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KULLANILMAK UZERE BiYOKIMYASAL OLARAK MODIFIYE
EDILMiS NANOPLATFORMLARIN HAZIRLANMASI VE
KARAKTERIZASYONU

DOGA KAVAZ

Doktora, Kimya Bolumu
Tez Danigmani: Prof. Dr. Emir Baki DENKBAS

Agustos 2013, 186 Sayfa

Kardiyovaskuler sistem rahatsizliklari gerek Ulkemizde ve gerekse tim diinyada
Olumle sonuglanabilen rahatsizliklarin basinda gelmektedir. S6z konusu
rahatsizliklarin degisik epidemiyolojik nedenlerden dolayr dnumuzdeki yillarda
gérilme sikhginin  daha da artmasi beklenmektedir. Ateroskleroz bu
rahatsizliklarin en énemlisi olup olusan aterosklerotik plaklarin erken teshisi,
tedavi etkinligi ve olum riski acgisindan buyuk bir 6nem tagimaktadir. Son yillarda
konu ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarda, manyetik rezonans goruntileme (MRG)
damarlarinin anatomik ve fonksiyonel incelemelerinde énemli bir rol oynamaktadir.
Bu calismalarda geleneksel MRG kontrast ajanlari yerine, toksik olmayan ve
biyolojik olarak uyumlu demir oksit nanopartikilleri klinikte kullaniimaya

baslanmistir. Ancak, bu ajanlarin dokular tarafindan tutulumu segimli olmayip in



vivo olarak goruntilenmek istenen plaklar igin uygun degildirler. Bu yuzden
biyouyumlu polimerik malzemeler (6rnegin; dekstran, kitosan vb gibi) kullanilarak,
demir oksit nanopartikiller modifiye edilmekte ve in vivo uygulamalarda
kullanilabilmektedir. Kullanilan biyopolimerlerin degisik fonksiyonel gruplarinin
olmasi sayesinde c¢esitli ligandlarla donatilarak goruntilenmek istenilen bolgeleri

tanima yetenegine sahip olan nanopartikuller gelistirebilmektedir.

Sunulan tez kapsaminda; kardiyovaskller sistem rahatsizliklarindan,
aterosklerozun teshis ve tedavisinde kullanilmak Uzere manyetik 6zelliklere sahip
nanoplatformlarin  gelistiriimesi ve bu platformlarda kullaniimak Uzere
aterosklerotik plak bolgelerini  taniyan ligand molekillerinin  belirlenmesi
hedeflenmigtir. Bu amaca ulasmak Uzere demir oksit nanopartikiller, manyetik
Ozellige sahip poliester yapisindaki polihidroksibitirat (PHB) ile polisakkarit
yapisindaki karboksimetil kitosan (CMCs) karisimi ile olusturulan PHB/CMCs,
poliester yapisindaki polihidroksibutirat ile polisakkarit yapisindaki kitosan karigimi
ile olusturulan PHB/Kitosan (PHB/Cs) nanopartikuller ve dekstran nanopartikuller
hazirlanmistir. Hazirlanan nanopartikillerin  boyutlari  Zeta Sizer sistemi
kullanilarak karakterize edilmis ve boyut dagilimina etki eden parametreler
incelenmigtir. Nanopartikullerin morfolojik 6zellikleri SEM ve AFM goérunttileme
sistemleri yardimiyla manyetik Ozellikleri ise titresimli manyetometre (VSM)
kullanilarak belirlenmistir. Hazirlanan nanoplatformlarin kardiyovaskuler sistem
rahatsizliklari teshis ve tedavisinde kullanabilmek Uzere nanoplatformlarin
yuzeyine model ligand olarak secilen 1IgG 1, Anneksin A5 ve A1 liganlari
biyokimyasal ydntemlerle kovalent olarak takilmigtir. Hem hazirlanan

nanopartikillerin hem de ligand takili formlarinin sitotoksisiteleri incelenmistir.

Calismalarin ikinci bolumuinde ise hazirlanan ligand takili nanoplatformlaria in vivo
calismalar gerceklestiriimis ve kullanilan Wistar albino 1irki sicanlarin MRG
goruntuleri incelenmigtir. MRG iglemlerinden sonra sistemik dolasim igerisinde
dolasan ligand takili nanoplatformlarin vicutta degisik organlara dagihmi ve bu
organlarda meydana gelen biyokimyasal etkilesimleri biyokimyasal ve histolojik

testlerle degerlendirilmistir.

Tez c¢alismalarinin  son bdlimunde ise, aterosklerotik plak bdlgelerine

nanoplatformlari secimli/hedefli olarak ulastirabilmek Uzere ihtiyag duyulan ve



aterosklerozun baslangicinda yer alan kopuUk hdcrelerinin ylzey reseptorlerinin
belirlenmesi calismalari gerceklestiriimigtir. Bu amagla ticari olarak temin edilen
dusuk yogdunluklu lipoprotein, bakir sulfat ¢ozeltisi ile oksitlenerek, THP-1 insan
monosit hucrelerinin  farklilasmasi sonucu olusan makrofaj hucreleri ile
etkilestirilerek kopuk hucreleri olusturuimus daha sonra elde edilen kopuk
hdcrelerinin ~ yuzey reseptorleri/proteinleri  MALDI-ToF  teknigi yardimiyla

belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore s6z konusu reseptorlerin belirlenmesiyle bunlara uygun
ligandlarin belirlenmesi ve ardindan hazirlanan nanoplatformlarin bu ligandlarla
dekore edilmesiyle kisiye Ozel teshis ve tedavi sistemlerinin geligtiriimesi igin

gerekli alt yapi olusturulmustur.

Yapilan bu calisma, 110S181 no’lu “Kardiyovaskuiler Sistem Rahatsizliklarinin
Teshis ve Tedavisinde Nanoteknolojik Yaklasimlar’ adli TUBITAK Ar-Ge Projesi

destegdiyle hazirlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Kardiyovaskiler sistem, manyetik nanoplatformlar, manyetik
resonans goruntileme (MRG), okside-LDL, képuk hticreler, reseptér, MALDI-ToF-
MS
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Cardiovascular diseases are some of the leading causes of death all over the
world, and the prevalence is expected to increase further during the next years.
For early detection of atherosclerotic unstable plaques will be a great value in
order to reduce the morbidity / mortality level in affected patients. With the
developing technology nanomaterials aimed to develop to be used in the early
diagnosis of atherosclerosis. In recent studies, magnetic resonance imaging (MRI)
plays an important role in the anatomical and functional investigation of large
vessels. Instead of conventional MRI contrast agents, non-toxic and biocompatible
iron oxide nanoparticles have been started to use in the clinic. However, the
uptake of these agents are nonspecific, so the labeling efficiency for plaques
in vivo is not ideal. Iron oxide nanoparticles are modified with biocompatible
polymeric materials such as dextran, chitosan, etc., and used in vivo applications.
Biopolymers with different functional groups featured with a variety of ligands can
be used developing nanoparticles that are capable of recognizing the desired

areas.



In the thesis, development of magnetic biopolymeric nanoplatforms were aimed to
be used in the diagnosis and treatment of atherosclerosis. To achieve this aim;
iron oxide nanoparticles, magnetic poly hydroxybutarate- carboxymethyl chitosan
(PHB/CMCs), PHB/Cs (Chitosan) and dextran nanoparticles were prepared. The
parameters that affect the size distribution of the prepared nanoparticles were
investigated and size analyses were carried out using Zeta Sizer systems.
Scanning electron microscope (SEM) and atomic force microscope (AFM) were
used for morphological evaluations. Vibrational scanning microscope was used
for the investigation of magnetic properties. Annexin A5, Annexin Al and IgG 1
werevcovalently attached to the prepared nanoplatforms as model ligands for
diagnosis and treatment of cardiovascular system diseases. Cytotoxicity assays

evaluated for both plain nanoparticles and ligand attached forms.

In the second part of the study, annexin A5 and IgG 1 attached PHB/CMCs
nanoplatforms have been tested in vivo. Wistar albino type rats were used for MRI
imaging. After MR imaginig, ligand attached nanoplatforms, which were circulated

in the systemic circulation, examined biochemically and histologically.

In the final part of thesis, the foam cells in the damaged area of the plaque were
investigated to determine the surface reseptors. For this purpose a commercially
provided low density protein (LDL) was oxidized by copper sulfate solution.
Macrophages which were differentiated from THP-1 Human monocytes, treated
with oxidized LDL to form foam cells. Surface proteins derived from foam cells

were determined using MALDI -ToF- mass spectroscopy system.

This work is supported by TUBITAK Project, named as “Nanotechnological
Approaches in Cardiovascular System Diseases Diagnosis and Therapy” with the
code number 110S181.

Keywords: Cardiovasculer systems, magnetic nanoplatforms, magnetic resonans
imaginig (MRI), oxidized- LDL, foam cells, receptor, MALDI -ToF- MS
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1. GIRIS
Kardiyovaskuller sistem rahatsizliklari arasinda damar daralma/tikanmalari
oliumcul sonuglar dogurabilen o6nemli rahatsizliklarin basinda gelmektedir.
Gunumuze kadar uygulanan teshis ve tedavi yontemleri ile s6z konusu daralma
oranlarli ancak belli bir seviyeye geldigi zaman belirlenebilmekte ve ne yazik ki
¢ogunlukla bu ge¢ evre teshis nedeniyle tedavi etkinliginde(basarisinda onemli
oranda azalmalar yasanmakta ve hastaligin seyri hizla kétuye gidebilmektedir.
Hastaligin daha da ilerlemesi hastalarda kalici rahatsizliklara veya o6lume
sebebiyet verebilmektedir. Gunumuizde daralma/ttkanmalar igin kullanilan
anjiografik teknikler, hastaya verilen rahatsizliklar, enfeksiyon riski ve ekonomik
olumsuzluklar gibi c¢esitli dezavantajlara sahiptir. S6zU edilen olumsuzluklarin
ortadan kaldirilabilmesi icin en ideal yaklasim hi¢ suphesiz nanoteknolojik
yaklasimlarla ilgili daralma/tikanmalarin erken evrede (molekller boyutta)
aterosklerotik plak olusumlarinin  belirlenmesi ve gerekli mudahalelerin
yapllmasiyla saglanabilecektir. S6z konusu yaklagsimlarla olusturlan sistemler
sayesinde damar tikanma/daralma bdlgelerinin hedefli ve segimli olarak
tanimlanmasi ve goéruntilenmesi kolaylikla saglanabilecektir. Son yillarda yapilan
arastirmalarda goruntuleme ajani olarak super paramanyetik demir oksit
nanopartikiller (SPION) kullaniimaktadir. Boyutlarinin kiigik olmasina bagh olarak
yuzey alanlarinin genis olmasi, yuksek oranda manyetiklik ozellikleri, sentez
kolayliklari ve hedeflendiriimis doku ve organda yigin olusturma yetenekleri gibi
ozellikleri ile gesitli bilimsel alanlarda genis kullanim alani kazanmislardir. Yapilan
¢calismalarda SPION’lerin kullaniimasiyla manyetik rezonans goéruntileme (MRG)
sistemlerinde kontrast ajanlarin sahip oldugu dezavantaj ve toksik o6zelliklerin
ortadan kaldiriimasina ek olarak doku ve organlarda etkin gorintileme saglandigi
gorulmustur. Bu amagla hélihazirda klinik uygulamalarda yaygin olarak kullanilan
ancak yukarida belirtilen damar daralmalari ya da bir bagka deyisle hastalik belli
bir boyuta gelmeden sagliklh sonu¢ veremeyen tekniklerin MRG teknigi yerini
alacaktir. Kardiyovaskuler sistem goruntulemelerinde kullanilan teknolojilere kargi
manyetik nanopartikillerin avantajlar;; yuksek boyutlarda sagladigi secicilik,
miukemmel yumusak doku kontrasti ve plak bdlgesinde hem anatomik hem de

molekuler dizeyde bilgi vermesi olarak siralanabilir.



Manyetik nanotagiyicilarin hazirlanmasinda kullanilan paramanyetik malzemelerin
yaninda Ozellikle polimerik malzemeler en uygun kaplama ya da kapsulleme
malzemesi olarak bilinmektedir. Burada so6zu edilen polimerik malzemelerin
fonksiyonlarini ya da gorevlerini yerine getirdikten sonra vicuttan atilmalari dnemli
bir avantajdir. Bu nedenle konu ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalarda biyolojik olarak

bozunabilen polimerik malzemeler tercih edilmektedir.

So6zu edilen aterosklerotik plaklarin olugsmasinda ve bu plaklarin 6zellikle stresli
kosullar altinda pargalanip kopmasi ve migrasyonuyla degisik komplikasyonlar
ortaya ¢cikmaktadir, bunlara neden olan temel unsurlarin baginda ise yag hucreleri
gelmektedir. Yapilan diger calismalar incelendiginde, okside olmus dusuk
yogunluklu lipoprotein miktarinin ateroskleroz olugsumunda etkin bir role sahip
oldugu goérilmustir. Kan plazmasinda bulunan disuk yogunluklu lipoprotein (LDL)
kolesterolli seviyesindeki azalmanin miyokardiyal enfarktlis ve diger pek c¢ok

kardiyovaskuler sistem rahatsizliginin olusum riskini azalttigi distunulmektedir

LDL’nin oksidatif modifikasyonu endotelin aktivasyonunu etkileyerek biyolojik
karakterinin degismesine neden olmaktadir. Endotel yapisindaki bozulmalarin
monositlerin toplanmasina, toplanan monositlerin makrofaja donismesine neden
olarak ‘yag cizgisi’ diye adlandirilan kdpuk htcrelerinin olusumunu kolaylastirdigi
tespit edilmistir. Tum bu olaylar meydana gelirken reaktif oksijen tlrlerinde de
cesitli degisimler meydana gelmekte ve bu degisimler endotelin fonksiyonunu
kaybetmesini tetiklemektedir. Endotelde meydana gelen degisiklikler damar
duvarinda inflamasyona yol acarak aterosklerotik lezyonlarin baslama ve

ilerlemesine neden olmaktadir.

Bu amagla sunulan calismalar kapsaminda oncelikle manyetik 6zellige sahip
polimerik PHB/CMCs, PHB/Cs ve dekstran nanopartikiller hazirlanmigtir.
Hazirlanan nanopartikullerin boyut dagiiimina etki eden parametreler incelenmis
ve boyutlari Zeta Sizer sistemi kullanilarak karakterize edilmistir. Morfolojik
Ozellikleri SEM ve AFM ile karakterize edilen nanopartikullerin manyetik 6zellikleri
ise titresimli manyetometre (VSM) incelenmigstir. Hazirlanan nanopartikillere hali
hazirda kullanilan model ligandlardan IgG1, Anneksin A5 ve A1 ligandlar takilmis
ve boylelikle ligand takili nanoplatformlarin sitotoksisiteleri incelenmistir.



Daha sonra in vitro olarak gergeklestirilen optimizasyon caligmalari ile bu
nanoplatformlardan Anneksin A5 ve IgG 1 takii PHB/CMCs nanopartikulleri
secilerek aterosklerotik plak etkilesimleri in vivo olarak degerlendirilmistir. Bu
amacla 30 adet Wistar albino irki sican % 1’lik yagd diyeti ile beslenmis, 6 adet
sican ise kontrol grubu olarak normal sican yemi ile beslenmistir. Sekiz hafta
sonunda olusturulan plaklari MRG tekmigi ile goruntuleyebilmek icin hazirlanan
ligand takili nanoplatformlar hayvanlara enjekte edilmigtir. Aortlarinin MRG ile
goéruntilenmesinden sonra hayvanlar kapite edilerek doku ve serumlarinda reaktif

oksijen ve reaktif azot tlrlerinin etkisi arastiriimistir.

Calismalarin son asamasinda; sec¢imli teshis/tedavi yontemleri gelistirilebilmesi
icin insan aterosklerotik plak olusum modeli geligtiriimigtir. Bu modelin
olusturulmasinda ticari olarak temin edilen dugstuk yogunluklu lipoprotein bakir
sulfat ¢ozeltisi ile oksitlenerek, THP-1 insan monosit hlcrelerinin farkhlasmasi
sonucu olusan uygun insan makrofaj hucrelerine eklenmis ve kdpuk hdcrelerinin
olusumu saglanmistir. Elde edilen képuk hdcreleri uygun tekniklerle karakterize
edilmis, okside-LDL’nin insan monosit ve makrofaji Uzerine etkileri sitokin
incelemeleriyle gergeklestiriimistir. Ayrica okside-LDL’'nin insan monosit ve
makrofaj hlcrelerine sitotoksisitesi de incelenmistir. Elde edilen kdpuk hucrelerinin
yuzeyinde yer alan 6zgul reseptorlerin belirlenmesi icin MALDI-ToF-MS teknigi

kullaniimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kardiyovaskiiler Sistem Rahatsizliklar ve Ateroskleroz

Kardiyovaskuler sistem rahatsizliklari gerek Ulkemizde ve gerekse tum dunyada
kargilasilan en onemli saglik problemlerinin bagsinda gelmektedir. Klinik agirlikli
olarak koroner ve karotis arterlerde meydana gelen ateroskleroz, tum irk, erkek ve
kadinlarda kalici ve 6lumcul sonuglar doguran damar rahatsizliklarindan biridir.
Yapilan arastirmalar gore; kardiyovaskuler sistem rahatsizliklari insanlarda ciddi
komplikasyonlarin yani sira yasam Kkalitesini dusurmekte ve Onemli oranlarda

Olime neden olmaktadir [1].

Genetik yatkinhk, yas, hipertansiyon [2-4], dislipidemi [3-5], diabet [2, 4, 5],
obezite, yas [3], sigara [2-4], bakteriyel ve viral enfeksiyonlar, hiperhomosisteinemi
[3-5], oksidatif stres [5] ve doymus yagd ve kolesterol orani ylksek, sebze, meyve
ve tahil orani dusuk diyet [3] ateroskleroza neden olan baslica risk faktérleridir. Bu
faktorler hastallk baslamadan Once veya hastaligin erken teshis edilmesi
durumunda, engellendiginde ateroskleroz gelisimi azaltilabilir veya hig
gelismeyebilir. Engellenmemesi ya da ge¢ teshis edilmesi durumunda, kan
damarlan sertlesir, daralir ve semptomlar ortaya ¢ikmaya baslar. Ateroskleroza
sadece yukarida sdyledigmiz risk faktorlerinin sebep oldugu ve bu risk faktorlerinin
azaltimasi veya ortadan kaldirilmasini temel alarak ateroskleroz igin tedavi
yontemleri gelistiriimigtir [5]. Yapilan arastirmalar bunun yetersiz oldugunu,
ateroskleroza sadece risk faktorlerinin degil, lipoprotein metabolizmasinin da
neden oldugunu gostermektedir. DUisuk yogunluklu lipoproteinler, modifiye edildigi
veya okside-LDL (ox-LDL)ye donustugunde ateroskleroz olusumunda énemli rol

oynamaktadirlar [6, 7].

2.2. Arter Duvari
Aterosklerozun gelisiminde etkin role sahip yapilar olan arterlerin, vicut

icerisindeki baslica gorevi kani iletmektir. Arter duvar U¢ tabakadan olusur.
(Sekil 2.1.). Bunlar da damar boglugundan disa dogru;

- Tunika intima
- Tunika media

- Tunika adventisya



Adventisya

Intima

Media

Endotel

Sekil 2.1. intima, Medya ve Adventisya Kisimlari

Tunika intima: Arterin en i¢ tabakasini olusturur. Tunika intima, endotel
hicrelerinden olusmus tek sirali bir yapi, bazal membran ve az miktarda pirimitif
mezenkimal hucrelerle birlikte olan bir bag dokusu tarafindan olusan kompleks
heterojen yapl1 gostermektedir. Bu tabakada yasam boyunca, arterlerin
hemodinamik strese karsi normal adaptif bir 6zelligi oldugu kadar, arteriyel
zedelenmelerin iyilesmesinin de karakteristik bir gostergesi olan ilerleyici intimal
kalinlasma olur. Buradaki endotel hacreleri, kan ile ¢cok onemli bir temas yuzeyi
olusturmaktadir. Arteriyel endotelyal hulcreler, arteriyel hastaliklarin patogenezi
sirasinda ters giden olaylari duzenlemenin yani sira vaskuller homeostaziyi de

duzenlemektedirler.

Tunika media: Arter duvarinin en kalin tabakasi olan Tunika media, vaskuler diz
kas hducrelerini iceren tek bir hicre tipinden olusmustur. Vaskuler diuz kas
hlcreleri, arterin hucre kitlesinin buyuk bir kismini ve medianin ekstraselluler
matriks bilesenlerini olusturur. Diz kas liflerinin arasinda bol miktarda elastik lifler
bulunur. Tabakaya spiral sekilde yerlesmis duz kas hucreleri birbirleri ile birlesmis
ve sirkuler bir gorintlye sahiptir. Normal arterde, diz kas hicrenin bdlinme hizi

ve hucre 6lumu oldukca yavas ve ekstraseluler matriks ile denge halindedir.

Tunika adventisya: Bag dokusuna benzer lifli bir yapiya sahip olan Tunika
adventisya, cevredeki bagd dokusu stromasi igerisine yerlesmis olarak bulunur.
AQirlikli olarak, kollojen ve elastinden olusmasina ragmen i¢ kismi fibréz yapi

gosterir. Media tabakasindan uzaklastikga bunlarin yerini gevsek bag dokusu alir.
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Adventisya, genellikle intimadan daha az oranda kollajen lifleri igerir. Ayrica
bunlara ek olarak adventisya tabakasinda; fibroblastlar, mast hicreleri, adipositler

ve sempatik sinir uglari bulunmaktadir.

2.3. Ateroskleroz Patogenezi

Genel olarak damar sertlesmesi olarak bilinen Ateroskleroz, arterleri etkileyen bir
hastaliktir. Ateroskleroz; ilk olarak arter duvarinin intima tabakasindaki yagl
cizgilenmeler olup, bdlgede lipit, kanin diger yapi taslan ve fibréz dokunun

zamanla birikmesi ve sertlesmesi olarak tanimlanmaktadir.

Koroner ateroskleroz, koroner arterlerin duvarindaki tabakalarin birisi veya
tamaminin dejeneratif patolojisi veya arterlerde kolesterol, kalsiyum...vb. birikmesi
sonucu ile tikanabilir bir tibbi durumun meydana gelmesi anlamina gelmektedir.
Koroner aterosklerozda; arterlerin subintima tabakasinda lipidler, kompleks
karbonhidratlar, bazi kan tlrevi maddeleri, fibr6z doku, kalsiyum gibi maddelerin
lokal birikimleri sonucu kan damarinin daralmasi, sertlesmesi ve bunlara bagl

olarak da kan akisinin azalmasi s6z konusudur [8].

Ateroskleroz patogenezinde genetik faktorlerin etkin oldugu bilinse de son yillarda
cevresel faktorlerin de bu hastaligi tetikleyici unsurlar olduklari yapilan
arastirmalarla kanitlanmistir. Bahsedilen gevresel risk faktorleri olarak gdsterilen,
sigara, kolesterol, hipertansiyon, diabetes mellitus ve obezite, ateroskleroz
gelisiminde onemli role sahiptirler [9]. Yapilan deneysel c¢alismalarda bu risk
faktorlerinin genel inflamatuvar bir yanit baslatarak vicutta yaygin bir reaksiyon

olusturdugu gosterilmigtir.

Ateroskleroz lezyonunun anlagiimasinda, oncelikli olarak endotelin yapisina
bakilmasi anlamli olacaktir. Bir damarin kesiti dusunulecek olursa, kanin aktigi
alan damar lumeni, endotel ise damarin i¢ yluzeyinde bulunan ve kanla temasta
olan ilk tabakadir. Endotel tabakasinin yuzeyinde hucrelerin yapigsmasini,
blylimesini ve gelismesini engelleyen faktorler bulunmaktadir. Onceleri gayet
purtzsuz ve kaygan bir yapiya sahip olan endotel tabakasinin sigara, kolesterol,
obezite vb. risk faktorlerine ve bunlara maruz kalma sikligi ve derecesine bagh
olarak zamanla ylzeyinde lezyonlar meydana gelir. Olusan bu lezyonlar zamanla
daha fazla birikerek aterosklerozun olugsumuna uygun ortam hazirlarlar (Sekil 2.2.)
[10].



Ateroskleroz olusumunda 6nemli role sahip etkenlerden bir tanesi de kanda
yuksek oranda bulunan dusuk yogunluklu lipoprotein (LDL) miktardir [11, 12].
Dusuk yogunluklu lipoprotein (LDL) pargaciklari; bir kabuk ile gevrili fosfolipidler,
serbest kolesterol ve apolipoprotein B100 gibi kolesterol esterleri ve triagilgliserol

icermektedirler.

Kan akis geriliminin (shear stress) az oldugu arterlerdeki daralma yerlerinde, LDL
gibi cesitli kan molekulleri lumen yuzeyi ile daha fazla iliski igcinde bulunurlar. Bu
nedenle; lipoproteinlerin, 6zellikle hiperlipidemi durumunda endotelden daha fazla
gecisi mumkun olabilmekte ve endotel altinda lipid birikimi daha da artmaktadir
[13, 14].

Intima Media

Diiz Kas
~ Hiicresi
Damar D
Tabakasi
Normal
Atar Damar
Aterom Baslangici . /
ke ;
Kararh » .
Aterosklerotik Plak ; lyilestirilmis Plak
* Dar Yag Tabakasi *Dar Liimen
* Kalin Fibroz Tabaka *Fibréz Ic Tabaka Sol Koroner
= Damar
i Kalp Krizi
At Hlflsarll'k oy Sag Koroner
erosklerotik Pla Damar

* Yag Tabaka Olusumu
* Inflamasyona Sebep
Olan Hiicreler

Fibroz Tabaka

Sekil 2.2. Aterom olusumunun sematik gosterimi

Arter intimasinda kan plazmasindan kaynaklanan aterojenik lipoprotein
birikmesine kargi gelisen ateroskleroz, karmasik bir inflamatuvar-fibroproliferatif
yanittir [15]. Aterojenik lipoproteinler, aterosklerotik plaklarin olusum agamasinda
ve gelisiminde onemli role sahip molekullerdir. Bugin hala “lipid hipotezi” olarak
bilinen goruse gore, kan plazmasinda bulunan dusuk yogunluklu lipoprotein (LDL)

kolesteroll seviyesindeki azalmanin miyokardiyal enfarktls ve diger pek cok



kardiyovaskuler hastaligin olusum riskini azalttigi disunilmektedir [16].

Bahsedilen aterosklerotik plaklarin olusmasinda ve bu plaklarin c¢atlayip
kopmasiyla degisik komplikasyonlar ortaya ¢ikmaktadir, bunlara neden olan temel
unsurlarin basinda ise yag hucreleri gelmektedir. Ateroskleroz Uzerine yapilan ilk
calismalarda, okside-LDL (oxLDL)'nin makrofajlarda kolesterol toplanmasina
neden olarak proaterojenik 6zellik gosterdigi bildirilmis ve bugln, aterosklerotik
plak olusumunda, LDL oksidasyonun énemli bir basamak oldugu gorusu Uzerinde

ciddi anlamda durulmaktadir [17].

2.4. intraseliiler Lipid Birikimi; Kdpiik Hiicre Olusumu

Damarda cesitli sebeplerden olusan yangi sonucu monositler kandan arter duvari
icine girerler. ik olarak, damarin intima tabakasinda toplanirlar ve lipitleri fagosite
ederler. Ardindan, monositler degisime ugrayip makrofaj olur ve oksitlenmis LDL'yi

iclerine alarak kopuk hucrelerine donusmektedir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. Arterdeki inflamasyonda Makrofajin Roll



Bu hucrelerin kopuk hicresi olarak adlandiriimalrinin nedeni sitoplazmalarinda ¢ok
sayilda yag vezikulu biriktigi icindir. Bodlgede ekstraselluler lipid, kopuk
hacrelerindeki lipid ve duz kas hucrelerinin Urettigi kollajen gibi bag dokusu

elemanlarini igeren bir plak tabakasi olusur [18] (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. KoplUk Hicre Olusumu

Oksitlenmis LDL Uzerinde asiri lipit ahmini saglayarak koépuk hicre olusumuna
aracillk eden Avci Reseptorleri (Scavenger receptor) bulunur. Bu yuzey
reseptorleri, modifiye lipoproteinlerle baglanmaya daha ¢ok afinite gosterirler.
Sakaguchi H. ve arkadaslarinin 1998 yilinda yapti§i bir ¢calismada; fonksiyonel
scavenger receptor-A bulunmayan, mutasyonlu, ateroskleroz egilimli fareler ile
fonksiyonel scavenger receptor-A bulunan fareler lezyon olusumu agisindan
karsilastiriimis ve fonksiyonel scavenger receptor-A bulunmayan farelerde daha

az miktarda asiri yagl lezyon olusumu gértlmasttr [19].

2.5. Arter Inflamasyonu
Son yillarda yapilan ¢aligmalar, arterde meydana gelen inflamasyonun aterogenez

olusumunda en énemli role sahip oldugunu gostermektedir [20].

Arterde biriken monositlerde yag toplanmasi sonucu olusan kopuk hicreleri arter
duvarinda birikerek bir lezyon olusturmaya baslarlar.. IL-1, IFN-y, TNF-(,
Anjiotensin 1l...vb. Gibi sitokinler veya MCP-1, IL-8, IFN-y...vb gibi kimokinler
adezyon molekullerinin ekspresyonunu arttirirlar [3, 5]. Adezyon molekulleri (P- ve
E-selektinler, VCAM, ICAM) monosit ve T-hiucreleri Uzerinde bulunan
glikokonjugatlar ve integrinler icin reseptor gorevini ustlenir [4].



Arterde inflamatuvar olusmaya basladiktan sonra, Monosit kemoatraktan protein-1
(MCP-1) ile monosit hucreleri bolgeye gelirler. T-hucre sinifi kemoatraktanlar ise

plaktaki inflamasyonu arttirarak lezyonun ilerlemesini saglarlar [21, 22].

inflamasyon bolgesindeki makrofajlar, dentritik hiicreler veya endotelyal hiicreler,
bdlgede cok fazla miktarda bulunan T hucrelerine antijen sunarlar. Bu hicreler T
hacreleri ile etkilesime girerek, T hucreleri ve antijenler arasindaki aktivasyonu
saglarlar. Bdylece active edilen T hlcreleri aterogenezin olusumunu saglayacak

sitokinleri sentezler ve ortama salimini saglar. (Sekil 2.5.)
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Sekil 2.5. Arter Inflamasyonu [23].

CD4 tasiyan yardimci T hacreleri iki genel kategoriye ayrilir; Bunlardan; Th-1
subtipi; interferon-y, lenfotoksin, CD-40 ligant ve TNF-a (tUmdr nekrozis faktor-a)
gibi 9 proinflamatuvar sitokinler salgilar. Th—1 sitokinleri, vaskiler duvar
hdcrelerinin aktivasyonunu saglar ve plak olusumunu kontrol eder. Diger Th
hicresi olan; Th-2 sitokin ve inflamasyon inhibitorleri olarak gérev gormektedirler.
intimada monositler, makrofaj koloni sitimile edici faktér (M-CSF) etkisi ile
makrofajlara donltsir ve modifiye lipoproteinler igcin Scavenger receptor-A

ekspresyonunu baslatirlar [4]. Hidrojen peroksit, lipid peroksit...vb. reaktif oksijen
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tirleri intimada kalan LDL’'nin oksidasyonuna neden olur [3]. Adezyon
molekullerinin  ve inflamatuvari baslatan sitokinlerin makrofaj ve endotel
hucrelerinde ekspresyonunu arttiran Ox-LDL, makrofajlar tarafindan alinarak
kopuk hucreleri meydana getirirler. Baslangigta kopuk huacreleri ve T-hucrelerini
iceren bu lezyon aterosklerozun baslangicidir ve “yadsi- ¢izgi” adini alir. Bélgeden
salgilanan molekuller diz kas hucrelerinin proliferasyonuna ve bdlgeye gogline
neden olur. Go¢ eden hucreler etraflarinda kendi ekstraselliler matriksini
olusturur. Bu asamadan sonra “aterom plak” denen aterosklerozun ileri lezyonu
olusur [4]. Bolgedeki makrofaj kopulk hucrelerinin yirtiimasi halinde hidrolitik
enzimler serbest kalir. Bu enzimler olusan aterom plagi yirtar ve bunun sonucunda

bdlgede tromboz gelisir. Meydana gelen tromboz damar tikanikligina neden olur.

2.6. Duz Kas Hiicre Migrasyonu ve Proliferasyonu

Yetigkin bir insanin arterinde diz kas hucrelerinin replikasyonu sik karsilasilan bir
durum olmamasina ragmen, lezyon olusumunda c¢ok fazla miktarda diz kas
hicrelerinde replikasyon gozlemlenir. Bolgede plak yirtiimasi sonucu serbest
kalan mitojenler diz kas htcrelerinde anormal miktarda replikasyona neden olur.
Buda ateroskleroz olusumu ve ilerlemesinde duz kas hucrelerinin birikimi lineer bir

cizgide gerceklesmeyebilir [24].

2.7. Diiz Kas Hiicre Oliimii

inflamasyonun meydana geldigi bdlgede diiz kas hiicrelerinin anormal
replikasyonu sonucu ayni zamanda burada bu hicrelerin 6lium miktarini da
arttirmaktadir. Hucrelerin 0lumU ve birikimi aterosklerotik plagin gelisimine ve
ilerlemesine katki sag@layabilir. Yapilan arastirmalar sonucu ilerlemis insan
ateromundaki diz kas hucrelerinin en azindan bazilarinda apoptoza 6zgu ¢ekirdek
DNA fragmantasyonu gérilmistir. Ilerlemis ateromda bulunan inflamatuvar
sitokinlere yanit olarak duz kas hucrelerinin bir kisminda apoptozis ortaya c¢ikar.
Bunun disinda, plaklar icinde toplanmis olan bazi T hucreleri ylzeylerinde fas
ligant olusturabilir. Fas ligandi diz kas hlcre ylzeyindeki fasa baglanarak duz kas
hicresinin 6lumune yol acar [25-27]. Yani; ilerleyen aterosklerotik plaktaki anormal
miktardaki duz kas hucre replikasyonu ve hucre olumu arasindaki duzensizligin
sonucu plaktaki duz kas hdcrelerinin birikimi artmaktadir [28]. Zamanla, plak
icindeki inflamasyon bdlgelerinden diz kas hicreleri kopmaya baslar ve boélgede

bir eksiklik meydana getirir. DUz kas hucrelerinin Urettigi kollajen, fibréz baghgin
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matriksinin devamhligi ve onarimi igin gereklidir. Bundan dolayr diz kas
hucrelerindeki kopmalar, fibroz bashgin zayiflamasina ve buna baglh olarak

aterosklerotik plagin ¢catlamasina neden olur.

2.8. Lipoproteinler ve Genel Ozellikleri

Lipoproteinler, trigliserid, fosfolipid ve kolesterol vb. gibi lipid veya tlrevlerinin
proteinlere kovalent veya kovalent olmayan baglarla baglanmasi sonucu olusan
biyokimyasal bilegiklerdir. Lipidlere baglanarak lipoproteinleri olusturan proteinler,
bir butunin pargasi olmalarindan dolaylr apolipoprotein diye adlandirilirlar.
Elektroforetik hareketliliklerine, yogunluklarina, lipid ve apolipoprotein igeriklerine
gore lipoproteinler 6 sinifa ayrilmistir; silomikron (SM), ¢ok dusuk yogunluklu
lipoprotein (VLDL), distk yodunluklu lipoprotein (LDL), orta yogunluklu lipoprotein
(IDL), yuksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ve lipoprotein (a) [Lp (a)]. Lipoprotein
tabakasi, dista serbest kolesterol igeren fosfolipid tabakasi ve bu tabakayi
cevreleyen apolipoproteinlerden meydana gelmektedir. Cekirdek kisminda
trigliserid ve ester kolesterol gibi apolar lipidleri igerir. Lipitler tek baslarina suda
cozunmezler, fakat lipoproteinler yapisinda bulunan apolipoproteinlerin kismen
hidrofobik, kismen hidrofilik olmasindan dolayi, suda ¢dzunurlik 6zelligi kazanarak

kanda tasinimlari mimkun olabilmektedir.

