,04 (+23,84) olarak
saptanmustir (Tablo 3.3).

50 uG/mL konsantrasyonun 48 saatlik uygulamasinin sonunda, en yiiksek sitotoksik
aktivite %45,83 (+5,4) ile A549 hiicre hattinda elde edilmistir. MCF7 hiicre hattinda
50 puG/mL konsantrasyonda %56,4 (£6,65), MDA-MB-231 hiicre hattinda %133,05
(x15,7) hiicre canliligr gozlenmistir. Bununla birlikte ayn1 konsantrasyonda (50
nG/mL) normal hiicre hatti Vero’da %238,37 (+28,12) hiicre canlilig1 saptanmistir
(Tablo 3.3).

41



25 uG/mL konsantrasyonun 48 saatlik uygulamasinin sonunda en yiiksek sitotoksik
aktivite %50,31 (£5,93) hiicre canlilig1 olarak A549 hiicre hattinda elde edilmistir.
Bunu takiben %61,92 (£7,3) hiicre canlilig1 ile MCF7 hiicre hattinda bulunmustur.
MDA-MB-231 hiicre hattinda %146,07 (+17,23) hiicre canlilig1 gézlenmistir. Bununla
birlikte ayn1 konsantrasyonda (25 pG/mL) normal hiicre hatt1 olan Vero’da hiicre

canliligr %261,68 (+30,87) olarak saptanmistir (Tablo 3.3).

12.5 uG/mL konsantrasyonlarin 24 saatlik uygulamalar1 sonucunda en yiiksek
sitotoksik aktivite %56,95 (£6,72) hiicre canlilig1 ile A549 hiicre hattinda ve bunu
takiben MCF7 hiicre hattinda %70,09 (£8,27) hiicre canliligi gézlenmistir. MDA-MB-
231 hiicre hattinda %165,35 (£19,51) hiicre canlilig1 elde edilmistir. Bununla birlikte
ayn1 konsantrasyonda (25 pnG/mL) normal hiicre hatt1 olan Vero’da hiicre canlilig

%296,22 (+34,95) olarak saptanmistir (Tablo 3.3).

6,25 unG/mL konsantrasyon i¢in 48 saatlik uygulama sonrasinda elde edilen en yiiksek
sitotoksik aktivite %62,53 (£7,37) hiicre canlilig1 ile A549’dur. Ote yandan %76,96
(£9,08) hiicre canliligt MCF7 hiicre hattinda elde edilmistir. MDA-MB-231 hiicre
hattinda hiicre canlilig1 %181,55 (£21,42) olarak gozlenmistir. Bunun yanisira normal
hiicre hatt1 olan Vero’da hiicre canlilig1 %325,25 (£38,38) olarak saptanmistir (Tablo
3.3).

3.125 pG/mL konsantrasyon igin 48 saatlik uygulama sonrasinda elde edilen en
yiiksek sitotoksik aktivite A549 hiicre hattinda %70,29 (£8,29) hiicre canlilig1 olarak
bulunmustur. Bununla birlikte MCF7 hiicre hattinda hiicre canlilig1 %86,51 (+10,20)
olarak gézlenmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre canliligi %204,07 (£24,08)
olarak bulunmustur. Bununla birlikte ayni konsantrasyonda (3.125 pG/mL) normal
hiicre hatt1 olan Vero’da hiicre canliligi %365,59 (£43,13) olarak saptanmistir (Tablo
3.3).

RHECN?2 (0.2 (w/v) ekstre) nanopartikiillerinin 100 pG/mL konsantrasyonunda 48
saat sonunda elde edilen en yiiksek sitotoksik aktivite %30,58 (£3,54) hiicre canlilig
ile A549 hiicre hattinda elde edilmistir. Bunu takiben 100 uG/mL konsantrasyonda
%37,64 (+4,36)’likk hiicre canliigi ile MCF7’de ve MDA-MB-231’de %88,8

(+10,3)’lik hiicre canlilig1 gézlenmistir. Bununla birlikte ayn1 konsantrasyonda (100
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nG/mL) Vero, normal hiicre hattinda hiicre canlilignt %159,09 (£18,45) olarak
saptanmustir (Tablo 3.4.).

Tablo 3.3. RHECNI1 (%0,1 (w/v) ekstre) nanopartikiilii 48 saatin sonunda, ¢esitli
kanser hiicre hatlarinin (A549, MCF7, MDA-MB-231) ve normal hiicre hattinin
(Vero) hiicre canliliklarina olan etkisi. NK (hiicre+tmedium+%0,1 DMSO),
negatif kontrol; PK (doksorubisin 10 pG/mL), pozitif kontrol.

NC

PC (10pug/ml

(%01 Doksorabisin) 100 pg/ml 50 pg/ml 25 pg/ml 12,5 pg/ml 6,25 pg/ml 3,125 pg/ml
DMSO)

A549 100 17,27(2,73) 38,84(+4,58)  4583(+54)  S031(5.93)  5695(+6,72) 62,53(+7.37) 70,29(+8,29)

MDA-

MB- 100 83,88(12,97) 1278(£133)  133,05(x15,7)  14607(+17,23) 165,35(£19,51)  181,55(21,42)  204,07(+24,08)

231

MCE7 100 28,86(+0,68) 4781(£5,64)  S6A(£6,65)  6192(47,3) 70,09(+8,27) 76,96(9,08) 86,51(£10,2)

VERO 100 168,76(£13,67) 202,04(£23,84) 238,37+ (28,12) 261,68(30,87) 296,22(434,95)  32525(38.38)  365,59(+43,13)

50 uG/mL konsantrasyonun 48 saatlik uygulamasinin sonunda, en yiiksek sitotoksik
aktivite %36,08 (£4,18) ile A549 hiicre hattinda elde edilmistir. MCF7 hiicre hattinda
50 puG/mL konsantrasyonda %44,41 (+5,15), MB-231 hiicre hattinda %104,77
(£12,15) hiicre canlilig1 gozlenmistir. Bununla birlikte ayn1 konsnantrasyonda (50
nG/mL) normal hiicre hatti Vero’da %187,69 (£21,77) hiicre canlilig1 saptanmistir
(Tablo 3.4.).

25 nG/mL konsantrasyonun 48 saatlik uygulamasinin sonunda en yiiksek sitotoksik
aktivite %39,61 (+4,59) hiicre canlilig1 olarak A549 hiicre hattinda elde edilmistir.
Bunu takiben %48,76 (£5,65) hiicre canlilig1 ile MCF7 hiicre hattinda bulunmustur.
MDA-MB-231 hiicre hattinda %115,01 (+13,34) hiicre canlili§1 gézlenmistir. Bununla
birlikte ayn1 konsantrasyonda (25 pG/mL) normal hiicre hatti olan Vero’da hiicre

canlilig1 %206,05 (£23,9) olarak saptanmistir (Tablo 3.4.).

12.5 pG/mL konsantrasyonlarin 24 saatlik uygulamalar1 sonucunda en yliksek
sitotoksik aktivite %44,84 (+5,2) hiicre canliligi ile A549 hiicre hattinda ve bunu
takiben MCF7 hiicre hattinda %55,19 (+6,4) hiicre canlilig1 gézlenmistir. MDA-MB-
231 hiicre hattinda %130,19 (£15,1) hiicre canlilig1 elde edilmistir. Bununla birlikte
ayn1 konsantrasyonda (25 pG/mL) normal hiicre hatt1 olan Vero’da hiicre canliligi

%233,25 (+£27,05) olarak saptanmistir (Tablo 3.4.).

6,25 uG/mL konsantrasyon i¢in 48 saatlik uygulama sonrasinda elde edilen en yiiksek
sitotoksik aktivite %49,24 (£5,71) hiicre canlihi@ ile A549°dur. Ote yandan %60,6
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(£7,03) hiicre canliligt MCF7 hiicre hattinda elde edilmistir. MDA-MB-231 hiicre
hattinda hiicre canlilig1 %142,95 (£16,58) olarak gozlenmistir. Bunun yanisira normal
hiicre hatt1 olan Vero’da hiicre canliligt %256,1 (£29,7) olarak saptanmustir (Tablo
3.4.).

3.125 pG/mL konsantrasyon icin 48 saatlik uygulama sonrasinda elde edilen en
yiiksek sitotoksik aktivite A549 hiicre hattinda %55,35 (£6,42) hiicre canlilig1 olarak
bulunmustur. Bununla birlikte MCF7 hiicre hattinda hiicre canliligi %68,12 (£7,9)
olarak gdzlenmistir. MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre canliligi %160,68 (x18,63)
olarak bulunmustur. Bununla birlikte ayn1 konsantrasyonda (100 pG/mL) normal
hiicre hatt1 olan Vero’da hiicre canliligi %287,86 (£33,39) olarak saptanmistir (Tablo
3.4.).

Tablo 3.4. RHECN2 (%0,2 (w/v) ekstre) nanopartikiilii 48 saatin sonunda, ¢esitli
kanser hiicre hatlarinin (A549, MCF7, MDA-MB-231) ve normal hiicre hattinin
(Vero) hiicre canliliklarina olan etkisi. NK (hiicretmedium+%0,1 DMSO),
negatif kontrol; PK (doksorubisin 10 pG/mL), pozitif kontrol.

NC (%0,1 PC (10pg/ml

DMSO) Doksorubisin) 100 pg/ml 50 pg/ml 25 pg/ml 12,5 pg/ml 6,25 pg/ml 3,125 pg/ml
A549 100 17,27(22,73) 30,58(3,54) 36,08(x4,18) 39,61(£4,59) 44,84(15,2) 49,24(25,71) 55,35(+6,42)
;;?A_IUB_ 100 83,88(£12,97) 88,8(£10,3) 104,77(£12,15)  115,01(£13,34)  130,19(£15,1) 142,95(£16,58) 160,68(x18,63)
MCF7 100 28,86(+0,68) 37,64(14,36) 44,41(£12,15)  48,76(5,65) 55,19(46,4) 60,6(£7,03) 68,12(7.9)

VERO 100 168,76(£13,67) 159,09(£18,45) 187,69(£21,77)  206,05(x23,9) 233,25(227,05)  256,1(¥29,7) 287,86(£33,39)

RHECN3 (0.3 (w/v) ekstre) nanopartikiiliiniin 100 pG/mL konsantrasyonunda 48 saat
sonunda elde edilen en yiiksek sitotoksik aktivite %22,65 (+3,21) hiicre canlilig: ile
A549 hiicre hattinda elde edilmistir. Bunu takiben 100 pG/mL konsantrasyonda
%27,88 (£3,95)’lik hiicre canliligi ile MCF7°de ve MDA-MB-231°de %065,78
(£9,34)’liik hiicre canliligi gézlenmistir. Bununla birlikte ayn1 konsantrasyonda (100
uG/mL) Vero, normal hiicre hattinda hiicre canlihign %117,84 (£16,73) olarak
saptanmigtir (Tablo 3.5.).

50 uG/mL konsantrasyonun 48 saatlik uygulamasinin sonunda, en yiiksek sitotoksik
aktivite %26,73 (£3,79) ile A549 hiicre hattinda elde edilmistir. MCF7 hiicre hattinda
50 puG/mL konsantrasyonda %32.,9 (+4,67), MB-231 hiicre hattinda %77,6 (£11,02)
hiicre canliligi goézlenmistir. Bununla birlikte ayni konsnantrasyonda (50 pG/mL)

normal hiicre hatt1 Vero’da %139,03 (£19,74) hiicre canlilig1 saptanmistir (Tablo 3.5.).
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25 pG/mL konsantrasyonun 48 saatlik uygulamasinin sonunda en yiiksek sitotoksik
aktivite %29,34 (+4,16) hiicre canlilig1 olarak A549 hiicre hattinda elde edilmistir.
Bunu takiben %36,11 (+5,12) hiicre canlilig1 ile MCF7 hiicre hattinda bulunmustur.
MDA-MB-231 hiicre hattinda %85,19 (£12,09) hiicre canlilig1 gézlenmistir. Bununla
birlikte ayn1 konsantrasyonda (25 pG/mL) normal hiicre hatt1 olan Vero’da hiicre

canliligr %152,63 (+21,67) olarak saptanmistir (Tablo 3.5.).