2.8.1. Silomikron

Silomikromlar; c¢api en buylk, yogunlugu en az ve trigliserid icerigi en fazla
lipoproteindir. Silomikronlar, ince bagirsagin emici epitel hdcrelerinin  diz
endoplazmik retikulumunda sentezlendikten sonra eksositoz yoluyla lenfatik
sisteme gecerler, daha sonra juguler venden kan dolagsimina Kkatilrlar.
Silomikronlar diyet ile alinan besinsel yag, kolesterol ve kolesterol esterleri... vb
gibi trigliseridleri barsaklardan dokulara tasirlar. Trigliseridlerin lipoprotein lipaz ile
hidrolizi sonucu olugsan silomikron kalintilari ester kolesterol yoninden zengindir,
trigliserid icerigi azalmistir. Silomikron kalintilari lenfatik sistem ile kana verilir ve
ardindan karacigere gelerek katabolize edilir. Barsaklarda sentezlenen

silomikronlar 12 saatlik agliktan sonra dolagimda bulunmazlar.

2.8.2. GCok Duisuk Yogunluklu Lipoprotein (VLDL)
Silomikronlardan daha kugukttrler. Kolesterol ve trigliseritleri ilgili hiicrelerden
alarak vidcutta bunlara ihtiyag duyan hicrelere tasimakla gorevlidirler. Diyetle

alinan fazla miktardaki karbohidrat ve yagd asitleri karacigerde “cok dusuk
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yogunluklu lipoprotein” metabolizmasi ile trigliseridlere dontsur ve VLDL seklinde
dolagsima verilir. Karacigerden sistemik dolagima verilen VLDL kas ve adipoz
dokuya tasinir. Lipoprotein lipazin apoC-ll ile aktivasyonu sonucu VLDL
trigliseridleri serbest yagd asitlerine pargalanir. Serbest yag asitleri adipositlerde

trigliseridlere donusurken, miyositlerde okside olurlar.

2.8.3. Orta Yogunluklu Lipoprotein (IDL)

Karacigerden dolasima verilen VLDL’ de bulunan trigliserit ve Kkolesterin
esterlerinin hidrolizi ile olusan plazma lipoproteinidir. 1,006-1,019 g/cm? yogunluga
sahip IDL’lerin gaplari 25-35 nm arasinda degismektedir. Pek ¢ok VLDL kalintisi

dolasimdan hepatositlerle uzaklastirilir.

2.8.4. Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein (HDL)

Yapisinda az miktarda kolesterol bulunan, proteince zengin lipoproteinlerdir.
LDL’lerden daha kugukttrler HDL en kuguk lipoprotein olmasina ragmen igerdikleri
yuksek miktardaki proteinden dolayl yogundurlar. Protein igeriginin yaklasik %70
'ini Apolipoprotein A-l (apo Al), %20’sini apoA-Il olusturur. Karacigerde ve ince
bagdirsak duvarinda fosfolipidler esliginde sentezlenen HDL, diskoidal sekillidir.
Disk seklinde yassi bir gorinimde olan HDL, diger lipoproteinlerin aksine
vlcuttaki dokulardan karacigere kolesterol tasidigi icin, ters yonde kolesterol
tasinimindan  sorumludur. Yakinindan gectikleri ekstrahepatik dokularin
membranlarindan aldidi kolesterolu plazmada bulunan lesitin kolesterol agil
transferaz (LCAT) enzimi ile esterlestirerek kolesterol estere donusturdr. Yeni
sentezlenen ve kan dolagimina saliverilen HDL, dolagsimdaki diger
lipoproteinlerden kolesterol esterlerini toplar ve kure sekilli olgun HDL sekline
donusur. HDL arterlerde olusan ateromdaki kolesterolu alip vicuttan atilmak Uzere
karacigere tasidigi igin, ateroskleroza karsi koruyucu role sahiptir. Bundan dolayi,

HDL, “iyi kolesterol” olarak da adlandirilir.

2.8.5. Lipoprotein (a)

Yapisinda 514 kD agirhginda yuksek glikolize bir protein olan apo (a) ve apo B-
100 bulunur. Lipid bilesimi bakimindan LDL’ ye benzer. Aterojenik bir protein olup
intimada aterosklerotik plak olusumunda rolu oldugu bilinmektedir. Tekrarlayan ve
plazminojen ile homoloji gosteren kringle benzeri yan zincire sahiptir. Bu yan zincir
endotelyal plazminojen reseptoérine baglanmak igin yarigir ve tromboz olusumuna
neden olabilir [29].
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2.8.6. Dusuik Yogunluklu Lipoprotein (LDL)

Dolagimdaki baslica kolesterol tasiyici molekuldar. Plazmadaki kolesterolin
yaklagsik %70’ i LDL tarafindan tasinir. Eser miktarda apo E disinda protein
iceriginin %95’ ini apo B-100 olusturur (Sekil 2.6.). LDL’ nin hemen hemen timi
VLDL’ nin lipolizi sonucunda olugur. LDL partikullerinin yogunlugu 1,019 g/mL ile
1,063 g/mL arasinda degismektedir. Dusuk yogunluklu lipoproteinler farkli
blayuklikte ve yogunlukta, farkli yapi ve fizikokimyasal kompozisyona sahip
heterojen partiklllerdir [30]. LDL partikillerinin ¢api ortalama 22 nm’ dir. MolekUlin
cekirdek kismi yaklasik 170 trigliserid ve 1600 ester kolesterol molekulu igerirken,
cekirdek etrafindaki tabaka ise yaklasik 700 fosfolipid molekula ve bir tek apo B-
100 molekilu igerir. Bunlara ilaveten 3’ te 1’ i ¢cekirdekte, 3’ te 2’ si ylizeyde olmak
uzere yaklasik 600 serbest kolesterol molekult yer alir. Molekulun baslica
fosfolipid bilesenleri fosfotidil kolin (= 450 molekul/LDL) ve sfingomiyelindir (= 185
molekul/LDL). Ayrica LDL partikilleri lizo-fosfotidil kolin (= 80 molekll/LDL),
fosfotidil etanolamin (= 10 molekul/LDL), diagilgliserol (= 7 molekul/LDL), seramid

(= 2 molekul/LDL) ve fosfoinozitol molekullerini de igerir [30].

Apo B Proteini

Kolesterol Esterler

Kolesterol

Trigliseritler

Fosfolipidler

Sekil 2.6. LDL yapisal gérunumu

Lipidlerin yaninda LDL a-tokoferol (=6-7 molekul/LDL) gibi lipofilik antioksidanlari
da vyapisinda bulundurur. ao-tokoferol yaninda eser miktarda y-tokoferol,
karotenoid, oksikarotenoid ve ubikinol-10 igerir. LDL partikulleri dinamiktir, yapilar
ve fiziksel 6zellikleri sahip olduklari lipidlerin ve apo B-100’ Gin konformasyonuna

baglidir. LDL molekulinin yapisi sekil 2.6’da gosterilmistir.
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Dokularda lipoprotein reseptorleri ile etkilesim icin ligand olarak gorev yaparlar.
Ekstrahepatik dokular, ApoB-100’0 taniyan spesifik ylzey reseptorlerine
sahiptirler. ApoB-100’'U taniyan reseptorler, kolesterol ve kolesterol esterlerinin
dokular tarafindan alinmasina aracilik ederler. Apo B-100, 4536 amino asit iceren,
blylk, monomerik bir proteindir. LDL’ nin yapisal buttnliginin korunmasinda ve
diger molekullerle etkilesimlerinin kontrolunde gorev alir. Apo B-100’ de birkag
fonksiyonel domain belirlenmigtir. LDL reseptorine 3359. ve 3369. amino asitler
arasinda yer alan bolge Uzerinden baglanir. Molekulin N-terminaline lipoprotein
lipazin baglandigi disundlmektedir. Pozitif yUkll lizin ve arginin amino asitlerinin
glikozaminoglikanlarla etkilestigi bilinmektedir, dolayisiyla lizin ve arginin matriks-
LDL etkilesimlerini kontrol eder [30].

2.9. LDL Oksidasyonu
LDL oksidasyonu, LDL yapisindaki doymamis yag asitlerinin lipid peroksidasyonu
ile yikilarak, bircok aldehitin ve diger peroksidasyon UuruUnlerinin olustugu bir

serbest radikal reaksiyonudur.

LDL’nin oksidasyonu hicre icinde ve disinda yer alan ¢ok karisik bir reaksiyon
dizisine sahip bir iglemdir. LDL yapisindaki kolesterol ve doymamis yag asitleri
serbest radikal olusturma egilimine sahiptirler. Oksidasyon, LDL fosfolipid
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu ile baglar. Reaksiyon
sirasinda olusan konjuge dien, hidroperoksit ve pek c¢cok ara urln, reaksiyon

sonucunda alkan ve reaktif aldehitlere donuserek, oksidasyon tamamlanir.

LDL oksidasyonu esas olarak endotel hucreler ve aktif I0kositler tarafindan fazla
miktarda reaktif oksijen urtnlerinin Uretildigi arter duvari subendoteliyal alaninda
meydana gelmektedir. Doku makrofajlari, endotel ve diz kas hicreleri ise, lipid

peroksidasyonunun 6zellikle gozlendigi hucre tipleridir.

Yapilan calismalarda, aterosklerotik plaklardan izole edilen LDL’nin Uzerinde
yapilan arastirmalarda LDL’'nin biyolojik yapisinin degistigini ve okside LDL’ye
benzeyen yapi ve biyolojik o6zelliklerinin oldugu saptanmig ve aterosklerotik

plaklarda okside LDL’nin biriktigi gosterilmistir.

Lipid peroksidasyonu, LDL’nin hucre kultird ortaminda higbir baslatici icermeden
sadece gegis metalleri ile 6rnegin Fe*? ve Cu*? gibi iyonlarla belli bir siire okside

olmasi sonucu in vitro olarak goézlenebilir. Yapilan arastirmalar sonucunda okside
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olmus LDL’nin oksidatif strese yatkinhidi oldugu saptanmistir. Oksidasyon isleminin

u¢ basamaktan olustugu dusunulmektedir.

1. Antioksidanlarin miktarinin azaldigi lag fazi

2. Hizh lipid peroksidasyonunun olustugu ilerleme (propagasyon) fazi

3. Son basamak ise dekompozisyon fazi olarak adlandinlir. Fosfolipid
yapisindaki ¢oklu doymamis yag asitlerinin yaklasik % 80’ inin okside
olmasi sonucu olarak Hexanal, 4- hidroksinonemal ve MDA son yikim

urunleri olarak ortaya gikmaktadir.

Oksidatif reaksiyonlarin tamamlanmasiyla, okside olmus LDL parcaciklari
kemotaktik, sitotoksik ve imminojenik 6zellik gosterirler. Ozellikle yapilan
¢alismalarda son urun olarak ortaya ¢ikan MDA ve 4- hidroksinonemal baglanmig
LDL pargaciklarinin antijenik ozellige sahip oldugu saptanmistir. Hatta MDA,
apoB100 apolipoproteinin lizin kalintilarina baglanarak immunojenik 6zellik
kazanmasina neden olmakta ve lizin kalintilarindaki pozitif yukli amino gruplari ile
reaksiyona girerek Schiff bazlarini olusturmaktadir. Bu sekilde de LDL daha da

negatif yukli hale gelmektedir.

Plack ve arkadaslari 2001 yilinda yaptiklari calismada, Okside LDL’nin sitokinlerin
ve adezyon molekullerinin Ozellikle VCAM-1'in ekspresyonunu arttirdigi
gOzlenmigtir. Hidroksil radikalleri gibi ox-LDL de vaskuler hicreler icin sitotoksik
etki gostererek doku hasarini tetikleyen lizozomal enzimlerin ve lipidlerin
saliniminda etKkili olabilecegine katkida bulunmuslar ve ayrica endotel hucrelerde
PAI-1 seviyesini, hem endotel hucrelerde hem de makrofajlarda doku faktoru

seviyesini yukselterek koagulasyona egilimi arttirdigindan bahsetmislerdir [31].

2.10. Serbest Radikaller ve Reaktif Oksijen Turleri

Yapilarindaki elektron fazlaligi veya eksikligi nedeniyle yukli olan ve bundan
dolayr kimyasal olarak aktif atom veya molekuller; rastladiklari herhangi bir
molekul ile etkilesime girerek bu molekulden elektron alan ya da ona bir elektron

veren molekullere "serbest radikaller" denilmektedir [32].

Serbest radikaller vucuttaki her molekulden kolayca elektron alabilir ya da verebilir.
Bunun sonucunda, proteinleri denatlre olabilir, nikleik asitlerde kopmalar sonucu
mutasyonlar meydana gelerek doku hasarina sebep olacak sekilde membran yapi

ve fonksiyonunu degistirebilir. Son yillarda yapilan arastirmalardan elde edilen
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sonuglar, serbest radikal hasarlarinin basta kanser olmak Uzere amfizem,
kardiyovaskuler ve inflamatuar hastaliklar gibi hayati 6Gheme sahip bir¢cok hastaliga
neden olmaktadir [33, 34].

Normal kosullar altinda biyolojik sistemlerde yasamin devami igin gerekli olan ATP
uretmek i¢in molekuler oksijen bir dizi reaksiyon sonucunda su ve karbondioksite
indirgenir. Indirgeme olay bir dizi basamaktan meydana gelmektedir. Bu sirada
molekuler oksijende meydana gelen kagak, superoksit anyonu, hidrojen peroksit

ve hidroksil radikali gibi reaktif oksijen tlrlerinin olusumuna neden olur.

Siiperoksit Radikali (02 ),

Hemen hemen tum aerobik hucrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi
sonucu superoksit anyon radikali (O27) meydana gelir. Diger radikallere goére
reaktivitesi daha azdir ve genellikle kendisi direkt zarar vermez. Superoksit
radikalinin doku hasari olusturmasindaki esas tehlike hidrojen peroksit kaynagi ve

ayni zamanda gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.

Hidrojen Peroksit (H205),

H,O, (Hidrojen Peroksit) slUperoksit radikalinde meydana gelmektedir.
Superoksidin dismutasyonu reaksiyonu ile iki stiperoksit molekulu iki proton alarak
hidrojen peroksit ve molekuler oksijeni olugturur. Aslinda hidrojen peroksit serbest
radikal olamamasina ragmen serbest radikal biyokimyasinda onemli bir yere
sahiptir. Cunkl eger ortamda suUperoksit radikalinin (O27) varsa, Haber-Weiss
reaksiyonu sonucu en reaktif serbest oksijen radikali olan hidroksil radikalini (OH")

olusturur [35].
Hidroksil Radikali,

Hidrojen peroksidin, gecis metalleri veya superoksit radikalinin varliginda
indirgenmesiyle meydana gelen hidroksil radikali (OH"), yarilanma émru ¢ok kisa
olan, en reaktif ve toksik hidroksil radikalidir. Ayni zamanda, suyun iyonize edici
radyasyona maruz kalmasi sonucunda da hidroksil radikali olusabilmektedir.
Hidroksil radikali, hicre membran yapisinda bulunan doymamis yag asitleri ve

esterleri ile reaksiyona girerek lipit peroksitlerin ve endoperoksitlerin olusturur.
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Singlet (Tekli) Oksijen,

Singlet oksijen radikali normalde serbest radikal olmamasina ragmen radikal
reaksiyonlari sirasinda agiga ¢iktigi igin serbest oksijen radikali olarak kabul edilir.
Bir oksijen molekulu dig oratamdan enerji absorbsiyonu ile uyariimasi durumunda;
dis spinde bulunan elektronlar, spinlerini degistirerek ayri ayri ya da ayni orbitali

isgal edebilir. Bu iki forma singlet oksijen adi veriimektedir.
Nitrik Oksit (NO-),

Tek sayida elektron iceren ve hucresel haberlesmede gorevli renksiz gaz
yapisindaki ilk serbest radikaldir. NO hicrede enzimatik veya non-enzimatik olarak
uretilebir. Omurgal canlilarda, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile enzimatik olarak
olusturulurken; non-enzimatik olarak ultraviyole 1s1gin etkisiyle hucre ici

depolarindan da serbest kalabilir [36].

2.11. Reaktif Oksijen Metabolitlerinin Kaynaklari

Hucrede yasamsal faaliyetlerin surmesi igin gerekli olan birgcok enzimin katalitik
aktivitesi, mitokondriyal elektron transportu gibi faaliyetler elektron transferi icerir.
Bu elektron transferleri sirasinda serbest radikaller yan Grin olarak olusur ve
enzimlerin aktif yerinden sizarlar. Ortamdan sizan serbest radikaller, kazara
molekuler oksijen ile birlesmeleri durumunda serbest oksijen radikalleri olusur. Bu
radikallerin hucrelerdeki kaynagi mitokondriyal elektron transport zincirinden

kaynaklanan sizintidir [37].

2.12. Serbest Radikallerin Organik Molekiillere Etkileri

Serbest radikallerin nikleik asit ya da DNA'yi etkilemesi baz modifikasyonlari ve
zincirde kirilmalara bagl olarak hucresel gelisimde aksakliklara veya
mutasyonlara sebebiyet verebilir. lyonize radyasyon ya da hiicresel toksik etkisi
olan gesitli kimyasallar serbest radikaller meydana getirerek DNA yapisinda
hasara yol acabilirler. Bunun diginda DNA’da bir hasar olmasi durumda devreye
giren tamir mekanizmalarinda da hasar meydana getirebilirler. DNA’y1 etkileyen

serbest radikaller kanser gibi hastaliklara da yol agabilmektedir [38, 39].

Serbest radikallerin kukurt iceren veya doymamis aminoasitlere reaktivitesi
yuksektir. Bunun sonucunda; protein denaturasyonu, ¢apraz baglanma ya da
enzim inhibisyonu gibi istenmeyen durumlar meydana gelebilir. Serbest radikaller,

triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin, metiyonin, sistein gibi aminoasitleri kolaylikla
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etkileyerek kimyasal degisikliklere ortaya c¢ikmasina neden olurlar. Glutatyon
reduktaz, gliseraldehit 3 fosfat dehidrogenaz ve papain gibi enzimlerin aktivitesi
yukarida sayilan aminoasitlere baglidir. Bu enzimler radikallere maruz kalmalari
durumunda inhibe olarak aktivitelerini kaybederler [40]. Ayrica, protein yapisinda

meydana gelecek denattrasyonlar, immun sistemi uyarabilir.

Serbest radikaller hicre komponentleri ile etkilesmek icin hicre membranini
gegmek zorundadirlar. Hiucre zarinda bulunan membran kolestroli ve doymamis
yag asitleri serbest radikallerle reaksiyonu girdikleri zaman; radikalin etkisiyle

doymamis yag asitleri yikilir ve peroksidasyona ugrarlar [41].

Lipit peroksidasyonu sonucunda, malondialdehit ve hidroksinonenal gibi aldehit ya
da karbonil bilesikleri meydana gelir. Bu udrunler de proteinlere ve DNA'ya

baglanarak hucrede kalici hasarlara yol acarlar.

2.13. Aterosklerozda Oksidatif Stresin Rolu

Stres, sigara, yemek yeme aliskanliklari, yashlik, heterojenik shear stres,
hiperkolesterolemi, diyabet..vb. sonucu vicutta oksitatif strese neden olan serbest
radikallerin Uretimleri artmaktadir [42]. Bunun sonucunda da; oksidatif stres
sirasinda, kalsiyumun hucre igine girmesi ile duz kas hucreleri ve monositlerde
disfonksiyon gelisir. Yapilan c¢alismalar, oksidatif stres sonucu olusan reaktif
oksijen turleri (ROS) aterosklerotik plak olusumu ve gelisiminde 6nemli rol
oynadidini gostermektedir [43]. Vicuttaki ROS miktarinin artmasina bagl olarak,
aterom plagin fibroz kalinlagsmasi artar veya vyirtilir ve tromboz gelisimi hizlanir.
ROS un sebep oldudu, lipitlerin oksidasyonu, adezyon molekdullerinin ekspresyonu,
endotelde apopitosisin uyarilmasi...vb. ateroskleroz olugsumu ve geligimi igin

onemli bir risk faktorleridir.

Vaskuler sistemde endotel, duz kas hucreleri ve makrofajlar tarafindan uretilen
ROS, NO ile reaksiyona girer ve bunun sonucunda peroksinitrit olusur.
Peroksinitrit hidroksil radikalini olusturarak doku ve hucreler Uzerinde toksik etki
gOsterir. Bu da, ateroskleroz olusumunu tetikler. Normalde ROS dokularda normal
hicre fonksiyonu olarak uUretilmesine ragmen, Uretiminin artmasi ateroskleroz gibi

vaskuler hastaliklara neden olur [44, 45].

Yapilan calismalar yukarida da bahsettigimiz hipertansiyon, sigara, diyabet gibi

aterosklerotik risk faktorlerinin yani sira, TNF-y, interferon-y, interldkin-1-6 ve
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anjiotensin Il (AT II) gibi ateroskleroz olusumuna 6nculik eden molekuller, ylksek
seviyede LDL, o6zellikle ox-LDL’'nin de ROS uretimini arttirdigini gostermektedir
[46]. ROS uretimi LDL oxidasyonu, endotelyal hiucre disfonksiyonu, vaskuiler duz
kas hucre proliferasyonu, monosit migrasyonunda etkisini gdsterir. Aterosklerotik

plagi olusturan bu unsurlarda ROS’un etkisi ile aterogenez slrecini hizlandirir [47].

Yapilan calismalar, aterosklerozlu hastalarda okside LDL’nin (ox-LDL) plazma
seviyesinde artis oldugu belirtilmistir. Aterosklerotik surecgte; ox-LDL endotelyal
hlcreleri aktive ederek, bolgeye monosit toplanmasini ve bu monositlerden birgok
blylme faktorinin salinimini tetikler. ox-LDL’nin etkiledigi vaskiler diz kas
hucreleri yuksek miktarda proliferasyon gosterirler ve ayni zamanda ox-LDL,

endotelyal hicrelerdeki ekstraselller matriks olusumunu arttirir [48].

Tdm bu olumsuzluklara karsin, normal kosullarda, oksidatif strese karsi hlicrenin
homeostazisizi devam ettirmek icin pek c¢ok hucresel enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidan sistem vardir. Ancak, ROS dUretiminin antioksidan sistemini
yenmesi durumunda oksidatif stres olusur. Bunlardan, SOD, katalaz, glutatyon
peroksidaz enzimatik; E ve C vitaminleri, glutatyon, Urik asit ise enzimatik olmayan

antioksidan sistemlerdir [49].

2.14. Aterosklerozda Okside-LDL ve Lipid iligkisi

LDL’nin oksidatif modifikasyonu endotelin aktivasyonunu etkileyerek biyolojik
karakterinin degismesine neden olur. Ox-LDL, makrofajlardan makrofaj koloni
stimulan faktor (M-CSF) ve monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1)
serbestlesmesini saglayarak bolgeye monositlerin toplanmasini ve buna bagh
olarak ya§ c¢izgi lezyonlarinin olusturmaktadir. Bu sirada, ROS da endotelin
fonksiyonunu kaybederek arter duvarinda inflamasyona yol acar. Arter duvarinda
monosit kokenli makrofajlarin birikmesinden sonra, kolesterol esterleri hicre iginde
birikerek kdpuk hiucre olusumu gergeklesir. Bunlarda aterosklerozun baglamasi ve

ilerlemesini saglar [50, 51].

Miyoshi ve arkadaglarinin yaptiklari galismada insan dusuk dansiteli
lipoproteinlerinde sitotoksik 9-oxononanoyl secosterol aldehitlerin ortaya ¢ikararak
elde edilen tim yapilar sivi kromatografisi ve kitle spektroskopisi yontemleri
kullanilarak elde edilmesi saglanmigtir. Elde ettikleri bulgulara gére 9-ON-secoA

ve-B kanser, diyabet, ateroskleroz ve nérodejeneratif hastalik gibi c¢esitli
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inflamasyon ile iligkili hastaliklarin gelisiminde &6nemli rol oynayabilecegini
dugundurmektedir [52].

Biyolojik sistemi anlayabilmek i¢in 20 farkli aminoasitin farkl dizilimlerinden olusan
proteinlerin tek tek dizilimi, fonksiyonu, aktif bdlgesi, islevi, modifikasyonlari, hicre
icindeki yeri ve gorevini bilmek gerekmektedir. TUm bunlari anlayabilmek igin de
protein kimyasi hakkinda oldukga genis bir bilgiye sahip olmak gerekmektedir [53].
Protein kimyasi, protein yapisi ve fonksiyonlarini fiziksel biyokimya veya
mekanistik enzimoloji alanlari altinda inceler. Protein kimyasi ¢alismalarinda tek
bir protein incelenir ve yapisi ile fonksiyonu arasindaki baglantilar incelenmektedir.
Bir protein sistemindeki tum proteinlerin yapilari incelenerek bulunduklari
sistemdeki gorevleri bu vyapilar ile iligkilendirilir. Kisacasl tek bir yapi ve
davraniglari incelenemektedir. Boylece biyolojik sistemin yapilari ve iglevleri

tanimlanabilir.

Gunumuzde yapilmakta olan c¢alismalarda asil hedef hastalik yinelenmesinin
erken donemde saptanmasini saglayacak biyolojik reseptorlerin belirlenmesi ve
bunlarin diagnostik goruntuleme ile nasil birlikte kullanilacaginin anlagilimasi
sayllabilir. Bir biyolojik reseptdr (belirteg) fizyolojik veya patolojik bir durumu
gOsteren biyolojik bir parametredir. Reseptor, sinyal alig-verisinde yer alan protein
kapisinda, hicre disindaki bir sinyali hicre icine tagiyan yapilardir. Bir baska
degigle hucre disindaki bir protein veya tanecigin hucre igine girmek icin hicre
zarinda baglandigi bir molekulldir. Hicreye baglanan sey, bir protein (6rnegin
kolera toksini), bir viris (6rnegin HIV) veya bir lipoprotein tanecidi olabilir (6rnegin
LDL). Sinyalin bir bigimden baska bir bigime donusmesini saglayan protein hicre
disinda olabilecegi gibi hicre icinde de yer alabilir. Reseptore baglanan hucre
disindaki molekile ligand denir, bu bir peptit (6rnegin bir ndrotransmitter), bir
hormon, bir ilag veya bir toksin olabilir, Bu baglanma olunca reseptor bigimini
degistirir ve hicresel bir tepki meydana gelir. Hlicre bluyumesi uyari alan ajanin
spesifik reseptorlere baglanmasiyla baslar. Reseptor proteinleri hedef hicrenin
sitoplazmasinda, hiicre ylizeyinde veya niikleusunda olabilir. Ug tip hicre ylzey
reseptoru hucre buyume ve gelismesinde onemlidir. Bu reseptorler ile alinan uyari,
uyari iletim araciligiyla nukleusa iletilir. Son birkag yil icerisinde yapilan ¢alismalar,
okside LDL bulunan ve ayni zamanda apoptotik hicrelerin zarinda okside bulunan

fosfolipitlerin ligandlarla baglandigini kanitlar niteliktedir [54]. Brown ve Goldstein,

21



yaptiklari ¢alismada makrofaj temizleyici reseptorleri (SR), hicresel kolesterol
icerigi ile inhibe olmayan mekanizmalarla LDL modifiye edilmis formlarini
geligtirebildiklerini gostermigtir. Okside LDL alimi ile degistirilmis lipoproteinlere ek
olarak bu proteinler, apoptotik hucrelerin bosluklarini dizenlemek, sinyal iletimini

baglatmak ve patojenler igin taniyici reseptor olarak islev gérmektedirler [55].

2.15. Protein Saflagtiriimasi ve Karakterizasyonu

ilgi duyulan vaya arastirilmak istenen bir proteinin islevi, mekanizmasi ve diger
proteinlerle etkilesiminin anlasiimasi i¢in Oncelikli olarak mutlaka proteinin
saflagtirimasi ve karakterize edilmesi gerekmektedir. Protein saflastirmasi, bir
karisimdan tek bir tip proteini izole etmek igin; canli bir hicrenin ekstrakte edilip
biyolojik aktivite kaybi olmaksizin, protein izolasyonunun yapilmasidir. Proteinlerin
blayUklugu, yukl, suda c¢oézlnebilirlikleri farkli oldugundan tek bir metodla izole
edilemezler. Bunun igin bir dizi islem yapilmasi gerekmektedir. Bunun igin; ilk
basamak hedeflenecek ya da izole edilecek protein kaynaginin secilmesidir.
Protein kaynagi genellikle biyolojik doku, hicre veya mikrobiyal kulturdir. Bu
islemden sonraki ekstraksiyon basamaginda; hiicre mekanik (sonikasyon,
homojenizasyon), fiziksel (dondurup/ ¢6zdirme) veya kimyasal (deterjanlar,
organik ¢Ozuculer, lizozim) tekniklerden biri veya birka¢ kullanilarak
parcalanabilirler. Ekstraksiyon basamagindaki basari, 6zellikle tampon segiminin
dogru yapiimasina baglidir. Proteoliz ekstraksiyondan sonra ve saflastirma
isleminin tuminde 6nemli bir problemdir ve bunun engellenmesi igin proteaz

inhibitorleri kullanilir.

Saflastirma isleminin daha iyi sonuglanmasi ve hedeflenen proteinin istenilen
sekilde saflastiriimasi icin 6n saflastirma islemlerinin uygulanmasi etkili sonuglar
vermektedir. Bu amagcla ultrafitrasyon ve diyaliz yontemleri kullanilabilir.
Saflagtirma iglemi proteinlerin, buyudklik, katle, sekil, polarite, ¢oézUnurlik ve

affinite gibi 6zelliklerinden yararlanilarak yapilabilir.

2.15.1. Protein Karakterizasyonu

Biyolojik reseptorleri (belirteg) saptama islemi; biyolojik reseptdr proteinlerinin
eldesi ve saflastirma asamalarini iceren basamaklardan olusmaktadir. Bu amacla
iki boyutlu (2D) jel elektroforezi, goruntileme analizi, kitle spektrometresi, amino
asit dizi analizi ve biyoinformatik gibi gelismis tekniklerin biri yada birkagi birlikte

kullaniimaktadir.
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2.15.2. Protein Analiz Yontemleri

2.15.2.1. 2D Jel Elektroforezi

Ozellikle son yillarda, proteinler tizerine yapilan calismalarin artmasi sonucu, daha
hassas yeni cihazlara ihtiya¢ duyulmus ve bu durumda da yeni yontem ve
cihazlarin kesfedilmesine olanak saglamistir. Bundan dolayi, iki boyutlu jel
elektroforezi 1975 yilindan beri protein tayinleri icin kullaniimaktadir [56]. iki
boyutlu jel elektroforezi 6zellikle kompleks protein ve karisimlari farkli 6zelliklerine
gore birbirinden ayirmayi ve bunlarin karakterizasyonunu saglayan elektroforez
yontemidir. Bu yontem ile proteinler birinci boyutta yuklerine gore ayrilirken, ikinci

boyutta molekuler kitlelerine (Dalton) gore ayrilmaktadirlar.

Zhau ve arkadaslari, 2002 yilinda yaptiklari ¢alismada geleneksel 2D jel
elektroforez yontemini diferansiyel in jel elektroforez yontemi (DIGE) ile
birlestirerek proteomiks analizleri icin yeni bir method onermiglerdir. Cesitli boyali
kimyasallarla etiketlenmig proteinle, karistirilarak, 2D jel analizi ile ayrilmiglardir.
Ardina uygulanan 2D DIGE lazer yakalama teknidi, kanser hicrelerinde ve normal
epitel hucrelerdeki protein ekspresyonundaki farkliliklari dlgmek igin uygulanmistir.
Zhau ve arkadaslari, kansere 6zgu ve normal spesifik protein belirteclerini bu
sekilde tanimladiklarini belirtmiglerdir. Hatta bu tanimlama isleminden sonra
calismalarina kuitle spektroskopisini de birlestirerek kansere spesifik protein
belirteclerinin birebir kimlik karakterizasyonunu molekuler boyutta yapabildiklerini
belirtmiglerdir [57].

2.15.2.2. Kutle Spektroskopisi

Teknolojinin gelismesiyle, protein analizlerinin hizli yapilmasi ve daha hizli bir
sekilde sonuca gidilebilmesi i¢in yeni sistemler gelistiriimistir. Bu alanda yapilan en
blylk gelismelerden bir tanesi; kitle spektrometresi (MS) yodntemidir. MS
yonteminde, molekullerin molekul agirhklarinin analizi, elektrik veya manyetik
alanda yuklenmis pargaciklarin hareketine dayanmaktadir. Kutle spektrometresi
(MS); bir iyon kaynagi, kutle analizor ve detektdr olmak Uzere temel olarak Ug¢
bilesenden meydana gelmektedir. Bu yontemde, analiz edilecek maddelerin
kutle/yuk oranlarini tespit edilerek proteinin kutlesi ve buna bagli olarak da bu
kutleye sahip protein tanimlanir. MS yontemi ile hem ayrigtiriimis proteinlerin
tanimlanmasi hem de direkt kompleks biyolojik drnekler kullanilarak da proteinler

tanimlanabilmektedir.
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2000’li yillarin basindan beri protein tanimlamalarinda kullanilan analiz yéntemleri
birlestirerek kullanilmaya baglanmistir. Khoo ve arkadasglari, yaptiklari 2012 yilinda
yaptiklari  bir caligmada; ekmek bugdayindaki erken mayoz donemini
arastirmiglardir. 2D elektroforez yontemi ile bes farkli sekilde eksprese olmus
protein noktalarini belirledikten sonra elde ettikleri jel protein noktalarini gesitli
¢ozuculer vyardimiyla ayrigtirarak, kutle spektroskopisi yardimiyla, peptid
dizilimlerini belirlemiglerdir. Yaptiklari galisma sonucunda bugday specule tipi POZ
protein, TaSF21 benzeri proteini, heksoz tasiyici olan TaHSP70 ile kismi
uzunluktaki bir diger heksoz tasiyici proteininin karakterize ettiklerini rapor
etmislerdir [58]. Kutle spektrometrisi, tum elementlere kolay uygulanabilirligi,
yuksek hassasiyeti ve gozlenebilme limiti olmasi gibi pek ¢ok avantaja sahiptir.
Kati-sivi-gaz her tip 6rnege uygulanabilir ve yuksek ayirma gucundeki cihazlarla

kombine edilerek kullanilan etkin bir yontemdir.

Kltle spektroskopilerinde elektron bombardimanh iyonlastiricilar kullanilarak
sadece ugucu ornekler analiz edilebiliyordu. Desorpsiyon/iyonlastirmali tekniklerin
gelistiriimesi, ugucu olmayan veya isisal kararlihgl dusuk olan tiurlerin de analiz
edilmesini mumkun kilmistir.

2.15.2.3. Matriks yardimli-Lazer Desorpsiyon/iyonlastirma-Kiitle
Spektrometresi (MALDI-MS)

Kiatle  spektrometresinde  kullanilan, MALDI  (Matrix  Assisted Laser
Desorption/lonisation) iyonizasyon ydntemi 1988 yilinda Franz Hillenkamp ve
Michael Karas tarafindan gelistirilmistir. MALDI; Protein, peptid, seker gibi
biyomolekulleri ve polimeri dendrimer gibi diger organik molekulleri oldukga duyarl

bir bicimde, iyonize ederek analiz eden bir yontemdir [59].

MALDI, yonteminde analiz edilecek molekll 151§1 absorbe eden bir matrikse
yerlegtirilir. Analiz edilecek molekulin yuzeyden kopma ve iyonizasyonu igin
gerekli enerjiyi lazer kaynagindan saglanir. Matriks, bir yandan iyonizasyonu
kolaylastirirken, diger yandan molekulli direk lazer atiginin tahribinden korur.
MALDI yonteminde gerekli enerji bir lazer kaynagindan saglandigi igin, iyon ayirici
kutle analizoru kullanilir. Kullanilan katle analizord, numuneden kopan iyonlarin
agirliklariyla dogru orantili bir sure igerisinde detektore ulagmasini saglayan “time
of flight” (ToF) analizérdir [60].
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Kltle spektrometresinde MALDI-ToF-MS yénteminin disinda MALDI'ye gore daha
kompleks bir yontem olan Elektrosprey iyonizasyon (ESI) teknigi de
kullanilmaktadir. ESI yontemi yuksek voltaj ve atmosferik kosullarda
gerceklestiriimektedir. Bunun igin; analiz edilmek istenen 6rnek ve ¢ozucu ince
kapillere verilir ve ylksek voltaj ve vakum kosulu altinda; yukli peptidler kitle/ytk

oranlarina gore elektrik alaninda ayrisirlar.

MALDI-ToF/MS yontemi hem birgok iyonlastirma teknigine gére daha hassas hem
de 100.000 kDa’ a kadar kutleye sahip érneg@i analiz edebilir. Yontemin agirlikh
olarak kullanilmasinin diger bir nedeni de ¢ok hizli sonu¢ vermesi ve ¢ok az
ornekle bile sonug vermesidir [60]. Iki boyutlu jel elektroforezi yonteminin kiitle
spektrometresi temelli sekanslama metodu (2D-MS) ile birlikte kullaniimasi,
protein analizinde ekonomik ve etkin bir yontemdir. Buna ragmen gunumuzde
protein ornekleri 2D ile analiz edilirken; MALDI-TOF-MS sistemi ile

tanimlanmaktadir.

Barcelo-Batllori ve arkadaglari, MALDI tabanli kitle spektromerisi ile iBH
(inflamatuar Bagirsak Hastaligi) hastalari ve IBH olmayan saglikli kontrollerde
intestinal epitelyum hucrelerinde sitokin etkisi ile protein ekspresyon duzeylerini
kargilastirmis ve IBH’li hastalarda sitokinlerin triptofan metabolizmasina katilan

indoleamin 2,3- deoksijenaz enzimi etkisini artirdigini goézlemiglerdir [61].

Celikbicak ve arkadaslari 2012 yilinda yaptiklari calismada, MALDI yontemi
kullanarak herhangi bir parcalama yontemine ihtiyagc duymadan biyomoleklleri ve
kovalent olmayan kompleks yapilarin molekal agirliklarini tayin etmeye
calismiglardir. KugUik molekulerin analizini yaparken ¢ok fazla matriks
kullanilmasindan dolayr 1-800Da arasinda dusuk kutle araliklarinda yogun
fragmanh iyon ve kiUmelerin olustugu dikkatlerini ¢ekmistir. Bu olumsuziugu
gidermek igin modifiye edilmis nano tabanli ylzeyler sayesinde asiri matriks
kullanilmasini ortadan kaldirarak, MALDI teknigiyle kuguk molekulllerin de

belirlenebildigini gostermigler [62].

2.16. Ateroskleroz Tedavisinde Yeni Yaklagimlar
2.16.1. Nanoteknoloji ve Nanotip
Bir nanometre, bir milimetrenin milyonda biri olarak tanimlanmaktadir. Nano ve

makro boyutu kiyaslayacak olursak; nanoboyutta bir malzemenin buyuklugu bir
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futbol topunun dinyaya gore buyukligu kadardir. Nanoteknoloji, ultra kuguk
maddeler ile c¢aligarak, nanometre Olgedinde malzeme dretimi, molekuler

modelleme ve fonksiyonlastirma olarak tanimlanabilir.

Nanoteknoloji igerisinde fizik, kimya, biyoloji, mihendislik, elektronik, tibbi bilimler
vb. gibi alanlari barindiran ve bunlarin birbirleri ile entegrasyonunu saglayan ve bu
alanlarda direkt 6nem kazanan multidispliner bir bilimdalidir. Nanoteknoloji ile
yapillmak istenen ayni malzemenin boyutunun kigulmesi ile makro yapida
gosterdigi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerden (iletkenlik, manyetizma, toksikoloji, vb.)

farkh 6zellikler gbstermesidir [63].

Nanobilim, malzemelerin ancak nanometer Olgeginde ortaya c¢ikan dedisikliklerini
kuantum kurami ile anlamamizi saglar. Klasik fizikte yer ve hiz ayni anda mutlak
olarak belirlenir. Buna karsin atom alti ya da nano boyuttaki pargaciklarda ise yer
belirlenince hizi, hiz belirlenince yer belirlenemiyor. Heisenberg, 1927'de kuantum
kuraminin  kavramsal zeminini genigleten belirsizlik ilkesini ileri surerek
nanoboyutta malzemelerin degisen davranislarini agiklanabilir kilmistir [64].
Kuantum kuramini temel alan nanoteknoloji ise, yeni yapilarin tasarlanip,
sentezlenmesi veya var olan yapilarin 6zelliklerinin guglendirilmesini saglayarak,

bunlarin farkli alanlarda kullaniimasini saglar [65].

Ozellikle saglik alaninda pekgok arastirma yapilmakta ve uygulanmaktadir. Ancak
bunlarin pek ¢codu zaman alan ve pahali tedavi yontemleridir. Son yillarda 6zellikle
saglik alaninda nanoteknolojinin ilgi gormesinin sebeplerinden bir tanesi de,
nanoteknoloji  kullanilarak, daha hizh ve daha wucuz tedavi yontemleri
geligtirilebilmek muUmkandir. Gelistirilen malzemelerin bir kisminin vicutta yan
etkileri bulunmasina ragmen, dogru kullaniimalari halinde yan etkiler tamamen

ortadan kaldirilarak ya da minimal seviyeye indirilerek tedavi etkinligi arttirilabilir.

Genel olarak nanoboyuttaki malzemeler ile biyolojik molekuller etkilegtirilerek
kullanilmasi hedeflenmektedir. Yani nanotip, bilim ve teknolojinin birlikte
kullanildigi ve saglik alaninda kargilagilan sorunlari ¢ozmek igin yeni ve etkili
yaklasimlar saglayan, ¢ok hizli bir sekilde gelisen yeni bir alandir. Nanotip
alaninda yapilan arastirmalar ile molekuler duzeyde galigan, kapsamli izleme,
kontrol, onarim, savunma ve tum insan biyolojik sistemlerinin gelistiriimesini

amaclamaktadir.

26



GuUnumuzde vyapilan arastirmalar ve geligtirilen Urlnlerle nanoteknolojideki
yenilikleri tibbi uygulamalara donustirmek icin ¢ok buylk ugraslar verilmektedir.
Son yillarda dikkat ¢geken konularin basinda tipta tani ve tedavinin ayni anda
yapilmasi amagclanarak kigsiye 0zel tedavi yontemi gelisimine katkida bulunmasi
hedeflenmigtir. Boylelikle insanlar bu yenilikler sayesinde gelecekte daha saglikli

ve daha uzun ve kaliteli bir hayat yagsamak i¢in potansiyele sahip olacaklardir.

2.16.2. Nanopartikuller

Nanoteknoloji ve nanobilimdeki son gelismeler sayesinde kimyasal ve biyolojik
olarak sentezlenebilen nanoplatformlar tasarlanmaktadir. Ornegdin nanopartikdil
bazli nanoplatformlarin ¢ok fonksiyonlu kullanilabilme yeteneklerinin olmasi,
kararlh ve duyarli olmalari, geleneksel yaklasimlara gére daha fazla avantaj

saglamaktadir.

Nanopartikuller  farkl sekilde ve cesitli malzemeler kullanilarak
sentezlenebilmektedir. Genellikle dogal ya da sentetik polimerlerden elde
edilen, boyutlari 100 nm civarinda olan kati ve dairesel formda vyapilardir.
Nanopartiktller ile hidrofobik ya da hidrofilik olan farkli 6zelliklere sahip etken
maddelerin, asilarin ve biyolojik molekulllerin hedeflenen bdlgede salimini
saglayabilmektedirler.  Nanapartikillerin ~ kullanim  amaci, klasik tedavi
yontemlerinde karsilasilan problemlerin asgilmasidir. Yani, vicuda verilen etken
maddelerin enjeksiyon yerinden hedeflenen dokuya parcalanmadan iletiimesini,
etken maddenin surekli salinarak kanda terapotik duzeyde kalmasini saglamaktir
[66]. Yakin gelecekte nanopartikilerin kullaniimasi ile gelistirilecek teknolojiler
arasinda hedefe yonelik tedavi yontemleri ve vicuda yerlestirilecek implantlar
vardir [67].

Nanomalzemelerin hazirlanmasinda genel olarak iki yaklagim uygulanmaktadir.
Bunlar; yukaridan asagiya “Top Down” ve asagidan yukariya “Bottom Up” tir.
“Top-down” yukaridan asagi yaklasimi ile mevcut cihaz ya da materyallerin
kUcgultulerek nanoboyuta indirilmesi hedeflenirken; “bottom-up”
asagidan yukari stratejisinde, atom ve molekdullerin istenilen sira ve dizende bir
araya gelerek nanoboyutta yeni malzemelerin hazirlanmasi amacglanmaktadir.
Biyolojik ve kimyasal yontemler kullanilarak sentezlenen nanopartikullerde

cogunlukla yukaridan asagiya metodu kullaniimaktadir [68].
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Kullanilan materyale ve Uretim metoduna bagdli olarak nanopartikiller hem farkh
sekil ve buydkliklerde sentezlenmekte hem de bu sekilde farkli 6zellikler
kazanmaktadirlar. Ornegin; Lipozomlar, kati lipid partikilleri, miseller, kireler,
dendrimerler, konjugatlar, hidrojeller vb. bu konuda arastirilan sistemlerdendir [69,
70] (Sekil 2.7.).

LIPOZOM q-poT _ Manyetk AR
Nanopartikiiller Nanopartikiller

/ \
U

50- 100 nm 2-20 nm SPION < 50 nm 25nm

Sekil 2.7. Goruntlleme ve ilag salim sistemlerinde kullanilan farkli malzemelerden

sentezlenen ve farkh boyutlara sahip nanopartikuller.

Sikga belirtilen nanopartiktl 6zelliklerinin gekiciliginin ginimuizde bilinen nedenleri
ise; kuantum boyut etkileri, elektronik yapisinin boyut bagimhligi, yuzey
atomlarinin benzersiz karakterleri ve yuksek yluzey/hacim orani olarak on plana
cikmaktadir. Nanopartikll sentezi bu yapilarin sergiledikleri olagandigi 6zellikler
sebebiyle yuksek aktiviteli katalizorler, optik uygulamalar icin 6zel teknolojik
malzemeler ile birlikte superiletkenler, asinmaya karsi katkilar, ylzey aktif
maddeler, ilag tasiyicilar ve 6zel teshis aletleri gibi bircok teknolojik ve farmakolojik

urtnlerin hazirlanmasinin yolunu acmistir [71, 72].

Gunumuzde uygulanan pek c¢ok terapétik tasiyicinin enjekte edilen bdlgeden
hedef doku ya da bdlgeye ulasmasinin sinirli olusu basari oranini distirmektedir.
Nanoteknoloji bu sorunlari agsmak icin yeni umutlar vaadeden bir alandir. Ozellikle
tip alaninda, insan vicudunda hucre seviyesinde onarim saglayan mikroskobik
robotlarin, erken teshis saglayan c¢ip ve sensoérlerin gelismesi ya da manyetik
partiklllerin belirli frekansta titresime gecip Is1y1 arttirarak kanserin tedavisini

saglamasi gibi oldukga ¢arpici gelismelere imkan tanimaktadir [73].

2.16.3.Manyetik Nanopartikiiller (MNP)
Son on yil igcinde tasarlanmig farkh kimyasal ve fiziksel O6zelliklere sahip

nanoplatformlar pek ¢ok uygulamada kullaniimistir. Sahip oldugu yuksek yuzey
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alani/hacim orani, ylzey enerijisi gibi 6zellikler, manyetik nanopartikillere; kendine
has fiziksel, kimyasal, elektronik, mekanik vb. 6zellikleri kazandirir [68]. Nanobilim
ve nanoteknoloji alanlarindaki arastirma ve gelismeler c¢esitli alanlarda daha
yenilik¢i ve etkili yaklagsimlar saglamaktadir. Sahip oldugu bu essiz 6zellikler
sayesinde manyetik nanopartikuller, her gun gelismekte olan nanoteknoloji
alaninda kendisine dnemli bir yer edinmeye basarmistir. Manyetik nanopartikuller,
ila¢c ve gen tasinimi, hipertermi, fototerapi, kontrollt ilag salim sistemleri gibi ¢ok
genis bir yelpazede kullaniimaktadir. Tek bir malzeme ile teragnostik, teshis ve
tedavi kombinasyonunun saglanmasi son yillarda ¢ok fazla ilgi cekmekte ve daha
etkili bir tedavi saglamaktadir. Nanoteknolojik yontemlerle gelistirilen teragnostik
ajan ile hem goéruntlu elde etmek hem de ayni zamanda hedef bdlgede tedavi
yapabilmek amaclamaktadir. Bu sekilde, geleneksel tedavi yontemlerinde
karsilasilan sorunlari ortadan kaldirarak, kisisellegtiriimis tedavinin dnunu agmayi
amagclayan ¢ok etkin bir yontem gelistiriimeye calisiimaktadir. Bu nedenle MNP’ler
MR goérantileme igin kullanilan makromolekuller ile karsilastirildiginda, uygun

boyutlari ve ylksek ylzey/hacim orani ile pek ¢ok uygulamada kullanilabilirler.

Nanotip alaninda, manyetik nanopartikullerin teragnostik ajan olarak kullaniimasi
icin, sUperparamanyetik, biyouyumlu, dusuk toksisiteye sahip olmasi
gerekmektedir. Bu Ozelliklere ek olarak ilag yUkleme, salim ve hedefleme
calismalari icin uygun fonksiyonel gruplara sahip olmasi saglanmalidir. Hipertermi
gibi bazi uygulamalarin etkinlik gésterebilmesi icin, hedeflenen dokuda istenilen isi
dagiliminin homojen bir sekilde saglanmasi gerekmektedir. Son yillarda bu
gereksinimleri karsilayabilmek icin fonksiyonel gruplara sahip gesitli 6zelliklerde

manyetik nanopartikuller sentezlenmistir.

Onceleri, MNP’ler nikel ve kobalt bilesiklerinden hazirlananmistir. Fakat yapilan
arastirmalar, malzemelerin kimyasal Ozelliklerinden kaynaklanan biyolojik
dezavantajlar oldugunu gostermistir. Bundan dolayi, daha sonralari bu durumun
asilmasi icin malzemeler, ferrik ya da ferréz oksit bilesikleri ile hazirlanmaya
baglanmigtir. MNP’ler disaridan uygulanan manyetik alanin bayukligu ve suresine
bagll olarak kolayca yonlenebilmesi ve kontrol edilmesinden dolayi, hastaliklarin
teshis ve tedavisinde genis kullanim alanina sahiptir. MNP’ler, MR’da kontrast

arttirict ajan olarak, kanser tedavisi igin hipertermi uygulamalarinda, doku
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muhendisligi ve kardiyovaskuler hastaliklarin goruntilenmesinde kullaniimaktadir
[74].

Superparamanyetik demir oksit nanopartikullerin sahip olduklari
superparamanyetik ozellik sayesinde tip uygulamalarinda teragnostik ajan olarak
kullanilmasi umut vericidir. Demir oksit nanopartiktllerin boyutu birkag
nanometreye (1-20 nm) dusurulunce, tek bir etki alanina sahip olmaktadirlar
(single domain) ve bu da onlar superparamanyetik olmaya zorlamaktadir.
Ferromanyetik malzemelere uygulanan manyetik alani kaldirilsa bile, partiktllerin
manyetik Ozellikleri devam etmektedir. Cok etki (multi domain) alana sahip
ferromanyetik malzemelerin aksine superparamanyetik nanopartikuller manyetik
alan etkisi kaldirilinca, bulunduklari ortamda agrege olmayip dagiimaktadirlar. Bu
ozellik, agrege egdiliminde olan nanopartikullere kiyasla klinik uygulamalarda onem

arz etmektedir.

MNP’lerin yuzeyleri gesitli kaplama materyelleri ile kaplanarak cesitli reseptor,
ligand, protein ve antikorlarla, artan kovalent baglanma kapasitesine sahiptirler.
Boyutlarinin kiigik olmasi ve dolayisiyla ylzey/hacim oraninin blylk olmasi
nedeniyle vylzeyleri hedeflendirme ve biyouyumlu hale getirmek icin daha
uygundur. Ligandlara olan yuksek baglanma 6zelligi nedeniyle, siperparamanyetik
nanopartikuller molekuler goruntilemede oOnemli role sahiptirler. Molekuler
goruntuleme sayesinde, hucrelerin metabolik gorevlerindeki degisimler detayh bir
sekilde gorsellestiriimektedir. Ayni zamanda, sUperparamanyetik nanopartikuller
biyobozunabilir ve biyouyumlu olmalari sayesinde, biyomedikal alanlarda, gen
tedavisi, hicre ve biyolojik madde ayirimi gibi uygulamalarda kendilerine genis bir
yer edinmislerdir. Disaridan manyetik alan uygulayarak MNP ile hedeflendirmedeki
temel amag, vucuda verilen etken madde miktarini dugurmek, veriime sikhgini
azaltmak ve tumoru cevreleyen dokularda meydana gelebilecek yan etkileri
ortadan kaldirmaktir. MNP’in bu avantajlari ile bolgesel rahatsizliklarin tedavisinde

daha etkin oldugunu gosterilmigtir.

Boyutlarindan dolay! immin sistem tarafindan taninmamasi ve yizeylerinin gesitli
molekuller ile modifiye edilebilmesi sayesinde hedefe daha etkili bir bigimde
ulagabilmelerinde dolay! polimer kapli superparamanyetik nanopartikuller, en
uygun kaplama ya da kapsulleme malzemesi olarak bilinmektedir. Burada s6zu

edilen polimerik malzemelerin fonksiyonlarini yerine getirdikien sonra vicuttan
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atilmalari gibi sahip olduklari pek c¢ok avantaj dolayisiyla; cesitli ylzey
modifikasyon ajanlari ile modifiye edilmis polimerik nanopartikullerin kanser
tedavisi basta olmak Uzere ¢esitli terapotik alanlarda aldigi rol giderek artmakta ve

buyuk 6nem arzetmektedir.

2.16.3.1. Manyetik Nanopartikillerin Kardiyovaskiiler Uygulamalari

Kardiyovaskuler rahatsizliklarin teshis ve tedavisindeki en dnemli noktalardan bir
tanesi etkili ve tam zamanh goéruntilemenin yapilmasidir. Ginimuzde kullanilan
goruntuleme yontemleri hastaligin erken teshisinde gok yeterli olmamakla birlikte,
son zamanlarin 6nemli alanlarinda olan nanoteknoloji bunun igin yeni olanaklar
saglamaktadir. Manyetik nanopartiktller, superparamanyetik 6zellige sahip,
merkezinde demiroksit bulunan ve herhangi bir karbonhidrat ya da polimer ile
kaplanmis yapilardir. MNP sahip olduklari fiziksel yapilari ve boyutlari itibariyle
aterosklerotik plak ve miyokardiyal yaralanmalarin hem hicresel hem de

molekuler boyutta goruntulenme sistemlerinde kullanilmaktadir [75, 76].

Gunumuzde kullanilan klasik gorintileme sistemleri ile karsilastirildiginda;
MNP’ler, mikemmel yumusak doku kontrasti saglamakta ve plak bolgesinde hem

anatomic hem de molekuler dizeyde hassas goruntu vermektedir [77].

MNP’ lerin hazirlanmasinda yuzeyin daha kolay modifiye edilmesi icin kaplama ya
da kapstlleme malzemesi olarak polimerik malzemelerin kullanilmasi yaygin ve
onemli bir noktadir. Demir oksit nanopartikuller iglevini yerine getirdikten sonra
vucuttan atilmaktadirlar. Dolayisiyla kaplama malzemesi olarak kullanilan
polimerin de vicutta birikmeyip atiimasi buylk 6nem arz etmektedir. Bundan
dolay, literaturde konu ile ilgili yapilan ¢caligmalarda biyolojik olarak bozunabilen
ve kendisi ya da degredasyon Urunleri toksik 6zellik gostermeyen polimerler tercih
edilmektedir [78]. Polimerik nanopartikillerin hazirlanmasinda proteinler (albumin,
jelatin vb.) ve polisakkaritler (aljinat, kitosan, dekstran vb.) gibi dogal polimerler ya
da polianhidrit, polikaprolakton-PCL, polilaktik asit-PLA, poli laktik-ko-glikolik asit
PLGA...vb. gibi sentetik polimerler kullaniimaktadir.
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2.17. Nanopartikullerin Hazirlanmasinda Kullanilan Biyopolimerler

2.17.1. Kitin

Selulozdan sonra yeryuzinde en fazla bulunan ikinci polisakkarit olarak da
tanimlanan kitin, B-1,4-glikozidik baglara sahip N-asetik-D-glukozamin (GIcNAc)

birimlerinin tekrarlanmasiyla olusan uzun zincirli bir yapiya sahiptir [79].

Boceklerin iskeleti ve mantarlarin hicre duvarinin yapisinda bulunan kitin, esas
olarak yengeg, karides gibi suda yasayan sert kabuklu canlilarin dis iskeletinin ana
bilesenidir. Azot bakimindan zengin bir yapiya sahip olan kitin polimeri; suda
¢bzunmeyen, beyaz sert, elastik olmayan bir malzemedir. Kitin molekll yapisi
olarak seluloza benzemektedir. Kitinin birgok turevi bulunmakla beraber, bunlardan

en 6nemlisi ve su aritimi, ziraat, biyoteknoloji, kozmetik ve medikal alanlar gibi

genis kullanim alanlarina sahip olan kitosan polimeridir. Kitinin kimyasal yapisi
Sekil 2.8’de goéruldugu gibidir.

COCH;

Ny H

Seki 2.8. Kitinin kimyasal yapisi [80]

2.17.2. Kitosan
Kitinden asetil grubunun cikartimasi (Deasetilasyon) sonucu; 1— 4 bagh 2-

amino,2-deoksi, B-D—glukan (Sekil 2.9.) yapisina sahip kitosan elde edilir [81].
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NH,
“H H oy

Chitosan
Sekil 2.9. Kitosan Kimyasal Yapisi [82]

Kitinden deasetilasyon ile asetil grubunun c¢ikariimasi islemi, yuksek sicaklikta
sodyum hidroksit veya potasyum hidroksit kullanilarak yapilmaktadir. Bunun
sonucunda kitin polimeri, kitosana [B-(1-4) 2-amino—2- deoksi D-glukoz]

donusmektedir.

Kitin gibi dojada olduk¢a fazla miktarda bulunan kitosanin, distik maliyeti ve
yuksek miktarlarda elde edilebilmesinin yani sira, ¢evreye ve insanlara zarar
vermeyen biyouyumlu bir polimer olmasi kullanim alanlarini arttirmaktadir.
Kitosan; alkileme, karboksilleme, sulfolama, Schiff bazi gibi yontemlerle kolayca
modifiye edilebilmektedir. Bundan dolayi, modifiye edilebilen serbest amin ve
hidroksil gruplarina sahip oldugu igin, sentetik polimerlerden farkli yapi ve
fonksiyonel gruplara sahip, kolay islenen, biyouyumlu polimerlerin
sentezlenmesinde buyuk bir potansiyel ve kullanim alanina sahiptir. Deasetilasyon
derecesi, molekul agirhgi, viskozite, ¢ozunurliUk gibi parametreler kitosanin
Ozelliklerine etki etmekte ve istenilen yapiya sahip polimerin sentezlenmesine
olanak saglamaktadir. Ayrica kitasan ve turevleri, digger polimerlerle birlikte de

kullanilabilmektedir.
Kitosan polimeri pek ¢ok avantaja sahiptir.

¢ biyouyumlu
+« dogada bol bulunur,
+ elde edilmesi kolay ve ucuzdur

% kolay modifiye edilir.

Bunlardan dolayi; atik sularin aritilmasi, medikal uygulamalar (doku iskelesi, mikro
ve nanopartikuller...vb.), kozmetik gibi ¢cok genis kullanim alanlarina sahiptir [83].
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Uzun zincirli bir yapiya sahip olan kitasan polimeri igerdigi amin gruplarindan
dolayi katyonik bir polielektrolit olma 6zelligi gosterir ve asidik ortamlarda ylksek
¢ozunurlige sahiptir. Ayrica, zincir boyunca tekrarlanan gruplarin dagilimi asidik

ortamda ¢6zunurligu kontrol edilebilir kilmaktadir [84].

Kitin ve kitosan turevleri, hem mikroorganizmalardaki kitinaz ve kitozinaz enzimleri
hem de yuksek organizasyonlu canlilarda da lizozomal enzimleri ile enzimatik
olarak yikima ugrayabilmektedirler. Lizozomal pargalanma kitosan ve kitosandan
modifiye turlerinin farmasaétik alanda kullanimi agisindan blyuk énem tagimaktadir
[85].

Kitosan ve kitosan tlrevi polimerler, sahip olduklari avantaj ve uygulama
kolayhdindan dolayi, sularin aritimindan kanser tedavisinde kullanima kadar ¢ok
genis bir kullanim alanina sahiptir. Ornegin, yara, yanik 6rti materyali, zayiflatici
ve kolesterol disurtcu olarak, kontrolll ilag salim sistemleri, atik sulardan agir
metaller (civa, krom, kursun...vb) aritimi, antifungal 6zellikleri sebebiyle bitkisel

ilaclama ve pestisit taginimi olarak kullaniimaktadir.

Pek cok avantajlarina ragmen, son yillarda yapilan c¢alismalar kitosan ve
tirevlerinin farmasotik sistemlerde kullaniminda bazi dezavantajlari oldugunu
gostermektedir. Kitosan asidik ortamda c¢ozunurlugu yuksektir. Fakat, seyreltik
asetik asit haricindeki birgok organik ve inorganik ¢oziucude ¢dzinmemektedir.
Fiziksel ozellikleri pH’a baghdir ve duguk mekanik ozellik gosterir. EGer kitasan bir
ilag tasiyici system olarak tasarlanacaksa; oral alimlarda vicut iginde farkl
organlarda (agiz, mide, badirsaklar...vb.) degisen pH g6z o&nldnde

bulundurulmalidir.

2.17.3. Karboksimetil Kitosan (CMCs)

Kitosanin sadece seyreltik asetik asitte ¢dozunmesinin getirdigi kisitlamayi, bazi
kimyasal modifikasyon yontemleri ile agsmak mumkuandur. Bunun igin; polimerin
¢ozunurlGgunu ve boylece diger polimer ve materyallerle etkilesiminin artmasini
saglayan karboksimetilleme yontemi yaygin kullanilan yontemlerden biridir [82].
Kitosanin hidroksil 6zellik kazanarak ¢ozunarligun arttirlmasi igin, karboksimetil
gibi karboksialkil gruplarinin yapidaki amino gruplari, birincil ve ikincil hidroksil

gruplan ile yapiya katiimasi gerekmektedir [86]. Kitosan ve tlrevleri ile
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karsilastirildiginda; karboksimetil kitosanin yapisinda anyonik ve katyonik

gruplarin bulunmasi kullanimini kolaylastirmaktadir [87] .

2.17.4. O-Karboksimetil Kitosan (O-CMCs)

O-Karboksimetil kitosan, biyouyumlu, biyobozunur ve antibakteriyel oOzelliklere
sahiptir. Amfiprotik eter turevi olan O-Karboksimetil kitosan, yapisinda hem amin
hem karboksil grubunu bulundurmaktadir. O-Karboksimetil kitosan sentezleme

semasi Sekil 2.10’ da gdsterilmektedir.

OH OCH,COOH
OH
H_o
. - NaOH, CICH,COOH
H :
H NH; H Isopropanol, 50° C
Chitosan O-Carboxymethyl Chitosan

Sekil 2.10. O-CMCs sentezlenme semasi

Karboksimetil kitosan turevleri, icerdikleri hidroksil, amin, karboksil gruplari
sayesinde metal iyonlari ile gselat olusturarak metal iyonlarinin etkisini
indirgemekte, bu da atik sularin aritiminda kullanimlarini kolaylastirmaktadir [88].
Kitosanin hicreler Uzerindeki proliferatif etkisinden dolayi, karboksimetil kitosan

yara ortl materyali olarak da kullaniimaktadir.

2.17.5. Polihidroksibutirat (PHB)

Polihidroksialkanoatlar, dogada 300'den fazla bakteri tira tarafindan stres
kosullari (fazla karbon; yetersiz N,P,S,0 ve Mg kaynagi) altinda hucre i¢i depo
maddesi olarak biriktirilen mikrobiyal orjinli polimer ailesinin genel adidir [89,
90].1926 yilinda mikrobiyolog Maurice Lemoignein tarafindan Bacillus megaterium
bakterisinde kesfedilmistir. Bazi bakteriler, dogada seker ve vyaglar gibi
tekrarlanabilen kaynaklarini bakteriyel fermantasyon ile kisa zincirli C-hidroksi yag
asiti monomerleri iceren tekrarlanan lineer hidrofobik birimlere dénusturarler (Sekil
2.11.) [91].
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Sekil 2.11. PHA'In genel formula [91]

PHA’lar kimyasal yapisi bakimindan, polilaktikasit (PLA), poli laktik-glikolik asit
(PLGA) gibi sentetik polimerlere  benzemekle  birlikte, biyouyumlu,
biyobozunurdurlar ve yuksek mekanik oOzellik gosterirler. Ayni zamanda, bu
polimerler bakteriyel kokenli oldugu i¢in vucut disinda da kisa zaman igerisinde
yikilarak, dogal donguye katilip kirlilige sebebiyet vermemektedir [92]. Poli-3-
hidroksibuturat (PHB), PHA’larin en genel tipidir. Yapilarinda bulunan monomere
gore, poli-4-hidroksibuturat, polihidroksivalerat, polihidroksihekzanoat,
polihidroksioktanoat...vb. gibi tlrleri mevcuttur. Yapilarinda 100’den fazla
monomer ¢esidinin bulunmasi farkli 6zelliklere sahip polihidroksialkanoatlarin
olusumunu saglamaktadir. PHA’lar biyouyumlu ve biyobozunur olmalarinin yani
sira, suda ¢oézunmeleri hidrolitik degredasyona direncli ve oksijen gecirgenligi de
iyidir. Bundan dolayr PHA'lar, doku muhendisligi, ila¢ salimi uygulamalari, yara
orti materyali gibi malzemelerin hazirlanmasinda kullanimlari  buaylk ilgi

uyandirmaktadir.

Polihidroksialkanoatlar ailesinden olan, PHB ve Polihidroksibutirat-ko-
hidroksivalerat (PHBV) stent, tibbi tampon, vida, kemik plagi yapiminda
kullaniimaktadir. Endustriyel amacli olarak, ¢ocuk bezi, plastik torba ve film
enduUstrisinde de kullanim alanina sahiptir. Yapilan arastirmalar PHA’larin
degredasyonu sonucu salinan degredasyon urlnlerinden 3-HB monomerinin doku

yenilenmesine katkida bulundugu ve apoptozu engelledigini gostermektedir.

2.17.6. Dekstran

Dekstran polimeri, a (1-6) D- glikozidik baglar ve bazi dallanmis 1-3 glikozidik
bagdlar icereren, yumusak, yapiskan, yuksek molekul agirlikli anhidroglikozidik
polisakkaritler. Dekstran dogal bir polimer olup, biyouyumlu, biyobozunur,
immuanojenik ve antijenik olmayan 6zelliklerinden dolayi, fizyolojik olarak zararsiz
bir biyopolimerdir. Karaciger, dalak, bobrek ve mide-bagirsak sisteminin alt
kisimlarinda meydana gelen reaksiyonlarla, dekstran dekstronozlar gibi farkh
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yapilara polimerize olabilmektedir [93]. Dekstran kimyasal yapi olarak hidroksil
gruplar icermektedir. Hidroksil gruplari; protein, aptamer ve ilaglarla baglanarak,
bu malzemelerin hlcre icerisine alimlarini kolaylastirmaktadir. Sulu g¢ozeltilerde,
dekstran metaller ile etkilesirek ylzeyde agregatlar olusturur ve bdylece metallerin
yuzeyini hidrodinamik ¢api 20 ile 150 nm arasinda degisen boyutlarda kaplayabilir
[94]. Bu o0zelliginden dolayr dekstran, manyenik nanopartikullerin kaplanarak
biyouyumlu hale gelmesi ve gesitli biyomedikal uygulamalarda kullaniimasina
olanak saglamaktadir. Son yillarda yapilan c¢alismalar, dektranin, naproksen,
mitomisin C ve sisplatin gibi cesitli ilag maddeleri ile fonksiyonellestirilerek
kontrolll ilag salim alanlarinda daha verimli kullanim alanina sahip oldugunu
gOstermigtir [95-98]. Horning ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, dekstran
nanopartikiller dikkat cekici miktarlarda kolaylikla insan fibroblastlari igerisine
girebilmektedir. Konfokal mikroskop ile yapilan incelemeler sonucunda, dekstranin
sahip olduklari biyouyumlu 6zelligi sayesinde hucreler Uzerinde 22 gun ve Uzeri
surede herhangi bir toksik etki meydana getirmemistir [99]. Dekstran, fizyolojik
olarak degerlendirildiginde, gelecek vaat eden bir tasiyici olma 6zelligi gosterdigi
ve medikal malzemelerin hazirlanmasinda genis kullanima sahip oldugu
belirtilmigtir [100].

2.18. Kardiyovaskiiler Teshis Sistemi i¢cin Kullanilan Ligandlar

Kan damarinin i¢ yuzeyini olusturan endotel tabakasinda, modifikasyonlarin veya
fonksiyonel bozukluklarin meydana gelmesi, hlcre bdlinmesi ve oluminin
anormal olmasi ya da monosit hucrelerinn birikmesi gibi sebepler, ateroskleroz,
hipertansiyon, kalp krizi gibi vaskuler rahatsizliklara sebep olmaktadir. Bu
hastaliklarin teshis ve tedavisinde endotel tabakasi 6nemli rol oynamaktadir ve
invaziv olmayan bir yontemle erken safhada ve tam zamanh goéruntulenmesi
hastaligin tedavisi veya ilerleyisinin durdurulmasi ig¢in avantaj saglamaktadir.
Enfekte olmus endotel duvarina I6kosit hiicreleri go¢ ederek burada tutunmaya
baglarlar. Hucre birikmesinin goruntilenmesi igin, endotel hucrelerde bulunan
endotel hicre adezyon molekilleri (CAM) gibi enflamasyonun isaretgileri

konumundaki yapilara 6zel molekler isaretgilerin kullaniimasi gerekmektedir.