12.5 uG/mL konsantrasyonlarin 24 saatlik uygulamalar1 sonucunda en yiliksek
sitotoksik aktivite %33,22 (£4,71) hiicre canlilig1 ile A549 hiicre hattinda ve bunu
takiben MCF7 hiicre hattinda %40,88 (+5,80) hiicre canlilig1 gozlenmistir. MDA-MB-
231 hiicre hattinda %96,44 (£13,69) hiicre canliligi elde edilmistir. Bununla birlikte
ayn1 konsantrasyonda (25 pnG/mL) normal hiicre hatt1 olan Vero’da hiicre canlilig

%172,77 (£24,53) olarak saptanmistir (Tablo 3.5.).

6,25 uG/mL konsantrasyon i¢in 48 saatlik uygulama sonrasinda elde edilen en yiiksek
sitotoksik aktivite %36,47 (£5,17) hiicre canlilig ile A549°dur. Ote yandan %44,89
(¢6,37) hiicre canliligt MCF7 hiicre hattinda elde edilmistir. MDA-MB-231 hiicre
hattinda hiicre canlilig1 %105,89 (£15,03) olarak gézlenmistir. Bunun yanisira normal
hiicre hatt1 olan Vero’da hiicre canlilig1 %189,71 (£26,93) olarak saptanmustir (Tablo
3.5.).

3.125 pG/mL konsantrasyon igin 48 saatlik uygulama sonrasinda elde edilen en
yiiksek sitotoksik aktivite A549 hiicre hattinda %41 (£5,82) hiicre canlilig1 olarak
bulunmustur. Bununla birlikte MCF7 hiicre hattinda hiicre canliligi %50,46 (£7,16)
olarak gozlenmigtir. MDA-MB-231 hiicre hattinda hiicre canliligi %119,02 (£16,9)
olarak bulunmustur. Bununla birlikte ayn1 konsantrasyonda (100 pG/mL) normal
hiicre hatt1 olan Vero’da hiicre canliligi %213,23 (£30,27) olarak saptanmustir (Tablo
3.5.).
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Tablo 3.5. RHECN3 (%0,3 (w/v) ekstre) nanopartikiilii 48 saatin sonunda, ¢esitli
kanser hiicre hatlarinin (A549, MCF7, MDA-MB-231) ve normal hiicre hattinin
(Vero) hiicre canliliklarina olan etkisi. NK (hiicre+medium+%0,1 DMSO), negatif
kontrol; PK (doksorubisin 10 uG/mL), pozitif kontrol.

NC (%0,1 PC (10pg/ml
DMSO) Doksorubisin) 100 pg/ml 50 pg/ml 25 pg/ml 12,5 pg/ml 6,25 ng/ml 3,125 pg/ml
A549 100 17,27(£2,73) 22,65(3.21) 26,73(3,79) 29,34(4.16) 33,22(4,71) 36.47(5,17) 41(5,82)
MDA-
MB- 100 B3.B8(£12,97) 65,78(9.34) 77.6(11,02) 85,19(12,09) 96.44(13,69) 105,89(15,03) 119,02(16,9)
231
MCF-7 100 28,86(£0,68) 27,88(3,95) 32,9(4,67) 36,11(5,12) 40,88(5.8) 44.89(6,37) 50.46(7,16)
VERO 100 168,76(+13,67) 117.84(16,73) 139,03(19,74) 152,63(21.67) 172,77(24.53) 189,71(26,93) 213.23(30,27)
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Sekil 3.7. Piring kabugu protein ekstresi ile ylikli RHECN1, RHECN2 ve RHECN3
nanopartikiillerinin 48 saat sonunda, ¢esitli kanser hiicre hatlarinin (A549, MCF7,
MDA-MB-231) ve normal hiicre hattinin (Vero) hiicre canliliklarina olan etkisi.
NK (hiicretmedium+%0,1 DMSO), negatif kontrol. PK (doksorubisin 10pG/mL),
pozitif kontrol.

Tablo 3.6. Piring kabugu ekstresi yiikli nanopartikiillerin 3,125uG/mL
konsantrasyonda A549, MCF7, MDA-MB-231 ve normal (Vero) hiicre hatlar
tizerindeki hiicre canlilik oranlari.

RHECN1 RHECN2 RHECN3

3.125pg/ml 3.125pg/ml 3.125pg/ml
A549 %70.29(+8.29) %55.35(+6.42) %41(+5.82)
MDA-MB-231 %204.06(+24.08) %160.68(+=18.63) %119.02(+16.90)
MCF-7 %86.51(x10.20) %68.12(+7.90) %50.46(+7.16)
VERO %365.59(+43.13) %287.86(+£33.39) %213.23(x£30.27)

Tablo 3.6.’da verilen bulgular degerlendirildiginde, piring kabugu protein ekstrakti
yiiklii kitosan nanopartikiilleri (RHECN1, RHECN2 ve RHECN3) test edilen ii¢ farkli
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kanser hiicre hatt1 arasindan en yiiksek sitotoksik etkiyi Sirasiyla A549 ve MCF7 hiicre
hatlar1 tizerinde sergilemis ve normal Vero hiicreleri iizerinde herhangi bir toksisiteye
sebep olmamiglardir. En diisiikk hiicre canliligit A549 ile RHECN3 (%0,3 (v/iw) ml
ekstrakt) nanopartikiiliinde 3,125 pG/mL de %41 (£5,82) olarak goriilmiistiir. Benzer
sekilde MCF7 ile ayn1 konsantrasyonda hiicre canliligni %50,46 (£7,16) olarak
hesaplanmistir (Tablo 3.6.). Diger yandan, Vero normal hiicre hatti iizerinde 3,125
uG/mL’de %213,23 (+30,27)’lik canlilik ile sitotoksik aktivitenin normal hiicrelerde

gbzlenmemistir.

Nanopartikiiller ile 48 saat boyunca ¢esitli konsantrasyonlarda (100uG/mL, 50uG/mL,
25uG/mL, 12,5uG/mL, 6,25uG/mL ve 3.125uG/mL) inkiibe edilen A549, MCF-7,
MDA-MB-231 ve Vero hiicre hatlarina IC50 degerini saptamak amaciyla MTT testi
uygulanmistir. Analizler her bir hiicre hatt1 i¢in ii¢ bagimli ve ii¢c bagimsiz analizden

elde edilerek degerlendirilmistir.

Tablo 3.7. Atik piring kabugu protein ektreleri ile yiiklii kitosan nanopartikiillerinin
A549, MCF7, MDA-MB-231, Vero hiicre hatlarindaki IC50 degerleri. Pozitif
kontrol (doxorubisin, 10uG/mL).

IC, (uG/mL)

RHECNI [ (%0,] RHECN2 [(%0.2  RHECN3 [(%0.3 fgiﬁiﬁ‘:gﬁl

i 0, 0, 0 5
ekstre) TPP%0.1)] ekstre) TPP%0.1] ekstre) TPP %0,1] 10uG/mL)
A549 25,22 4,33 1,98 1.97£0.78
MD%‘}V[B‘ 100 =100 100 2,00+ 0.66
MCF7 87,43 15,41 3,58 231+ 0.93
Vero >100 >100 >100 384+ 134

Tablo 3.7.’ye gore en diisiik 1Cso degeri (IC50=1,98 uG/mL) ile diger bir deyisle en
yiiksek sitotoksik aktivite ile %0,3 ekstre yiikli RHECN3 nanopartikiiliiniin A549
hiicre hatt1 lizerinde hesaplanmistir. Ayrica A549 hiicre hattindan sonra MCF7 hiicre
hattina karst RHECN3 nanopartikiiliiniin IC50=3,58uG/mL ile iyi bir sonu¢ alinmistir.
%0,2 ekstre yiiklii RHECN2 nanopartikiilleri de A549 ve MCF7 hiicre hatlarina kars1
sirastyla 4,33uG/mL ve 15,41uG/mL’lik 1Cso degerini vermistir. %0,1 ekstre yiiklii
RHECNI1 nanopartikiiliinde ise A549 hiicre hattina karst IC50 degeri 25,22uG/mL
iken MCF7 hiicre hattina karst 87,43uG/mL’dir. Test edilen tiim nanopartikiiller
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arasinda en etkili olanin %0,3 ekstre yiiklii olan RHECN3 oldugunu sdyleyebiliriz. Bu

nanopartikiile ait en hassas hiicre hatt1 ise A459°dur.

En etkili nanopartikiil (RHECN3, %0,3 ekstre) belirlendikten sonra, bunun 3 adet
timorojenik (A549, MCF-7, MDA-MB-231) ve 1 adet normal (Vero) hiicre hatlar
tizerinde 3,125uG/mL konsantrasyonda yapilan 24, 48, 72, 96, 110 ve 134 saatlik
zamana bagli sitotoksik aktivite calismasi yapilmistir (Sekil 3.8., 3.9. ve 3.10.).
RHECN3 nanopartikiiliinin MDA-MB-231, MCF-7 ve A549 hiicreleri lizerindeki
etkileri degerlendirildiginde A549 iizerindeki etkisinin diger iki hiicre hattina gére
farklt oldugu bulunmustur. RHECN3 nanopartikiiliiniin MDA-MB-231 hiicre hattinda
3,125pG/mL konsantrasyonda 48.saate kadar artan hiicre canlilig1 72. saatten itibaren

sitotoksik etkiye bagli olarak azalmaya baslamistir (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. RHECN3 nanopartikiiliinin MDA-MB-231 hiicre hatt1 iizerindeki
zamana bagli sitotoksik aktivitesi. Her hiicre hattt RHECN3 ile 24, 48, 72, 96, 110
ve 134 saat 37°C’de inkiibe edilmis ve MTT testi uygulanmis ve %hiicre canlihik
hesaplanmustir.

Ayni1 nanopartikiil MCF-7 hiicreleri iizerinde ayn1 konsantrasyonda (3,125ug/ml),
96. saatten itibaren sitotoksik etki gostermistir (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. RHECN3 nanopartikiiliiniin MCF-7 hiicre hatt1 lizerindeki zamana bagh
sitotoksik aktivitesi. Her hiicre hatti RHECN3 ile 24, 48, 72, 96, 110 ve 134 saat
37°C’de inkiibe edilmis ve MTT testi uygulanmigs ve %hiicre canlilik

hesaplanmustir.
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Sekil 3.10. RHECN3 nanopartikiiliiniin A549 hiicre hatti iizerindeki zamana bagli
sitotoksik aktivitesi. Her hiicre hattt RHECN3 ile 24, 48, 72, 96, 110 ve 134 saat
37°C’de inkiibe edilmis ve MTT testi uygulanmistir ve %hiicre canlilik

hesaplanmustir.
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Tablo 3.8. RHECN3 nanopartikiiliiniin 3 adet tiimorojenik ve 1 adet normal hiicre
hatt1 tizerindeki, 3,125pg/ml konsantrasyonda tiimor hiicrelerinin %canliligina ve
zamana bagli olarak etkisi.

A549 24h  48h 72h 96h 110h 134h
A549

100 65,82(+18,11) 59,89(+14,37) 42,85(+16,49) 37,3(:14,58)  20,83(+4,48)
MDA-MB-
231 100 140,36(:46,13) 137,92(:42,39) 120,87(+44,51) 115,32(£42,6) 98,85(+32,5)
MCF-7 100 71,8(+27,57) 69,35(+23,83) 52,31(225,95) 46,76(+24,04) 30,29(+13,94)
Vero 100 218,0(:26,5) 261,0(223,6) 448,0(+31,8) 570,0(x45,3)  757,0(+58.4)

Tablo 3.8.’de gosterildigi tizere (RHECN3 (%0,3 ekstre yiiklii; en 1yi nanopartikiil) ile
3,125uG/mL konsantrasyonda A549, MCF-7, MDA-MB-231 ve Vero hiicre hatlar
lizerinde yapilan 24, 48, 72, 96, 110 ve 134 saatlik zamana bagl sitotoksik aktivite
caligmasinda A549 hiicre hattinda 48. saatten itibaren negatif kontrollere kiyasla

sitotoksik aktivite gdzlenmistir.