2.18.1. P- ve E- Selektinler
Selektinler, gegici transmembran baglayici glikoproteinlerdir. Endotel hicresi ve

I6kositlerin yuzeyinde bulunan selektinler, sialyl Lewis-X ve SleA gibi sialize
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glikanlar ile I6kositlerin endotel hiicrelerine adezyonunu ilk baslatan molekullerdir.

Selektinlerin Gg¢ alt grubu tanimlanmistir.

e L - Selektin (Lékosit Selektini)
e E - Selektin (Endotel Selektini)
e P - Selektin; (Platelet Selektini)

Normalde P- ve E- selektinler endotel yuzeyinde bulunmazlar. Fakat arterde
enflamasyon meydana geldikten sonra endotel hicrelerin ylzeyinde artis

gOsterirler [101].

2.18.2. Vaskiiler Adezyon Molekiilleri (VCAM-1)/intraselliiler Adezyon
Molekiilleri (ICAM-1)

ICAM-1 endotel hicrelerde; VCAM-1 ise lenfositlerde, eosinofillerde ve
bazofillerde eksprese edilen transmembran proteinlerdir. ICAM-1 ve VCAM-1,
I0kositlerin igerdikleri B1 ve B2 yapilari ile ldkositlerin endotelyal adezyonunu
saglamaktadirlar. ICAM-1’in baskilanmasi ile |6kositlerin enflamasyon bdlgesine
gOclerinin ve birikmesinin engellenebilecegi dusunulmustur. Yapilan galismalar da
bu gorusu destekler niteliktedir. Normal sartlarda; VCAM-1 molekulleri endotel
yuzeyinde bulunmazken, ICAM-1 devaml olarak bulunur. Fakat enflamasyonun
baslamasi ile hiicre ylizeyindeki sayilari artis gdsterir. Ornegin VCAM-1 ve ICAM-
1’in normal kosullarda 10%- 10° hiicre ¢ogalmasi varken, PECAM-10° degerlerinde

hdcre artigi gdzlenmektedir [101].

2.18.3. Platelet Endotel Hiicre Adezyon Molekiilii-1

Platelet endotel hicre adezyon molekili-1 (PECAM-1), I6kosit, trombosit ve
endotel hicrelerde bulunan immunoglobulin ailesinin bir Gyesidir. Gorlntlleme igin
hedef molekul olarak kullaniimasindan ziyade, engelleyici olarak kullanim igin

uygun molekdllerdir [101] .

2.18.4. Anneksin-Al/ Anneksin-A5 Molekiilleri

Ca*? iyonu hiicrede, hiicrele boliinmesi-6limi, metabolizma, kaslarin kasiimasi-
gevsemesi, hareket, protein ve hormon sekresyonu, gen ekspresyonu ve
programh hlcre o6lumd (apoptoz)...vb. gibi hayati éneme sahip islevlerin
gerceklesmesinde 6nemli bir mineraldir. Dolayisiyla, Ca konsantrasyonunda
meydana gelen degisimler haberci molekuller igin uyarici niteligindedir ve hlcresel

fonksiyonlarin dizenlenmesinde anahtar rol oynamaktadirlar [102]. Aterosklerotik
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plagi meydana getiren hucrelerin ylzeyinde fosfotidilserin (PS) eksprese edilir.
Anneksin-A5, hucrenin dig yuzeyinde ortaya ¢ikan fosfatidilserine baglanabilen bir
protein oldugu igin, aterosklerotik plaklarin goéruntilenmesinde kullanilabilir.
Yapilan c¢alismalar, yapisinda floresan 06zelligi bulunan Anneksin-A5’in anti-
inflamatuvar ve anti-aterosklerotik 6zellikte oldugunu gdstermektedir [103].
Anneksin-A5 ile ayni familyada bulunan ve benzer Ozelliklere sahip Anneksin-
A1'de Ca ve fosfolipid baglama 06zelligine sahip oldugu icin aterosklerotik

goruntileme igin kullanimi yaygindir [104].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez kapsaminda gergeklestirilien galismalar baslica U¢ ana bolimden
olusmaktadir. Ik bélimde manyetik 6zellige sahip Demir Oksit, PHB/CMCs,
PHB/CS ve dekstran nanoplatformlarin sentezlenmistir. Sentez asamalarinda
boyut dagilimina etki eden parametreler incelenmistir ve boyutlari Zeta Sizer
sistemleri kullanilarak karakterize edilmigtir. Morfolojik 6zellikleri SEM ve AFM
goruntileme sistemleri yardimiyla elde edilmistir. Manyetik ozellikleri titresimli
manyetometre  (VSM)  kullanillarak  karakterize  edilmistir.  Hazirlanan
nanoplatformlarin kardiyovaskuller sistem rahatsizliklari teshis ve tedavisinde
kullanabilmek Gzere nanoplatformlarin yizeyine model ligand olarak segilen I1gG 1,
Anneksin A5 ve A1 liganlari biyokimyasal yontemlerle kovalent olarak takiimistir.
Hem hazirlanan nanopartikillerin hem de ligand takili formlarinin sitotoksisiteleri
standart hicre hatti L929 ile incelenmigtir. Ligand takili nanoplatformlarin HUVEC

ve A7r5 hucreleri ile hicre etkilesimleri incelenmistir.

Calismalarin ikinci bolumuinde ise hazirlanan ligand takili nanoplatformlarla in vivo
calismalar yapiimis ve kullanilan siganlarin MRI goéruntuleri incelenmistir. MRI
isleminden sonra sistemik dolagim icerisinde dolasan ligand takil
nanoplatformlarin vicutta diger organlara zarar verip vermedikleri biyokimyasal

incelemelerle yapilmigtir.

Calismamizin son bolumunde ise insan dusuk yogunluklu lipoproteini kullanilarak,
okside hale getirilmis ve makrofajlarla etkilestirilerek ex vivo ortamda kdpuk hucre
olusumu saglanmistir. Olusan kopUk hicrelerin yiizey proteinlerinin bulunabilmesi
icin hicre membranlari izole edilmis ve saflastirilarak, MALDI-ToF yodntemiyle

yuzey reseptoru (proteini) tayin islemleri uygulanmigtir.

3.1. Kimyasallar

Yapilan tez calismasi surecinde hazirlanan nanopartikullerin sentezi icin kitosan
(Fluka, Almanya), Poli-B-Hidroksibutirat (PHB) (Sigma, ABD) ve dekstran (Fluka,
Almanya) kullaniimistir. PHB-CMCs ve PHB-Cs nanopartikil sentezlerinde dagitic
ortam olarak polivinil-alkol (PVA) (Sigma, ABD) ve organik ¢6zlcu olarak
kloroform (Merch, Almanya) kullaniimistir. Dekstran nanopartikillerin daha stabil
olmasini saglamak amaci ile capraz baglayici olarak N-N-Metilen-bisakrilamit

(MBA) (Sigma, ABD) kullanilmistir. Hucre sitotoksisite testlerinde ise, Tripsin-
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EDTA (Tripsin-Etilendiamin tetraasetik asit), DMEM F-12 (“Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium”) besiyeri ve Fetal Sigir Serumu (FBS), DMSO (Dimetilsulfoksit)
Biological Industries (israil) firmasindan, Tetrazolyum Tuzu (MTT) Serva'dan
(ABD) temin edilmis ve kimyasallara herhangi bir islem uygulanmadan
kullaniimistir. Hicre kultlr kaplari ile ¢oklu kuyucuklu kultir kaplari ise Corning
(ABD) firmasindan temin edilmigti. MES ( 2-(N-morfolino) etansulfonik asid)
tamponu, suda c¢o6zinebilen EDC (1-Etil-3-(3'-dimetil-aminopropil)-karbodiimid
HCI), Glisin, fosfat tamponu (PBS), Sigma (ABD) ve VWR (Belgika) firmasindan
temin edilmis olup bu kimyasallar, PHB/Cs, PHB/CMCs ve dekstran
nanopartikillerine ligand baglama prosedurlerinde kullaniimigtir. Tam c¢alismalar
suresince kullanilan bu kimyasallar, analitik saflikta olmalarindan dolayi herhangi

bir ekstra saflastirma islemine tabi tutulmamislardir.

Raybiotech marka (228-11016) insan lipoproteini, ex vivo c¢alismalarda
kullaniimistir. CuS04.5H20 (Sigma, ABD), LDL oksidasyonu igin kullaniimigtir.
Diyaliz islemleri icin 12-14 kDa diyaliz torbasi (Sigma, D 9777) kullaniimigtir.
Biyokimyasal testler igin Glutatyon Peroksidaz (200U, Sigma, ABD), 2-tiobarbutirik
asit (Sigma, ABD),Tris (hidroksimetil)-aminometan (MERCK), Sulfanilamid (Sigma,
ABD) kullaniimistir. Elektroforez deneylerinde, agaroz (Merck), sodium barbital
(MERCK), barbiturik asit (MERCK), Sudan Black (Sigma, ABD), Comassive Blue
(Sigma, ABD), glycial asidik asit (MERCK), Etanol (MERCK) kullanilarak
yapilmistir. THP-1 insan monosit hicreleri (ATCC,TIB-202) ve Forbol 12- miristat
13- asetat (PMA) (Sigma) dan temin edilmistir. Calismalar boyunca batin
kademelerde deiyonize distile su kullanildi. Tim deney malzemeleri deiyonize

distile sudan gegcirilerek caligildi.

3.2. Nanoplatformlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

3.2.1.Demir Nanopartikiillerin Sentezi

Manyetik demir oksit nanopartikullerin hazirlanmasi sirasinda, kimyasal ¢oktirme
yontemi kullaniimistir. Bu yonteme gore ilk olarak FeCl2.4H20 ve FeCls.6H20
reaktif tuzlarindan belli oranlarda alinip 10 mllik deiyonize su igerisinde
¢ozundukten sonra, oda sicakliginda sonikator icerisine yarlestirilmis U¢ boyunlu
balona alinarak, yuksek hizda karigim imkani saglayan homojenizatorde stabil
hale gelmesi igin bir stre karigtirlmigtir. Daha sonra 1 M amonyak, NH3 ¢ozeltisi

ortama damlatilarak eklenmistir, bu esnada inert bir ortam olusturmak amaci ile
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reaktor kabina azot gazi baglanmistir. Cozelti oda sicakhginda 1 saat ¢ok yluksek
karistirma hizinda (2000 rpm gibi) karistirlmistir. Daha sonra bu ¢ozelti 9000
rom’de 30 dakika sureyle oda sicakliginda santrifUjlenmigtir. Cokelek atilip sulu
faza U¢ defa deiyonize su ile yikama iglemi uygulanmistir. Bu amagcla ¢ozelti
yuksek hizda (22.000 rpm gibi) santrifljlenerek ¢oktlirilmus ve yikanmistir.
Calismanin bu boliminde diger calisma kosullari dnceki ¢alismalarda optimize
edilen degerler olarak kullaniimistir (Fe*?/Fe *3 mol orani 1/2, sicaklik 25 °C ve
karistirma hizi 2000 rpm). Manyetik nanopartikillerin sentez semasi sekil. 3.1.deki
gibidir.

1MNH
3 Azot Gazi

FeCl,.4H,0 FeCl;.6H,0

> %

—

Demir Tuzlan + dH,0

Sekil 3.1. Manyetik Demir Oksit Nanopartikullerin sentez semasi.

3.2.2. Manyetik PHB/CMCs Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Manyetik PHB/CMCs nanopartikillerin hazirlanmasinda, emdulsiyon olusturma
¢ozucu buharlastirma yontemi kullaniimigtir. Bunun i¢in 25 mg polihidroksi-butirat
(PHB), 10 ml kloroform igerisinde ¢ozulerek % 0,25’lik PHB ¢ozeltisi hazirlanmistir.
icerisinde FeCl2.4H20 ve FeCls.6H20 reaktif tuzlarinin belli oranlarda alinip distile
su ile ¢6zinmus oldugu U¢ boyunlu reaktor kabina % 0,25 PVA (stabilize edici
ajan) ve % 0.1 karboksimetil kitosan (CMCs) iceren sulu ¢ozelti de azot gazi
altinda ilave edilir. Daha sonra reaktor kabinin bir ucundan kloroformda ¢ézinmus
olan PHB ilave edilirken, diger ucundan ise demir tuzlarinin ¢okturicuslu olan
amonyak (NHs) ortama damla damla eklenir. Elde edilen emulsiyon, homojenizator
(Ultra-Turrax T10, Cin) kullanilarak 24.000 rpm’de 15 dakika oda sicakhginda
karistinlmistir (Sekil 3.2.). Daha sonra organik ¢dzucunun uzaklastirilmasi igin,
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elde edilen suspansiyon 3-4 saat sure ile oda sicakliginda sabit hizda (600 rpm)
manyetik karistirict kullanilarak karigtiriimistir. En son olarak da ¢ozeltinin 12000
rom’ de 30 dakika sure ile santrifujlenmesi ile elde edilen nanopartikuller distile su

ile yikanmis ve liyofilizatorde kurutulmustur [105].

0,25’lik PHB

cozeltisi + 1M NH,
horoformK/ \% \\/ Ny
- -
Mekanik Karigtirici Manyetik
3-4 saat PHB/CMC

% 0,25’lik PVA +% 0,1’lik
CMCs Demir Tuz Cozeltisi
+ dH,0

Nanopartikulleri

Sekil 3.2. Manyetik PHB/CMCs nanopartikillerin hazirlanma proseduru.

3.2.3. Manyetik PHB/Kitosan (PHB/Cs) Nanopartikiillerin Hazirlanmasi
Nanopartikullerin hazirlanmasinda emudlsiyon olusturma ¢6zlicu buharlastirma
yontemi kullanilmigtir. Bunun icin; 50 mg PHB, 10 ml kloroform igerisinde
¢ozilerek % 0.50’lik PHB c¢ozeltisi hazirlanmistir. igerisinde FeCl2.4H20 ve
FeCls3.6H20 reaktif tuzlarinin belli oranlarda alinip distile su ile ¢ézinmus oldugu
u¢ boyunlu reaktor kabina, 200 mg PVA (stabilize edici ajan) ve % 0.5’lik kitosan
iceren sulu ¢ozelti 2 saat ¢ozunme islemine tabi tutulmus ve analitik sizge¢ kagidi
ile suzuldukten sonra azot gazi altinda ilave edilmistir. Daha sonra reaktor kabinin
bir ucundan kloroformda ¢6zunmus olan PHB ilave edilirken, diger ucundan ise
demir tuzlarinin ¢okturtcust olan amonyak (NHs) ortama damla damla eklenir
Elde edilen emiulsiyon, homojenizatér (Ultra-Turrax T10, Cin) kullanilarak 24000
rom’de 15 dakika oda sicakhiginda karistirilmistir. Daha sonra organik ¢ozucunun
uzaklastiriimasi igin, elde edilen suispansiyon 2 saat sure ile oda sicakhginda sabit
hizda (600 rpm) manyetik karigtirict kullanilarak karistirilmigtir. Son basamakta
cOzeltinin 12000 rpm’de 30 dakika sure ile santriflijlenmesinin ardindan elde edilen
nanopartikiller distile su ile yikanarak liyofilizatorde kurutulmustur [105].
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3.2.4. Manyetik Dekstran Nanopartikullerin Hazirlanmasi

Daha oOnce vyapilan calismalardan alinan prosedurin [106] gelistiriimesi ile
olusturulan protokolde, % 13 (kutlece) dekstran (MW 40 000, Sigma,USA) 1gr
demir (lll) klorlr hekzahidrat (FeCls.6H20) ile karstirilir, Gzerine 15 mL distile su
eklenir. Ug boyunlu balona alinan karisim, oda isisinda iyice karigtiktan sonra
solusyon Uzerine 0.4 gr demir (ll) klorur tetrahidrat (FeCl2.4H20) eklenir ve
solusyonun 15 dk. boyunca mekanik karistiricida azot ortaminda karigmasi
saglanir (Sekil 3.3.). Daha sonra, dekstran ve demir tuzlarinin bulundugu bu
¢cOzeltiye 1M amonyak c¢Ozeltisi ile %2’lik metilen-bis-akrilamid ¢ozeltisi damla
damla eklenir, bu esnada c¢ozelti yuksek karigtirma hizinda olmahdir (2000
rpm/dK).

Sicakligi degistiriimeden, sonikasyon cihazinda mekanik karistirici ile 1 saat
karisan ¢oOzelti, daha sonra santrifljlenerek partikillerin solisyondan ayriimasi
saglanir. Yuksek devirli santrifijde ¢oktirme isleminden sonra 2 kez yikama

yapilan partiklller, petri kaplarina alinarak 37°C’de etlivde kurutmaya birakilir.

910

©
Azot N
Gazi .
Manyetik
’ Dekstran

FeCl,.4H,0 cozeltilsi
dekstran karigsimina ekleni

Nanopartikiiller

% 13 (kutlece) dekstran
+ FeCl;.6H,0 + 15 mL DH,0O

Sekil 3.3. Manyetik Dekstran Nanopartikilllerin hazirlanma prosedurd.

3.2.5. Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
3.2.5.1. Morfolojik Ozelliklerin Belirlenmesi
Sentezlenen PHB/CMCs, PHB/Cs ve dekstran nanopartikillerin  morfolojik

Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla taramal elektron mikroskobu (SEM) (FEI
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Quanta, ABD) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) (Nanomagnetics, Turkiye)
kullaniimistir. Bu amagcla nanotasiyicilar ince bir altin film tabakasiyla kaplanarak
SEM goruntusu alinmis ve boylelikle érnekler, sekil ve boyut dagilim agisindan

degerlendirilmistir.

Bu calismada hazirlanan nanopartikuller dogrudan AFM o6rnek tutucu Unitesine
yerlestiriimis ve 0zellikle orneklerin boyut dagilimlarinin homojenitesi yoninden

incelenebilmesi icin AFM goruntaleri alinmigtir.

3.2.5.2. Nanopartikiil Boyut Analizi

Zeta Sizer, c¢ozeltideki partikullerin molekul agirhdi, zeta potansiyel ve
hidrodinamik boyut 6lgima icin kullaniimaktadir [107]. Partikuller i¢cin boyut orani
0.6 nm ile 6 mikron, zeta potansiyel icin 5 nm ile 10 mikron ve molekul agirhgi igin
1-20,000 kDa arasindadir. Bu cihaz, nanopartikuller, kolloidler ve biyomolekuller
icin ¢ozeltideki partikillerin boyutlarinin tayininde kullanilabilmektedir. Dinamik ve
elektroforetik 151k sagilmasi yontemiyle ¢alismaktadir. Dinamik 11k sagilmasi, en
son teknoloji ile 1 nanometreden kuguk olan ve sub mikron bdlgesindeki partikul
ve molekullerin boyutlarinin élgimuinde kullanilan bir tekniktir. Cozeltiden lazer
sacllmasinin meydana gelmesiyle, Brownian hareketinin hizi, partikillerin
boyutunun hesaplanmasinda kullanilabilmektedir. SUspansiyon igerisindeki
partikuller, emulsiyonlar ve molekuller Brownian hareketine maruz kalmaktadirlar.
Bu harekete, termal enerjilerinden dolay! kendi baslarina hareket eden ¢dzucu
molekulleri tarafindan bombardiman yoluyla neden olunmaktadir. Partikiller veya
molekuller lazer ile aydinlatildiginda, sacilan 1s1din  yogunlugu, partikallerin
boyutuna bagli bir hizla dalgalanmaktadir. Oldukga klglk partikiller ¢ézlcu
molekulleri tarafindan ileriye dogru itimekte ve cok daha buyldk hizla hareket

etmektedirler.

Sentezlenen PHB/CMCs, PHB/Cs ve dekstran nanopartikillerin boyut ve
dagihmlarini belirlemek, AFM ve SEM c¢alismalarinda elde edilen bulgular
karsilastiriimak icin Zeta-Sizer (3000 HSA, Malvern, ingiltere) cihazi kullaniimistir.
Sentez sonrasi yikanarak elde edilen nanopartikiller deiyonize su ile seyreltilmis
ve yaklasik 3 ml hacimli érnek ¢ozeltisi, polistiren (PS) kuvet igerisine konulmustur.
Alinan odlgumler birka¢ defa tekrarlanarak Olcimin dogrulugu saglanmaya
calisiimistir. Olcimler, érnek gozelti icerisinden lazer 1siginin gegiriimesi sonucu

gerceklestirilmigstir.
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3.2.5.3.Nanopartikiil Yuzey Yuku Analizi
Hazirlanan nanopartikillerin yuzey yUku analizi icinde Zeta-Sizer (3000 HSA,

Malvern, ingiltere) cihazi kullanilmistir.

Zeta potansiyelinin olgulmesi, kolloidal dispersiyonun saklama stabilitesi hakkinda
tahminde bulunmaya olanak vermektedir. Genel olarak, yuklu partikillerde (yuksek
zeta potansiyeli), elektriksel itme nedeniyle, partikil agregasyonunun meydana
gelme ihtimali daha azdir. Ancak bu kural, sterik stabilizatorler iceren sistemler igin
tam olarak gecerli olmamaktadir. Clnku sterik stabilizatorlerin adsorbsiyonu, zeta

potansiyeli azaltmaktadir

Hazirlanan nanopartikiller santrifUjlenerek  yikanmig ve 1:10 oraninda
seyreltilerek, belirli miktarda polistiren klvete konulmustur. Boyutunu tayin etmek
amaciyla kuvet igerisine konulan partikuller yukarida gorulen cihaza yerlestirilerek

Olcim alinmigtir.

3.2.5.4.Miknatislama Ozelliklerinin Belirlenmesi

Gerek manyetik demir oksit partikillerin ve gerekse sentezlenen manyetik
Ozelliklere sahip PHB\CMCs, PHB\Cs ve dekstran nanoplatformlarin
kardiyovaskuler rahatsizliklarin teshis ve tedavisinde kullanilabilirlikleri yontunden
bayuk oOnem tagiyan miknatislama 0Ozelliginin  bulunmasinda titregimli
manyetometre kullanilmigtir (Vibrating Sample Magnetometer, VSM, Fieldial Mark
II Varian, Almanya). Yapilan VSM calismalarinda; vakum etuvinde kurutulmus
olan orneklerin 0 ile 1.5 Tesla’lik bir manyetik alandaki miknatislama degerleri, oda
sicakliginda olgulmustur. Manyetik alan igindeki partikullerin manyetik 6zellikleri
birim kutle basina manyetik moment (emu) seklinde ifade edilmistir. Bu 6lgim
tekniginde kurutulmus olan 6rnege sabit frekansta manyetik alan uygulanmaktadir.
Eger ornek miknatislama 6zelligine sahipse bir miknatis gibi davranarak gecici bir
manyetik akis nedeniyle iletken gubugun icinde potansiyel farki olusturmakta ve
titresimli manyetometre de bu potansiyel farki oOlcerek 6rnedin miknatislama
Ozelligini belirlemektedir.

3.2.6. Biyopolimerik Nanopartikillerin Yiizey Modifikasyonu (Ligand
Takilmasi)

Sunulan tez galismasi kapsaminda, yapilan g¢alismalar sonucunda sentezlenen
degisik formlardaki nanoplatformlardan PHB/CMCs nanoplatformlari segilerek, 1gG

1, Anneksin A5 ve Anneksin A1 ligandlari ile etkilestirilmigtir. Daha 6nce yapilan

46



calismalarda kanser teshis ve tedavisinde kullanilmak Uzere hazirlanan, manyetik
Ozellige sahip kitosan nanopartiklllerin yuzey modifikasyon islemlerinde
Konkavalin-A proteini model ligand olarak kullaniimis ve basarili sonuglar elde
edilmistir [108]. Bu nedenle yapilan ligand baglanmasi deneylerinde ya da bir
baska deyisle ylzey modifikasyon islemlerinde de benzer islem basamaklari

kullaniimistir.

Takip edilen islem basamaklari su sekildedir; Oncelikle nanopartikillerin
aktivasyonu icin manyetik nanopartikiller 3 defa pH 5.2 MES tamponu ile yikanip
ayni hacimde suspanse edilmistir. Aktive edilen nanopartikiller ile 25 mg/ml EDAC
ile 30 dk sureyle oda sicakliginda uygun hizli donen karistiricida karistirilmistir ve
bdylelikle yapidaki amin gruplarinda 6zgun aktif ara formun olusmasi saglanmistir.
Ortamdaki fazla EDAC’In uzaklastirilmasi amaci ile, nanopartikiller 3 defa pH 5.2
MES tamponu ile yikanip ayni hacimde MES tamponu ile suUspanse hale
getirilmistir. Oncelikli olarak sectigimiz 1IgG1 (1mg/mL) ligandindan 100 ul alinip
1400 uyl MES tamponunda ¢ozulerek ligand sUspansiyonu hazirlanmigtir. Ligand
baglanma islemlerinden sonra baglanma verimini belirlemek amaciyla sonradan
yapilan Olgimlerde kullanmak igin, ligand slspansiyonundan ayni oranda (1:15)
alinarak “baglanma oncesi 6rnek” elde edilmistir. Kalan ligand sispansiyonu ile
aktive nanopartikuller 24 saat oda sicakliginda sabit hizda rotatorda karistiriimigtir.

24 saat sonunda nanopartikuller bir miknatis yardimi ile ayrilmistir.

Ayrilan sivi faz atilmadan “baglanma sonrasi 6rnek” olarak teste alinip 280 nm
dalga boyunda UV spektrofotometrede her iki 6rnek arasinda olgulen absorbans

farkindan yuzde baglanma hesaplanmistir. Formulasyon asagida verilmigtir.

. o . . _ b.b. absorbans degeri— b.s. absorbans degeri
% Ligand baglanma verimi = ki il &7 x 100
b.6. absorbans degeri

Nanopartiklller baglanma sonrasi 6rnek ile ayrildiktan sonra, 1 kez pH 5,2 MES
tamponu ile yikanip miknatis yardimi ile ayrilmigtir. Daha sonra devam eden
reaksiyonu durdurmak amaciyla ortama fazla amin kaynagi olarak pH 8.0, 1M
glisin ¢ozeltisi eklenir ve nanopartikullerin 30 dk. boyunca oda sicakliginda sabit
hizda donen rotatorda karismasi saglanmigtir. Karistirma sonunda nanopartikuller
miknatis ile ayrihp pH 7.4 fosfat tamponu ile 3 defa yikanmig ve 2 ml fosfat
tamponunda suspanse edilmigtir. IgG 1 ligandinin PHB/CMCs nanopartikillere

kimyasal olarak baglanma islemi agagidaki sekildeki gibidir.
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Sekil 3.4. 1IgG 1 ligandinin PHB/CMCs nanopartikillere kimyasal olarak baglanma

mekanizmasi

Elde edilen ligand baglanmis PHB/CMCs nanoplatformlari daha sonraki igslemlerde

kullaniimak Uzere +4°C’de saklanmistir.
3.2.7. Nanopartikullerin Sitotoksisite Calismalari

Hazirlanan nanopartikillerin boyut dagihmi, ylzey yuku gibi 6zellikleri belirlenmisg
ve partiklller gesitli fizikokimyasal karakterizasyon iglemlerinden gegirilmistir. Elde
edilen bulgulara ilave olarak, daha sonraki hayvan ¢alismalarinda kullanilan bu
nanoplatformlarin biyolojik yénden guvenilirlikleri bir baska deyisle biyolojik
uyumluluk testleri 1SO 10993-5 no’lu uluslararasi standarda uygun olarak

gerceklestirilmigstir.

Bu calismalar kapsaminda farkli derisimlerde (1, 10, 25 ve 50 ug/ml) ve farkli
formulasyonlara sahip nanoplatformlar belirtilen 1SO standardinda yer alan
standart hicre hatlarindan biri olan L929 fare fibroblast hucreleri Gzerine
sitotoksisitesi MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
testi ile incelenmigtir. L929 hicreleri %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 penisilin-
streptomisin iceren DMEM-F12 besi yeri ile 37°C’'de, %5 COs ortaminda kiiltire

edilmistir.
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Calismada 5x102 hiicre/ml konsantrasyonda L929 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara
ekilmigtir. Hucreler bir gece etluvde inkube edilmigtir. Nanopartiklller, sterilizasyon
islemi icin UV 1sik altinda 30 dakika bekletilmisti. Daha sonra farkli
konsantrasyonlardaki nanopartikiller hicre kaltir vasati ile dilue edilerek
hazirlanmis ve her bir kuyucuga 200ul pipetlenmistir. Plaklar 24 saat boyunca
etivde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra, plaklardaki nanopartikiil
iceren vasat atilmig yerine 13 pl MTT solisyonu, 100 pl taze vasatla birlikte
pipetlenmistir. Plaklar 4 saat sure ile etlvde inkube edilmistir. Bu inkibasyon
sonrasinda yine plaklardaki vasat atiimis ve 100 pl 0.08M HCI igeren saf
izopropanol kuyucuklara pipetlenmistir. Plaklar 30 dakika oda isisinda karanlikta

inkiibe edilmis ve daha sonra 570 nm’de mikroplak okuyucusunda okutulmustur.

Kontrol c¢alismasinda hicreler sadece hucre kultir vasati ile etkilegtiriimistir.
Alinan absorbans yluzde yuz olarak kabul edilmig, test kuyucuklarindan alinan
absorbanslar ile karsilastirilarak nanopartikullerin sitotoksisiteleri % canlilik olarak,

asagida verilen formadl yardimi ile hesaplanmigtir.
%Canlilik= OD (numune)x100/0D (kontrol)

Kardiyovaskuler sistem rahatsizliklari s6z konusu oldugunda canli sistemde
karsilagilacak hlcre hatlarindan duz kas hucreleri ve damar endotel hucreleri tez
calismamizda model hicre hatlari olarak kullaniimigtir. Yapilan ¢alismalarda L929
hicreleri 5x103 hiicre/ml, A7r5 hucreleri 7x10° hicre/ml ve HUVEC'ler ise 8x103
hicre/ml konsantrasyonda 96 kuyucuklu plaklara ekilmistir. Ligand takil
Nanoplatformlarin hicre etkilesimleri bir dnceki bélumde, sitotoksisite deneylerine
benzer gekilde gergeklestiriimis ve yuzde hucre canlihgi degerleri ayni

formulasyon ile belirlenmistir

3.3. Manyetik Nanoplatformlarla Yapilan In Vivo Galigmalar
2010/14 dosya numaral ve ‘Kardiyovaskuler Sistem Rahatsizliklarinin Teghis ve
Tedavisinde Nanoteknolojik Yaklasimlar isimli calisma Hacettepe Universitesi

Hayvan Etik Kurul Komitesi tarafindan onaylanmistir.

3.3.1. Siganlarda Aterosklerotik Plak Olusturulmasi
Nanopartikullerin hayvan uygulamalari icin 36 adet erkek, sekiz haftallk Wistar
albino 1rki sigan, sekiz hafta boyunca % 1 hayvansal yag katkili standart sigan

yemi ile beslenmigtir [109]. Hayvanlarin sularina herhangi ekstra bir sey
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katilmamisg, serbest su alimlari saglanmistir. Sekiz hafta sonrasi diyet ile beslenen
hayvanlarin ve standart sican yemi ile beslenen siganlarin; standart anestezi

altinda plak olusumunu incelenmek amaci ile MR goéruntuleri alinmistir.

3.3.2. Sican Aterosklerotik Plaklarin MR ile Goruntlilenmesi
Diyet suresi bitiminde sicanlar Cizelge 3.1.’deki gibi gruplara ayriimistir.

Cizelge 3.1. Sekiz hafta boyunca % 1 hayvansal yag katkili standart sican yemi
ile beslenmis siganlarin gruplari.

Gruplar Sigan sayilari
Negatif Kontrol 6
Pozitif Kontrol 6

I[gG1/PHB-CMCs Np 1.gin 6

IgG1/PHB-CMCs Np 3.giin 6

An-5/PHB-CMCs Np 1.gin 6

An-5/PHB-CMCs Np 3.gin 6

MRI incelemelerinde oncelikli olarak hayvanlarin kardiyovaskuler anatomisi tespit
edilmistir. Daha sonra standart yem ile beslenen sican ve kolesterolce zengin

diyetle beslenen si¢anlarin aortlari incelenmistir.

IgG 1 ve An-5 takili PHB-CMCs nanopartikulleri total hacim 200 ul serum fizyolojik
icerisinde 50 upg/ml konsantrasyonda hazirlanmistir. Operasyonlarin  tamami
aseptik kosullar altinda yapilmistir. Siganlara sistemik anestezi igin intraperitonal
yolla 40 mg/kg ketamin ve 1mg/kg ksilazin verilmistir. Siganlarin sag femoral ven
hatti belirlenmis (Sekil 3.5.) ve bu yolla nanopartikiller enjekte edilmistir.

Enjeksiyondan sonra operasyon hatlari suturlanmigtir.
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Sekil 3.5. In vivo hayvan ¢alismalari

IgG 1 ve Anneksin-A5 ile modifiye edilmis PHB-CMCs nanopartikil enjekte edilen
sicanlar rastgele 1. gun ve 3. gun olarak ayrimistir ve 1. gun grubundaki
siganlarin MR incelemeleri ayni gun yapilmigtir. Enjeksiyonlardan u¢ gun sonra ise

3. gun grubundaki siganlarin MR incelemeleri yapiimistir (Sekil 3.6.).

Sekil 3.6. Siganlarin MR ile géruntilenmesi

3.3.3. Biyokimyasal Analizler

3.3.3.1. Kalp ve Damar Dokusunun Homojenizasyonu

1. ve 3. gun MR incelemeleri tamamlanan hayvanlarin serumlari alindi ve akciger,
karaciger, dalak, kalp ve bdbrekleri c¢ikartildi. Doku o6rnekleri 6nce kani
uzaklastirmak icin soguk distile suyla yikandi. Dokular hassas terazide tartilip,
1/10 oraninda fosfat tamponu ile diliie edildi. Daha sonra homojenizatérle 9600
devir/dk'da 60 saniye sureyle mekanik olarak homojenize edildi. Burada
parcalanan numuneler 30 saniye slreyle sonifikasyon islemine tabi tutuldular. Bu
sure sonunda elde edilen % 10'luk homojenatlar, +4°C'de 5 dakika sureyle 3500

g'de santriflj edilerek stpernatantlar elde edildi. Bu supernatantlarda glutatyon,
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malondealhehid (MDA), ileri oksidasyon protein Urlnleri (AOPP), superoksit

dismutaz (SOD), nitrit ve nitrat dizeyleri 6l¢uldu.

3.3.3.2.Serum/doku MDA diizeyleri

Serum/doku MDA duzeyleri Ohkawa ve arkadaslarinin tarif ettigi yonteme goére
tayin edilmigtir. Bu yontemin ilkesi; homojenattaki proteinlerin sodyum dodesil
sulfat (SDS) ile baglanmasindan sonra 6rnekte bulunan MDA’nin ortam pH’si 3,5
oldugu kosullarda tiobarbitlrik asit (TBA) ile olusturdugu komplekse bagh kirmizi

rengin 532 nm’de spektrofotometrik élcimuine dayanir [110].

3.3.3.3.Serum/AOPP ol¢iimiu
Serum/AOPP o6lgimu Witko’nun metoduna goére yapilmistir. 1,6 ml PBS, 0,4 mi
numune, 0,1 ml Kl ve 0,2 ml asetik asit sirasiyla eklenerek 340 nm’de koére karsi

okutulmustur [111].

3.3.3.4. Nitrit ve Nitrat tayini
NO’nun UrUnleri olan nitrit ve nitrat tayini Griess yonteminin esas alindi§i Miranda

K.M. ve arkadaslarinin galigmalari dikkate alinarak gerceklestirilmistir [112].
3.3.3.5. Siiperoksit dismutaz (SOD) Tayini
Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, doku ekstrati SOD aktivitesi, Yi-Sun’un

1988'de tanimladigi, ksantinin ksantin oksidaz ile O:" olusturmasi ve bunun da

NBT ile renkli bir bilesik olusturarak bu renk siddetinin spektrofotometrik olarak

Olculmesi esasina dayanir. Ortamdaki SOD aktivitesi ne kadar fazla ise Oz "yi
ortadan kaldiracagi icin olusan rengin siddeti o kadar az olacaktir [113].

3.3.3.6.Glutatyon Tayini

Glutatyonunun dlgumu, Ellman’in yontemiyle yapilacaktir. Bu yontem, hafif alkali
ortamda, 5,5'ditiyobis 2-nitrobenzoik asidin (DTNB, Ellman reaktifi), hlcredeki
alifatik tiyol bilesikleriyle reaksiyonu sonucu her molekil tiyol basina olusan, p-
nitrofenol anyonunun miktarinin spektrofotometrik olarak olgulmesi esasina
dayanmaktadir [114].

3.3.4. Histopatolojik Analiz
Histolojik incelemeler icin pozitif ve negatif kontrol grubu siganlardan iki adet sigan
aortu cikartilmis ve %10 formaldehid ile fikse edildi ve normal oda isisinda kapall

kapta saklandi. Dokular rutin alkol ve xylol serilerinden gegirilerek yuzeyi dizgun
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kartondan yapiimis dikdortgen seklindeki kuguk kutular igerisinde bloklandi.
Dokular parafinle bloklandiktan sonra mikrotom ile 5 mikron kalinhdinda ince
kesitler yapildi. Daha sonra abdominal aortta Prusya mavisi, hematoksilen-eosin
ile boyanmis ve demir igeren nanopartikullerin akiUmulasyonu ve aterosklerotik

lezyonlar mikroskop altinda 400x buylUtmede histolojik ydnden incelendi [115].

Prusya mauvisi ile inceleme igin dokular Thermo Excelsior Es doku takip cihazinda
doku takibine alinmistir. Thermo Histostar cihazinda parafin bloklara alinan
numunelerin Leica RM2255 ultramikrotomda 6 p kalinliginda kesitleri alinmistir.
Preparatlar deparafinize edildikten sonra hidroklorik asit ve potasyum ferrosiyanid
solUusyonlarinda 10 dakika bekletiimistir. Cesme suyunda 4 dakika yikandiktan
sonra distile sudan gegiriimis ve nuclear fast red soliusyonunda 5 dakika
bekletilmistir. Cesme suyunda 4 dakika yikanan preparatlar %96’lik alkolden

gegcirilerek ksilole alinmigtir. Ksilolden ¢ikarilan preparatlar entellanla kapatiimistir.

Hematoksilen-eosin boyama igin dokular Thermo Excelsior Es doku takip
cihazinda doku takibine alinmistir. Thermo Histostar cihazinda parafin bloklara
alinan numunelerin Leica RM2255 ultramikrotomda 6 p kalinhiginda kesitleri
alinmistir. Daha sonra preparatlar 1. ksilende 10 dakika, 2. ksilende 10 dakika
bekletilmistir. Sonrasinda 1. alkolde (% 96) 2 dakika, 2. alkolde (% 96) 2 dakika
bekletilmistir ve preparatlar musluk suyunda 1- 2 dakika yikanmistir. Preparatlar
hematoksilende 5 dakika bekletiimis ve musluk suyunda 3 dakika yikanmigtir.
Daha sonra preparatlar asit alkole 2-3 defa daldiriimis ve musluk suyunda 1 — 2
dakika yilkanmigtir. Sonrasinda preparatlar amonyak solisyonuna 10 defa
daldirimis ve musluk suyu ile yikanmistir. Sonrasinda preparatlar eozinde 5
dakika bekletiimis ve musluk suyunda 3 dakika yikanmistir. Daha sonra
preparatlar 1. alkolde (% 96) 1 dakika, 2. alkolde (% 96) 1 dakika bekletilmistir ve
preparatlar kurutulmustur. Sonra preparatlar ksilende 3 dakika bekletiimis ve

Uzerine entellan damlatarak lamel ile kapatiimigtir.

Mikroskop sahasinda gbzlenen damar kesitleri fotograflarla tespit edildi
(H.E.X400).
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3.4. Kopuk Hiicre Olugsum Modeli

3.4.1. Okside LDL’nin Elde Edilmesi

20 mg CuS04.5H20 tartilip 80 ml'ye distile su ile tamamlandi. LDL 6rnekleri (100
Mg protein/ mL (Fosfat Tamponu) PBS) Uzerine hazirlanmig olan CuSOa4 ¢ozeltisi
son konsantrasyonu 10 pM olacak sekilde ilave edildi. LDL igeren bu tupler
oksidasyonun gergeklesmesi icin 24 saat 37 C’ de etlivde inkiibasyona birakildi.
Oksidasyondan sonra reaksiyonu sonlandirmak igin érneklere 1.5 mM (Etilen

diamin tetraasetik asit) EDTA ilave edildi.

3.4.1.1. Okside LDL’nin Diyalizi

Okside-LDL’de diyaliz EDTA’y1 ve diger safsizliklari uzaklastirmak amaciyla
yapildi. Diyaliz igleminde selliloz membrandan yapiimis 12-14 kDa gozenekliligine
sahip diyaliz torbasi (Sigma, D 9777) kullanildi. Yari gecirgen bir zar olan diyaliz
torbasi EDTA ve kuguk molekullerin disari ¢ikmasina izin verirken tamponun da
iceri girmesini saglar. Bunun sonucu olarak da diyaliz sirasinda membran ylzey
alani artar. Denge konsantrasyonuna erisildiginde, ¢dzinenlerin dagilimi her iki
yonde de ayni olmaktadir. Deneyler sirasinda kullanilan tim LDL ve okside-LDL

ornekleri diyaliz islemiyle saflastirildiktan sonra kullaniimigtir.

3.4.1.2.Diyaliz Torbalarinin Hazirlanisi ve Diyalizin Yapiligi

Diyaliz torbalar yaklasik 4-5 cm ebatlarda kesildi, 100 mM NaHCOs3-10 mM
Na2EDTA (pH 7,4) ¢Ozeltisi icerisinde, 60°C’de 2 saat boyunca surekli ve yavascga
karistinlarak acilmasi saglandi. 10 mM EDTA-10 mM PBS (pH 7,4) ¢ozeltisi ile
yikandi ayni ¢Ozelti icinde 4°C’de saklandi.

Diyaliz torbalarina yerlestirilen okside olmug LDL 6rnekleri 6nce 10 mM EDTA-10
mM PBS (pH 7,4) tamponu ile 24 saat, daha sonra 10 mM PBS (pH 7,4) tamponu
ile yine 24 saat her 3-4 saatte bir tamponlar degistirilerek, 4°C’de, karanlikta ve
surekli karigtirilarak diyaliz edildi. ilk asamada EDTA’lI tampon kullaniimasinin
nedeni bakir ¢dzeltisiyle baslatilan oksidasyonun sonlandiriimak istemesindendir.
Ornekler diyalize tabi tutularak, diger islem basamaklarinda saf kullaniimasi

amaclanmistir.

3.4.2.0kside LDL Karakterizasyonu
3.4.2.1.MDA Kalibrasyon Egrisinin Olugturulmasi
Malonaldehyde bis- dimetilasetal’ in (MDA) 10 mMlik stok solusyonu

hazirlandiktan sonra 4-160 yM aralhidinda standart konsantrasyonlari hazirlanarak
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deney protokollndeki érneklerde oldugu gibi 200 uL hacmin kullaniimasiyla elde
edildi. 4- 160 pM konsantrasyon araliginda 13 olgum yapildi ve elde edilen
degerler grafige yerlestirilerek grafikten standart egrisinin egimi bulundu ve bu

deger MDA hesaplanmasinda formul Gzerinde kullanildi.

3.4.2.2.MDA Tayini

LDL ve okside edilen LDL orneklerinde MDA duzeyleri tayini i¢cin Beuge'nin gift
kaynatmali tiyobarbiturik asit reaktivitesi metodu kullanarak ol¢uldu Bu metod, lipid
peroksidasyonu yikim urtnlerinden olan MDA’nin TBA (Tiyo barbitlrik asit) ile
reaksiyona girmesi sonucu olusan pembe renkli kompleksin 532 nm dalga
boyunda verdigi absorbansin spektrofotometrik olarak o6lgulmesi prensibine
dayanir [116]. 0.5 ml PBS igerisindeki LDL o&rnekleri, Uzerine 2.5 ml % 10’luk
trikloroasetik asit eklenerek karistirildi. 60 dakika kaynatildi ve 4°C sogutuldu.
5000 devir/dk’da 10 dakika santrifij edildi. 2 ml supernatan alinip, Uzerine 1ml %
0.67’lik tiyobarbiturik asit eklendi. Tupler karistirildiktan sonra 15 dakika kaynatildi
ve hemen sogutuldu. 532 nm’de absorbanslari, numune yerine distile su konularak

hazirlanan kore kargi okundu.

Sonuclar, MDA-TBA kompleksinin 532 nm’deki molar ekstinksiyon katsayisindan

(€=2.94 (11J10* M1 cm™) yararlanilarak nanomol/mg protein olarak hesaplanmistir.

3.4.2.3.Goreceli Lipid Elektroforetik Mobilitesi

LDL ve Okside edilmig LDL ornekleri agaroz jel elektroforezi yapilarak elekroforetik
mobiliteleri saptanmistir. Ornekler %0.5’ lik agaroz jele yiklenerek 100 Voltta,
50mA 50 mM barbitirik asit (pH 8.6) icerisinde 60 dk elektroforez yapildi. Daha
sonra, jel 60% metanol, 30% su ve 10% asetik asit iceren ¢ozelti ile 60 dk fikse
edilmis ve 80 °C olan firnda kurutulmustur. 0.06% Sudan black B ile boyanarak

goOrunttlenmistir. Sonuglar yuratilen mesafe agisindan ifade edildi [117].

3.4.2.4.ApoB Frakmentasyon Tayini

LDL ve Okside edilmis LDL ornekleri 3% SDS, 10% gliserol, and 5% bromofenol
iceren ¢ozelti ile 95 °C 15 dk denature edilmistir. Daha sonra 6rnekler, 100 Voltta
60 dk, SDS-PAGE (8%) elektroforezine tabi tutulmustur. Elektroforez igleminden
sonra jel, 60% metanol, 30% su ve 10% asetik asit iceren ¢ozelti ile 60 dk fikse
edilmis ve 60-70C’de 30 dk kurutuldu, Coomassie mavi ile jel 15 dk maruz
birakildi. Jel daha sonra % 20 lik etanol ¢ozeltisi ile boya giderme islemine tabi

tutularak goruntulendi [118].
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3.4.3. insan Monositinden Makrofaj Farkllagtiriimasi

THP-1 (TIB-202), insan monosit hicre hatti, ATCC firmasindan satin alinmistir.
Hucreler %5 CO: ile %10 cenin dana serumu (PAA, Linz, Avusturya), 2 mM/L-
glutamin (Sigma) ve %1 antibiyotik-antimikotik ¢dzelti ile takviye edilmis RPMI
1640 ortami iginde nemlendiriimis bir inkubator iginde kultire edildi. THP-1
monosit hlcreleri Yazihan ve arkadaslarinin anlattigi gibi 100 ng /ml forbol 12-
miristat-3-asetat (PMA) ilave edilmesi ile 48 saat inkiibe edilerek makrofajlara
farkhlastinlmistir ~ [119]. Deney baslatildiktan 1 gin sonra PMA iceren RPMI
medyumu ortamdan uzaklastirarak, taze hazirlanmig PMA icermeyen RPMI
medyumu ile yenilendi.

3.4.3.1. insan Monositinden Makrofaj Farklilagtiriimasinin  Morfolojik
Incelemesi

Morfolojik inceleme icin, hicreler, 6 cm capindaki plastik hicre kultira petri
tabaklar icinde inkube edildi. Farklilasmamigs THP-1 monosit hucreleri ve
farkhlastirilmis makrofaj hicreleri faz kontrast mikroskobunda incelenmistir. (Leica
DMR epifluorescence microscope, Germany).

3.4.3.2. THP-1 Monosit Hiucrelerinin Makrofaja Donusturulmesi Akis
Sitometrik Histogramlar ve Degerlendirmeleri

CD14 yuzey marker hicre aktivasyonu ve miyelomonositik hicre farklilagsmasinin
Onerilen bir gostergesi olmustur. THP-1 monosit hlcrelerinde CD14 ifade
seviyeleri, hem naiv (monositler) hem de PMA ile uyarilan (makrofajlar) hicrelerde
akis sitometri ((Beckman-Coulter FC 500, CA, USA) ile degerlendirildi. CD 14
isaretlenmesini yapabilmek icin hicreler fikoeritrin (PE)-etiketli CD14 antikoru ile
+4°C de 60 dk sureyle inkibe edilmistir. Fosfat tamponu (PBS) ile yikandiktan
sonra hucreler, RPMI ortami icinde suspansiyon haline getirilmistir. CD14 ile
isaretlenen hucreler flow sitometri ile degerlendirildi. Floresan Olgimler 488 nm'lik

bir uyarma dalga boyu ile 575 nm emisyon dalga boyunda olguldu.

3.4.4. Kopuk Hucre Olusumu ve Karakterizasyonu

THP-1 monosit ve farkllastirilan makrofaz hucrelerine, (100 pg protein/ mL PBS)
LDL ve o-LDL medyum igerisine ilave edilerek 24 saat 37 °C de inkibe edildi.
Asagidaki deney gruplari olusturuldu:

e THP-1
e THP-1+LDL
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e THP-1 + okside-LDL
e MAKROFAJ (MQ)

e MQ +LDL

e MQ + okside-LDL

Elde edilen kopuk hicrelerin hicre kultirh supernatanlari alinarak, TNF-a, IL-6 ve
midkin seviyeleri 2, 6, 24 ve 48 saat sonra ELISA yontemi ile dlgiimuastir. TNF-q,
IL-6 ve midkin testlerinin en dlstUk dedeksiyon seviyeleri sirasiyla 16 pg/ml, 32

pg/ml ve 300 pg/ml olarak bulunmustur.

Elde edilen kopuk huacrelerin lipid profilleri karsilastirilarak hucreye lipid alimi

karakterize edilmigtir.

Elde edilen kdplUk hucrelerinin supernatant ve sitoplazmalarinda reaktif oksijen
turlerinden MDA ve reaktif nitrojen turleri yukarida bahsedildigi sekilde tekrar

edilip, degisimler istatistiksel olarak belirlenmistir.

3.4.4.1.Kopiik Hucre Sitotoksisite Caligmalari

Elde edilen makrofajlara son konsantrasyonu 100 pg/mL olan Okside-LDL ilave
edilerek 24 saat etlivde inkube edileceklerdir. Hlcrelerin sitotoksisiteleri MTT (3-
(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoluim bromide; Thiazolyl blue) yontemi
kullanilarak incelenecektir, inkUbasyondan sonra plaklardaki vasat atilarak,
kuyucuklara 100 ul 0,08M HCI iceren saf izopropanol pipetlenecektir. Plaklar 30
dakika oda isisinda karanlikta inkibe edilecekler ve daha sonra 570 nm’de
mikroplak okuyucusunda okutulacaktir. Kontrol caligmasinda hucreler sadece
hidcre kultur vasati ile etkilestirilecektir. Alinan absorbans yluzde yuz olarak kabul
edilip, test kuyucuklarindan alinan absorbanslar ile kargilastirilarak optik dansite
olarak ifade edilmistir [119].

3.4.5. Képiik Hiicre Membran izolasyonu

Hucre membraninin deterjan direncli diguk yogunluklu bir kismini elde etmek igin
Brown ve Rose’ un gelistirdigi yontem kullaniimigtir [120]. Hucreler hazirlanan liziz
tampon (5 mM Tris—HCI; pH 7.4 ve proteaz Inhibitdér kocktail) igerisinde
toplanmistir. Toplanan lizat 450xg de 10 dk santrifijlenerek, cekirdeklerinden
aynistinilmistir (pelet uzaklastinimigtir). Daha sonra hiicre membranini elde etmek
icin alinan supernatant mekanik yontemle parcalanarak, 100,000xg de 30 dk

santrifij edilmistir. Elde edilen pelet 250 pl liziz tampon igerisinde ¢ézinmustar.
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Orneklerin protein icerikleri mini Bradford testi ile hesaplanmistir [121]. Elde edilen

ornekler protein galismalarinda kullaniimak tzere -80 °C de saklanmigtir [122].

3.4.6. Matriks Destekli Lazer Desorpsiyon- iyonlagmali Kiitle

Tum kutle spektrumlar, Voyager-DETM PRO MALDI-ugus zamanli-kitle
Spektrometresi (Applied Biosystems, Amerika) ile elde edilmistir. Sistemde 337
nm dalga boyunda c¢alisan azot lazeri (Spectra Physics, USA) kullaniimis ve
uygulanan lazer enerjisi gerekli oldukga degistiriimistir. iyonlara yaklasik 20 kV
kadar bir hizlandirma potansiyeli uygulanmistir. Butin analizler esnasinda
sistemdeki vakum 5X10® torr dederinde, analizler igin oldukga elverigli diizeyde
tutulmustur. Spektrumlar lineer modda alinmistir. Kitle spektrumlari yaklasik 100
lazer vurusu sonucu toplanarak elde edilmis ve kutle hatalarini duzeltmek igin
anjiyotensin (1296.5 g/mol), insulin (5733.5 g/mol) ve bradikinin (1060.2 g/mol) ile
kitle kalibrasyonu gergeklestiriimistir. Son olarak spektrumlar bilgisayara

kaydedilmigtir.

3.4.6.1. MALDI-MS analizleri i¢in 6rnek hazirlama

Tam galigsmalarda protein analizleri igin 3,5-Dimetoksi-4-hidroksi-sinnamik asit (%1
TFA iceren 1:1 su-asetonitril karisiminda, 10 mg/mL derisimde) MALDI matriks
kullaniimistir. Protein ¢ozeltisi:matriks ¢ozeltisi orani 1:10 (hacimce) olacak sekilde
iyice karistirlip homojen hale getirildikten sonra elde edilen 6rnek-matriks
karigimlari bir MALDI 6rnek plakasindaki her bir spota 0.5 ile 1.0 yL hacimleri
arasinda uygulanip ag¢ik havada kurutulmustur. Kuruyan ornekler MALDI-KUtle

Spektrometresi ile analiz edilmistir.

3.4.6.2.Enzimatik Pargalama

Membran izolasyonuna tabi tutulan hicre 6rneklerinden (100ul) alinip igerisine 20
gl tre ve 1 yl 1M 1-4-dithiotheitol (DTT) eklenerek 1 saat 37° C de bekletilmistir.
Bekletilen ornekler alinarak igerisine 20 pul 200mM lodaasetat eklenerek karanlikta
1 saat 37° C de bekletilmigtir. Daha sonra 4 ul 1M DTT ve 60 uyl 25 mM Amonyum
Bikarbonat ¢ozeltiye ilave edilmigtir. Kullanilan batlin ¢ozeltiler 25 mM Amonyum
Bikarbonat (pH= 7.8) g¢ozeltisi ile hazirlanmigtir. Proteinler, bu konudaki
calismalarda en sik kullanilan proteolitik enzim olan tripsin ile arjinin ve lizin
aminoasitlerinin karboksil uglarindan pargalanarak daha kuguk peptit birimlerine
ayriimiglardir. Tripsin enzimi, KH2PO4 ¢dzeltisi icerisinde hazirlanmistir. islemlere

tabi tutulan protein ¢ozeltisine tripsin enzimi (enzim/ protein orani, 1:30 mol olarak)
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eklenerek 18 saat 37° C de inkube edilmistir. Enzimatik pargalama sonrasi elde
edilen ornekler ESI-qToF-MS cihaziyla analiz edilmek Uzere — 80 ° C de

saklanmigtir.

3.4.6.3. ESI- MS Galigmalari
inkiibasyon sonrasi elde edilen érnek 2 pL akis hizi 0.3 ml/ dk olacak sekilde
ayarlanmigtir. Zorbax Extend C18 (gozenek boyutu1.8 pM, uzunluk 2.1x50 mm)

kolonu kullaniimistir.

Analizde kullanilan mobil faz 1; asetonitril:su 3:97 % oraninda hazirlanmis ve %
0.1 formik asit ilave edilmistir. Mobil faz 2; asetonitril:su 97:3 % oraninda
hazirlanmis ve % 0.1 formik asit icermektedir. Gradyen ¢alismada, ilk 2 dakika %
100 mobil faz 1 uygulanmis ve 20. dakikaya ulasildiginda % 55 oraninda kalacak
sekilde kolondan gegcirilmistir. 30 dk sonunda % 10 Iluk orana ulagiimis ve
devaminda 10 dakika sureyle % 10 mobil 1 fazi kolonda tutulmustur. Cihazda
ESI-qToF-MS (Agilent 6530, USA) yazilimi kullaniimis ve oto MS/MS modunda
veriler elde edilmistir. MASCOT arama motorunda MS/MS sonuglari analiz

edilerek yapi tayini gerceklestirilmigtir.

3.5. istatistiksel Analiz

Calismamizda, sonuglar ortalamazstandart sapma olarak ifade edilmistir. Gruplar
arasindaki farklarin saptanmasinda One Way ANOVA kullaniimistir.
Korelasyonlarin  deg@erlendirimesinde  Scheffe testinden  yararlaniimigtir.
Degerlendirme esnasinda 0.05'in altinda olan p degerleri istatistiksel olarak
anlamli kabul edilmistir. BUtln istatistiksel incelemeler SPSS-18 istatistik programi

yardimiyla yapiimigtir.
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4. DENEYSEL BULGULAR ve TARTISMALAR

Tez calismalari kapsaminda degisik polimerik 0zelliklerde nanoplatformlar
hazirlanmis ve kararterize edilerek, kardiyovaskuler sistem rahatsizliklarinda
halihazirda kullanilan ligandla etkilestirilerek in vivo caligmalari yapilmigtir. Tez
calismasinin esas amaglarindan olan yeni ligandlarin bulunabilmesi amaciyla
insan hucreleri kulanilarak aterosklerotik plak olusum modeli gelistirilmistir.
Calismalar lineer bir planda gerceklesmedigi icin bulgular ve tartisma kismi Ug
farkh alt basliga bolunmustar.

4.1. Nanoplatformlarin Hazirlanmasi, Karakterizasyonu ve Ligand Caligsmalari
4.1.1. Nanoplatformlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

4.1.1.1. Manyetik Nanopartikullerin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
Belirtilen iglem basamaklari uygulanarak elde edilen Fes3O4 nanopartikillerin
morfolojik incelemeleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ve atomik kuvvet
mikroskobu (AFM) ile karakterize edilmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.1. ve

4.2.de sirasiyla verilmigtir.

HFW HV spot| mag O | det ~.tl\t V
870 nm |15.00 kV| 3.0 [294 419 x |[ETD |0 °| 8.8 mm

Sekil 4.1. Fe3O4 nanopartikullerin SEM goruntusui
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Sekil 4.2. Fe3O4 nanopartikillerin AFM goéruntisu

Sentezlenen demir oksit nanopartikullere ait SEM goruntuleri detayli bir sekilde
incelendiginde, elde edilen demir oksit nanopartiklller, 11-20 nm boyut arahiginda
ve kuresel formda oldugu, agregasyonlarin minimal dlizeyde olustugu
goOrulmektedir. Kuglk boyutlardaki nanopartikullerin  goéruntilenmesinde AFM

tekniginden de yararlaniimigtir.

Elde edilen AFM goruntisinde demir oksit nanopartikullerin dar bir aralikta
bulundugu gézlenmistir (Sekil 4.2.). AFM gorintilerinden elde ettigimiz sonugta
da, nanopartikillerin kiresel boyutta oldudu, agregasyonun minimal dizeyde

olustugu gorulmektedir.

Tez kapsaminda kullaniimak Uzere oOncelikle manyetik nanopartikiller (FesOa,
demir oksit nanopartiktlleri) sentezlenmistir. Bu amacgla grubumuzda daha 6nce
kanser tedavisinde hipertermi uygulamalari igin geligtirilen nanopartikiller igin
kullanilan ~ metodoloji  kullaniimistir.  Elde  edilen  sonuglar literatirle
karsilagtinimistir. Wei-Wen Liu ve ark. [123] yaptiklarn calismada demir oksit
nanopartikilleri degisen molaritelerde HCI ¢ozeltisi  kullanilarak anyonik

degisimlerle yaklasik 20-25 nm araliginda sentezlemiglerdir. Bir diger ¢alismada
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ise [124] demir oksit nanopartikiller bu ¢alismada kullanilan ¢oktirme teknigi ile
hazirlanmis ve 15-25 nm arahidinda demir oksit nanopartikiller elde edilmistir.

Calismada elde ettigimiz sonuglar literatirt dogrular niteliktedir.
Coktiirme Ajanin Manyetik Demir Nanopatrtikiillerin Boyut Dagilimina etkisi

Kardiyovaskuler sistemlerde kontrast ajan olarak kullanilacak nanopartikillere
gerekli manyetiklik 6zelligi saglamak amaciyla amonyak derigim degeri 1, 1.25 ve
1.5 M olarak denenmis ve yapilan deneyler tekrarlanmigtir. Yapilan calismalar
sonunda istenilen degerlere (20 nm’nin altindaki blyukltklere) 1 M’lik amonyak

derisimi kullanilarak ulasilmistir.

Degisen amonyak derigimi ile olusan nanopartikillerin yuzey enerjisinin degistigi
gorulmektedir. Elde edilen nanopartikiller 15-25 nm araliginda olsa da, yuzey
yukleri ve kararhliklari ¢ok farkh bulunmustur. 1.25 ve 1.5 M amonyak derigimi
kullanildigi zaman, nanopartikuller yuzey enerjisini dusurup daha kararli hale
gelebilmek icin birka¢ yumag: birlegtirerek agregasyon olusturma egilimindedirler.
Ancak 1 M amonyak kullanildigi zaman sentezlenen demir oksit nanopartikullerin
boyut dagilimlari incelendiginde, daha dar ve tek bir boyut dagihmina sahip
olduklari goérilmustir. Elde edilen sonuclar zeta sizer yontemiyle Sekil 4.3'te

gOsterilmektedir.

Size Distribution by Intensity

[ TR B R L L EETETE R E R :
QO crr e .................. ................. .................

Intensity (%)
(=]

0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm})

Record 214: demirl 2000 |

Sekil 4.3. Manyetik Demir Oksit Nanopartikillerin Zeta Sizer Grafik gosterimi

4.1.1.2. Manyetik PHB/CMCs Nanopartikillerin Karakterizasyonu
PHB/CMCs nanopartikullerin hazirlanmasinda kullanilacak olan karboksimetil

(CMCs) polimer matriksi, dustik molekul agirlikli kitosan kullanilarak uretilmis ve
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FTIR spetroskopisi kullanilarak karakterize edilmistir [125, 126]. Sentezlenen
CMCs polimer matriksinin karakterizasyonu ayrica literatirle karsilastirilarak
dogrulanmistir [127, 128].

Manyetik PHB/CMCs Nanopatrtikiillerin Morfolojik Ozellikleri

Sunulan c¢alismalar [125, 126] kapsaminda hazirlanan PHB/CMCs
nanopartikallerin ~ SEM  goruntust  Sekil 4.4'te  verilmigtir.  Hazirlanan
nanopartikullerin kiresel formda ve monodispers yapida oldugu gorulmus ve AFM
verilerinden yapilan hesaplamayla boy boy dagilimlarinin 170-290 nm araliginda

oldugu hesaplanmigtir.

| HFW HV ispot"f mag O | det [tilt] WD ——— 300 nm

1.08 um 15.00 kV| 3.0 | 237 018 x |[ETD |0 ° 9.1 mm UNAM

Sekil 4.4. Manyetik PHB/CMCs nanopartikullerin SEM goruntusu

PHB/CMCs Nanopatrtikiillerin Boyut Dagilimina Etki Eden Parametreler

Yapilan caligmada kullaniimak Uzere en uygun boyutlara sahip partikullerin
hazirlanmasi igin gesitli parametreler incelenmistir. incelenen parametreler
detaylariyla Cizelge 4.1.de sunulmaktadir. Yapilan deneyler sonucunda 170-290
nm boyut araliginda PHB/CMCs nanopartikiller elde edilmistir.
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Cizelge 4.1. PHB/CMCs Nanopartikillerin Boy Boy Dagilimina Etki Eden

Parametreler

PHB-CMCs orani Homozenizator | Emulsifier Boyut PDI
(mg/mg)/ Coziicl Hizi(rpm) PVA
(mL) Orani(mg)
(50/30)/10 15000 200 292 0.328
(50/30)/10 20000 200 264 0.209
(50/30)/10 24000 200 256 0.167

(50/30)/10 24000 100 179 0.115
(50/30)/10 24000 200 256 0.234
(50/30)/10 24000 300 243 0.146
Yukaridaki tabloda gosterildigi gibi ¢esitli parametreler degistirilerek, farkl

boyutlarda nanopartikuller sentezlenmistir. Elde edilen nanopartikil boyutlari zeta

sizer cihazinda olgultup Sekil 4.5’ de gdsterilmistir.
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Size Distribution by Intensity

Irtersity (%)
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0.1 1 10 100 1000 10000

Size (d.nm)

Record 223; cmc-phb 12000 alt ]

Sekil 4.5. Manyetik PHB/CMCs Nanopartikullerin Zeta Sizer Grafik gosterimi

Yapilan deneyler sonucunda, ideal PHB/CMCs nanopartikili elde edebilmek igin
standart kosullar olarak homojenizatér hizi 24000 rpm, emiuilsifiyer olarak
kullanilan PVA miktari 200 mg ve PHB/Kloroform orani da 50/10 olarak segilmistir.
Bu asamadan sonra yapilmis olan galismalarda, nanopartikil Uretimine bu secilen

parametrelerle devam edilmigtir.

4.1.1.3.Manyetik PHB/Kitosan (PHB/Cs) Nanopartikillerin Karakterizasyonu
Manyetik PHB/Cs Nanopartikiillerin Morfolojik Ozellikleri

Sunulan c¢alismalar kapsaminda, hazirlanan PHB/kitosan nanopartikillerin
morfolojik 6zelliklerini incelemek amaciyla SEM ve AFM teknikleri kullaniimistir.
Elde edilen SEM ve AFM goruntuleri, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verilmistir. SEM ve
AFM goruntulerine bakildiginda nanopartikullerin ortalama boyutlar 200-250 nm

araliginda oldugu gorulmektedir.
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HFW | HV [spot| mag O | det [tilt ‘ 300 nm
1.18 ym|15.00 kV| 3.0 | 217 344 x [ETD |0 °| 9.1 mm UNAM

Sekil 4.6. Manyetik PHB/Cs nanopartikillerin SEM goruntusu
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Sekil 4.7. (A). Manyetik PHB/Kitosan Nanopartikillerin AFM fotografi (B).
Manyetik PHB/Kitosan Nanopartikillerin 3D AFM fotografi

66



Manyetik PHB/Cs Nanopartikiillerin Boyut ve Yiik Analizi

Hazirlanan PHB/Cs nanopartiklllerin  zeta sizer sonuglari  Sekil 4.8.’de

sunulmaktadir.
Size Distribution by Intensity
20 ...........................................................................................
15 ...........................................................................................
E
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E
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| Record 202; phb-cs 12000 |

Sekil 4.8. Manyetik PHB/Kitosan Nanopartikillerin Zeta Sizer Grafik gosterimi

Elde edilen Zeta Sizer sonuglarindan anlagilacagi gibi manyetik PHB/kitosan
nanopartikullerin ortalama buyukluklerinin yaklagik olarak 220-300 nm araliginda

oldugu gozlenmigtir.

Hazirlanan PHB/kitosan nanopartikillerin ylzey yukl incelenmis ve zeta
potansiyeli +24.8+13.5 mV olarak bulunmustur. PHB ve PHB/CMCs
nanopartikillere goére daha yuksek zeta potansiyeline sahip olmasinin nedeni,
kitosan molekllindeki (— NHs*) gruplarinin proton yUkidnin artmis olmasindan
kaynaklanmaktadir. Elde edilen sonuglar 10 tane 6rnegin ortalamasidir. Beklendigi

gibi kitosan polimerinin katyonik 6zelliginden dolayi pozitif 6zelliktedir [129].

Zeia Povertel Disriaction
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Sekil 4.9. Manyetik PHB/Kitosan Nanopartikillerin Zeta Potansiyel Grafik

Gosterimi
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PHB/Kitosan Nanopartikiillerin Boyut Dagilimina Etki Eden Parametreler

Yapilan c¢alismalar kapsaminda, ¢o6zicu buharlastirma yontemi kullanilarak,
partiktllerin hazirlanmasi igin homojenizator hizi, emulsifiyer konsantrasyonu ve
¢bzicl miktar1 degistirilerek bir dizi parametre incelenmistir. PHB/Kitosan
nanopartikullerin boyutuna etki eden parametreler belirlenmis olup, elde edilen
sonuglar detaylariyla alt basliklar halinde verilmektedir. Yapilan deneysel
calismalar sonucunda 200-255 nm boyut araliginda PHB/Kitosan nanopartikuller

elde edilmistir.
- Karistirma Hizi

Homojenizator hizinin partikil boyutuna etkisini incelemek amaciyla homojenizator

donus hizi 15000-24000 rpm arasinda degistirilmistir.

700 -~

600 -

500 -

400 -

300 -

(nm)

200 -

100 § § §
0 -

15000 20000 24000
Homojenizator Hizi (rpm)

PHB/Kitosan Partikiil Boyutu

Sekil 4.10. Homojenizatér Hizinin partikil boyutuna etkisi

Sekil 4.10'da goérialdugu gibi homojenizatér doénds hizi 15000-24000 rpm
araliginda arttinldiginda PHB/Kitosan nanopartikillerin  boyutlarinin azaldigi
gOzlenmistir. Homojenizatdor donus hizi azaldikga ortama aktarilan enerji miktari
azalacagindan partikil boyutu artmaktadir. Bunun yani sira Alleman ve ark.,
yaptiklari ¢alismada olusacak nanopartikilin son boyutunun, ortama aktarilan
damlaciklarin boyutlari ile iligkili oldugunu ve yuksek karistirma hizi polimer
¢Ozeltisinin daha kuglk boyutlu damlaciklara dagilmasina neden oldugunu
aciklamistir [130]. Yapilan calismada 15000 rpm homojenizator donuds hizi ile
uretilen nanopartikullerin boyutlari 563 nm iken; 20000 rpm’de bu deger 424 nm'’ye
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ve 24000 rpm’de de 249 nm’ ye dusmustur. Nanopartikillerin boy dagilim
indeksleri (PDI) sirasiyla; 0,612; 0,401; 0,254 olarak hesaplanmistir.