Zamana bagl olarak yapilan sitotoksisite deneyleri sonunda doza bagl ¢alismalarda
oldugu gibi en hassas hiicre hattinin A-549 hiicre hatt1 oldugu gozlenmistir. RHECN3
nanopartikiiliiniin 3,125uG/mL’lik sabit konsantrasyonunda yapilan zamana baglh
sitotoksisite deneylerinde, A-549 hiicre hattimn 72-96. saatler arasinda hiicre
canliliginin %50°nin altina diistigi ve 134. saate kadar hiicre canlilignin giderek
azalarak %20,83’¢ kadar indigi belirlenmistir. MCF7 hiicre hattinda ise yine zamana
bagli olarak hiicre canliliginda diizenli bir azalma oldugu saptanmistir. MCF7 hiicre
hattinda 96-110. saatlerde hiicre canliliginin %50°nin altina diistiigii ve 134. saate
kadar %30,2 degerine ulastigi belirlenmistir. RHECN3 nanopartikiiliiniin MDA-MB-
231 hiicre hattina olan zamana bagl sitotoksik aktivitesi incelendiginde ise diger 2
hiicre hattinda (A549, MCF7) farkli olarak sitotoksik aktivitenin zamana bagli olarak
anlamli degismedigi 134. saatin sonunda bile hiicre canlilifinin halen %98 oraninda
oldugu tespit edilmistir. RHECN3 nanopartikiiliiniin normal hiicre hatt1 canliligi
etkisine bakildiginda ise hiicre canliiginin diizenli arttigi hatta 134. saatin sonuna
kadar %757,00’ye ulastig1 goriilmiistiir. Buradan RHECN3 nanopartikiiliiniin normal
hiicrelere sabit konsantrasyonda (3,125uG/mL) zamana bagli olarak herhangi bir
sitotoksik aktivitesinin olmadig1, hatta hiicre proliferasyonunu indiikleyen bir aktiviye

sahip oldugu sonucu da ¢ikarilabilir.
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Bu caligmada ilk olarak katma degeri yiiksek ve degerli bir gida atig1 olan piring
(Oryza sativa L.) kabugundan yiiksek basingl sicak su ekstraksiyonu ile piring kabuk
ekstrakti elde edilmistir. Elde edilen ekstreler iyonik jelasyon metodu ile enkapsiile
edilerek nanopartikiiller olusturulmustur. Olusan nanopartikiiller ¢esitli timdrojenik
ve saglikli/normal hiicreler tiizerinde sitotoksik aktivite taramalari yapilmistir.
RHECN3 (%0,3 ekstre) nanopartikiiliiniin A549 hiicre hatt1 iizerinde en yiiksek
sitotoksik aktivite (ICs0=1,98uG/mL) gosterdigi MTT testi ile belirlenmistir. Zamana
bagli yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinda AS549 hiicre hattina karsi 3,125uG/mL
konsantrasyonda 72-96. saatler arasinda hiicre canliliginin %50 nin altina diistiigii ve

134. saate kadar giderek azalarak, 134.saatte %20,38’lere kadar diistiigli bulunmustur.

Bu ¢alisma Oryza sativa L. kabugundan yiiksek basingli sicak su ekstraksiyonu ile
elde edilen protein ekstrelerinin iyonik jelasyon metoduyla enkapsiile edilerek kitosan
nanopartikiillerinin elde edilmesi ve bu nanopartikiillerin antitiimdrojenik aktivitesinin
incelenemesinde yapilan ilk c¢aligmadir. Yapilan literatiir incelemelerinde piring
kabugu ekstresi yiiklii kitosan nanopartikiillerine ve bu nanopartikiillerin

antitiimorojenik aktivite incelemesine ait hi¢bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Diger yandan farkli kaynaklardan elde edilen ham ekstakt veya saf bilesikler (protein,
fenolik maddeler, vb.) gesitli hiicre hatlar {izerine sitotoksik ¢aligsmalar1 mevcuttur.
Yapilan bir ¢alismada, bugday kabugundan elde edilen tirisin, normal NIH/3T3
hiicresi ile HepG2 (karaciger karsinoma) ve INS382/12 (rat, pankreatik tumor) kanser
hiicreleri lizerinde farkli trisin konsantrasyonlarinda (7,5, 15 ve 30uM) 12 ve 24 saat
stireyle denenmis ve sonugta Tirisin’in 7,5uM konsantrasyonunun gii¢lii bir sitotoksik
etki sergiledigi gozlenmistir. Bu etki normal hiicre canlilig1 iizerinde gézlenmemis
olup HepG2 ve INS382/12 kanser hiicrelerinin canliliginda sirasiyla %74,5 ve %47
seklinde azalma tespit edilmistir (Moheb ve dig., 2013). Bizim yaptifimiz ¢calismada
da benzer sekilde farkli hiicre hatlar1 kullanimasina ragmen piring kabugu protein
ekstresi yiikli kitosan nanopartikiiliiniin (RHECN3) en diisiik konsantrasyonunda
(3,125pg/ml) Vero (normal) hiicre iizerinde higbir etkisi olmadan A549 (insan, akciger
karsinomu) hiicresi iizerinde en yiiksek sitotoksik etkiyi gostererek hiicre canliligi %41

olarak bulunmustur.
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Tan ve digerlerinin (2013) yapmis olduklar1 ¢alismada, “Temukut” adi verilen piring
kepegi, kirik piring ve piring tohumu karisimindan iki farkli ekstraksiyon yolu (su ve
metanol kullanarak) ile elde edilen ekstrenin HT-29 (kolon kanseri), Caov-3
(yumurtalik kanseri) ve HepG2 (karaciger kanseri) kanser hiicreleri ile ve BALB/c 3T3
(fare, fibroblast) normal hiicre iizerindeki antiproliferatif etki arastirilmistir. Calisma
sonucunda farkli dozlarda (5-320uG/mL) ekstre ile yapilan MTT analizleri ile 1Cso
degerleri hesaplanmis ve su ekstraksiyonu ile elde edilen temukut ekstresinin HT-29,
Caov-3 ve HepG2 hiicreleri iizerindeki ICso degerleri 72 saatin sonunda sirasiyla,
38,33+6,51, 36,67+5,77 ve 55,30£5,51uG/mL olarak bulunmustur. HT-29 ve Caov-3
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkinin su ve metanol ekstreleri agisindan anlamli bir
fark yaratmadigi rapor edilirken normal hiicre hatlarinda sitotoksik aktivite
gozlenmedigi ifade edilmistir. Bizim yapmis oldugumuz yiiksek basingh sicak su
ekstraksiyonu metoduyla ekstrakte edilen piring kabugu ekstreleri, kitosan
nanpartikiillerine enkapsiile edilerek farkli konsantrasyon araliginda (3,125-
100pg/ml) A549, MCF-7, MDA-MB-231 tiimdrojenik hiicreler ve Vero normal hiicre
tizerinde denenmis ve MTT analizi ile ICso degerleri hesaplanmistir. Calisma
sonucunda A549 ve MCF7 hiicrelerinde ¢ok anlamli sonuglar bulunmustur (sirasiyla,

I1Cs50=1,98uG/mL ve 3,58uG/mL).

Yuvakkumar ve digerleri (2014) tarafindan yapilan bir ¢aligmada faz {izerinde NaOH
islemi, piring kabugu kiiliinden elde edilen nanosilikanin saflig1r ve partikiil ebadi
alkalin 6ziitleme-asit ¢cokeltme metodu kullanilarak incelenmis ve insan meme kanseri
hiicre hattinin (3T3) inhibe etmeye uygun iirlinlin faz, saflik ve partikiil biiylikliigii
tizerinde NaOH tedavisine odaklanilmistir. Calisma sonucunda, insan meme kanseri
hiicre hattinin (3T3) morfolojisi, hiicre stres etkilerinin, hiicre canliligi azalmasi
(yaklasik olarak %350) ile uyum iginde olan 500 pG/mL silika dozajlarinda daha
belirgin oldugunu ortaya koymus ve farkli silika dozajlart arasindan 10 pG/mL’nin en
yiiksek oldugu bulunarak ¢ozlinmiis oksijen seviyesini artirabilen hiicre canlilig
(yaklasik olarak %70 + 2), daha yiiksek silika dozunda ortaya c¢ikan toksik etki
nedeniyle canlilik neredeyse %27+5'e diistiriilmistiir. Farkli iki meme kanser hiicre
hattt (MCF-7 ve MDA-MB-231) kullanilarak yapmis oldugumuz ¢alismada uygulanan
pirin¢ kabugu ekstresi yiiklii nanopartikiillerin ortaya ¢ikartmis olduklari en yiliksek
konsantrasyon olan 100uG/mL’de toksik etki nedeniyle hiicre canliliklart MCF-7
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tizerinde RHECNI igin %47,81(£5,64), RHECN2 i¢in %37,64(+4,36) ve RHECN3
i¢in ise %27,88(£3,95) olarak olgiiliirken, MDA-MB-231 hiicre hatti tizerinde MCF-7
ye kiyasla etkili olmadig (swrastyla %112,77(%13,30), %388,80(x10,30) ve
%65,78(£9,34)) bulundu. Bu durum iki kanser hiicre hattinin tepkisinin, sitotoksik
etkiden sorumlu olan sinyal yolaklarindaki farkliliklardan kaynaklaniyor olabilecegini
diisiindiirmektedir. MDA-MB-231 hiicre hatt1 Ostrojen reseptoriinii inhibe etmedigi
yani Ostrojen reseptoriine bagli calismadigindan nanopartikiiliin bu hiicre hattinda
sitotoksik etki gostermedigi gerceginin nanopartikiiliin etki seklinde dstrojen reseptorii
sinyal yolaginin gerekli oldugu belirtilmelidir (Eltayeb ve dig., 2017). Diger bir deyisle
MDA-MB-231 hiicre hatt1 iiclii negatif/reseptor negatif olarak adlandirilir bu durum
ER (Ostrojen reseptoril), PgR (progesteron reseptorii) ve ERBB2 (Tirozin kinaz 2
eseptorii) reseptorlerinin olmamasi durumudur. Bu durum basta hormon tedavisi
olmak Tlzere farkli tedavilere karsi direnglidir. MCF-7 ve MDA-MB-231 hiicre
hatlarinin RHECN3 nanopartikiiliiniin sitotoksik etkilerine kars1 farkli tepkiler
vermelerinin altinda yatan olas1 molekiiler mekanizmalarin daha fazla arastirilmasi

gerekir (Eltayeb ve dig., 2017; Cleator ve dig., 2007).

Kim ve digerleri (2007), metanolik piring kabugu ekstraktinin (MERH) sitotoksik ve
antitimor aktivitesini, HT-29 hiicre hatt1 iizerinden arastirmis ve 24 saat sonunda
uygulanan MTT testi sonucunda hiicre canliliginin %350-70 oraninda azaldig
g6zlenmistir. Hiicrelerin canliligi 500pG/mL konsantrasyonda %30’a diismiistiir. HT-
29 hiicreleri 1Cs0=0,5uG/mL ile 0,5-500pg/ml arasindaki konsantrasyonlarda
MERH’e duyarli oldugu belirtilmistir. Aktif bir bilesik olan momilakton B,
MERH'den silis jeli kromatografisi, Sephadex LH-20 kromatografisi ve HPLC ile
izole edilmistir. Momilakton B’ye 24 saat siire ile farkli dozlarda maruz birakilan HT-
29 ve SW620 hiicrelerinde MTT testi sonucunda canliliklarinda %20-50 oraninda
diistis gozlenmistir. Ayrica Momilakton B'nin kiiltiirlenmis HT-29 ve SW620 insan
kolon kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri, ortama LDH (laktat
dehidrogenaz) sizintisinin 6l¢iilmesiyle belirlenmistir. Buna gore, hiicre i¢i LDH'nin
kaybinin ve kiiltiir ortamina salinmasinin hiicre zar1 hasarina bagli olarak geri
doniistimsiiz hiicre 6liimiiniin bir gostergesi oldugu ortaya konmus Vve hiicre 6liimiin
apoptotik oldugu savunulmustur. Bu hasara bagli olarak yapilan 72 saat boyunca

momilakton B’ye maruz birakilan hiicreler kontrole kiyasla hiicre hasarinda %20-30
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civarinda artis tespit edilmistir. Ayrica, Momilakton B'nin hiicre canlilig: tizerindeki
etkileri koloni olusturan analiz ile belirlenmis, buna gore Momilactone B’nin, kiiltiir
ortaminda HT-29 ve SW620 hiicrelerine karsi ¢ok toksik oldugu, momilacton B
seviyesinin, koloni olusumunun %50 inhibisyonu (ICsp) i¢in ImM'den az oldugu
belirlenmistir. Elde edilen bu sonu¢ momilakton B'nin HT-29 ve SW620 insan kolon
kanseri hiicrelerinde sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Bizim
calismalarimizda ise doza bagli olarak farkli hiicre hatlar1 olan A549, MDA-MB-231,
MCF7 kanser hiicrelerinde ve normal hiicre olan Vero hiicresi iizerinde yapilan
caligmada 24 saat boyunca RHECN1, RHECN2 ve RHECN3 nanoparikiillerine maruz
birakildi ve en iyi etki 3,125ug/ml konsantrasyonda RHECN3 nanopartikiilii i¢in
A549 hiicre hattinda hiicre canlilif1 %41+5,82 olarak belirlendi.