- Emiilsifier Konsantrasyonu

Emudlsifiyer oraninin partiktl boyutuna etkisine bakmak i¢cin PVA miktari 50 ile 500

mg arasinda degistirilmigtir.
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Sekil 4.11. PVA miktarinin partikil boyutuna etkisi

Emulsifiye edici ajanin turi ve konsantrasyonu emdulsiyon olusturma-cozicu
buharlastirma yonteminde olduk¢ca onemli bir parametredir. Nanopartikullerin
uretimi sirasinda olusan damlaciklar, parcaciklarin yigin olusturmasini ve
birlesmesini engelleyecek, bu da kugluk boyutlarda partikillerin olugsmasini
saglayacaktir. Yapilan galismada, emdulsifiyer olarak kullanilan PVA, sulu faz ile
polimer (organik faz) arasindaki ihtiya¢g duyulan ytzey gerilimini saglamaktadir.
Teorik olarak beklenilen bulgu, emiulsifiyer konsantrasyonunun artmasi ile kigtlen
nanopartikil boyutudur. Fakat yapilan ¢alismada, emdulsifiyer miktari ve partikil
boyutu arasinda bir baglanti olmadigi gézlenmistir. Sekil 4.11.’de de goruldugu
uzere, en kuguk nanopartikil boyutuna 100 mg PVA kullanilarak ulasiimaktadir.
PVA miktari 50 mg iken nanopartikul boyutu 418 nm; 100 mg iken 249 nm; 200 mg
iken 299 nm ve 400 mg iken 615 nm’dir. Nanopartikullerin boy dagilim indeksleri
(PDI) sirasiyla; 0,402; 0,285; 0,327;0,438 olarak hesaplanmistir.
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- Polimer/Céziict Orani

Polihidroksibutirat/Kloroform  oraninin  nanopartikallerin  boy-boy dagihimina
etkilerini incelemek amaciyla Polihidroksibatirat/Kloroform orani 2,5-7,5 (mg/ml)
araliginda degistirilerek nanopartikuller Uretilmistir. Polihidroksibatirat/Kloroform
orani kullanilarak yapilan deneylerde elde edilen partiklllerin boyut dagilimlari

Sekil 4.12°te sunulmustur.

e B

Sekil 4.12. PHB/Kloroform miktarinin nanopartiktl boyutuna etkisi

Polimer konsantrasyonunun nanopartikil cap boyutunu ve dagilimini 6nemli
Olcide etkiledigi literatir tarafindan  dogrulanmigtir.  Yiksek polimer
konsantrasyonu kullanildigi zaman daha buyuk boyutlarda nanopartikuller elde

edilmigtir. Sonuglarimiz literaturt dogrular niteliktedir [131].

Diger tum kosullar (30 mg Kitosan, 100 mg PVA, 24000 rpm homojenizator hizi)
sabit tutuldugunda, polimer konsantrasyonu arttikga viskozite artisindan dolayi
kayma etkisi engellendigi icin polimerin dispersiyon ortaminda dagilmasi zorlasir
ve bu durum partikil boyutunun artmasina neden olmaktadir [132]. Yapilan
calismalarda da partikil boyutunun, PHB/Kloroform oran arttikca arttigi
g6zlenmistir. Buna goére PHB/Kloroform orani 2,5 mg/ml iken partikil boyutu 249

nm, 5 mg/ml iken 309 nm ve 7,5 mg/ml iken 512 nm olarak gézlemlenmistir.

Ayrica PHB polimeri organik ¢odzlcu icerisinde ¢ozulmektedir ve yontemimizde
daha sonra sulu baska bir ¢ozelti ilave bu ¢ozucuye edilmektedir. Bu yaklasim ile,
organik ¢ozelti igerisindeki sulu faz varligi ile olusan partiklller arasinda hidrasyon
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kuvvetleriyle denge saglandigi gorilmustir. Tipik olarak polimer zincirinin polar
baglari partikullerin ylzeyi Uzerinde olusmaktadir. Boylelikle hem daha kuguk
boyutlarda nanopartikuller sentezlenmekte hem de agregasyon azalmaktadir.

Yapilan deneyler sonucunda, ideal PHB/Kitosan nanopartikilt elde edebilmek igin
standart kosullar olarak homojenizatér hizi 24000 rpm, emiulsifiyer olarak
kullanilan PVA miktari 100 mg ve PHB/Kloroform orani 2.5 mg/ml olarak
secilmistir. Bu agamadan sonra yapilmis olan ¢alismalarda, nanopartikul Gretimine

secilen bu parametrelerle devam edilmistir

4.1.1.4. Manyetik Dekstran Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
- Manyetik Dekstran Nanopatrtikiillerin Morfolojik Ozellikleri

Deneysel calismalar kisminda bahsedildigi Uzere hazirlanan manyetik 6zellige
sahip dekstran nanopartikillerin  morfolojik 6zellikleri, taramali elektron
mikroskobu (SEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) kullanilarak karakterize

edilmistir. Elde edilen goruntuler, Sekil 4.13°’te ve 4.14’te sunulmustur.

e

HFW | HV |spot| mag OO | det |tit] WD
1.08 pm 15.00 kv 3.0 | 237 016 x |ETD|0°|9.1 mm UNAM

Sekil 4.13. Manyetik Dekstran nanopartiktllerin SEM gorintis
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Sekil 4.14. Manyetik Dekstran Nanopartikullerin AFM goruntusu
Manyetik Dekstran Nanopartikiillerin Boyut ve Yiik Analizi

Hazirlanan dekstran nanopartikillerin zeta sizer sonuglari  Sekil 4.15te

sunulmaktadir.

Size Distribution by Intensity

Intensity (%)
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Record 266: dextran 1|

Sekil 4.15. Manyetik Dekstran Nanopartikillerin Zeta Sizer Grafik gosterimi

Demir oksit nanopartikillerin yuzey alani/hacim orani yiksek olmasindan dolayi,
yuzey enerjisini azaltmak icin aggregasyona egilimlidirler. Bununla birlikte demir
oksit nanopartikillerin kolloidal sUspansiyonlari c¢esitli polimerler kullanilarak
stabilize edilmektedir [133, 134]. Calismamizda, ¢oktirme teknigi kullanarak demir

oksit nanopartikuller dekstran igerisinde olusturulmus daha kararli hale getirilmigtir.

Dekstran demir oksit nanopartikillerin ylzeyi yuksek polar etkilesimlere olanak
vermektedir. Dekstran molekulindeki hidroksil gruplari  nispeten zayif

etkilesimlerde olmasina ragmen, polimer zincir uzunlugu arttikga, hidroksil gruplari
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artmaktadir ve bu da hidrojen baglarinin toplam bag enerjisine katkida bulunarak

demir oksit nanopartikullerle etkilesimi artirmaktadir [135].

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.16. Manyetik PHB/Kitosan Nanopartikillerin Zeta Potansiyel Grafik

gOsterimi

Hazirlanan dekstran nanopartikillerin yuzey yuku incelenmis ve zeta potansiyeli +
32.6 £ 5.71 mV dur. Elde edilen sonuglar 12 tane ornegin ortalamasidir. Elde
ettigimiz sonuglar, literattirde belirtildigi gibi polimerler icerisinde olusturulan demir

oksit nanopartikullerin agregasyon egiliminin azaldigini destekler niteliktedir [136].
Manyetik Dekstran Nanopartikiillerin Boyut Dagilimina etki eden parametre

Yapilan c¢alismalar kapsaminda hazirlanan manyetik dekstran nanopartiktllerin
boyut dagihmina etki eden parametre N-N metilen bisakrilamit (MBA) derigsimi
oldugundan bu parametre degistirilerek Uretilen nanopartikillerin  boy-boy

dagihimina etkisi incelenmistir.

- N-N Metilen Bisakrilamit Derisiminin Manyetik Dekstran Nanopartikiillerin Boyut
Dagilimina Etkisi

Bu kisimda ¢apraz baglayici ajan olarak N-N metilen bisakrilamit (MBA) secilmistir.
Capraz baglayici miktarinin partikil boyutuna etkisini incelemek amaciyla N-N
metilen bisakrilamit konsantrasyonunu, % 0.5, % 1 ve % 2 arasinda degistirilip
diger parametreler sabit tutulmustur (%13 dekstran (w/v), karistirici hizi 1800 rpm
ve karisma suresi 1 saat). Elde edilen nanopartikillerin boyutlar Sekil 4.17’de

gOsterilmigtir.
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Sekil 4.17. MBA Konsantrasyonunun nanopartiktl boyutuna etkisi

Sekil 4.17°de goérulduigu gibi ortamdaki gapraz baglayici orani arttikga manyetik
dekstran nanopartikillerin boyutlari kigllmektedir. Bu durum c¢apraz baglayici
miktarindaki artigla daha kuguk partiktllerin olusmasina yol acgan partikul
buzismesi meydana gelmesi ile agiklanabilir. Dekstran nanopartikal boyutunun
kiculmesi ile yuzey alani/hacim orani artmaktadir. Bu Ozellikleri sayesinde de
kontrollu tasinim icin yuksek ylkleme kapasitesine sahip olup pekgok biyomedikal

uygulamalarda kullaniimasi kolaylagsmaktadir [137, 138].

Bir bagka c¢alismada ise partikil boyutunun polimerizasyon esnasindaki glikoz
birimi/ Capraz baglayici oranina (mol/mol) buylk olgide bagh oldugunu
gOstermigstir. Dekstranin karbonil gruplarinin farkli noktalarindan akrilik gruplari ile
daha etkili capraz baga sebep oldugu sOylenmistir. Bunun sonucu olarak da kuguk
partikil boyutunun elde edildigi gozlenmistir [139]. Bu bilgilere goére, sunulan

calismada elde edilen veriler literaturt dogrular niteliktedir.

4.1.2 Hazirlanan Nanoplatformlarin Manyetiklik Ozellikleri
Manyetik 6zellikler polimer icerigi, kullanilan malzemenin yapisi ve morfolojisiyle
farklihklar gostermektedir [106].

Sekil 4.18de manyetik demir oksit nanopartikillerin, manyetik PHB/CMCs,
PHB/Kitosan ve dekstran nanopartikillerin manyetik alaninin bir fonksiyonu olan

manyetizasyon egrisi verilmektedir.
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Sekil 4.18. Hazilanan Nanoplatformlarin Manyetizasyon Edrisi

Histerisis  egrisinin  yoklugu hazirlanan  nanopartiklllerin  karakteristik
superparamanyetik 0Ozellikte oldugunu godstermektedir. Bu sUperparamanyetik
Ozelligi sayesinde, tekli etki (domain) ve manyetik alan etkisi altinda tek yonlu

hizalanmasini saglamaktadir [140].

Manyetik demir oksit nanopartikillerin, manyetik PHB/CMCs, PHB/Kitosan ve
dekstran nanopartikillerin miknatislanma degerleri sirasiyla 58, 48, 46, 51 emu/g
olarak bulunmustur. DUsuk veya ortalama miknatislanma degerlerinin olmasi
demir nanopartikillerin ylzeylerinin ¢esitli polimerik tabakalarla sabitlenmesinden
kaynaklanmaktadir. Ornegin hipertermi kanser tedavisi uygulamalari igin
nanopartikillerin 1sitma esnasinda Uretilen gug¢ kaybi esas alinmaktadir. Bu
sinirlama, uygulanan harici AC manyetik alaninin bayuklugu arttirilarak asilabilir
[140].

4.1.3. Hazirlanan Nanoplatformlarin Sitotoksisite Calismalari

Tez caligmalari kapsaminda hazirlanan nanoplatformlarin biyolojik uyum ya da bir
baska deyisle sitotoksisite deneyleri ISO 10993-5 no’lu
standartta  belirtlen standart hdcre hatlarindan  L929 (fare fibroblast
hdcreleri) ile farkli derisimlerde hazirlanan (100, 50, 25, 10 ve 1 pg/ml)

nanopartikillerin etkilestiriimesiyle incelenmigtir.
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4.1.3.1. PHB/CMCs Nanopartikiiller

Testte negatif kontrol, PHB-CMCs nanopartikuller, 5 pg/ml derisimde demir igeren
PHB/CMCs nanopartikiller, 10 upg/ml derisimde demir iceren PHB/CMCs
nanopartikiller, 15 pg/ml derisimde demir iceren PHB/CMCs nanopartikuller
gruplanmis ve her grupta da 50 pg/ml; 25 ug/ml; 10 pyg/ml ve 1 ug/ml derisimlerde

alt gruplar teste tabi tutulmustur.

Nanopartikil konsantrasyonu ve her alt grupta incelenen demir oksit
konsantrasyonu arttikga hucre canlilik yuzdelerinde bir azalma trendi gozlenmistir;
ancak bu canhligin en dusuk oldugu 6rnek grubu olan 15 pg/ml demir oksit ve 100
pg/ml nanopartikil konsantrasyonunda bile oran % 78 olup nanopartikullerin

sitotoksisitesi hafif olarak etki gdstermektedir.

| OControl O50ug/ml @25ug/ml @10ug/ml m1ug/mi

120 ~

100

| il

80

60

(%) Canlilik

Manyetik Manvetik Manyetik
Kontrol PHB/CMCS NP by m/omyes p. PHB/CMCs NP

Fe;O, NP pHB/CMCs NP5 ug/ml Fe3O4()10 ug/mi Fe304515 ug/ml Fe;0,)

Sekil 4.19. PHB/CMCs nanopartikullerin biyolojik uyum testleri

4.1.3.2. PHB/Cs Nanopartikuller

Testte negatif kontrol, PHB/Cs nanopartikiller, 5 pg/ml derisimde demir igeren
PHB/Cs nanopartiktller, 10 ug/ml derisimde demir iceren PHB/Cs nanopartikiller,
15 pg/ml derisimde demir iceren PHB/Cs nanopartiktller gruplanmis ve her grupta
da 100 pg/ml; 50 pg/ml; 20 pg/ml ve 5 ug/ml derisimlerde alt gruplar teste tabi

tutulmustur.
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Sekil 4.20. PHB/Cs nanopartikullerin biyolojik uyum testleri

Sonuglara gére hem artan demir icerigi hem de alt gruplarda artan nanopartikil
konsantrasyonuna goére canli hiicre oranlarinda azalma gézlemlenmektedir. Demir
partikll icermeyen 6rnek grubunda nanopartiklllerin hicre hattina etkisi ¢gok az
olup malzemeler tim konsantrasyonlarda sadece hafif bir sitotoksik etki

gOstermektedir (% 80 ve Uzeri oranda hucre canhhgr).

Partikiller demir nanopartikiller ile etkilestirildigi zaman ylksek demir igerigine
sahip ve partikil konsantrasyonu yuksek ornek gruplarinda (100 pg/ml ve 50
pMg/ml) sitotoksik etki artmaktadir ve sitotoksik Ozellik az-orta seviyelere
cikmaktadir ancak dusik partikil konsantrasyonlarinda (20 ug/ml ve 5 pg/ml)
demir igerigi arttinldiginda bile sitotoksik etki hafif seviyelerdedir (% 75- 80 ve

Uzeri oranda hucre canlihgi).

4.1.3.3. Dekstran Nanopartikuller

Testte negatif kontrol, dekstran nanopartikuller, 5 pg/ml derisimde demir igeren
dekstran nanopartikuller, 10 pg/ml derisimde demir igeren dekstran
nanopartikiller, 15 pg/ml derisimde demir iceren dekstran nanopartikiller
gruplanmis ve her grupta da 50 ug/ml; 25 pg/ml; 10 pg/ml ve 1 ug/ml derigimlerde

alt gruplar teste tabi tutulmustur.

Grafikten de anlasildigi gibi nanopartikul turleri ile etkilesen orneklerdeki hicre
canlilik oranlari disuk sayilabilecek azalmalar ile gok hafif sitotoksik etki (canlilik
orani >%80) gdstermistir. Orneklerdeki nanopartikiil konsantrasyonu degistikge
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negative kontrol grubuna goére gorulen farkhliklar gruplar arasinda ya da alt gruplar

arasinda istatistiki olarak anlaml degildir.
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Sekil 4.21. Dekstan nanopartiklllerin biyolojik uyum testleri

4.1.4. Hazirlanan Nanoplatformlarin Ligand Calismalari

Hazirlanan nanoplatformlarin hedefli olarak teshis ve tedavide kullanilabilmesi icin
kimyasal yontemlerle ylzeylerine ligand takilmasi gerekmektedir. Bu sebeple hali
hazirda kardiyovaskuler sistemlerde kullanilan ligandlardan Anneksin A1,
Anneksin A5 ve 1gG1 ligandlari model ligandlar olarak secilmis ve
gerekli yuzey modifikasyon islemlerine  tabi tutulmuslardir.
Bu amacgla daha ©Once yapillan calismalarda kanser teshis ve
tedavisinde kullaniimak Uzere hazirlanan, manyetik 06zellige sahip kitosan
nanopartikillerin ~ yizey modifikasyon islemlerinde Konkavalin-A proteini
model ligand olarak kullaniimis ve basarih sonuglar elde edilmistir [108].
Bu sebeple uygulanan igslem basamaklari degistirimeden ylzey modifikasyon

islemleri bu yonteme gore yapilmistir.

Daha onceki c¢alismalarda kitosan, karboksimetil kitosan ve PHB/CMCs
nanopartukulleri hazirlanarak, sirasiyla 1gG1, Anneksin A5 ve A1 ligandlariyla
etkilestirilmistir [126]. En yUksek baglanma verimliliginin demir nanopartikullerinin
eklenmesinden sonra PHB/CMCs nanopartikilerde gercgeklestiginin bulunmasi
nedeniyle bu tez c¢alismasinda da hayvan deneyleri icin hazirlanan diger

nanoplatformlar yerine PHB/CMCs nanopartikiller kullaniimistir.
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Hazirlanan nanopartikillerin  boyutlarinin  degiskenligi ve sahip olduklar
fonksiyonel gruplarin farkli olmasi nedeniyle, baglanma verimi sonuglari da farklilk

gostermistir.

Yapilan calismalar sonucunda, hidrofobik ylzeye sahip PHB nanopartikullerin
karboksimetil kitosan gruplari ile etkilestiriimesi ile baglanma verimliliginin
hazirlanan diger nanopartikullere gore daha yuksek oldugu bulunmustur. Bunun
nedeni ise, karboksimetil gruplarinin PHB yuzeyi Uzerinde buyuyerek, zincirler

arasinda etkilesimi arttirmasidir [141, 142].

Gerekli yuzey modifikasyon islemleri ile fonksiyonellestiriien PHB/CMCs
nanopartikiller iyi bir sekilde stabilize edilmis ve c¢evresindeki hidrofilik protein
bloklari ile sulu ¢ozelti icinde iyi bir gekilde dagitilmislardir. Ligand takilma
prosedurinden sonra bu nanopartikullerin  vucut igerisinde kullanilacagi
disundldiginden Anneksin A5 ligandi takilmis PHB/CMCs nanopartikillerin
boyutlarindaki artis AFM teknigi kulanilarak gosterilmistir.

120 L] om

Sekil 4.22. (A) Anneksin A5 ligandi takilimig PHB/CMCs nanopartikillerin AFM
gOruntisu (B) Anneksin A5 ligandi takiimis PHB/CMCs nanopartikillerin 3D AFM

goéruntusu

Elde edilen AFM goéruntisunden de anlasilacagi gibi ligand baglanmis
nanopartikillerin ortalama buyudklukleri yaklasik olarak 350 nm dolayinda oldugu
anlasiimaktadir. Ote yandan elde edilen nanopartikillerin oldukga diizgiin ve
kiresel formda olduklari anlasiimaktadir. Bu geometrinin dairesel karistirma
etkisinden oldugu bilinmektedir. AFM goruntilerinden anlagilacadi gibi ligand

takilmasi ile nanopartiktllerin boyutunda asiri bir blyime gézlenmemigtir.
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Lee ve arkadaslar da, yaptiklari ¢galismada hibrit PHB nanopartiklller hazirlayip,
karakterize etmislerdir. Daha sonra elde ettikleri nanopartikulleri enzimlerle
etkilestirerek enzim-polimer kompleksi olusturulmus ve kompleks olugsum
reaksiyonundan sonra PHB nanopartikillerin boyut dagiliminda bir degisim
g6zlenmistir. PHB nanopartiklllerin ¢api enzimatik ylizey modifikasyonu ile 46 nm
arttig1 saptanmistir. Enzimatik sentez reaksiyonunun protein polimer kabuk
bdlgesinin olusumuna katkida bulundugunun bir gostergesidir. Tez galismalarinda

elde edilen sonuglar da literatirle uyusmaktadir [142].

Segcilen ligandlarin baglanma verimine manyetik 6zelligin etkisini inceleme amaclh
olarak manyetik olmayan PHB/CMCs nanopartikuller ve FezO4 nanopartikiller ile

karsilastirma galigsmalari yapilmigtir.

Manyetik 6zellige sahip PHB/CMCs nanopartiklllerin Anneksin A5 ligandina
baglanma verimliligi % 30 olup; Anneksin A1 ligandina baglanma verimliligi % 78

ve IgG ligandina baglanma verimliligi ise % 28 olarak bulunmustur.

Manyetik 6zellige sahip olmayan PHB/CMCs nanopartikullerin ise Anneksin A5
ligandina baglanma verimliligi % 22, Anneksin A1 ligandina baglanma verimliligi %

5 ve IgG ligandina baglanma verimliligi ise % 20 olarak bulunmustur.

Manyetik (demir oksit) nanopartikillerin Anneksin A5 ligandina baglanma
verimliligi % 52, Anneksin A1 ligandina baglanma verimliligi % 25 ve 1gG ligandina

baglanma verimliligi ise % 80 olarak bulunmustur.

Daha o©nceki caligsmalarimizda, manyetik 0zellige sahip olan ve olmayan
sistemlerde baglanma verimliligi incelenmis ve manyetik nanopartikil igeren
formlarda beklendidi gibi daha yuksek ligand baglanma verimi elde edildigi

gOrulmustar [126].

Bir diger bulgu ise, FeszOs4 nanopartikillerin ortalama buyuUkliklerinin yaklasik
olarak 16 nm dolayinda ve diger polimer kapl nanopartikillerden yaklasik olarak
10-15 kat daha kuglk oldugudur. Bu nedenle FesOs nanopartikillerinin ayni
kutledeki polimer iceren nanopartikuller ile yuzey alanlari kargilastirildiginda
oldukga biylk farklliklar ortaya ¢ikmaktadir. Ozet olarak ligand baglanmasi
esnasinda Fes3Os nanopartikillerde baglanma verimliliginin son derece yuksek
olmasi, yeterli baglanma noktasina (yuksek yuzey alani) sahip olmasindandir.

Ayrica, metal baglama, proteinlerin yapisal ve fonksiyonel karakterizasyonu igin
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onemlidir. Protein yapisinda olan ligandlarin 6zellikle metallerle kolaylikla selat

olusturma ozelligindedir [143].

4.1.5. Hazirlanan ligand takili nanoplatformlarin Hiicre Etkilesimleri

Tez calismalari kapsaminda hazirlanan ligand takili nanoplatformlar L929
fibroblast standart hicre hatti kullanilarak sitotoksisiteleri incelenmistir.  Ayrica
hazirlanan nanoplatformlar, kardiyovaskuler sistem rahatsizliklari teshis ve
tedavisinde kullanilacagindan, canl sistemde karsilasilabilecek hucre hatlarindan
duz kas hucreleri ve damar endotel hucre hatlarida kullaniimistir. Bu kapsamda
HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) endotel hucreleri ile A7r5
(smooth muscle cells from rat embryonic thoracic aorta) duz kas hucreleri tercih
edilmistir. Bu hucreler ile ligand takih nanoplatformlarin, MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) biyolojik uyumluluk testleri
tekrarlanmig ve floresans mikroskopu kullanilarak hicre-nanoplatform etkilesimleri

gOsterilmisgtir.

4.1.5.1. L929 Hiicreleri Uzerine Nanoplatformlarin Sitotoksisitesi

Tez calismalari kapsaminda hazirlanan ligand takili PHB-CMCs nanoplatformlarin
biyolojik uyum ya da bir baska deyisle sitotoksisite deneyleri ISO 10993-5 no’lu
standartta  belirtlen standart hidcre hatlarindan  L929 (fare fibroblast
hicreleri) ile farkh derisimlerde hazirlanan (100, 50, 25, 10 ve 1 pg/ml)
nanopartikuller etkilegtirilmesiyle, MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide) biyolojik uyumluluk testi uygulanmigtir.

Sitotoksisite calismalari sonucglarina goére, IgG1 takili manyetik olmayan
PHB/CMCs nanopartikullerinin sitotoksisiteleri % 5 ile sinirli kalmistir. 1IgG1 takih
manyetik PHB/CMCs nanopartikullerin hiicre canlilik ytzdesi kontrol grubuna gore
yaklagik % 12 azalma olmustur. Manyetik olmayan formlarina gbére manyetik

formunun sitotoksisitesinin ¢ok fazla degismedigi gdzlenmistir.

Anneksin A5 takili manyetik olmayan PHB/CMCs nanopartikillerin sitotoksisiteleri
yaklagsik % 7 ve manyetik olan yapilarinin ise % 11 olarak bulunmustur. Elde
edilen sonuglara gore, demir icerigi arttinldiginda bile sitotoksik etki hafif

seviyelerde gozlenmisgtir.

Anneksin A1 takili manyetik olmayan PHB/CMCs nanopartikullerin sitotoksisiteleri
yaklasik % 3, manyetik olan yapilarin ise yaklasik % 10 oldugu saptanmistir. Bu
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sonuglara gore manyetik yapidaki nanopartikillerin sitotoksisiteyi ¢ok etkilemedigi
gOzlenmistir. Ancak artan demir icerigi ile artan nanopartikil konsantrasyonuna

gore canli hicre oranlarinda azalma goézlemlenmektedir.

4.1.5.2. HUVEC Hiicreleri Uzerine Nanoplatformlarin Sitotoksisitesi

L929 standart hicre hatti ile yapilan ¢galismalara benzer sekilde farkli derigsimlerde
hazirlanan (100, 50, 25, 10 ve 1 pg/ml) Anneksin A1, Anneksin A5, 1gG 1
ligandlariyla etkilestiriimis PHB/CMCs nanopartikiller, damar endotel hucreleri
(HUVEC) etkilestirilerek tekrarlanmigtir.

Sitotoksisite c¢alismalarinin sonuglarina gore, manyetik olmayan PHB/CMCs
nanopartikillerin HUVEC hucreleri Uzerine sitotoksisitesinin % 2-4 arasinda sinirli
kaldigi gorulmustir. Ancak sitotoksisite oraninin  degisen nanopartikul
konsantrasyonu ile  dedismedigi  gozlenmistir.  Manyetik PHB/CMCs
nanopartikullerin sitotoksisiteleri ise % 10 olarak bulunmustur. Manyetik formdaki

yapilarin HUVEC hucre sitotoksisitesi Uzerinde aktif bir etkisi oldugu saptanmistir.

IgG1 takili manyetik olmayan PHB/CMCs nanopartikillerinin HUVEC hdcreleri
Uzerine sitotoksisiteleri % 7 ile % 9 arasinda sinirli kalmistir. Sitotoksisite oraninin
degisen nanopartikil konsantrasyonundan etkilendigi gozlenmistir. 1gG 1 takil
manyetik PHB/CMCs nanopartikillerinin HUVEC hucreleri Gzerine sitotoksisiteleri
% 13 ile % 17 arasinda sinirli kalmistir. Sonuglara gore artan demir igerigi ve artan
nanopartikil  konsantrasyonuna goére canli hucre oranlarinda azalma

g6zlemlenmektedir.

Anneksin A5 takili manyetik olmayan nanopartikullerin sonuglari incelendiginde ise
sitotoksisitelerinin % 2 ile % 7 arasinda oldugu bulunmustur. Sitotoksisite oraninin
degisen nanopartikul konsantrasyonundan etkilendigi gozlenmistir. Anneksin A5
takih  manyetik PHB/CMCs nanopartikiullerinin  HUVEC hucreleri Uzerine
sitotoksisiteleri % 9 ile % 14 arasinda sinirli kalmistir. Bu sonuglara gére manyetik
Ozellige sahip nanopartikillerin htcre canliidi % 7 oraninda negatif yonde

s

degistigi saptanmistir.

Anneksin A1 takili manyetik olmayan PHB/CMCs nanopartikullerin sitotoksisiteleri
yaklasik % 5 ile % 7 arasinda sinirl kalmistir. Manyetik olan yapilarin ise yaklasik
% 14 oldugu saptanmistir. Bu sonuglara gére manyetik 0Ozellige sahip

nanopartikullerin hicre canhligini azalttigi gozlenmisgtir.
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4.1.5.3. A7r5 Diiz Kas Hiicreleri Uzerine Nanoplatformlarin Sitotoksisitesi
Farkli derisimlerde hazirlanan (100, 50, 25, 10 ve 1 pg/ml) Anneksin A1,
Anneksin A5, IgG 1 ligandlariyla etkilestiriimis PHB/CMCs nanopartiklller, A7r5

diz kas hicreleri etkilestirilerek sitotoksisite deneyleri tekrarlanmigtir.

Sitotoksisite c¢alismalari sonuglarina gore manyetik olmayan PHB/CMCs
nanopartikulerin - A7r5 hucreleri Uzerine sitotoksisitelerinin - % 4, manyetik
PHB/CMCs nanopartikullerin ise konsantrasyona bagli olarak % 8 ile % 10

arasinda bulunmustur.

IgG 1 takili manyetik olmayan PHB/CMCs nanopartikulerin A7r5 hicreleri Gzerine
sitotoksisitelerinin % 5, IgG 1 takili manyetik PHB/CMCs nanopartikullerin ise
konsantrasyona bagll olarak % 3 ile % 10 arasinda bulunmustur. Elde edilen
sonuglara gore IgG1 modifikasyonunun hem manyetik olmayan hem de manyetik
olan nanopartikullerin ~ A7r5 hucrelerinin  sitotoksisitelerini  etkilemedigini

gOstermektedir.

Anneksin A5 takili manyetik olmayan nanopartikullerin sonuglari incelendiginde ise
sitotoksisiteleri % 4 olarak bulunmustur. Anneksin A5 takili manyetik PHB/CMCs
nanopartikallerinin A7r5 hucreleri Uzerine sitotoksisiteleri % 9 ile % 14 arasinda
sinirl kalmistir. Bu sonuglara gore manyetik 6zellige sahip nanopartikullerin hicre

canlihdini % 8 oraninda degistigi saptanmigtir.

Anneksin A1 takili manyetik olmayan PHB/CMCs nanopartikillerin sitotoksisite
oranlart % 10, manyetik PHB/CMCs nanopartikillerin ise % 14 oldugu
saptanmigtir. Sonuglara gore Anneksin A1 modifikasyonunun hucrelerin
sitotoksisitesine herhangi bir etkisinin olmadidi hatta manyetik formlarinin hicre

canlihgini ¢cok etkilemedigi dugunulmektedir.

4.1.5.4. Nanoplatformlarin Hiicre Etkilesimlerinin Mikroskobik incelenmesi

Tez galismasi kapsaminda optimum &zelliklere sahip olan manyetik PHB/CMCs
nanopartikillerin Anneksin A5 ve IgG 1 ligandlari ile modifikasyonu sonucu
endotel hlcreleri ve duz kas hucreleri ile etkilestiriimis ve hem normal sk
mikroskobu hem de floresan mikroskop ile hicre etkilesimleri incelenmistir. Elde

edilen goruntuler Sekil 4.23’ te sunulmustur.
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Sekil 4.23. (A) Anneksin A5 takili Manyetik PHB-CMCs Np (HUVEC) (Normal 1s1k
mikroskobu) (B) Anneksin A5 takili Manyetik PHB-CMCs Np HUVEC (Floresans
mikroskobu)

Sekil 4.24. (A) IgG 1 takih Manyetik PHB-CMCs Np (HUVEC) (Normal isik +
Floresans mikroskobu) (B) IgG 1 takih Manyetik PHB-CMCs Np (HUVEC)
(Floresans mikroskobu)

Sekil 4.25. (A) Anneksin A5 takili Manyetik PHB-CMCs Np Duz Kas Hucresi
(Normal i1sik + Floresans mikroskobu) (B) Anneksin A5 takili Manyetik PHB-CMCs

Np Duz Kas Hucresi (Floresans mikroskobu)
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Sekil 4.26. (A) 1gG1 takih Manyetik PHB-CMCs Np Duz Kas Hucresi (Normal isik
+ Floresans mikroskobu) (B) 1gG1 takili Manyetik PHB-CMCs Np Duz Kas Hucresi

(Floresans mikroskobu)

Calismalarin bu boéliminde Annexin A5 ve IgG1 ile damar endotel hucreleri
(HUVEC) ve duz kas hucrelerinden (A7r5) elde edilen bulgular degerlendirildiginde
nanopartikullerin 6zellikle duz kas hlcrelerine bir miktar daha fazla (segimli olarak)
yonlendikleri anlasilmaktadir. Burada endotel hiucrelerine de bir miktar yonlenme

olmustur.

Sentezlenen nanopartikiller ile gerceklestirilen in vitro sitotoksisite, boyut analizi,
ligand baglanma verimliligi gibi calismalar sonunda in vivo ¢alismalara en uygun
niteliklere sahip olan PHB/CMCs nanopartikillerin ileri tez ¢alismalarinda

kullaniimasina karar verilmistir.
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4.2. In Vivo Galigmalar

4.2.1. Sicanlarda Aterosklerotik Plak Olusturulmasi

Domuz, maymun, kbpek, si¢an, tavsan, fare gibi pek ¢ok hayvan kardiyovaskuler
sistem arastirmalarinda kullaniimigtir. Hayvan modellerinde karsilasilabilecek en
blayUk zorluk insanda ayni yerde gozlenen aterosklerozun olusturulmasidir. 1992
yilindan bu yana, onceki hayvan modelleri ile karsilastirildiginda, sigan,
ateroskleroz Uzerindeki ¢alismalar icin mikemmel bir nesne haline gelmistir [144,
145].

Klguk hayvanlarin digsuk maliyeti, kolay bulunabilmesi, in vivo tarama igin gerekli
yeni ajanlarin miktarlarini sinirlamasi ve en onemlisi buyuk hayvan modelleri ile

karsilastirildiginda duyulan etik endise azalmaktadir [146].

Deneysel ateroskleroz galismalarinda, ylksek kolesterol diyeti, hem sigan hem de
tavsan modellerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Kismen insan plak yapisina

benzeyen lezyonlar, bu modellerde aort veya iliak arterlerde gelismektedir [147].

Paigen diyeti olarak bilinen diyet programi % 15 yad, % 1.25 kolesterol,
ve % 0.5 kolik asit icermektedir. Ancak bu diyetin, cok yuksek kolesterol icerigi (%
1.25) ve kolik asidin varhigindan dolayi gesitli komplikasyonlara neden oldugu
gOrulmustir [148]. Bu sebepten dolayl kendi g¢alismamizda kullaniimak Uzere

Yokogoshi ve ark. uyguladigi hayvansal yag katkili lipid diyeti secilmistir [109].

Lipid diyeti oncesi ve sonrasi hayvanlardan kan alinmis ve lipid paneli (Total
kolesterol, Trigliserid, HDL kolesterol, LDL kolesterol, VLDL kolesterol)
calisiimistir. Sonuglar Cizelge 4.2’te verilmistir. Lipid paneli sonuclarina gore
sicanlarin serum total kolesterol ve trigliserid seviyelerinin arttigr saptanmistir.
Ayrica hayvanlarin kilo alimlari haftalik tartimlar ile belirlenmig, elde edilen
sonuglara gore sicanlarin sekiz hafta sonunda yaklagik 100 g kilo aldiklar

g6zlenmistir (Cizelge 4.3).

Kullanilan lipid diyeti literatirde Ren ve ark., kullandigi tavsan modeli ile

uyusmaktadir. Elde edilen sonuglar literatur ile oldukga uyumludur [149].
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Cizelge 4.2. Sekiz hafta suresince %1 hayvansal yag katkili standart sican yemi
ile beslenen sigcanlarin, diyet dncesi ve sonrasi kan lipid degerleri.