Rajkumar ve digerleri (2019), giimiis nanopartikiillerini (AgNP'ler), Zea mays L.
(musir) tozu oziitii kullanilarak biyosentezlemiserdir. Ayrica, AgNP'ler HepG2 hanser
hiicrelerine kars1 giiglii sitotoksisite potansiyeli sergilemis ve canliligi kontrole gore
AgNP konsantrasyonundaki artisa bagli olarak azalmistir. Bizim ¢aligmamizda da
benzer sekilde piring kabugu ekstresi ile enkapsiile edilmis kitosan nanopartikiilleri
AgNP’ye kiyasla azalan konsantrasyonlarda (3,125ug/ml) yiiksek sitotoksik aktivite

sergilemistir.

Natrajan ve digerlerinin (2015) yaptiklar ¢calismada ugucu yaglarin enkapsiilasyonu
i¢in bir Kitosan-aljinat (CS-AL) nano tasiyicinin gelistirilmesi denenmistir. Zerdegal
yagl ve limon yagi yiiklii nanopartikiillerin antiproliferatif aktivitesi, A549 hiicre
hatlarinda MTT deneyi kullanilarak hesaplanmis ve 0,4mG/mL zerdegal yag: yiikli
CS-AL nanopartikiilleri ile muamele edildiginde, canlilikta yaklasik %40 diisiis
oldugunu goérmiislerdir. Daha diisiik bir konsantrasyonda (0,2mG/mL zerdecal yagi
yiiklii nanopartikiil) islem gérmiis hiicrelerin, canliliklarinda ise %31 oraninda diisiis
gormiiglerdir. Buna karsilik, aym1 konsantrasyonda, limon yag yikli
nanopartikiillerin, 0,4 ve 0,2mG/mL konsantrasyonlar1 i¢in sirastyla %20 ve %17
aktiviteye sahip toksik etkiler gdsterdigini bulmuslardir. Konsantrasyona bagl hiicre
canliligr hem serbest hem de kapsiillenmis yagda gozlenmis ve limon otu yagi ile
karsilastirildiginda, zerdegal yaginin etki ettigi hiicre canliligi {izerindeki inhibisyon
etkisinin daha yiliksek oldugu goriilmiistiir. Bizim ¢aligmamizda ise bu durum farkli

konsantrasyonlarda piring kabugu protein ekstreleri yiiklii kitosan nanopartikiillerinde
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(%0,1 ekstre yiiklii RHECNI, 9%0,2 ekstre yiikli RHECN2 ve %0,3 ekstre yiiklii
RHECN3) yiiksiiz nanopartikiile kiyasla en iyi sonu¢ gosteren %0,3 ekstre yiiklii
RHECN3 nanopartikiili olmus ve en diisiik konsantrasyon uygulamasinda
(3,125ug/ml) A549 hiicre hatt1 iizerinde %41 canlilikla en yiiksek sitotoksik aktivite
sergilemistir. Yiiksliz nanopartikiil 3,125pg/ml konsantrasyonda ve ayni hiicre

tizerinde %107,62 canliliga sahiptir.

Alothman ve digerlerinin (2018) yapmis olduklari ¢alismada, Cenchrus ciliaris L.
toplam alkol ve hem havada (toprak iistiinde) hem de kok kisimlarinin art arda gelen
ekstreleri, standart ilag vinblastin siilfat ile karsilagtirilarak ve akciger (A-549),
bagirsak (Caco), kolon (HCT-116), servikal (Hela), hepatoseliiler (HepG2) ve meme
(MCF-7) ve prostat (PC3) hiicre hatlarina karsi antikanser aktiviteleri igin test
edilmistir. Elde edilen sonuglar, referans standart ila¢ olarak vinblastin siilfata kiyasla
listelenen hiicre hatlarmin biiylimesi iizerinde degisken inhibe edici etkisine sahip
dogrudan sitotoksik etki sergilemis; bu etkiler, 11,1+£0,3 ila 267+uG/mL arasinda
degisen farkli ICso degerleri gostermistir. Tiim kok ekstreleri, vinblastin siilfatin
(2,93+0,3uG/mL) etkisi ile yakindan ilgili olan HepG2 (hepatoseliiler karsinoma)
(9£2,1uG/mL) hiicre hatt1 birgok teste karsi en iyi aktiviteyi gostermistir. Cenchrus
ciliaris L. hava ekstresi ve kok ekstrelerinin en yiiksek antikanser etkisi HepG2
(hepatoseliiler karsinom) icin kaydedilmis, ICso degerleri sirasiyla 12+0,8 ve
942,1uG/mL dir. CaCo (kolorektal karsinom) hiicre hatt1 tizerindeki ICso degerleri
strastyla 27,2+1,6uG/mL ve 20,5+0,6nG/mL, A-549 (akciger karsinomas1) hiicre hatt1
tizerinde 1Csp degerleri sirasiyla 14,5+0,7uG/mL ve 11,1£0,3uG/mL olarak
bulunmustur. Ozellikle CaCo (kolorektal karsinoma) ve A-549 (akciger karsinoma)
hiicre hattina olan antikanser etkinin standart ilagtan daha iyi oldugu belirtilmistir.
Hem toprak tistii hem de koklerin kloroform ekstreleri, 6zellikle kolorektal (CaCo) ve
akciger karsinoma (A549) ile tiim hiicre hatlan iizerinde en iyi antikanser aktivitesi
sergilemistir. Bizim ¢alismamizda ise ayn1 familyadan (Poaceae) Oryza sativa L. ile
calisildi. En iyi sonu¢lar RHECN3 nanopartikiilii i¢cin en diisiik konsantrasyonda
(3,125pug/ml) A549 icin I1Cs0=1,98ug/ml; MCF-7 icin ayn1 konsantrasyonda
1C50=3,58ug/ml iken MDA-MB-231 hiicre hatt1 i¢in ICs50=>100 olarak bulunmustur.
Bu durumda ayn1 familyaya ait Cenchrus ciliaris’den elde edilen eksterler ve Oryza

sativa kabugundan elde edilen ekstre ile yapilan RHECN3 nanopartikiiliin A549 hiicre
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hattina kars1 yapilmis olan sitotoksik aktivite ¢alismalarinda Alothman ve digerlerinin
(2018) yapmus oldugu calismaya kiyasla bizim ¢alismamizin daha etkili oldugu

bulunmustur.

Khlifi ve digerlerinin (2013) yapmis olduklar1 ¢aligmada, Cynodon dactylon L.'den
ekstreler, petrol eteri, diklorometan, aseton, metanol/su (3:1) ve su, siralt yontemlerle
elde edilmis ve elde edilen ekstrelerin antikanser etkileri insan meme adenokarsinom
(MCF-7) hiicre hattina karsi degerlendirilmistir ve C. datcylon ekstresinin onemli
sitotoksik etki gosterdigini bulmuslaridir. Petrol eteri ile ekstrakte edilen ekstrelerin
sitotoksik etkisinin (1C50=39mG/L) test edilen diger numunelerden daha iistiin
oldugunu belirtmislerdir. Aseton ile ekstrakte edilen ekstraklarin sitotoksik etkisi
ICs50=44mG/L olarak hesaplanmisken diklorometan, su ve metanol ekstrelerinin
%75’1nin aktif olmadigint bulmuslaridir ICsc=>100mG/L). Bu calismada ise yiiksek
basingli sicak su ekstraksiyonu ile elde edilen piring kabugu ekstresinin
enkapsiilasyonu ile hazirlanan ve farkli miktarlarda ekstre yiliklenen nanopartikiiller
(RHECN1, RHECN2 ve RHECN3) MCF7 hiicre hattina kars1 sitotoksik aktivite
sergilemis ve bu sitotoksik etki sirasiyla 87,43uG/mL, 15,41uG/mL ve 3,58uG/mL
olarak bulunmustur. Sonug olarak Khlifi ve digerlerinin (2013) yapmis oldugu cesitli
ekstraksiyon yontemleriyle elde ettikleri Cynodon dactylon ekstresinin sitotoksik
aktivite bulgulari ile bizim yapmis oldugumuz ¢alismada Cynodon dactylon ile ayni
familyaya ait olan Oryza sativa kabugunun yiiksek basingli sicak su ekstraksiyonu ile
elde ettigimiz ekstrelerin iyonik jelasyon metodu ile enkapsiile edilerek olusturulan
nanopartikiillerin sitotoksik aktivitesi MCF-7 hiicre hattina kars1 kiyaslanacak olursa
yapmis oldugumuz ¢alismada RHECN3 nanopartikiiliiniin ICso’nin 3,58uG/mL’lik
deger ile daha yiiksek sitotoksik aktivite sergiledigini saptadik.

Liu ve digerleri (2012), bugday kepegi lipofilik ekstreleri, insan prostat
adenokarsinom (PC3) hiicrelerinin biiylimesine karst biyoaktivite rehberli
fraksiyonlama (HPLC) kullanilarak incelemislerdir. Doymamis serbest yag asidi,
fitosteroitler ve alkilresorinoller iceren fraksiyonlar yiiksek sitotoksik aktivite
gostermistir. Alkilresorsinol fraksiyonunun detayli arastirmasi 5-heptadesilresorcsinol
(IC50=22,5ug/ml), 5-(16-heneicosenil)resorsinol (trans) (ICs¢=13,7uG/mL), 5-(14-
nonadesenil)resorsinol (trans) (ICs0=42,2uG/mL) ve 5-(2-oxotricosanil)resorcinol

(IC50=10,9uG/mL) iceren PC3 hiicrelerinin biiyiimesine karsi gii¢lii inhibe edici
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Ozelliklere sahip olan yedi saf bilesik izole etmislerdir. Aktif alkilresorsinollerin,
bugday kepeginde kiigiik bilesenler oldugu bulunmus ve kanser hiicreleri {izerinde
pozitif kontrol klorambusilden (ICs0=58,7uG/mL) daha yiiksek sitotoksik etkiler
gostermislerdir. Bizim ¢aligmamizda elde ettigimiz ekstrelerle yiiklii nanopartikiiller
ve farkli hiicre hatlari ile yapilan MTT analizinde bulunan sonuc¢lar RHECNI ig¢in
A549 hiicre hattinda IC50=25,22uG/mL, RHECN?2 i¢in ICs0=4,33uG/mL, RHECN3
icin 1Cs0=1,98uG/mL olarak elde edildi ve en yiiksek sitotoksik etki RHECN3
nanopartikiiliinde sergilenmistir. Bu sonuglara gore, Liu ve digerlerinin (2012) yapmis
oldugu ¢alisma prostat kanser hiicre hatti lizerinde etkili olurken, bizim ¢alismamizda

akciger kanser hiicre hatt1 tizerinde etkili olmustur.

Parduman ve digerleri (2009), limon otu ¢esidi olan Cymbopogon flexuosus'un
esansiyel yagi on iki insan kanser hiicre hatlarina (kolon, HT-29, HCT-15, SW-620 ve
502713; akciger, A549, HOP-62 ve H-226; servix, SiHa; oral/agiz, KB; prostat, DU-
145; promiyelostik 16semi, HL-60; néroblastoma, IMR-32 ve karaciger, HepG2) kars1
in vitro sitotoksisitesi i¢cin incelemislerdir. In vitro sitotoksisite calismalari, cesitli
insan kanser hiicre hatlarina kars1 doza bagh etkiler géstermis ve yagin ICso degerleri
hiicre hattina bagl olarak 4,2 ile 79uG/mL arasinda degismistir. 502713 (kolon) ve
IMR-32 (noroblastom) hiicre hatlarinda, yagin sirasiyla ICsg degerleri 4,2 ve
4,7uG/mL olan en yiiksek sitotoksisite gdstermistir. Yagin periton i¢i uygulamasi,
Ehrlich ve Sarcoma-180 tiimérlerinin hem asit hem de kat1 formlarini doza bagli olarak
Oonemli Olgiide inhibe etmistir. Ehrlich Ascites karsinomasinin hem asit hem de kati
timor formlarinda gozlenen yagin 200mG/kG'da (i.p.) tiimor biiylimesi inhibisyonu
strastyla %97,34 ve %57,83’tiir. Sarcoma-180’de benzer bir yag dozunda biiyiime
inhibisyonu, asit ve kat1 formlarda sirasiyla %94,07 ve %36,97°dir. Yagla muamele
edilmis HL-60 hiicrelerinin morfolojik c¢alismalari, yiizey ¢ikintilarinin kaybini,
kromatin yogunlagmasini ve apoptozisi ortaya ¢ikarmistir. Mitokondri apoptoz gegiren
hiicrelerde belirgin krista kayb1 gostermistir. Yag ile muamele edilmis hayvanlardan
alinan Sarcoma-180 solid tiimor hiicrelerinin morfolojik ¢alismalari, apoptozisin tipik
cekirdek yogunlagsmasini ve parcalanmasini ortaya koymustur. Yag ile muamele
edilmis hayvanlardan elde edilen asit (acites) hiicrelerinin morfolojik ¢alismalar1 da
apoptozisin tipik degisimlerini ortaya koymustur. Sonucta, yagin {imit verici bir

antikanser aktivitesine sahip oldugu ve elektron mikroskobu ile tanimlandig sekilde
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apoptotik islemi aktive ederek tiimdr hiicresinin yasayabilirliginde kayba neden
oldugu gosterilmistir. Bizim yapmis oldugumuz in vitro ¢alismalar sonucunda A549
hiicre hattina karst RHECN3 nanopartikiilii 1Cso 1,98uG/mL lik deger ile Parduman
ve digerlerinin (2009) elde etmis oldugu sitotoksik aktiviteden daha ytiksektir.

Thangam ve digerlerinin (2014) gergeklestirmis oldugu calismada, sicak su
dekoksiyonu kullanarak sicak suda ¢Oziinlir polisakkaritlerin (HWSP'ler)
Cymbopogon citratus'tan ekstraksiyonu yapilmistir ve elde edilen ekstreler normal
hiicre olan HBL-100 ve HeLa, Siha, PC3, LNCap, MDA-MB-231 ve MCF7 kanser
hiicre hatlar1 {izerinde yapilan 24, 48 ve 72 saat boyunca 50-1000nG/mL
konsantrasyon araliginda inkiibasyon sonrasi hiicrelerin ¢ogalmasina kars1 inhibisyon
yiizdesi belirlemis ve hiicre canliligi % deger olarak 24, 48 ve 72 saat boyunca
belirlenmistir. HWSPS’lerin zamana bagli sitotoksik aktivitesinin artan konsantrayona
bagli olarak artmakta oldugu bulunmus ve MDA-MB-231 hiicre hattina kars1 24, 48
ve 72. saatte elde edilen 1Csg degerleri sirasiyla, 450+0,87uG/mL, 400+£0,51uG/mL ve
250+0,19uG/mL olarak, MCF7 hiicre hattina kars1 sirasiyla 300+0,97uG/mL,
250+0,25pg/ml ve 200+0,61pug/ml olarak bulunmustur. Bizim ¢aligmamizda ise doza
bagli olarak secilen en iyi nanopartikiil olan RHECN3 nanopartikiilii 24, 48, 72, 96,
110 ve 134 saat araliginda zamana bagli olarak yapilan ¢alismada MDA-MB-231
hiicre hattina karst % hiicre canliligt MTT analizi ile belirlenmis ve zamana bagl
olarak  swrastyla  %140,36(x46,13),  %137,92(£42,39),  %120,87(+44,51),
%115,32(+42,60) ve %98.85(+32,50) olarak bulunmasina ragmen bu degerler MCF-7
hattina  karsi sirasiyla, 9%71,80(£27,57), %69,35(£28,83), %52,31(£25,95),
%46,76(£24,04) ve %30,29(£13,94) olarak bulundu. Bu degerler, Thangam ve
digerlerinin (2014) C. citratus ekstresi ile yapmis olduklar1 24, 48 ve 72 saatlik
calismada elde ettikleri sonuglardan sitotoksik aktivite agisindan daha etkili oldugunu

kanitlar niteliktedir.

Ayni grup tarafindan yapian bir diger ¢aligmada, bizim yaptiZimiz calismada
kullandigimiz ham madde olan Oryza sativa L. ile ayn1 familyadan olan C. citratus
kaynakl1 polisakkaritler ekstre edilmis ve sonrasinda anyon degisimi ve jel filtrasyon
kromatografisi ile fraksiyonlanmistir. F1 ve F2 gibi iki farkli polisakkarit fraksiyonu
elde edilmis ve bu fraksiyonlarin, molekiiler agirlik ve seker igerikleri ile karakterize

edilen farkli asidik polisakkaritlere sahip oldugu bulunmustur. Bu polisakkarit
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fraksiyonlar1 F1 ve F2 kullanilarak, antienflamatuar ve antikanser aktiviteleri, in vitro
kanser hiicrelerine karsi degerlendirilmis ve polisakkaritlerin, kanser hiicrelerinde
apoptozun intrinsik yolla apoptozu indiiklemedeki etki mekanizmasi 6nerilmistir. Siha
ve LNCap gibi iki farkli iireme kanseri hiicresi, sitotoksisite, apoptozun ve apoptotik
DNA fragmantasyonunun indiiklenmesi, mitokondriyal membran potansiyelindeki
degisiklikler ve polisakkarit fraksiyonlar1 ile hiicrelerin tedavisine cevap olarak gen ve
protein ekspresyonunun profilleri iizerine in vitro ¢alismalar i¢in kullanilmistir. Bu
polisakkarit fraksiyonlari, karsinoma hiicreleri iizerinde potansiyel sitotoksik ve
apoptotik etkiler sergilemis, bu fraksiyonlarin sitotoksik etkisi MTT testi ile zamana
bagli olarak hesaplanmis ve 48.saatin sonunda SiHa hiicre hatti i¢in F1’de
300+0,64uG/mL, F2°de ise 450+0,41 uG/mL bulunurken LNCap hiicrelerine kars1 F1
200+0,37uG/mL, F2 250+0,89uG/mL olarak bulunmustur. Ayrica kaspaz 3'lin yukari
regiilasyonu, bel-2 familyasi genlerinin asagi regiilasyonu, ardindan sitokrom c salimi
olaylar1 yoluyla bu hiicrelerde apoptozu indiikledikleri sonucuna varmislardir. Bizim
calismamizda ise RHECN3 nanopartikiilii 48.saatin sonunda MDA-MB-231 hiicre
hattina kars1 >100pg/ml, MCF-7 hiicre hattina kars1 3,58 ug/ml hesaplanmis fakat en
iyi sonu¢ A549 hiicre hattina kars1 1,98ug/ml olarak elde edilmistir. Calismalarimiz
sonucunda elde etmis oldugumuz nanopartikiiliin ham maddesi Oryza sativa L. dir.
Oryza sativa igeriginde bulunan ferulik asit, y-orzanol, fitik asit, p-kumarik asit,
pektin, trisin ve tocotrienol-tokoferoller gibi piring kepeginde bulunan sayisiz
biyoaktif bilesigin, apoptozun indiiklenmesinden sorumlu olduguna inanilmaktadir
(Tan ve dig., 2017). ¥-tocotrienol ile indiiklenen apoptoz, Hep3B hiicrelerinde, kaspaz-
3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktiviteleri yoluyla Bax ve Bid'in katilimiyla da gosterilmistir
(Kannappan ve dig., 2010). Bir diger vitamin E izomeri s-tokotrienol doniistiiriicii
bliylime faktorii-p, Fas ve c-Jun N-terminal kinaz (JNK) sinyal yolaklarinin katilimiyla
insan meme kanserinde apoptozu indiikledigi Ahn ve digerleri (2007) tarafindan
kanitlanmistir. Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz nanopartikiillerin hiicreler tizerinde
sitotoksisiteden sorumlu mekanizmanin apoptoz olabilecegi diisiiniilmektedir.
Dolayisiyla, bu nanopartikiiliin hiicreler {izerindeki sitotoksik etkisindeki apoptoz

mekanizmasinin rolii daha fazla arastirilmalidir.

El Mola ve digerleri (2015), dort insan kanseri (HelLa, HepG2, HCT-116 ve MCF7)

hiicre hattina kars sitotoksisitesini hesaplamak i¢in Siilforodamin B testi kullanmiglar
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ve Echinochloa crus-galli (L.)’nin etanolik ekstresinin (%70) en ¢ok HCT-116 ve
HeLa hiicre hatlarina kars1 aktif oldugu kanitlamiglardir (sirasiyla ICs0=11,2+0,11 ve
12,0+£0,11pug/ml). Kloroform ve etil asetat fraksiyonlari, HCT-116 hiicre hatlarina
kars1 en yiiksek aktivitelerini sergilemistir. Kloroform ve etil asetat fraksiyonlar1 saf
fenolik bilesikler (1-8) elde etmek icin birka¢ kromatografik ayirmaya tabi
tutulmustur. 1-8 bilesikleri; 5,7-dihidroksi-3’, 4', 5'-trimetoksi flavon, 5,7,4'-
trihidroksi-3’, 5’-dimetoksi flavon (trisin), kersetin, flavon apigenin-8-C-sophorosit, 2-
metoksi-4-hidroksi sinamik asit, p-kumarik asit ve kersetin-3-O-glukozit seklinde
tanimlamuslardir. izole edilen tiim fenolik bilesikler, antikanser ilaci doxorubisin ile
karsilastirilabilecek sekilde, metoksile edilmis flavonlarin (1 ve 2) en aktif oldugu dort
insan karsinomuna karsi cesitli onemli aktiviteler sergilemistir. Bu nedenle, bu
metoksile edilmis flavonoidler, E. crus-galli geleneksel kullaniminin 6nceki
iddialarini destekleyen kanser tedavisi i¢in kursun bilesikler olarak kabul edilebilecegi
sonucuna varmislar ve fenolik bilesiklerin E. crus-galli‘deki olusumunu ilk kez rapor
etmiglerdir. Bizim ¢aligmamizda elde edilen nanopartikiiller ii¢ insan kanser hattina
(A549, MCF-7, MDA-MB-231) ve bir normal (Vero) hiicre hattina karst MTT analizi
ile elde edilen sitotoksik aktivite sonuglarinda El molla ve digerleri (2015) tarafindan
MCEF-7 hiicre hatt1 lizerinde denenen 1. ve 2. metoksile edilmis flavonlar igin etkili
sonuclara rastlanmamasina ragmen bizim c¢aligmamizda en iyi sonucu RHECN3
nanopartikiiliinde ve ICs50=3,58uG/mL lik deger ile daha yiiksek sitotoksik aktivite
sergiledigini bulduk.