Diyet Diyet
Lipid paneli oncesi |sonrasi
Total kolesterol (mg/dl) 46 75
Trigliserid (mg/dl) 71 89
HDL kolesterol (mg/dl) 32 55
VLDL kollesterol (mg/dl) 14 13
LDL kolesterol (mg/dl) 3 7
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Cizelge 4.3. Sekiz hafta suresince %1 hayvansal yag katkili standart sican yemi
ile beslenen siganlarin, kilo alimlari.

1.sigcan | 2.sigan

Baslangig
agirhgi 211 202
1. Hafta 224 219
2. Hafta 237 238
3. Hafta 253 250
4. Hafta 274 2r2
5. Hafta 282 280
6. Hafta 294 294
7. Hafta 302 299
8. Hafta 311 307

4.2.2. Aterosklerotik Plaklarin MR ile Goruntilenmesi

Standart sican yemi ile ve hayvansal yag katkili diyet ile beslenen siganlarin
aortlar sagittal MR goruntdleri ile gosterilmistir (Sekil 4.27.). Sigan aortuna yonelik
olarak yapilan kontrastsiz MR anjiyografi (TOF teknigi ile) incelemesinden elde
edilen koronal MIP goéruntulerle aortlar ve aort duvarlari net olarak
incelenebilmigtir. Ayrica yag diyeti ile beslenen siganlardaki plak olusumu ve
standart yem ile beslenen hayvanda plak olmayigi ilave MR goéruntuleriyle Sekil

4.28'de ortaya konulmustur.
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Herhangi bir kontrast ajan enjekte edilmeden, standart yem ve hayvansal yag
katkili diyetle beslenen siganlarin aortlarinda yag olusumunun olup olmadigir MR

ile gosterilmistir.
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Sekil 4.27. Siganlarin aortlarinin sagittal MR goéruntileri. (A) Standart sican yemi
(B) %1 hayvansal yag katkili standart sican yemi ile beslenen si¢canlarin sagittal

MR fotograflari ile aortlari gosterilmistir.
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% 1 hayvansal yag katkili standart sican yemi ile beslenen si¢anlarin sagittal MR
fotograflarindan anlasilacagi gibi damar boélgesinde kalinlagsma (B*) ve dallanmalar

gozlenmigtir.

: 4994613 HFS
A

Sekil 4.28. Frontal MR fotograflari. (A) %1 hayvansal yag ile beslenen

(B) Standart sican yemi ile beslenen sican

Sagittal MR fotograflarina ek olarak frontal MR fotograflari elde edilmistir.
Kolesterolce zengin diyet ile beslenen siganlarda; aort duvarinda aterom
plaklarina sekonder gelisen kalinlasma net olarak izlenmektedir (asterisk).
Standart yem ile beslenen sicanda ise, aort duvari belirgin ince ve bu nedenle
sinirlari zorlukla secilebilmektedir (asterisk). Bu sonugta uygulanan lipid diyeti ile

istenilen amaca ulasildigini géstermektedir.

4.2.3. Manyetik Nanopartikiller Kullanilarak Aterosklerotik Plaklarin MR ile
Goruntulenmesi

Aterosklerotik plak olusumu gdsteren normal ve obez hayvan MR goéruntulerinden
sonra, sigan aortlarinda hazirlanan IgG1 ile modifiye edilmis PHB/CMCs ve
Anneksin A5 ile modifiye edilmis PHB/CMCs nanopartikillerin in vivo MR

incelemelerinde s6z konusu nanopartikiler hedeflemenin etkinlikleri incelenmistir.

MR incelemeler 3 tesla (3T) MR cihazinda (Tim Trio system, Siemens, Erlangen,
Almanya), 15 kanalli diz sarmali kullanilarak yapilmigtir. Calismaya alinan tum
hayvanlarin T1 ve T2 agirlikh goruntuleri elde edilmistir. Her bir hayvan i¢in MR
cekim suresi yaklagik 20 dakikadir. MR inceleme sonuglari genel olarak
deg@erlendirildiginde; nanopartikul verilen hayvanlarin aort duvarinin daha kalin

oldugu ve batin i¢i yag miktarlarinin artmis oldugu dikkati gekmigtir.
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Sekil 4.29. Negatif kontrol (soldaki resim) ve obez kontrol (orta ve sagdaki

resimler) T1 agirlikh koronal 3B-SPACE fotograflari. Negatif kontrolin aort gapinin
ve batin i¢i yag miktarinin, obez denege oranla belirgin dusik oldugu izleniyor
(oklar).

Yapilan MR incelemeleri sonucunda; IgG 1 ile modifiye edilmis PHB/CMCs ve
Anneksin A5 ile modifiye edilmis PHB/CMCs nanopartikillerin vasitasiyla
milimetrik  boyutlu  aterosklerotik plak lezyonlarl, deneklerin ¢ogunda
saptanabilmistir. Bu plaklar ¢cogunlukla infrarenal dizeyde ve daginik yerlesim
gOstermektedir. Plaklar genel olarak, tum sekanslarda hipointens gorinumdedir
(Sekil 4.29.). Bununla birlikte; MR goruntuleri karsilastinldiginda, partikuller

arasinda herhangi bir Ustunlik veya anlamh farklilik saptanmamistir.
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Sekil 4.30. Partikdl verilmis bir denegin, koronal planda gradyent eko T1 (soldaki
resim) ve turbo spin-eko T2 (sagdaki resim) agirlikli MR goérUntuleri. Aterosklerotik

plaklar hipointens gértinimdedir (oklar).

Bryan R. Smith ve arkadaslar supermanyetik demir oksit nanopartikillerden MR
kontrast maddesi hazirlamak amaci ile demir nanopartikilleri heparin ile kaplamig
ve annexin-5 ile modifiye etmislerdir. Hazirladiklari stipermanyetik nanopartikili
aterosklerotik lezyonlar olusturduklari tavsanlara uygulamislardir. Hedefleme
olmayan nanopartikiller ile spesifik olmayan negatif kontrast elde etmelerine
karsin, Annexin-5 ile modifiye ettikleri nanopartikuller ile 2000 kat daha fazla
negatif kontrast elde etmiglerdir [150]. Bu calismada da hazirlanan Anneksin A5
takili PHB/CMCs nanopartiktllerde oldukga iyi bir kontrast saglayarak T2 agirlikli
goruntulerde plak dokusunda kontrasti geleneksel gadolinyum tabanli MR

goOruntilemeye gore dogrulanmigtir.

Liao ve arkadaslari, surfaktin kullanarak slUperparamanyetik demir oksit
nanopartikilleri (SPIONs) stabilize etmisler ve manyetik resonans gorintilemede
hassas bir kontrast madde hazirlamiglardir. Hicre ve hayvan deneylerinden dnce,
suda yaptiklari ¢calismada nanopartikillerin MRG T2 agirlikli sekanslarda kontrast

etkisi dogrulamiglardir [151].

Bir diger calismada, Tu ve arkadaslari, makrofaj temizleyici reseptoér SR-A takih
sulfur trioksitle etkilestiriimis  kikUrtlenmis dekstran kapli demir  oksit

nanopartikiller hazirlamiglardir. Hucre c¢alismalari bu partikillerin  toksik
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olmadigini dogrulamis ve makrofajlara hedeflendigini gdstermistir. Aterosklerotik
fare yaralanma modeli kontrast madde enjeksiyonundan sonra 4 ve 24. saatlerde
goruntulenmigtir. 4. saatin sonunda elde edilen MR goruntilerinde aterosklerotik
plak bolgesinde nanopartikullerin tercihli alimi MR sayesinde gosterilmis olup; 24.
saatin sonunda elde edilen MR goruntulerinde ise onemli Olgide sinyal kaybi

oldugu gozlenmistir [152].

4.2.4. Biyokimyasal incelemeler
Tez kapsaminda, biyokimyasal incelemeler nanopartikul verilen siganlarin serum
ve dokularindaki pro-oksidan ve antioksidan yapilarin seviyelerinin belirlenmesi

hedeflenmigtir.

MR incelemeleri tamamlanmis siganlarin serumlari alinmistir ve daha sonra kalp,
akciger, dalak, karaciger, bobrek, akcigerleri cikartiimig ve sonrasinda ise
serum/doku MDA, glutatyon, AOPP, SOD, nitrit ve nitrat seviyeleri belirlenmigtir.

Calisma gunune kadar dokular ve serumlar -80°C’de saklanmigtir.

Serum/doku MDA dizeyleri Ohkawa ve arkadaslarinin tarif ettigi ydonteme goére
tayin edilmistir [110]. Serum/AOPP oélgima Witko’nun metoduna goére yapilmigtir
[111]. NO’nun urdnleri olan nitrit ve nitrat tayini Griess yonteminin esas alindigi
Miranda K.M. ve arkadaslarinin galismalari dikkate alinarak gergeklestirilmistir
[112].

Superoksit dismutaz (SOD) aktivitesi, doku ekstrati SOD aktivitesi, Yi-Sun’un

1988'de tanimladigi, ksantinin ksantin oksidaz ile O:" olusturmasi ve bunun da

NBT ile renkli bir bilesik olusturarak bu renk siddetinin spektrofotometrik olarak
Olcilmesi esasina dayanir. Glutatyonunun &lgimi, Ellman’in yéntemiyle
yapiimistir [114]. Doku ekstratlari total protein tayini Lowry’nin belirledigi yonteme

gore yapilmigtir [153].

Calismalarin  bu bdéliminde yukarida belirtilen temeller esas alinarak
gerceklestirilen calismalardan elde edilen bulgular (serum AOPP, MDA, SOD,
glutatyon, nitrat ve nitrit seviyeleri) sirasiyla sunulmus ve izleyen bolumlerde her
bir parametre ve kullanilan nanopartikil formudlasyonu ayrintili bir sekilde

degerlendirilmigtir.
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Oksidatif stres ve serbest radikaller 6zellikle lipitlerde hasara neden olur. Yag
asitlerinin oksidasyonu reaktif bir radikal tarafindan yag asitlerinin metilen
gruplarindan bir hidrojen atomunun koparilmasi ile baslar. Karbon merkezli radikal
olusmasi ve daha sonra molekuler oksijenin baglanmasi ile lipit hidroperoksitleri
meydana gelir. Lipit hidroperoksitleri, lipit peroksidasyonunun erken asamasini
olusturur.  Lipit hidroperoksitlerinin yikimi ise biyoaktif aldehitleri olusturur.
Bunlardan baslicalari malondialdehit (MDA) ve hidroksialkenaller (6rn. 4-OH-
nonenal)'dir [154]. Reaktif oksijen urlnleri, direkt olarak proteinler Uzerine etki
ederek okside olmus aminoasitlerin olusumuna yol agtiklari gibi, indirekt yolla
karbonhidrat ve lipidlerin otooksidasyonu sonucu ortaya c¢ikan reaktif karbonil
bilesiklerinin etkisi ile de ileri glikozillenmis son Urlnlerine ve ileri lipoksidasyon
son urlUnlerine donusurler. ROS, tirozin aminoasidini direkt olarak okside ederek
ditirozin yapisini olusturup protein yapida agregasyona ve fragmantasyona yol
acar. Bu karsilikli baglar ile olugan uriine "illeri Oksidasyon Protein Urinleri"
(AOPP) adi verilir [111, 155].

Nanopartikil uygulanan gruplarin serum AOPP ve MDA seviyeleri incelendiginde
(Sekil 4.31. ve Sekil 4.32.) iki oksidan yapinin seviyelerinin kontrol ve obez
kontrole gore artigi1 ve 3.gun gruplarinda 1.gun gruplarina goére arttigi saptanmistir
(p=0.01). SOD superoksit anyonunun (-O2), hidrojen perokside (H202) ve oksijene
donlisimunU katalize ederek bu radikallerin etkisini azaltmaktadir [156]. Tiyol
grubu tasiyan bir tripeptid olan glutatyon, serbest radikallerin yikici etkilerini
Onleyen veya azaltan transferazlar, peroksidazlar gibi birgok enzimin substrati
olarak gérev yapmaktadir. Glutatyon ayni zamanda hicre iginde tekli oksijen (*O2),
superoksit anyonu ('O2), hidroksi (‘OH) radikalleri gibi birgcok zararli oksidanla

enzim katalizi olmaksizin da reaksiyona girmektedir [157].

Serum SOD ve glutatyon seviyeleri incelendiginde (Sekil 4.33., Sekil 4.34.) ikKi
antioksidan seviyelerinde de kontrol ve obez kontrole gore arttigi goérulmus; ayni
zamanda 3.gun gruplarinda 1.gun gruplarina gore azaldigi saptanmistir (p=0.01).
Nitrik oksit birgok farkli biyolojik olaya arabuluculuk yapan gugli bir biyolojik
molekll olup ayni zamanda bir serbest radikaldir. Organizmada peroksinitrit
anyonu ve hidroksil radikali gibi pek ¢ok radikallerin Uretiimesine neden olabilir.
Ayrica mitokondriyal solunum zincirinin inhibisyonuna da neden olabilir [158]. Nitrik

oksitin oksidasyonu ile sekillenen nitrit ve nitrat, yodun olarak nitrik oksit
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aktivitesinin markeri olarak kullaniimaktadir [159]. CuUnkU nitrik oksit radikalinin
kendisini 6lgmek, stabilitesi ¢ok zayif ve yari Gmriu ¢ok kisa oldugu i¢in oldukga
zordur [160]. Serum nitrat ve nitrit seviyeleri incelendiginde (Sekil 4.35.,3ekil 4.36.)
kontrol gruplarina gore nanopartikul verilen siganlarda nitrit ve nitrat seviyelerinin
yukseldigi, 3.gun gruplarinda 1.gun gruplarina gore daha yuksek nitrit ve nitrat

seviyesi olustugu goriimustir (p=0.01).

4.2.4.1. Serumda AOPP Degerlerinin incelenmesi
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Sekil. 4.31. Kontrol, obez kontrol, IgG1/PHB-CMCs Np birinci ve tglncu gun ile
An-5/PHB-CMCs Np birinci ve Gg¢lincl gruplarina ait siganlarin serum AOPP
seviyeleri (n=6). Kuguk harfler istatistiksel farki gostermektedir. a) 1. gunde kontrol
grubuna goére anlamh fark (p<0.05) ; b) 3. glinde kontrol grubuna gére anlamli fark
(p<0.05); c) 3. glinde obez kontrol grubuna gore anlamli fark (p<0.05) ; d)
IgG1/PHB-CMCs Np 3. gunde 1. gln grubuna gore anlamli fark (p=0.01); e)
IgG1/PHB-CMCs Np 3.gunde An-5/ PHB-CMCs Np 1. gun grubuna gore anlamli
fark (p<0.05); f) An-5 /PHB-CMCs Np 3.gunde IgG 1/ PHB-CMCs Np 3. Gun
grubuna goére anlamli fark (p<0.05).

Serum AOPP seviyeleri incelendiginde (Sekil 4.31.) obez kontrol grubu sigcanlarda
kontrol grubuna goére yaklasik 3.1+£0.82uM daha ylksek ileri oksidasyon proteini

saptanmistir (p<0.05). Nanopartikll enjekte edilen gruplar ile obez kontrol grubu
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kargilastirildiginda; 1gG1 ve Anneksin A5 takili PHB-CMCs nanopartikullerin hem

1.gin hemde 3. gun gruplarinda AOPP seviyesinin arttigi saptanmigtir.

4.2.4.2. Serumda MDA Degerlerinin incelenmesi
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Sekil. 4.32. Kontrol, obez kontrol, IgG1/PHB-CMCs Np birinci ve tglncu gun ile
An-5/PHB-CMCs nanopartikll birinci ve tglncu gruplarina ait sicanlarin serum
MDA seviyeleri (n=6). Ku¢uk harfler istatistiksel farki gostermektedir. a) 1. ginde
kontrol grubuna goére anlamli fark (p<0.05) ; b) 3. gunde kontrol grubuna gére
anlamli fark (p<0.05); c) 3. giinde obez kontrol grubuna gore anlamli fark (p<0.05)
; d) IgG 1/PHB-CMCs Np 3. gunde 1. Gun grubuna gore anlamli fark (p=0.01); e)
An-5/PHB-CMCs 3. glinde 1. Gun grubuna gore anlamh fark (p=0.01); f) IgG
1/PHB-CMCs Np 3.guinde An- 5/ PHB-CMCs Np 1. Gun grubuna gore anlaml fark
(p<0.05).

Serum MDA seviyeleri (Sekil 4.32.) incelendiginde; obez kontrol grubunda MDA
seviyesinin arttigi saptanmistir (p<0.05). Kontrol grubuna goére IgG 1/PHB-CMCs
Np 1.gun ve 3.gun gruplarinin MDA seviyelerinin sirasiyla 1.37+0.87nmol/mi
(p=0.02) ve 3.68+£0.91nmol/ml (p=0.02) arttid1 ve bu artisin istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptanmistir. Kontrol grubuna gore An-5/PHB-CMCs Np 1.glun ve
3.gun gruplarinin MDA seviyelerinin arttigi ve artisin istatistiksel olarak anlaml
oldugu (p<0.01); 1gG 1/PHB-CMCs Np 1.gun grubuna gére MDA seviyesinin An-
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5/PHB-CMCs Np 1.gun ve 3.gun gruplari ile karsilastirildiginda ise aralarinda yine

istatistiksel olarak anlamli fark oldugu bulunmustur (p<0.01).

4.2.4.3. Serumda SOD Degerlerinin incelenmesi
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Sekil. 4.33. Kontrol, obez kontrol, IgG1/PHB-CMCs Np birinci ve tgluncu gun ile
An-5/PHB-CMCs nanopartikll birinci ve tglncu gruplarina ait siganlarin serum
SOD seviyeleri (n=6). Kl¢uk harfler istatistiksel farki gostermektedir. a) 1. glinde
kontrol grubuna gore anlamli fark (p<0.05) ; b) 1.gunde obez kontrol grubuna goére
anlaml fark (p<0.05); c¢) IgG 1/PHB-CMCs Np 1.glnde 3.gun grubuna gore
anlaml fark (p=0.01); d) An-5/PHB-CMCs Np 1.ginde An- 5/ PHB-CMCs Np
3.glin grubuna goére anlamli fark (p=0.01); e) IgG 1/PHB-CMCs 1.gunde An-5
/PHB-CMCs Np 3.gun grubuna goére anlaml fark (p=0.01); f) An-5/PHB-CMCs Np
1.gunde IgG 1/ PHB-CMCs Np 3. Gun grubuna gore anlamli fark (p<0.05); * obez

kontrol grubunun kontrol grubuna gére anlamli fark (p<0,05).

Serum SOD seviyeleri (Sekil 4.33.) incelendiginde; obez kontrol grubunun kontrol
grubuna goére arttigi saptanmistir (p<0,05). Obez kontrol SOD seviyesi ile
kargilastirildiginda 1gG1/PHB-CMCs Np 1.glin grubunun ortalama 5.32+0.98U/ml
(p=0.01), An-5/PHB-CMCs Np 1.gin grubunun ise ortalama 3.8+0.28U/ml
(p=0.01) arttigi ve bu artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmugtur
(<0.01). IgG1l/PHB-CMCs Np (p=0.99) ve An-5/PHB-CMCs Np (p=0.99)

nanopartikalin 3.gun gruplar ile karsilastinldiginda ise aralarinda anlamh bir
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farkin olmadigi goérulmustar. 1gG1/PHB-CMCs Np 1.gin ile 3.gun gruplari
karsilastirildiginda SOD seviyesinin 5.97+£1.75U/ml (p=0.01), An-5/PHB-CMCs Np
3.gin grubuna goére ise 5.78+1.88U/ml (p=0.01) azaldigi ve bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli oldugu gorulmustur (p<0.01).

4.2.4.4. Serumda Glutatyon Degerlerinin incelenmesi
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Sekil. 4.34. Kontrol, obez kontrol, IgG1/PHB-CMCs Np birinci ve tglncu gun ile
An-5/PHB-CMCs Np birinci ve Gg¢lincl gruplarina ait siganlarin serum glutatyon
seviyeleri (n=6). Kuguk harfler istatistiksel farki géstermektedir. a) 1. ginde kontrol
grubuna goére anlamli fark (p=0.01); b)1. glinde obez kontrol grubuna gére anlaml
fark (p=0.01); c) 3. glinde kontrol grubuna gdére anlamli fark (p<0.05) ; d) 3. glinde
obez kontrol grubuna goére anlamli fark (p<0.05); e) IgG 1/PHB-CMCs Np 1. gunde
3. gun grubuna goére anlamli fark (p<0.05); f) An-5/PHB-CMCs Np 1.glinde An-
5/PHB-CMCs Np 3. gun grubuna gdére anlamh fark (p<0.05); g) An-5/PHB-CMCs
Np 1.gunde IgG1/PHB-CMCs Np 3. glin grubuna goére anlamli fark (p<0.05).

Serum glutatyon seviyeleri karsilastirildiginda (Sekil 4.34.); obez kontrol grubu
glutatyon seviyesinin negatif kontrol grubuna gore yukseldigi ancak istatistiksel
olarak anlamli olmadigi goérilmustur. Obez kontrol ile IgG1/PHB-CMCs Np ve An-
5/PHB-CMCs Np 1.gun ve 3.gun gruplari kargilasgtirildiginda sirasi ile glutatyon
seviyesinin arttigl ve bu artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur
(p<0.01). Ancak IgG1/PHB-CMCs Np ve An-5/PHB-CMCs Np 1.gun ile 3.gun

98



gruplar karsilastinldiginda serum glutatyon seviyesinin azaldigi ve bu azalmanin

istatistiksel olarak anlamli oldugu saptanmistir (p<0.01).

4.2.4.5. Serumda Nitrit ve Nitrat Degerlerinin incelenmesi
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Sekil. 4.35. Kontrol, obez kontrol, IgG1/PHB-CMCs Np birinci ve Ggluncu gun ile
An-5/PHB-CMCs Np birinci ve Gg¢lncl gruplarina ait siganlarin serum Nitrat
seviyeleri (n=6). Kiguk harfler istatistiksel farki géstermektedir. a) 1. gtiinde kontrol
grubuna goére anlamli fark (p=0.01); b) 1. glinde obez kontrol grubuna gére anlaml

fark (p=0.01); c) 3. gunde kontrol grubuna gére anlamli fark (p<0.05).

Serum nitrat seviyeleri karsilastirildiginda (Sekil 4.35.); obez kontrol grubunun
kontrol grubuna gore arttigi ancak bu artisin istatistiki olarak anlamli olmadigi
saptanmistir (p=0.01). IgG 1/PHB-CMCs Np 1.gun grubu ile IgG 1/PHB-CMCs Np
3.gun grubu karsilastirildiinda da aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktur (p=1.0). Ayrica IgG 1/PHB-CMCs Np ile An-5/PHB-CMCs Np 1. ve 3. gun
gruplan sirasiyla karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir farkin olmadigi

gOrulmastir (p<0.05).
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Sekil 4.36. Kontrol, obez kontrol, IgG 1/PHB-CMCs Np birinci ve Gguncu gun ile
An-5/PHB-CMCs Np birinci ve Gglincl gruplarina ait siganlarin serum Nitrit
seviyeleri (n=6). Kuguk harfler istatistiksel farki géstermektedir. a) 1. glinde kontrol
grubuna goére anlaml fark (p=0.01); b) 1. glinde obez kontrol grubuna gére anlaml
fark (p=0.01); c) 3. glinde kontrol grubuna gdére anlamli fark (p<0.05) ; d) 3. glinde

obez kontrol grubuna goére anlamli fark (p<0.05)

Serum nitrit seviyeleri incelendiginde (Sekil 4.36.); obez kontrol grubunun kontrol
grubuna goére arttigi saptanmistir. 1IgG 1/PHB-CMCs Np 1.gin grubu ile IgG
1/PHB-CMCs Np 3.glin (p=0.53), An-5/PHB-CMCs Np 1.(p=0.72) ve 3.gln
(p=0.96) gruplar karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel bir farkin olmadigi
gorulmastur. IgG 1/PHB-CMCs Np 3.gun grubu ile An-5/PHB-CMCs Np 1.(p=1.0)
ve 3.gun (p=0.13) gruplan karsilastirildijinda aralarinda istatistiksel bir farkin

olmadigi gérulmustar.
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4.2.4.6.

AOPP degerlerinin kontrol ve Np gruplari arasi kargilagtiriimasi

Doku AOPP seviyeleri
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Sekil 4.37. Kontrol, obez kontrol, IgG 1/PHB-CMCs Np 1.glin ve 3.gun ile An-
5/PHB-CMC Np 1.guin ve 3.gun gruplarina ait siganlarin doku AOPP (A) ve MDA

Bobrek AOPP (Sekil 4.37.A) seviyeleri incelendiginde kontrol grubuna gore obez

kontrol grubu degerlerinin anlamh olarak yukseldigi saptanmigstir (p<0.05). Obez

(B) seviyeleri (n=6).




kontrol grubuna goére IgG 1/PHB-CMCs Np ve An-5/PHB-CMCs Np 1.glin ve
3.gun gruplarinin AOPP degerleri arasinda anlamli farklarin olmadigi bulunmustur
(p<0.05).

Kalp AOPP seviyeleri incelendiginde (Sekil 4.37.A) obez kontrol grubu degerlerinin
negatif kontrol grubuna gore anlaml olarak yukseldigi saptanmistir (p<0.05). Obez
kontrol ile karsilagtinidiginda; IgG 1/PHB-CMCs Np 1.gun grubunun obez
kontrolden anlamh olarak farkh olmadigi (p=1.0), bununla birlikte 1IgG 1/PHB-
CMCs Np 3.gin grubu AOPP degerinin arttigi ve bu artisin anlamli oldugu
saptanmigtir (p=0.05). IgG1/PHB-CMCs Np 3.gun grubu ile An-5/PHB-CMCs Np
1.gun grubu karsilastinldiginda deger, 52.45+6.8uM/mg protein fazla bulunmustur
ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goértlmastir (p=0.01), bununla
birlikte 1gG 1/PHB-CMCs Np 3.gun grubu ile An-5/PHB-CMCs Np 3.gun AOPP

degerleri arasinda anlamh bir farkin olmadigi1 saptanmigtir (p=0.28).

Akciger AOPP seviyeleri incelendiginde (Sekil 4.37.A); obez kontrol grubu
degerinin negatif kontrole gére anlamli yikseldigi saptanmistir (p<0.05). Obez
kontrol ile IgG 1/PHB-CMCs Np 1.gun (p=1.0), 3.gun (p=1.0), An-5/PHB-CMCs Np
1.gun (p=1.0) ve 3.gln (p=1.0) gruplari arasinda anlaml bir fark goralmemigtir.
IgG 1/PHB-CMCs Np 1.gun ile 3.gun arasinda anlamlh bir fark gordlmemistir
(p=0.96). An-5/PHB-CMCs Np 1.gun ve 3.gun (p=1.0) gruplari arasinda anlamh bir

fark goértlmemistir.

Dalak AOPP seviyeleri incelendiginde (Sekil 4.37.A); obez kontrol grubu degerinin
negatif kontrole gére anlamli bir sekilde yukseldigi saptanmistir (p<0.05). Obez
kontrol grubu ile IgG1/PHB-CMCs Np 1.gin (p=1.0) grubu arasinda anlaml bir
fark yoktur. Fakat obez kontrole goére IgG1/PHB-CMCs Np 3.gin (p=0.01), An-
5/PHB-CMCs Np 1.gln (p=0.01) ve 3.gun (p=0.01) gruplarinda AOPP seviyesinin
anlamli bir sekilde yukseldigi saptanmistir. IgG1/PHB-CMCs Np 3.gln grubuna
gbre An-5/PHB-CMCs Np 3.gln grubu daha yuksek bulunmustur (p=0.09). An-
5/PHB-CMCs Np 1.gun ve 3.gun arasinda ise anlaml bir fark yoktur (p=0.35).

Karaciger AOPP degerleri incelendiginde (Sekil 4.37.A); obez kontrol grubu
degerinin negatif kontrole gore anlamli olarak yukseldigi saptanmistir (p<0.05).
Obez kontrol grubuna gére IgG1/PHB-CMCs Np 1.gun (p=0.01) ve 3.gin (p=0.01),
An-5/PHB-CMCs Np 1.gin (p=0.01) ve 3.gin (p=0.01) gruplarindaki AOPP
degerlerinin arttigi saptanmistir. IgG 1/PHB-CMCs Np 1.giin ve 3.gun gruplari ile
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An-5/PHB-CMCs Np 1.gun ve 3.gun gruplari arasinda AOPP seviyeleri agisindan

anlamli bir fark gértlmemistir (p=0.89).

4.2.4.7. AOPP degerlerinin dokular arasi karsilastiriimasi

MR gérintulemelerinden sonra sakrifiye edilen siganlardan IgG 1/PHB-CMCs Np
enjekte edilen grupta (Sekil 4.37.A); bobrek ile kalp (p=0.223), akciger (p=0.606)
ve dalak (p=0.509) AOPP degerleri arasinda anlamli bir fark goérilmemistir. En
yuksek AOPP seviyesi ise karacigerde tespit edilmigtir (p=0.01).

IgG 1/PHB-CMCs Np enjeksiyonlardan U¢ gun sonra yapilan AOPP c¢alismasinda
(Sekil 4.37.A); bobrek ile kalp (p=0.11), akciger (p=0.06) ve dalak (p=0.62)
arasinda anlamh bir fark gorulmemistir. 1gG1/PHB-CMCs Np enjekte edilen
siganlarda birinci gun grubu gibi en yiksek AOPP degeri karacigerde bulunmustur
(p=0.01).

An-5/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarda birinci guin AOPP degerleri
incelendiginde (Sekil 4.37.A); AOPP degerleri bobreklerde 55.1719.5; kalpte
34.76+3.8; akcigerde 44.41+5.0; dalakta 88.9+3.8 ve karacigerde 107.9+5.04
MM/mg protein bulunmustur. Kalp ve akciger degerleri arasinda anlamli bir fark
goOrulmemistir (p=0.09), diger dokularin AOPP sonuglari arasindaki farklar birbirleri

ile istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.01).

An-5/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarda Uguncli gin AOPP degerleri
incelendiginde (Sekil 4.37.A); bobrek ve kalp (p=0.22), kalp ve akciger (p=0.88) ve
dalak ve karaciger (p=0.16) AOPP degderleri arasinda anlamh bir fark
gorulmemigstir. Bobrek, kalp, akciger ve karaciger degerleri incelendiginde en

yuksek AOPP degeri karacigerde gorulmustar (p=0.01).

4.2.4.8. MDA degerlerinin kontrol ve Np gruplari arasi karsilastiriimasi

Bobrek MDA seviyesi incelendiginde (Sekil 4.37.B); obez kontrol grubuna gore 1gG
1/PHB-CMCs Np 1.gin (p=1.0) ve 3.gun (p=0.18) ile An-5/PHB-CMCs Np 1.gln
(p=1.0) grubu boébrek MDA seviyeleri arasinda anlaml bir fark yoktur. Obez kontrol
grubuna goére An-5/PHB-CMCs Np 3.gin MDA degeri yuksek bulunmustur
(p=0.01). Ayrica IgG 1/PHB-CMCs Np 3.gin ve An-5/PHB-CMCs Np 3.gln
gruplarit MDA seviyeleri daha yuksek bulunmustur (p=0.01)
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Kalp MDA seviyeleri incelendiginde (Sekil 4.37.B); obez kontrol grubu ile 1gG
1/PHB-CMCs Np 1.gun ve 3.gun gruplari, An-5/PHB-CMCs Np 1.gin ve 3.gun

gruplari arasinda anlamli bir fark gériimemistir (p=1.0).

Akciger MDA seviyeleri incelendiginde (Sekil 4.37.B); obez kontrol grubuna gore
IgG 1/PHB-CMCs Np 1.gun (p=0.73) ve An-5/PHB-CMCs Np 1.gun (p=0.98)
gruplari arasinda anlamh bir fark gorilmemistir. Ancak obez kontrol grubuna goére
nanopartikillerin  3.gun gruplart MDA seviyeleri daha yuksek bulunmustur
(p=0.01).

Dalak MDA seviyeleri incelendiginde (Sekil 4.37.B); obez kontrol ile
kargilastirildiginda 1gG 1/PHB-CMCs Np 1.gin ve An-5/PHB-CMCs Np 1.gun
gruplarn arasinda anlaml bir fark goérdlmemistir (p=1.0), IgG 1/PHB-CMCs Np
3.gin ve An-5/PHB-CMCs Np 3.glin gruplari MDA seviyeleri daha yuksek
bulunmustur (p=0.01).

Karaciger MDA seviyeleri incelendiginde (Sekil 4.37.B); obez kontrol ile
karsilastirildiginda; IgG 1/PHB-CMCs Np 1.gun ve 3.gun, An-5/PHB-CMCs Np
1.gin gruplari arasinda anlamh bir fark gorulmemistir (p=1.0). Obez kontrol
grubuna goére An-5/PHB-CMCs Np 3.gin MDA seviyesi daha ylksek bulunmustur
(p=0.01). En ylksek MDA seviyesi An-5/PHB-CMCs Np 3.gun grubunda tespit
edilmistir (p=0.01).

4.2.4.9. MDA degerlerinin dokular arasi karsilastiriimasi

IgG 1/PHB-CMCs Np enjekte edilen sigcanlarda birinci gin MDA seviyesi
incelendiginde (Sekil 4.37.B); bobrek ile kalp (p=0.71) ve karaciger (p=0.32)
dokulari arasinda anlamli bir fark gorulmemigstir. MDA degeri akciger (p=0.01) ve
dalakta (p=0.01) bobrede gore daha yuksek bulunmustur. Akciger MDA seviyesi
kalbe gore daha yuksek bulunmustur (p=0.01), fakat dalak ile aralarinda anlamh
bir fark goértlmemistir (p=0.1). En yliksek MDA seviyesi dalakta bulunmustur; fakat
bu deger kalp (p=0.26), akciger (p=0.17) ve karaciger (p=0.64) MDA seviyeleri ile

anlamli bulunmamistir.

IgG 1/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarda dglncd gun MDA seviyesi
incelendiginde (Sekil 4.37.B); en yuksek deger akcigerde tespit edilmistir (p=0.01).
Karacigerden sonra en yuksek MDA seviyesi dalakta tespit edilmigtir, fakat dalak

ile bobrek (p=0.95) ve kalp (p=0.95) MDA seviyeleri arasinda anlamh bir fark
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gorulmezken, bu degerin akciger (p=0.01) ve karaciger (p=0.01) MDA seviyelerine

gOre anlamli oldugu saptanmigtir.

An-5/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarda birinci gin MDA seviyesi
incelendiginde (Sekil 2.2.55B); en ylksek deger akcigerlerde gorulmustur. Akciger
MDA seviyesi bobrek, kalp ve karaciger (p=0.01) icin anlamli iken dalak MDA

seviyesi (p=0.54) ile anlamh olmadigdi saptanmistir.

An-5/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarda Ugunci gun MDA seviyesi
incelendiginde (Sekil 4.37.B); en yuksek deger karacigerde tespit edilmistir
(p=0.01). Dalak MDA degerinin bobrek (p=0.49) ve akciger (p=0.79) MDA
degerleri ile anlamh olmadigi, kalp MDA degerine gore daha yuksek oldugu

(p=0.01) saptanmistir.

MDA lipit, AOPP de protein oksidasyonunu gosteren iki markirdir. MDA ve AOPP
degerleri karsilastirildiginda; her iki oksidanin da birinci gin kontrol gruplarina
gore arttigi (p=0.01), Gglncld gin ise birinci gline gdre daha yuksek oldugu

gOrulmustar (p=0.01).