Cheng ve digerlerinin (2016) yaptig1 ¢alismada, suda ¢oziiniir bir polisakarit (BP-1),
yayla arpasindan (Hordeum vulgare L.) sicak su ekstraksiyonu ve sefaroz kolon
kromatografisinin saflagtirilmasi ile elde edilmistir. BP-1, yaklasik 6,7x104Da'lik bir
ortalama molekiil agirligia ve goreceli 8,82:1,92:1,50:1,00 molar oranlar ile glukoz
(Glc), ksiloz (Xyl), arabinoz (Ara) ve ramnoz (Rha)’dan olusmustur. BP-1'in, 48 saat
48,18 ug/ml'de yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyonu ile zaman ve doza bagl bir
sekilde insan kolon kanseri hiicrelerinin (HT-29) ¢ogalmasini inhibe ettigi
bulunmustur. Western blot sonuglari, BP-1'in, c-Jun N-terminal kinazin (JNK)
fosforilasyonunu arttirdigini, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuyla iligkili
stiregleri ve sitoplazmadan cekirdege niikleer faktor-kB (NF-kB) translokasyonunu

inhibe ettigini gostermistir. Ayrica BP-1 kaynakli apoptoz, B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-
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2) gibi apoptozla iliskili proteinlerin diizenlenmesi, mitokondriden sitoplazmaya
sitokrom C salinmasi ve kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivasyonu ile ilgili oldugu
belirtilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda BP-1 kaynakli HT-29 apoptozun ROS-JNK ve
NF-kB aracili kaspaz yolaklar1 yoluyla ortaya ¢iktigi gosterilmektedir. Bizim
caligmamizda farkli hiicre hatlar1 kullanilmis olsa da yiiksek basingli sicak su
ekstraksiyon metodu ile elde ettigimiz Oryza sativa L. kabugu protein ekstresi yiiklii
RHECN3 nanopartikiiliiniin A549 hiicre hattina kars1 48 saat 1,98ug/ml’de yari
maksimum inhibisyon konsantrasyonu ile zamana ve doza bagli olarak inhibe ettigi

bulundu.
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SONUCLAR VE ONERILER

Bu galismada yiiksek basingli sicak su ekstraksiyonu ile elde edilen Oryza sativa L.
kabugu protein ekstresi, farkli ylikleme oranlar1 ile enkapsiile edilerek kitosan
nanopartikiilleri elde edilmis ve hem doza bagli olarak hem de zamana bagli olarak 3
tiimorojenik (A-549, MCF-7 ve MDA-MB-231), 1 normal (Vero) hiicre hattina kars1

sitotoksik aktivite degerleri belirlenmistir.

Sitotoksik aktivite testi sonucunda yiiksek basingli sicak su ekstraksiyonu ile elde
edilip Oryza sativa L. kabugunun protein ekstresi yiikli kitosan nanopartikiileri
arasinda en iyi sonucu RHECN3 nanopartikiilii 3,125ug/ml konsantrasyonda ve A549
hiicre hattina kars1 en yiiksek sitotoksik aktivite ICs50=1,98uG/mL olarak hesaplandi.

Tiim bu ¢alismalar sonucunda yiiksek basingli sicak su ekstraksiyonu ile elde edilen
piring kabugu protein ekstresi yiikli kitosan nanopartikiiliiniin, ¢esitli kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasina karsi olan bu ¢alisma ilk kez yapilmis ve A549 hiicre hattina
olan yliksek sitotoksik aktivite nedeniyle bu nanopartikiil akciger kanseri tedavisinde

biyoyararlanimi yiiksek bir terapdtik ilag olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

62



KAYNAKLAR

Adom K. K., Liu R. H., Antioxidant Activity of Grains, Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 2002, 50, 6182-6187.

Adylov G. T., Faiziev Sh. A., Paizullakhanov M. S., Mukhsimov S., Nodirmatov E.,
Silicon Carbide Materials Obtained from Rice Husk, Technical Physics Letters, 2003,
29(3), 221-223.

Agnihotri S. A., Mallikarjuna N. N., Aminabhavi T. M., Recent Advances on
Chitosan- Based Micro and Nanoparticles in Drug Delivery, Journal of Controlled
Release, 2004, 100(1), 5- 28.

Aguilar-Garcia C., Gavino G., Baragano-Mosqueda M., Hevia P., Gavino V.,
Correlation of Tocopherol, Tocotrienol, C-Oryzanol and Total Polyphenol Content in
Rice Bran with Different Antioxidant Capacity Assays, Food Chemistry, 2002, 102,
1228- 1232.

Alothman E. A., Awaad A. S., Al-Qurayn N. A., Al-Kanhal H. F., EI-Meligy R. M.,
Zain Y. M., Alasmary F. A., Algasoumi S. I., Anticancer Effect of Cenchurus ciliaris
L., Saudi Pharmaceutical Journal, 26(7), 952-955.

Argolo A. C. C., Sant-Ana A. E. G., Pletsch M., Coelho L. C. B. B., Antioxidant
Activity of Leaf Extracts from Bauhinia monandra, Bioresource Technology, 2004,
95, 229-233.

Asamarai A. M., Addis P. B., EpleyR. J., Krick T. P., Wild Rice Hull Antioxidants,
Journal of Agricultural Food Chemistry, 1996, 44, 126-130.

Awarenet, Handbook for The Prevention and Minimization of Waste and
Valorization of by-Products in European Agro-food Industries, Deposito, LegalBI-
223-04, 2004.

Bakan J. A., Microencapsulation, The theory and practice of industrial pharmacy,
3rd ed., Part 111 VVarghese Publishing House, Bombay, 1991.

Beagle E. C., Rice-husk Conversion to Energy, FAO Agricultural Service Bulletein,
31, 175-180.

Beer M. U., Wood, P. J., Weisz J., Molecular Weight Distribution and (1—3) (1—4)-
B-d Glucan Content of Consecutive Extracts of Various Oat and Barley Cultivars,
Cereal Chemistry, 1997, 74(4), 476-480.

Bhutia S. K, Maiti T. K., Targeting Tumors with Peptides from Natural Sources,
Trends Biotechnology, 2008, 26, 210-217.

Bowadt S., Hawthorne S. B., Super Critical Fluid Extraction in Environmental
Analysis, Journal of Chromatography A, 1995, 703, 549-571.

Brouder S. M., Hill J. E., Winter Flooding of Ricelands Provides Waterfowl Habitat,
California Agriculture, 1995, 49, 58-64.

63



Butsat S., Siriamornpun S., Antioxidant Capacities and Phenolic Compounds of The
Husk, Bran and Endosperm of Thai Rice, Food Chemistry, 2010, 119, 606-613.

Calvo P., Remunan-Lopez C., Vila-Jata J. L., Alonso M. J., Chitosan and Chitosan:
Ethylene Oxide- Propylene Oxide Block Copolymer Nanoparticles as Novel Carriers
for Protein and Vaccines, Pharmaceutical Research, 1997, 14, 1431 143.

Cam M., Isil Y., Basingli Solvent Ekstraksiyonu ve Uygulamalari, Teknolojik
Arastirmalar GTED, 2006, 3, 79-86.

Chakrabarti M., Virkar A. N., Maiti H. S., Formation of Forsterite Using Rice Husk
Ash for High Frequency Isolation, Transactions of the Indian Ceramic Society, 1984,
44(1), 1-9.

Chen H., Siebenmorgen T. J., Griffin K., Quality Characteristics of Long- Grain Rice
Milled in Two Commercial Systems, Cereal Chemistry, 1998, 75, 560-565.

Cheng D., Zhang X., Meng M., Han L., Li C., Hou L., Qi W., Wang C., Inhibitory
Effect on HT-29 Colon Cancer Cells of A Water-Soluble Polysaccharide Obtained
from Highland Barley, International Journal of Biological Macromolecules, 2016, 92,
88-95.

Chienthavorn O., Insuan W., Superheated Water Extraction of Lime Peel: a
Comparison with Conventional Methods, Analytical Letter, 2004, 37(11), 2393-2409.

Couvreur P., Dubernet C., Puisieux F., Controlled Drug Delivery with Nanoparticles:
Current Possibilities and Future Trends, European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, 1995, 41, 2-13.

Dai Q., Chung K. H., Hot Water Extraction Process Mechanism Using Model Oil
Sands, Fuel, 1996, 75(2), 220-226.

Dai Q., Chung K. H., Hot Water Extraction Process Mechanism Using Model Oil
Sands, Fuel, 1996, 75(2), 220-226.

Danielski L., Zetzl C., Hense H., Brunner, G. A., Process Line for The Production of
Raffinated Rice Oil from Rice Bran, Journal of Supercritical Fluids, 2005, 34, 133-
141.

Deiana C., Granados D., Venturini R., Amaya A., Sergio M. I., Tancredi N., Activated
Carbons Obtained from Rice Husk: Influence of Leaching on Textural Parameters,
Industrial and Engineering Chemistry Research, 2008, 47, 4754-4757.

Devi R. R. and Arumughan C., Antiradical Efficacy of Phytochemical Extracts from
Defatted Rice Bran, Food and Chemistry Toxicology, 2007, 45, 2014-2021.

Dube A., Ken N., Nicolazzo J. A, lan L., Effective Use of Reducing Agents and
Nanoparticle Encapsulation in Stabilizing Catechins in Alkaline Solution, Food
Chemistry, 2010, 122(3), 662— 667.

El-Molla S. G., Motaal A. A., Hefnawy H. E., Fishawy A. E., Cytotoxic Activity of

64



Phenolic Constituents from Echinochola crus-galli Against Four Human Cancer Cell
Lines, Revista Brasileira de Farmacognosia, 2015, 26, 62-67.

Farooque K. N., Zaman M., Halim E., Islam S., Hossain M., Mollah Y. A., Mahmood
A. J., Characterization and Utilization of Rice Husk Ash (RHA) from Rice Mill of
Bengladesh, Bangladesh Journal of Scientific and Industrial Research, 2009, 44(2),
157-162.

Ferreira 1., Rocha S., Coelho M., Encapsulation of Antioxidants by Spray-drying,
Chemical Engineering Transactions, 2007, 11(9), 713-717.

Ghasemi K., Ghasemi Y., Ebrahimzadeh M., Antioxidant Activity, Phenol and
Flavonoid Contents of 13 Citrus Species Peels and Tissues, Pakistan Journal of
Pharmaceutical Science, 2009, 22, 277-281.

Ghosh P. K., Hydrophilic Polymeric Nanoparticles as Drug Carriers, Indian Journal
of Biochemistry and Biophysics, 2000, 37, 273-282.

Gok M., Rozendaal L., Berkhof J., Visser O., Meijer C. J. L. M., van Kemenade F.
J., Cytology History Preceding Cervical Cancer Diagnosis: A Regional Analysis of
286 Cases, British Journal of Cancer, 2011, 104, 685-692.

Gomes A. C., Mohsen M., Bachmann M. F., Harnessing Nanoparticles for
Immunomodulation and Vaccines, Vaccines, 2017, 5(6), 2-15.

Gottesman M. M., Mechanism of Cancer Drug Resistance, Annnual Review of
Medicine, 2002, 53, 615-627.

Graff R. A., Brandes S. D., Modification of Coal by Subcritical Steam: Pyrolysis and
Extraction Yields, Energy Fuels, 1987, 1(1), 84-88.

Hawkins M. J., Friedman M. A., National Cancer Institute’s Evaluation of
Unconventional Cancer Treatments, Journal of the National Cancer Instute, 1992,
84(22), 1699-1702.

Hawthorne S. B., Riekkola M. L., Screnius K., Holm Y., Hiltunen R., Hartonen, K.,
Comparison of Hydrodistillation and Supercritical Fluid Extraction for The
Determination of Essential Oils in Aromatic Plants, Journal of Chromatography A,
1993, 634(2), 297-308.

Helm R. M., Burks A. W., Hypoallergenicity of Rice Bran Protein. Cereal Foods
World., 1996, 41, 839-843.

Hendra R., Ahmad S., Sukari A., Shukor M. Y., Oskoueian E., Flavonoid analyses
and antimicrobial activity of various parts of Phaleria macrocarpa (Scheff.) Boerl
Fruit. International Journal of Molecular Science, 2011, 12, 3422—-3431.

Heyang J., Fei X., Cuilan J., Yaping Z., Lin H., Nanoencapsulation of Lutein with

Hydroxypropylmethyl Cellulose Phthalate by Supercritical Antisolvent, Chinese
Journal of Chemical Engineering, 2009, 17(4), 672-677.

65



Huang H., Gao A., Wang H., Ye H., Influence of Rice Husk Ash on Strength and
Permeability of Ultra-High Performance Concentrate, Constriction and Building
Materials, 2017, 149, 621-628.

Hughes G. A., Nanostructure-mediated Drug Delivery, Nanomedicine in Cancer,
2017, 1(1), 22-30.

Jain R. A., The Manufacturing Techniques of Various Drug Loaded Biodegradable
Poly (lactidecoglycolide) Devices, Biomaterials, 2000, 21, 2475-2490.

Jeon K. I., Park E., Park H. R., Jeon Y. J., Cha S. H., Lee S. C., Antioxidant activity
of Far-Infrared Radiated Rice Hull Extracts on Reactive Oxygen Species Scavenging
and Oxidative DNA Demage in Human Lymphocytes, Journal of Medicinal Food,
2006, 9(1), 42-48.

Jong W. H. D., Borm P. J. A., Drug Delivery and Nanoparticles: Applications and
Hazards, International Journal of Nanomedicine, 2008, 3(2), 133-149.

Jordan M. A., Wilson L., Microtubules as A Target for Anticancer Drugs. Nature,
2004, 4, 253-265.

Kahkonen M. P., Hopia A. 1., Vuorela H. J., Raucha J. P., Pihlaja K., Kujala T. S.,
Antioxidant Activity of Plant Extracts Containing Phenolic Compounds, Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 1999, 47, 3954-3962.

Karimi E., Jaafar H., Ahmad S., Antifungal, Anti-inflammatory and Cytotoxicity
Activities of Three Varieties of Labisia pumila Benth: From Microwave Obtained
Extracts, BMC Complementary and Alternative Medicine, 2013, 13(20), 1-10.

Karimi E., Jaafar H., Ahmad S., Phytochemical Analysis and Antimicrobial
Activities of Methanolic Extracts of Leaf, Stem and Root from Different Varieties of
Labisia pumila Benth. Molecules, 2011, 16, 4438-4450.

Karimi E., Mehrabonjoubani P., Keshavarzian M., Oskoueian E., Jaafara H. Z. E.,
Abdolzadeh A., ldentification and Qualification of Phenolic and Flavonoid
Components in Straw and Seed Husk of Some Rice Varieties (Oryza sativa L.) and
Their Antioxidant Properties, Journal of The Science of Food and Agriculture, 2014,
94, 2324-2330.

Katyama M., Yoshimi N., Yamada Y., Sakata K., Kuno T., Yoshida K., Qiao Z.,
Vihn P. Q., Iwasaki T., Kobayashi H., Mori H., Preventive Effect of Fermented
Brown Rice and Rice Bran against Colon Carcinogenesis in Male F344 Rats.
Oncology Report, 2002, 9, 817-822.

Kawamura Y., Muramoto M., Anti-tumorigenic and Immunoactive Protein and
Peptide Factors in Foodstuff. 2. Antitumorigenic Factors in Rice bran, Food and
Cancer Prevention, 1993, 331-401.

Kawashima Y., Nanoparticulate System for Improved Drug Delivery, Advanced Drug
Delivery Reviews, 2001, 47, 1-2.

66



Khan W. A., Irfan M., Khan M., Alshomrani A. S., Alzahrani A. K., Alghamdi M. S.,
Impact of Chemical Process on Magneto Nanoparticle for the Generalized Burgers
Fluid, Journal of Molecular Liquids, 2017, 234, 201-208.

Khawla A. A. |., Garcia-Contreras L., Lu R. D., Selection of Better Method for The
Preparation of Microspheres by Applying Hierarchy Process, Journal of
Pharmaceutical Sciences, 1996, 85, 144-149.

Khlifi D., Hayounu E. A., Valentin A., Cazaux S., Moukarzel B., Hamdi M., Bouajila
J., LC-MS Analysis, Anticancer, Antioxidant and Antimalarial Activities of Cynodon
dactylon L. Extracts, Industrial Crops and Products, 2013, 45, 240-247.

Kim S. J., Park H. R., Park E., Lee S. C., Cytotoxic and AntitumorAactivity of
Momilactone B from Rice Hulls, Journal of Agricultural Food Chemistry, 2007, 55,
1702-1706.

Komatsuzaki N., Tsukahara K., Toyoshima H., Suzuki T., Shimizu N., and Kimura T.,
Effect of soaking and gaseous treatment on GABA content in germinated brown rice.
J. Food Eng., 2007, 78, 556-560.

Kreuter J., Nefzger M., Liehl E., Czok R., Voges R., Distribution and Elimination of
Poly (methyl methacrylate) Nanoparticles after Subcutaneous Administration to
Rats, Journal of Pharmaceutical Science, 1983, 72(10), 1146-1149.

Krishnarao R. V., Godkhindi M. M., Distribution of Silika in Rice Husks and Its
Effect on The Formation of Silicone Carbide, Ceramics international, 1992, 18(4),
185-191.

Lakkis J. M., Encapsulation and Controlled Release Technologies in Food Systems,
2nd ed., Willey Blackwell, Barcelona, Spain, 2007.

Lamberts L., De Bie E., Vandeputte G. E., Veraverbeke W. S., Derycke V., De Man
W., Delcour J. A., Effect of Milling on Colour and Nutritional Properties of Rice,
Food Chemistry, 2007, 100, 1496-1503.

Lee S.C.,KimJ. H.,Jeong S. M., KimD. R., HaJ. U., Nam K. C., Ahn D. U., Effect
of Far- infrared Radiation on The Antioxidant Activity of Rice Hulls, Journal of
Agricultural Food Chemistry, 2003, 51, 4400-4403.

Lehtomaki A., Huttunen S., Rintala J. A., Laboratory investigations on Co-digestion
of Energy Crops and Crop Residues with Cow Manure for Methane Production:
Effect of Crop to Manure Ratio, Resources, Conservation and Recycling, 2007,
51(3), 591-609.

Leong W. F., Lai O. M., Long K., Yaakob B., Mana C., Misran M., Tan C. P,
Preparation and Characterization of Water-soluble Phytosterol Nanodispersions,
Food Chemistry, 2011, 129(1), 77— 83.

Liu L., Winter K M., Stevenson L., Morris C., Leach D. N., Wheat Bran Lipophylic
Compounds with in vitro Anticancer Effects, Food Chemistry, 2012, 130(1), 156-164.

67



Liu R. H., Whole Grain Phytochemicals and Health, Journal of Cereal Science, 2007,
46, 207- 219.

Lopez A., Gavara R., Lagaron J., Bioactive Packaging: Turning Foods into Healthier
Foods through Biomaterials, Trends in Food Science and Technology, 2006, 17(10),
567-575.

Lou X., Janssen H. G., Cramers C. A., Temperature and Pressure Effects on Solubility
in Supercritical Carbon Dioxide and Retention in Supercritical Fluid Chromatography,
Journal of Chromatography A, 1997, 785, 57-64.

Luh B. S., Rice Production, Editor: Luh B. S., Rice Utilization Vol.ll, 2nd ed., AVI
Book, Van Nostrand Reinhold, New York, 1-8, 1991.

Margel S., Wiesel E., Acrolein Polymerization: Monodisperse, Homo and Hybrid
Microspheres, Journal of Polymer Science, 1984, 22, 145-148.

Martinez J. D., Parker M. T., Fultz K. E., Ignatenko A. N., Gerner E. W., Molecular
Biology of Cancer, Editor: Abrham D. J., Burger’s Medicinal Chemistry and Drug
Discovery, 1st ed., 1-50, 2003.

Matori K. A., Haslinawati M. M.., Wahab Z. A., Sidek H. A. A., Ban T. K., Ghani
W. A. W. A. K., Producing Amorhous White Silica from Rice Husk, MASAUM
Journal of Basic and Applied Sciences, 2009, 1(3), 512-515.

Mazlum F., Piring Kabugu Kiiliiniin Puzzolanik Ozelikleri ve Kiilin Cimento
Harcinin Dayanikliligina Etkisi, Doktora Tezi, Istanbul Teknik Universitesi, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Istanbul, 1989, 14096.

Miller A., Engel K. H., Content of C-Oryzanol and Composition of Steryl Ferulates
in Brown Rice (Oryza sativa L.) of European Origin, Journal of Agricultural and
Food Chemistry, 2006, 54, 8127-8133.

Min B., Chen M. H., Green B. W., Antioxidant Activities of Purple Rice Bran Extract
and Its Effect on The Quality of Low-NaCl, Phosphate Free Patties Made from
Channel Catfish (Ictalurus punctatus) Belly Flap Meat, Journal of Food Science,
2009, 74, 268-2717.

Mishra D. K., Ashish J. K., Prateek J. K., A Review on Various Techniques of
Microencapsulation, International Journal of Pharmaceutical and Chemical
Sciences, 2013, 2(2), 962-977.

Moheb, A., Grondin M., lIbrahim R. K., Roy R., Sarhan F., Winter Wheat Hull (husk)
is a Valuable Source for Tricin, A Potential Selective Cytotoxic Agent, Food
Chemistry, 2013, 138, 931-937.

Moure A., Cruz J. M., Franco D., Dominguez J. M., Sineiro J., Dominguez H., Nunez

M. J., Parajo J. C., Natural Antioxidants from Residual Sources, Food Chemistry,
72(2), 145-171.

68



Mozafari M. R., Flanagan J., Matia-Merino L., Awati A., Omri A., Suntres Z. E.,
Singh H., Recent Trends in The Lipid Based Nanoencapsulation of Aantioxidants and
Their Role in Foods, Journal of the Science of Food and Agriculture, 2006, 86(13),
2038— 2045.

Mustafa A., Turner C., Pressurized Liquid Extraction as A Green Approach in Food
and Herbal Plant Extraction: A Review, Analytica Chimica Akta, 2011, 703, 8-18.

Mustafa A., Turner C., Pressurized Liquid Extraction as A Green approach in Food
and Herbal Plants Extraction: A Review, Analytica Chimica Akta, 2011, 70(1), 8-18.

Nagavarma B. V. N., Hemant K. S. Y., Ayaz A., Vasudha L. S., Shivakumar H. G.,
Different Techniques for Preparation of Polymeric Nanoparticles: A Review, Asian
Journal of Pharmaceutical and Clinical Research, 2012, 5(3), 16-23.

Nair L. S., Laurencin C. T., Biodegradable Polymers as Biomaterials, Progress in
Polymer Science, 2007, 32, 762—798.

Nakajima T., Kanda T., Fukuda T., Takanashi H., Ohki A., Characterization ofEluent
by Hot Water Extraction of Coals in Terms of Total Organic Carbon and
Environmental Impacts, Fuel, 2005, 84, 783-789.

Nam S. H., Choi S. P., Kang M. Y., Kozukue N., Friedman M., Antioxidative,
Antimutagenic, and Anticarcinogenic Activities of Rice Bran Extracts in Chemical
and Cell Assays, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2005, 53, 816-822.

Namuli A., Abdullah N., Sieo C., Zuhainis S., Oskoueian E., Phytochemical
Compounds and Antibacterial Activity of Jatropha curcas Linn. Extracts, J Med
Plants Res, 2011, 5, 3982-3990.

Natrajan D., Srinivasan S., Sundar K., Ravindran A., Formulation of Essential Qil-
Loaded Chitosan-Alginate Nanocapsules, Journal of Food and Drug Analysis, 2015,
23(3), 560-568.

Nicolosi R. J., Rogers E. J., Ausman L. M., Orthoefer F. T., Rice Bran QOil and Its
Health Benefits, Rice Science and Technology, Editors: Marshall W. E., Wadsworth
J. I., Marcel Dekker, New York, 350421, 1994.

Norton R. A., Quantitation of Steryl Ferulate and P-Coumarate Esters from Corn and
Rice, Lipid, 1995, 30, 269-274.

Ohtsubo K. 1., Suzuki K., Yasui Y., and Kasumi T., Bio-functional Components in
The Processed Pre-germinated Brown Rice by A Twin-screw Extruder, Journal of
Food Composition and Analysis, 2005, 18, 303-316.

Ong E S., Cheong J. S. H., Goh D., Pressurized Hot Water Extraction of Bioactive or

Marker Compounds in Botanicals and Medicinal Plant Material, Journal of
Chromatography A., 2006, 1112, 92-102.

69



Oniszczuk A., Podgorski R., Influence of Different Extraction Methods on The
Quantification of Selected Flavonoids and Phenolic Acids from Tilia cordata
Inflorescence, Industrial Crops and Production, 2015, 76, 509-514.

Onyeneho S. N., Hettiarachchy N. S., Antioxidant Activity of Drum Wheat Bran,
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 1992, 49, 1496-1500.

Palacio-Mejia L. S., Lazcano-Ponce E., Allen-Leigh B., Hernandez-Avila M.,

Diferencias Regionales en la Mortalidad por Cancer de Mama y Cérvix en México
Entre 1979 y 2006, Salud Publica de Mexico, 2009, 51, 208-219.

Parduman R. S., Mondhe D. M., Muthial S., Pal H. C., Shahi A. K., Saxena A. K.,
Qazi G. N., Anticancer Activity of an Essential Oil from Cymbopogon flexuosus,
Chemico-Biological Trends, 2009, 179, 160-168.

Paredes-Lopez O., Cervantes-Ceja M. L., Vigna-Perez M., Hernandez-Perez T.,
Berries: Improving Human Health and Healthy Aging, and Promoting Quality Life,
Plant Foods for Human Nutrition, 2010, 65(3), 299-308.

Park S. M., Lee S. C., Effect of Hydrothermal Treatment on The Antioxidant Activity
of Rice Hull Extracts, Food Science and Biotechnology, 2009, 18, 1435-1438.

Parrado J., Miramontes E., Jover M., M’arquez J. C., Angeles-Mejias M., Collantes-
De T. L., Absi E., Bautista J., Prevention of Brain Protein and Lipid Oxidation
Elicited by Water-soluble Oryzanol Enzymatic Extract Derived from Rice Bran,
European Journal of Nutrition, 2003, 42, 307-314.

Patel, M., A. Karera, Prasanna P., Effect of Thermal and Chemical Treatments on
Carbon and Silica Contents in Rice Husk, Journal of Materials Science, 1987, 22(7),
2457- 2464.

Plaza M., Abrahamsson V., Turner C., Extraction and Neoformation of Antioxidant
Compounds by Pressurized Hot Water Extraction from Apple Byproducts, Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 2013, 61(23), 5500-5510.

Plaza M., Turner C., Pressurized Hot Water Extractions of Bioactives, TrAC Trends
in Analytical Chemistry, 2015, 71, 39-54.

Rajkumar T., Sapi A., Das G., Debnath T., Ansari A. Z., Patra J. K., Biosynthesis of
Silver Nanoparticle Using Extract of Zea mays (Corn Flour) and Investigation of Its
Cytotoxicity Effect and Radical Scavenning Potential, Journal of Photochemistry and
Photobiology B: Biology, 2019, 193, 1-7.

Ramarathnam N, Osawa T, Namiki M, Kawakishi S., Chemical studies on novel rice
hull antioxidants. 2. Identification of isovitexin, a c-glycosyl flavonoid, Journal
Agricultural and Food Chemistry, 1989, 37, 316-319.

Ramarathnam N., Osawa T., Namiki M., Kawakishi S., Chemical Studies on Novel

Rice Hull Antioxidants: 1. Isolation, Fractionation, and Partial Characterization,
Journal of Agricultural and Food Chemistry, 1988, 36, 732—737.

70



Saha B. C., Cotta M. A., Lime Pretreatment, Enzymatic Saccharifaction and
Fermantation of Rice Hulls to Ethanol, Biomass and Bioenergy, 2008, 32(10), 971-
977.

Saikia C., Gogoi P., Maji T. K., Chitosan: A Promising Biopolymer in Drug Delivery
Applications, Molecular and Genetic Medicine,2015, 4, 2-10.

Sarkar N., Ghosh S. K., Bannerjee S., Aikat K., Bioethanol Production from
Agricultural Wastes: An Overview, Renew Energy, 2012, 37, 19-27.

Seetharamaiah G. S., Prabhakar J. V., Oryzanol Content of Indian Rice Bran Qil and
Its Extraction from Soap Stock, Journal of Food Science Techology, 1986, 23, 270—
273.

Sharma V. K., Yngard R. A, Lin Y., Silver Nanoparticles: Green Synthesis and Their
Antimicrobial Activities, Advances in Colloid and Interface Sciece, 2009, 145, 83-96.

Shoji Y., Mita T., Isemaru M., Mega T., Hase S., Isemura S., and Aoyagi Y., A
Fibronectin-Binding Protein from Rice Bran with Cell Adhesion Activity for Animal
Tumor Cells, Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry, 2001, 65, 1181-1186.

Soppimath K. S., Aminabhavi T. M., Kulkarni A. R., Rudzinski W. E.,
Biodegradable Polymeric Nanoparticles as Drug Delivery Devices, Journal of
Controlled Release, 2001, 70, 1-20.

Sosulski F., Krygier K., Hogge L., Free, Esterified, and Insoluble-bound Phenolic
Acids. 3. Composition of Phenolic Acids in Cereal and Potato Flours, Journal of
Agricultural and Food Chemistry, 1982, 30, 337-340.

Summers M. D., Jenkinsa B. M., Hydeb P. R., Williamsc J. F., Muttersd R. G.,
Scardaccie S. C., Biomass Production and Allocation in Rice with Implications for
Straw Harvesting and Utilization, Biomass and Bioenergy, 2003, 24, 163-173.

Tan B. L., Norhaizan M. E., Suhaniza H. J., Lai C. C., Norazalina S., Antioxidant
Properties and Proliferative Effect of Brewers’ Rice Extract (Temukut) on Selected
Cancer Cell Lines, International Food Research Journal, 2013, 20(5), 2117-2124.

Teeranachaideekul V., Muller R. H., Junyaprasert V. B., Encapsulation of Ascorbyl
Palmitate in Nanostructured Lipid Carriers (NLC) Effects of Formulation Parameters
on Physicochemical Stability, International Journal of Pharmaceutics, 2007, 340,
198-206.

Teo C.C,, Tan S. N, Yong J. W. H., Hew C. S,, Ong E. S., Pressurized Hot Water
Extraction (PHWE), Journal of Chromatography A, 2010, 1217(16), 2484-2494.

Thangam R., Sathuvan M., Poongodi A., Suresh V., Pazanichamy K.,
Sivasubramanian S., Kanipandian N., Ganesan N., Rengasamy R., Thirumurugan R.,
Soundarapandian K., Activation of Insintric Apopototoic Signaling Pathway in Cancer
Cells by Cymbopogon citratus Polysaccharide Fractions, Carbonhydrate Polymers,
2014, 107, 138-150.

71



Tiwari S., Pradhan M. K., Effect of Rice Husk Ash on Properties of Aluminium
Alloys: A Review, Materials Today: Proceedings, 2017, 4, 486-495.

Umer H., Nigam H., Asif T. M., Nainar S. M., Microencapsulation: Process,
Techniques and Applications, International Journal of Research in Pharmaceutical
and Biomedical Sciences, 2011, 2(2), 474-481.

Ummah H., Suriamihardja D. A., Selintung M., Wahab A. W., Analysis of Chemical
Composition of Rice Husk Used as Absorber Plates Sea Water into Clean Water,
Journal of Engineering and Applied Sciences, 2015, 10, 6046-6050.

URL-1: http://www.gate2tech.com/article (Ziyaret Tarihi: 18 Nisan 2019).
URL-2: http://www.irri.org. (Ziyaret Tarihi: 18 Nisan 2019).

Vongsak B., Sithisarn P., Mangmool S., Thongpraditchote S., Wongkrajang Y.,
Gritsanapan W., Maximizing Total Phenolics, Total Flavonoids Contents and
Antioxidant Activity of Moringa oleifera Leaf Extract by The Appropriate
Extraction Method, Industrial Crops and Products, 2013, 44, 566-571.

Wakiyama N., Juni K., Nakano M., Preparation and Evaluation in vitro of Polylactic
Acid Microspheres Containing Local Anesthetics, Chemistry and Pharmaceutical
Bulletin, 1981, 29(11), 3363-3368.

Wu F., Yang N., Toure, A,, Jin, Z., Xu, X., Germinated Brown Rice and Its Role in
Human Health, Critical Reviews in Food Science and Nutrition, 2013, 53, 451-463.

Yang S., He H., Lu S., Chen D., Zhu J., Quantification of Crop Residue Burning in
The Field and Its Influence on Ambient Air Quality in Sugian, China, Atmospheric
Environment, 2008, 42(9), 1961-1969.

Yawadio R., Tanimori S., Morita N., Identification of Phenolic Compounds Isolated
from Pigmented Rices and Their Aldose Reductase Inhibitory Activities, Food
Chemistry, 2007, 101(4), 1616-1625.

Yoshioka T., Hashida M., Muranishi S., Sezaki H., Specific Delivery of Mitamycin
C to The Liver, Spleen and Lung: Nano-and Microspherical Carriers of Gelatin,
International Journal of Pharmaceutical, 1981, 8(2), 131-141.

YuS., Nehus Z. T., Badger T. M., Fang N., Quantification of Vitamin E and Gamma-
oryzanol Components in Rice Germ and Bran, Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 2007, 55, 7308-7313.

Yuvakkumar R., Nathanael A. J., Rejendran V., Hong S. I., Rice Husk Ash Nanosilica
to Inhibit Human Breast Cancer Cell Line (3T3), Journal of Sol-Gel Science and
Technology, 2014, 72(1), 198-205.

Zhou H. M., Zhang M. P., Study the Functional Component of Brown Rice.
Traditional Chinese Food Technology and Cuisine, 2002, 5, 17-19.

72



Zhou Z. K., Robards K., Helliwell S., Blanchard C., Composition and Functional

Properties of Rice, International Journal of Food Science and Technology, 2002, 37,
849- 868.

Zimet P., Livney Y. D., Beta-lactoglobulin and Its Nanocomplexes with Pectin as

Vehicles for o-3 Polyunsaturated Fatty Acids, Food Hydrocolloid, 2009, 23(4),
1120-1126.

73



KiSISEL YAYIN VE ESERLER

Zengin M., Budak G., Turker-Kaya S., Kanser Tedavisinde Kullanilan Gemzar’in
Fosfatidil Hiicre Zari Lipidleri ile Etkilesmesinin Biyofiziksel Yontemlerle
Incelenmesi, 4. lla¢ Kimyas: Kongresi, Kusadasi, Tirkiye, 17-23 Mart 2016.

Budak G., llhan E., Gulce-1z S., Yesil-Celiktas O., Sevimli-Gur C., Growth Inhibitory
Effects of Protein Extracts of Waste Rice Husk in Chitosan Nanoparticles on Various
Tumor Cells, International Conference on Technology, Engineering and Science,
ICONTES, Antalya, Tiirkiye, 26-29 October 2017.

Budak G., llhan E., Betts Z., Gulce-l1z S., Yesil-Celiktas O., Sevimli-Gur C.,
Anticancer Efficiency of Rice Husk Protein Extracts Loaded Chitosan Nanoparticles:
Promising for Lung Carcinoma, 4th International Applied Biological Sciences, ICABS,
Eskisehir, Tirkiye, 3-5 May 2018.

Barulay V., Budak G., Yesil-Celiktas O., Sevimli-Gur C., Research on Cytotoxic
Effects of Rice Husk Biomass on Various Tumor Cell Lines by Using Bioassay Guided
Extraction Optimization, InternationalEurasianBioChem, Ankara, Tirkiye, 26-27
April 2018.

74



OZGECMIS

1992 yilinda Kocaeli’de dogdu. ilk ve orta dgretimini Kocaeli’de tamamladi. 2012
yilinda girdigi Kocaeli Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimiinden 2017
yilinda mezun oldu. 2017 yilinda Kocaeli Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji
Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimine bagladi.

75