4.2.4.10. Glutatyon degerlerinin kontrol ve Np gruplari arasi karsilastiriimasi
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Sekil 4.38. Kontrol, obez kontrol, IgG1/PHB-CMCs Np 1.gun ve 3.gun ile An-
5/PHB-CMCs Np 1.gun ve 3.gun gruplarina ait sicanlarin doku glutatyon (A) ve
SOD (B) seviyeleri (n=6).

Bobrek glutatyon seviyesi incelendiginde (Sekil 4.38A); 19gG 1/PHB-CMCs Np ve
An-5/PHB-CMCs Np 1.gun ve 3. glutatyon degerleri obez kontrol grubuna goére
yuksek bulunmustur. Nanopartikullerin 1.gun ve 3.gun gruplari arasinda anlaml

bir fark goérulmemistir (p=0.98).

Kalp glutatyon seviyesi incelendiginde (Sekil 4.38A); obez kontrol grubu ile An-
5/PHB-CMCs Np 3.gln grubu arasinda anlamli bir fark gorilmemistir (p=0.99).
Obez kontrol grubuna goére IgG 1/PHB-CMCs Np 1.gin ve 3.gin, An-5/PHB-
CMCs Np 1.gun gruplari daha yuksek bulunmustur (p=0.01). IgG 1/PHB-CMCs Np
1.gun ile 3.gun (p=0.98), An-5/PHB-CMCs Np 1.gin (p=1.0) ve 3.gin (p=0.89)

gruplari arasinda anlamli bir fark bulunmamigtir.

Akciger glutatyon seviyesi incelendiginde (Sekil 4.38.A); obez kontrol grubuna
g6re nanopartikiller arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. IgG1/PHB-CMCs
Np 1.gun grubu ile 3.gin (p=0.98), An-5/PHB-CMCs Np 1.gin (p=1.0) ve 3.gln

(p=0.99) gruplari arasinda anlamli bir fark saptanmamistir.
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Dalak glutatyon seviyesi incelendiginde (Sekil 4.38.A); obez kontrol grubuna gore
nanopartikual gruplari arasinda anlaml bir fark saptanmamigtir. Ayrica hazirlanan
nanopartikillerin 1.gtin (p=1.0) ve 3.gun (p=1.0) gruplari arasinda da anlamli bir

fark yoktur.

Karaciger glutatyon seviyesi incelendiginde (Sekil 4.38.A); obez kontrol grubuna
gOre nanopartikul gruplarinin 1. Gunlerinde artis gézlenmis ve bu artis istatistiki
olarak anlamli bulunmustur. Bunu karsin nanopartikullerin 3. gun degerleri

arasinda herhangi bir fark gézlenmemistir.

4.2.4.11. Glutatyon degerlerinin dokular arasi karsilagtiriimasi

IgG 1/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarin birinci gun yapilan glutatyon
calismasinda (Sekil 4.38.A); bobrek ile kalp (p=0.95), akciger (p=0.23), dalak
(p=0.57) ve karaciger (p=0.98) arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. En
yuksek glutatyon seviyesi karacigerde tespit edilmistir (0.084+0.002umol/mg
protein) ve karaciger ile bébrek (p=0.98), kalp (p=0.75), akciger (p=0.09) ve dalak

(p=0.3) arasinda da anlamli bir fark bulunmamistir.

IgG 1/PHB-CMCs Np enjeksiyonundan ¢ gin sonra yapilan glutatyon
calismasinda (Sekil 4.38.A); en yuksek glutatyon seviyesi karacigerde
saptanmistir. Karaciger ile boébrek (p=1.0), kalp (p=0.57) ve dalak (p=0.9)
glutatyon seviyeleri arasinda anlamh bir fark gézlenmezken akciger glutatyon
seviyesi karacigere gore ortalama 0.025+0.001 pmol/mg protein daha dusuk

bulunmustur (p=0.01).

An-5/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarin birinci gun yapilan glutatyon
calismasinda (Sekil 4.38.A); glutatyon seviyesi en ylksek karacigerde tespit
edilmistir (p=0.01). Kalp ile dalak (p=0.82) arasinda anlamli bir fark gézlenmezken,
kalp ile bobrek (p=0.05), akciger (p=0.01) ve karaciger (p=0.01) arasinda anlamh
fark saptanmistir. Glutatyon seviyesi en dusik akcigerlerde saptanmistir (p=0.01),

fakat akciger ile bobrek (p=0.37) arasinda anlaml bir fark bulunmamistir.

An-5/PHB-CMC Np enjekte edilen siganlarda Gglncu gun yapilan glutatyon
calismasinda (Sekil 4.38.A); karaciger glutatyon seviyesi ile kalp (p=0.28) ve dalak
(p=0.54) arasinda anlamh bir fark goérilmezken, bdbrek (p=0.01) ve akciger
(p=0.01) glutatyon seviyeleri daha dusik bulunmustur. Akciger glutatyon seviyesi

107



ile bobrek (p=0.99), kalp (p=0.38) ve dalak (p=0.18) seviyeleri arasinda anlamli bir

fark saptanmamistir.

4.2.4.12. SOD degerlerinin kontrol ve Np gruplari arasi karsgilastiriimasi

Bobrek SOD seviyesi incelendiginde (Sekil 4.38.B); obez kontrol grubu ile IgG
1/PHB-CMCs Np 3.gln grubu arasinda anlamli bir fark gérilmezken (p=0.9), 1gG
1/PHB-CMCs Np 1.giun (p=0.01), An-5/PHB-CMC Np 1.gin (p=0.01) ve 3.gln

(p=0.03) SOD degerleri obez kontrole gore anlamli yiksek bulunmustur.

Kalp SOD seviyesi incelendiginde ($ekil 4.38.B); obez kontrol grubu ile An-5/PHB-
CMCs Np 3.gun grubu (p=0.96) arasinda anlaml bir fark gértlmemistir. IgG
1/PHB-CMCs Np 1.gin (p=0.01) ve 3.gln (p=0.01), An-5/PHB-CMCs Np 1.gln
(p=0.01) gruplari obez kontrole gore anlamh ylksek bulunmustur. IgG 1/PHB-
CMCs Np 1.gin grubu ile 3.gun (p=0.25), An-5/PHB-CMCs Np 1.gin (p=1.0)
gruplari arasinda anlaml bir fark gordlmemigtir. An-5/PHB-CMCs Np 3.gun grubu
SOD degeri IgG 1/PHB-CMCs Np 1.gun grubuna gore anlaml distk bulunmustur
(p=0.01). An-5/PHB-CMCs Np 1.gin grubuna goére IgG 1/PHB-CMCs Np 3.gun
(p=0.04) ve An-5/PHB-CMCs Np 3.gun (p=0.01) gruplart SOD degerleri anlamli
duslktar.

Akciger SOD seviyesi incelendiginde (Sekil 4.38.B); obez kontrol grubu ile An-
5/PHB-CMCs Np 1.gun (p=1.0) ve 3.gun (p=0.48) gruplar arasinda anlamli bir
fark gorulmemistir. IgG 1/PHB-CMCs Np 1.gun (p=0.01) ve 3.gun (p=0.01) SOD
degerleri obez kontrol grubuna goére anlamli yliksek bulunmustur. IgG 1/PHB-
CMCs Np 1.gun ile 3.gln (p=0.42) ve An-5/PHB-CMCs Np 3.gun (p=0.95) gruplari
arasinda anlaml bir fark gorilmemigtir. An-5/PHB-CMCs Np 1.giin SOD degeri
IgG 1/PHB-CMCs Np 1.gun grubuna gore anlamli yiksek bulunmustur (p=0.01).

Dalak SOD seviyesi incelendiginde (Sekil 4.38.B); obez kontrol grubu ile 1gG
1/PHB-CMCs Np 1.gun (p=0.14), 3.gin (p=1.0) ve An-5/PHB-CMCs Np 3.gln
(p=0.19) gruplari arasinda anlamli bir fark goérulmemigtir. An-5/PHB-CMCs Np
1.gun grubu obez kontrol grubuna gore anlamli yuksek bulunmustur (p=0.01). IgG
1/PHB-CMCs Np 1.gin grubu ile 3.gin (p=0.93), An-5/PHB-CMCs Np 1.gln
(p=1.0) ve 3.gln (p=1.0) gruplari arasinda anlamli bir fark gériimemistir.

Karaciger SOD seviyesi incelendiginde (Sekil 4.38.B); obez kontrol grubuna goére

diger gruplarin SOD seviyeleri anlamh yuksek bulunmustur (p=0.01). Bununla
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birlikte An-5/PHB-CMCs Np 1.gun (p=1.0) ve 3.gun (p=0.5) gruplari aralarinda

anlamli bir fark saptanmamistir.

4.2.4.13. SOD degerlerinin dokular arasi karsilasgtiriimasi

IgG 1/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarda birinci gin SOD c¢alismasinda
(Sekil 4.38B); en yuksek SOD degeri karacigerde gorulmuastur. Karacigerden
sonra en yuksek SOD degeri kalpte gorulmustur. Kalp SOD degeri akcigere
(p=0.2) gore anlamli olarak yuksek degilken bobrek (p=0.01) ve dalaga (p=0.01)

gore anlamli olarak yuksektir.

IgG 1/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarda Ggunci gin SOD galismasinda
(Sekil 4.38B); uguncu gun SOD degerlerinin birinci gune gore azaldigi
saptanmigtir. Bununla birlikte en yuksek deger ilk gin ¢alismasi gibi karaciger ve
kalpte gorulmuUstir. Bu calismada da karaciger ve kalp SOD dederleri arasinda

anlamli bir fark gértlmemistir (p=0.97).

4.2.414. Nitrit ve Nitrat degerlerinin kontrol ve Np gruplar arasi
karsilastiriimasi
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Sekil 4.39. Kontrol, obez kontrol, IgG 1/PHB-CMCs Np 1.glin ve 3.gln ile An-
5/PHB-CMCs Np 1.gun ve 3.gun gruplarina ait siganlarin doku nitrit (A) ve nitrat
(B) seviyeleri (n=6).

Dalak, karaciger, akciger, kalp, bobrek dokularinin nitrit ve nitrat seviyesi
incelendiginde (Sekil 4.39A, Sekil 4.39B), obez kontrol, IgG 1/PHB-CMCs Np
1.gin ve 3.guin ile An-5/PHB-CMCs Np 1.gin ve 3.glin gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=1.0).

4.2.4.15. Nitrit ve Nitrat degerlerinin dokular arasi karsilastiriimasi

IgG 1/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarin birinci gin nitrit sonuglari
incelendiginde (Sekil 4.39.A); en ylUksek degerlerin kalp ve akcigerde oldugu
ancak nitrit seviyelerinin dalak, bobrek ve karacigere gore istatistiksel olarak farkh

olmadigi gorulmastir (p=0.90).

IgG 1/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarin UGglncl gun nitrit sonuglari
incelendiginde (Sekil 4.39.A); kontrol ve obez kontrol grubuna goére akciger nitrit
seviyesinin arttigi, bunumla birlikte kalp, dalak, bobrek ve karaciger doku nitrit

seviyeleri arasinda anlamh bir fark olmadigi géradimustur (p=1.0).

An-5/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarda birinci giin yapilan ¢galismada (Sekil
4.39.A); en yuksek nitrit degeri kalpte gorulmustur (p=0.01). Bobrek nitrit degerinin
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ise kalp, akciger ve karacigere gore anlaml bir sekilde disuk oldugu bulunmustur
(p=0.01).

An-5/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarda uglincu gun yapilan galismada
(Sekil 4.39.A); en yuksek deger nitrit degeri kalpte gorulmustur (p=0.01). En dusuk

deger ise dalakta gorulmagtar.

IgG 1/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarin birinci gun nitrat sonuglari
incelendiginde (Sekil 4.39.B); en yuksek degder akcigerde saptanmistir ve bu deger
dalaga (p=0.02) gore anlamli iken bobrek, kalp (p=0.3) ve karacigere (p=0.9) gore

anlamli bulunmamistir.

IgG 1/PHB-CMCs Np enjekte edilen siganlarin Gguncl gun nitrat sonuglari
incelendiginde (Sekil 4.39.B); en yuksek deger akcigerde saptanmigtir ve bu
degerinin kalbe (p=0.02) gore anlamli olarak yuksek oldugu, bdbrege (p=0.8),
dalaga (p=0.05) ve karacigere (p=0.9) gore ise anlamli olarak yuksek olmadigi
gorulmustir. Karaciger nitrat seviyesinin kalp degerine goére ylksek oldugu

bulunmustur (p=0.04).

An-5/PHB-CMCs Np enjekte edilen sicanlarda birinci gun nitrat sonuclari
incelendiginde (Sekil 4.39.B); en ylUksek deder akcigerde gorulmustir (p=0.01).
Kalp nitrat seviyesinin bdbrek (p=0.5) ve dalaga (p=0.9) gbre farkli olmadigi

akciger ve karacigere gore ise anlamli distk oldugu bulunmustur (p=0.01).

An-5/PHB-CMCs Np enjekte edilen sicanlarda UGglncl gun nitrat sonuclari
incelendiginde (Sekil 4.39.B); en yuksek deder kalpte gorllmustir. Dalak nitrat

degerinin kalp ve akcigere gére anlamli distk oldugu bulunmustur (p=0.01).

4.2.4.16. Biyokimyasal incelemelerin degerlendirilmesi

Biyokimya calismalar sonucunda; serum obez kontrol grubu SOD, MDA, AOPP,
glutatyon, nitrit-nitrat seviyelerinin negatif kontrol grubuna gére arttigi saptanmigtir.
Ayni zamanda obez kontrol grubuna gore; AOPP ve MDA seviyelerinin An-5/PHB-
CMCs Np enjekte edilen grupta arttigi saptanmistir (p<0,05). Bununla birlikte
antioksidanlardan SOD ve glutatyon seviyelerinde birinci giin artig, tginci gin
yapilan calismalarda ise azalma saptanmigtir. Nitrit-nitrat seviyelerin de genel
olarak bir artis saptanmistir. Guohua ve arkadaslari hiperlipidemik sigan
serumunda glutatyon, MDA ve SOD seviyelerini incelemiglerdir. Hiperlipidemik

siganlarda GSH seviyesinin, SOD aktivitesinin azaldigini, MDA seviyesinin de
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arttigini  saptamiglardir [161]. Sun ve arkadaslari siganlarda aterosklerotik
lezyonlar olusturmuslardir. Calismalarinin  sonucunda plak olusturduklar
sicanlarda TNF-a, IL-6 ve C-reaktif protein miktarlarinin normal kontrol grubuna

g6re arttigini saptamiglardir [162].

MDA ve AOPP degerleri karsilastirildiginda; her iki oksidanin da birinci gin kontrol
gruplarina goére arttigi (p=0.01), Gglncu gun ise birinci gine gére daha yuksek
oldugu goérulmastir (p=0.01). Bu durum nanopartikillerin hayvanlarda dokulara
gbre degismekle birlikte oksidatif strese sebep oldugunu gdéstermektedir. En
yuksek AOPP seviyesi karacigerde saptanmistir ve karaciger AOPP dederlerine
gore kismi olarak IgG 1/PHB-CMCs nanopartikullerin daha az oksidatif strese
sebep oldugu soylenebilir. En yiksek doku MDA seviyesi akcigerlerde gozlenmistir
ve akciger MDA seviyesine gore IgG1/PHB-CMCs ile An-5/PHB-CMCs
nanopartikillerin arasinda belirgin bir fark gézlenmemistir. Clre ve arkadaslarl,
2007 yilinda yaptiklari bir galismada 100 mg/kg demiri siganlara intraperitoneal
yolla 5 gln boyunca enjekte etmislerdir. Enjeksiyonlardan 12 saat sonra siganlari
sakrifiye etmis, kalp ve karacier SOD, MDA seviyelerini incelemislerdir. Elde
ettikleri sonuclara goére her iki organda da SOD, MDA ve glutatyon seviyelerinin
kontrol gruplarina gore arttigi saptamiglardir [163]. Bu sonuglar tez kapsaminda

yapilan SOD ve MDA sonuglari ile drtugsmektedir.

Her iki antioksidan, glutatyon ve SOD degerleri karsilastirildiginda birinci gun
yapilan galismada her iki antioksidanin degerinin daha yuksek, tguncu gun ise
daha dusuk oldugu saptanmistir. Bu durumda oksidanlarin eliminasyonu igin
antioksidanlarin harcandigini gostermektedir. En yuksek SOD dedgeri karacigerde
tespit edilmis ve karaciger SOD degerine gore iki nanopartikil arasinda oksidan
aktivite yoninden anlamlh bir fark gézlenmemistir. En ylksek glutatyon degeri
karacigerde bulunmustur. Ozellikle birinci giin yapilan ¢alismalar sonucunda elde
edilen sonuglarin obez kontrollere gére anlamli yuksek oldugu saptanmistir. SOD
ve glutatyon sonugclari degerlendirildiginde 1gG 1/PHB-CMCs nanopartikillerin
kismi olarak daha biyouyumlu oldugu gézlenmistir. Bayir ve arkadaslari sekiz hafta
boyunca %1 kolesterolce zengin diyetle besledikleri sicanlara N-asetil sistein
uygulamiglaridir. Yaptiklari ¢alismada siganlarin aort dokusunda, kontrol grubuna
gore kolesterol grubu siganlarda glutatyon seviyesinin azaldigini, MDA ve NO

seviyelerinin ise arttigini saptamislardir [164]. Futian Tang ve arkadaglari
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aterosklerotik plak olusturduklari sigcanlarin aortlarini ¢ikartip SOD ve MDA
seviyelerini incelemislerdir. Yaptiklari ¢alisma sonucun da plakh dokuda MDA
seviyesi yukselirken SOD seviyesinin onunla paralel olarak azaldigini
saptamiglardir [165].

Nitrit ve nitrat dederlerinin dokulara gére birinci ve Uglncu gln galismalarinda
azaldigi veya arttigi saptanmistir. Bununla birlikte genel olarak en yuksek degerin
akcigerlerde oldugu saptanmistir. Akciger nitrit seviyesine goére nanopartikuller
arasinda acik bir fark bulunamamistir. Nitrat sonuglari degerlendirildiginde 6zellikle
kalp ve dalak degerleri ile obez kontrol dederlerinin arasinda anlamli bir fark
olmadig! bulunmustur. Akciger degerleri dikkate alindiginda nitrat sonuglarina gore

iki nanopartikl arasinda anlaml bir fark géralmemistir.

Sicanlarin doku ve serum oOrneklerinde yapilan biyokimyasal incelemeler
sonucunda kullanilan nanopartikil miktarinin fazla olmasi sebebiyle organ ve

dokularda belli bir oranda oksidatif strese neden oldugu gozlenmistir.

4.2.5. Histolojik incelemeler

Kontrol, An-5/PHB-CMCs Np ve IgG1/PHB-CMCs Np enjekte edilen sigcanlar MRI
incelemeleri tamamlandiktan sonra standart anestezi altinda sakrifiye edildi.
Aortlari ¢ikartildi ve %10 formol igerisine alindi. Sigan aortlari demir igeren
nanopartikillerin incelenmesi igin prusya mavisi ile (Sekil 4.40.), yag ve plak
iceriginin incelenmesi icin hematoksilen eosin ile boyandi (Sekil 4.41.).

Sekil 4.40. Prusya mauvisi ile boyanmig IgG 1/PHB-CMCs Np (A, 10x10 buyutme)
ve An-5/PHB-CMCs Np (B, 10x40 blyutme) enjekte edilen sicanlarin aortlari ( ad:

aort duvari, L: liimeni, n nanopartikiillerin akiimilasyon bélgeleri m: makrofaj, y:

yag tabakasi).
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Sekil 4.41. Hematoksilen-oesin ile boyanmis standart yem ile beslenen (A, 10x10)

ve %1 hayvansal yag katkili diyet ile beslenen si¢anlarin (B, 10x10; C 10x40;
D10x40) aortlen (a: aterosklerotik plak olugsumu, ad: aort duvari, L: liimeni,m:

makrofaj, y: yag tabakasi).

Sekiz haftanin sonunda normal sigan diyeti ile beslenen siganlarin damar
kesitlerinin hematoksilen-eosin boyama ile incelenmesinde herhangi bir patolojiye
rastlanmamistir. Normal damarlarin ince ve duzgun bir endotele, ince ve
kivrimlasmamis internal elastik laminaya ve konsantrik yerlesmis diz adale
hicrelerinden olusan medya tabakasina sahip oldugu izlenmistir. Damar duvarlari
kalinliginda anormallik izienmemistir. (Sekil 4.41.A). %1 hayvansal yag katkil diyet
ile beslenen gruptaki siganlarin damar kesitlerinin incelemesinde ateroskleroz ile
uyumlu olarak subendotelyal ve medial tabakalarda lipid depolanmalari, media
tabakasindaki elastik lif yapilarinda dejenerasyon, endotelyal hicre diziliminde
duzensizlik, damar duvarinda kalinlagsma gorulmustar.  Ayrica bu grupta,

damarlarda tipik ateromatoz plaklarin olustugu da tespit edilmistir. Bu gruptaki
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siganlarin aort adventitia yonunde ¢ok daha kalin bir yag tabakasi izlenmistir (Sekil
4.41 B, C, D).

Demir igeren manyetik IgG 1/PHB-CMCs (Sekil 4.40A) ve An-5/PHB-CMCs (Sekil
4.40B) nanopartikillerin abdominal aortta akimulasyonunun incelenmesi igin
dokular prusya mavisi ile boyanmigtir. IgG 1 ve Annexin-5 ligandlar ile modifiye
edilmis PHB-CMCs blend nanopartikullerin abdominal aortta, o6zellikle |Gmen

yonunde lezyon ¢evresinde akimule oldugu gézlenmisgtir.

Joanne B. Morris ve arkadaslari ApoE-/- farelerin aterosklerotik lezyonlarini MR ile
incelemek icin  Ferumoxtran-10 (Combidex), ultrasmall superparamanyetik
demiroksit nanopartikulleri kullanmislardir ve yaptiklari histolojik incelemede fare
aortunda demir igeren bolgeleri Perl boyama ile belirlemiglerdir. Ayni zamanda
lezyon bdlgelerinde makrofajlarin varligini ve akimulasyonunu Cat-S boyama ile
gOstermiglerdir.  Cok  kuglUk boyutlardaki  stperparamanyetik  demiroksit
nanopartikullerin aterosklerotik lezyon bodlgesinde akumulasyonunu makrofaj

varligi ile aciklamiglardir [166].
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4.3. Kopiik Hucre Olusum Modeli

Aterosklerotik plak olusumu ile ilgili olarak gergeklestirilien c¢alismalarda
aterosklerozun ilerleyisini dusuk yogunlukiu lipoprotein (LDL) oksidasyonunun
artirdigi gbézlenmistir. Bunun nendeni; LDL ‘nin 6zel reseptoérlerle hlcre igine
alinarak oksitlenmesi sonucu olusan okside-LDL vyapisinin kontrol digi
makrofajlarla kopuk hucrelerini  olusturararak, endotel hucrelerinin altinda

birikmesiyle aterosklerozunun ilk adimlarinin atildigi disunidimektedir [167].

Sunulan c¢alismalarin son bdéliminde daha &nceki bdlimlerde gelistirilen
nanoplatformlarda kullaniimak Uzere ihtiyag duyulan segici reseptor/ligand
ikililerinin belirlenmesinde kullaniimak Uzere, kdplk hlcreleri ex vivo ortamda
olusturularak, okside-LDL‘nin koépuk hcreleri ylzeyinde meydana getirecek
degisiklikler incelenmis ve hucrelerin ylzeyinde yer alan spesifik reseptoérler

belirlenmeye calisiimistir.

Bu baglamda calismalarin bu béliminde ilk olarak insan LDL’ sinden okside-LDL
eldesi saglanmis ve okside-LDL makrofajlarla etkilestirilerek kopUk hlcreleri elde

edilmistir.

4.3.1. Okside-LDL Eldesi

In vitro olarak olusturulan oksidasyon islemi ¢ basamaktan olugsmaktadir. Bunlar;
oksidasyon, ilerleme (propagasyon) ve lag fazi olarak adlandirilan basamaklardir.
Birinci basamakta, LDL yapisindaki doymamis yag asitlerinin yapisindaki metilen
gruplari, metal varliginda olusan hidroksil radikalleri ile molekul i¢i duzenlemelere
giderek dien konjugatlarini olusturmaktadir. Olusan dien yapilari oksijenle
birleserek lipid peroksil radikallerine donusmektedir. Daha sonraki basamakta hizli
lipid peroksidasyonu basamagi gelmektedir. En son basamak olan lag fazi

basamaginda ise antioksidanlarin miktari azalmaya baglamaktadir.

Oksidasyon dalga boyunu belirlemek icin Esterbauer ve arkadaslarinin izledigi
yontemle; 100 pg protein/ mL LDL ¢ozeltisine, 10 uM Cu*? ¢Ozeltisi ilave edilerek
37° C iki saat boyunca, 10 dakikallk zaman periyodlarinda ve 200-290 nm
araliginda UV absorbans taramalari yapiimistir. Yapilan taramalar sonucunda

oksidasyon igin en uygun absorbansin 234 nm oldugu bulunmustur [168].
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4.3.2. Okside-LDL Kinetigine etki eden Parametreler

4.3.2.1.LDL Konsantrasyonunun Oksidasyona Etkisi

Tez calismasinda, tUm oksidasyon basamaklari gerceklestirilirken, degisen LDL
konsantrasyonlarinda (25, 50, 75, 100, 150 pg/mL) 10 dakikallk zaman
dilimlerinde olgumler yapilarak LDL konsantrasyonunun oksidasyona etkisi
arastinimistir. (Sekil 4.42.)

B
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2 =100 pg/mL
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O T T T T T T 1
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Sekil 4.42. LDL konsantrasyonunun, oksidasyon kinetigine etkisi

Dien olusumu, 234 nm UV absorbansinda, 37° C’'de inklibe edilerek ve 25-150 ug/
mL arasindaki LDL protein konsantrasyonlarinda gergeklestirilmistir (Sekil 4.42.).
LDL konsantrasyonundaki artis sayesinde, baslangic dien miktari, lag time,
maksimum dien drundnu ve Urun olugsum hizinin da artirdigi gézlenmigtir. Bu artis
en dizgin ve en iyi 100 pg/mL konsantrasyonundaki LDL &rneklerinde
gOrulmustir ve bu konsantrasyon degeri ile galismaya devam etmeye karar

verilmistir.

Oksidasyon kinetigine ait parametrelere uygun olarak, degisen LDL
konsantrasyonu ile elde edilen verilere gore yapilan hesaplamalarin sonuglari

Cizelge 4. 4'te verilmektedir.
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Cizelge 4.4. Degisen LDL konsantrasyonu ile degisen LDL oksidasyon
parametreleri (n=4)

LDL Lag Time Baslangic Maksimum
Konsantrasyonu (Dakika) Dien Miktari Dien Miktari
(ng/mL)

(nmol/L) (umol/L)

25 50 13.1+1.4 21.3+23

50 37 19.4 +3.5 28.5+2.9

75 32 27.0 £3.9 50.1 + 3.6

100 25 38.8 4.7 69.3 % 6.2

150 12 40.1 +3.3 76.2+9.2

Ozellikle artan protein icerigi ile lag time degerinin distugu gdzlenmistir. Ayrica
oksidasyonun oldukga hizli gelismesine neden olmaktadir. Oksidasyonun en iyi
kontrol edilebilir degeri 100 pg protein/mL LDL konsantrasyonu olarak
bulunmustur. Literatirdeki ¢calismalarda 6zellikle 100 ug protein/mL LDL igeriginin
uzerindeki derisimlerle oksidasyonun kontrol edilebilirliginin  olduk¢a zor
oldugundan bahsedilmektedir [169].

Young ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada, LDL oksidasyonunun aterosklerozun
gelismesindeki anahtar basamak oldugunundan bahsetmiglerdir. Calismalarinda
dusuk yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonu, in vivo olarak enzim aracili ve
enzimatik olmayan mekanizmalar tarafindan baglatiimis ve LDL bir ¢ok aterojenik
Ozelliklere sahip olarak oksitlenmistir. In vivo LDL oksidasyonun, LDL protein
konsantrasyonundan etkilendigini, miktardaki degisimlerle ortamin pH’1 gibi yerel
cevresel faktorleri de etkiledigi bulunmustur. Oksidasyonun, LDL bilesimi,
antioksidan igerigi, yag asiti ve parcacik boyutu gibi faktorler de dahil olmak tzere
de ¢cok dnemli oldugundan bahsedilmektedir [170].

Bir diger calismada LDL yapisindaki lipidlerin ve yag asitlerinin oksidasyonu

artirici yonde katki sagladigini gostermiglerdir. Artan lipid igerigi ile lipid saklama
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icin adiposit kapasitesi asllirsa, nonadipose depolarinda lipidin anormal birikime
yol actigi gorulmuastir ve sonugta c¢esitli dokularda 6rnegin karaciger, dalak gibi

metabolik duzensizlige yol actigi gozlenmistir [171].

4.3.2.2.Bakir Siilfat Konsantrasyonunun Oksidasyona Etkisi
Tez konusu ile ilgili olarak yapilan ¢alismalarda LDL'nin in vitro oksidasyonu metal
iyonlarla inkiibe edilerek yapilmaktadir ve oksidasyondaki degisimler literatirde

daha 6nceden isaret edilmis absorbans (234 nm) artisi ile izlenmektedir [172-174].
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Sekil 4.43. Bakir Sulfat konsantrasyonunun lag time ve maksimum dien

olusumuna eftkisi

100 pg/mL konsantrasyonundaki LDL kullanilarak ve 0-15 uM arasindaki bakir
konsantrasyon degerleri degistirilerek lag time ve maksimum dien olusumuna
etkisi 37°C inklbe edilerek incelenmistir (Sekil 4.43). Bakir konsantrasyonu 2.5 yM
oldugunda lag time’in % 67 azaldigi gézlenmistir. Ancak bakir konsantrasyonunu
artirdigimiz zaman belirgin bir azalma olmadigi gézlenmektedir. Diger yandan
Bakir konsantrasyonu 2.5 uM olunca maksimum dien olusumunda % 50 artis
oldugu ancak 10 pM bakir konsantrasyonundan sonra bu artista onemli bir
degisiklik olmadidi gdézlenmistir. Bu nedenle calismamiza 10 yM bakir sulfat

konsantrasyonu ile devam edilmigtir.
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Literatirde degisik metal iyon kompleksleri kullanilarak (6rnegin FeClz, CuClz,
CuSOa4) LDL oksidasyonlari incelenmistir. Esterbauer yaptigi ¢alismada, degisik
tamponlar kullanarak demir iyonunun bakir iyonunun yaptigi oksidasyonun % 20
sinin altinda bir degerde oksidasyon yapabildigini gostermistir [168]. Kuzuya ve
arkadaslar; dustik yogunluklu lipoproteininin  demir ve bakir katalizli
oksidasyonuna fosfat tampon etkisini incelemislerdir. Yapilan incelemelerde FeCls
un lag fazina neden oldugunu ancak bakir kompleksinde bdyle bir degisim
olmadidi sonucuna variimistir. Bununla birlikte fosfat tamponunun demire badli
oksidasyonu azalttigi, bakir iyonuyla olan oksidasyonu ise etkilemedigi

goOzlenmigtir [174].

Morgan ve Leake galismalarinda, demir ve bakir iyon ¢ozeltileri kullanilarak LDL
oksidasyonuna pH etkisini incelemislerdir. Asidik pH’larda oksidasyonun daha iyi
sonu¢ verdigini hatta aktif makrofaj ylzeyininin pH'Inin 3.6 oldugunu
belirtmiglerdir. Ancak dusuk pH seviyelerinde demir ¢ozeltilerinden dugsuk
oksidasyon verimi elde ettiklerini kaydetmiglerdir. Ayrica asidik pH'ta LDL
oksidasyonun artiginin artan sistein konsantrasyonundan kaynaklandigini ve bakir
ile oksitlenen LDL’nin asidik pH’ta dienler, hidroperoksitler ve (Tiyobarbutirik asit
reaktif turleri) TBARS hizli olusumundan 6nce gecikme fazini arttirdigi ve bununla
beraber makrofajlar tarafindan aliminin da artirtigini kaydetmislerdir [175]. Dusuk
pH seviyelerinde calisildiginda oksidasyon kinetigi daha iyi sonug vermis olsa da
deneyler pH 7.4 fosfat tampon icerisinde gerceklestirilmistir. ilerleyen asamalarda
da bahsedilecegdi gibi ¢alismanin esas amaci okside-LDL ile insan makrofajlarini
etkilestirecek kopuk hucre olusturmak ve bu hicrelerin ylzey proteinleri tayin
etmektir. Herhangi bir pH degisikliginden yuzey proteinlerinin etkilenmemesi

amaciyla deneyler pH 7.4’te gercgeklestiriimistir.

Satchell ve Leake vyaptiklari calismada, Fe?* ile Fe3®' iyonlarinin etkilerini
karsilastirmislardir. Fe?* iyonunun lipid hidroperoksitler ile daha hizli tepkimeye
girdiklerini reaksiyon hiz denklemiyle gostermislerdir. ilging bir sekilde, Fe?nin
ylksek konsantrasyonlarda eklenmesi lag fazini kisalttigi gortGimastir. Fe3*
konsantrasyonu yerine, Fe?* segilmesi ile LDL oksidasyonu oran-sinirlayici

asamasi belirlenebildigini rapor etmiglerdir. [176].

Tum bu arastirmalari gézonunde bulundurarak tez g¢alismasinda da in vitro LDL

oksidasyonu fosfat tampon igerisinde ve CuSOas kullanilarak gergeklestiriimistir.
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CuSO4'un, PBS icinde uzun sire kalmasi sonucu dibe ¢oktigu gdzlendiginden,

bakir ¢ozeltileri hep oksidasyon dncesi hazirlanarak taze kullaniimistir.

4.3.3.0kside LDL Karakterizasyonu

4.3.3.1.TBARS Analizi ve MDA Tayini

Calismalarin bu boliminde degisen Cu*? konsantrasyonunun (0-15 pM)
(Tiyobarbdtirik asit reaktif turleri) TBARS’lara etkisi incelenmistir (Sekil 4.44.).

m25 m5 u10 m15
100 -

TBARS

0 1 2 4 6 8 10 24 36 48
inkiibasyon Zamani (saat)

Sekil 4.44. inkiibasyon zamani ve Bakir iyonu konsantrasyonunun TBARS etkisi
(n=4)

Reaksiyon karisimlari, 37°C de 48 saat icin oksijen varliginda inkibe edilmigtir.
Cesitli zaman araliklarinda, her bir tepkime karisimindan numuneler gikarilip toplu
analiz i¢cin -20°C'de saklanmis ve TBARS icin ¢dzllmis ve analiz edilmigtir.
Ornekler, okside lipid bilesenini temsil etmektedir. Reaksiyon karigsimlari mevcut
okside olmus lipidlerin hem lipoprotein hem de lipoproteinden pargalanabilen

olanlar ile iligkilidir.

Elde edilen sonuglara gore; 2.5 yM bakir iyonu ile gerceklestirilien ¢alismalarda,
TBARS degeri ilk saatlerde egrisel bir sekilde artmis ve 24 saat sonunda en
yuksek degerine ulasmis, daha sonra azalmistir. 48 saatin sonuna bakildiginda
ise en yuksek seviye % 60 dolayinda seyretmektedir. 5 uM bakir iyonu da 2.5 yM
bakir iyonu gibi ilk saatlerde egrisel bir artis goOstermigtir. 48 saatin sonuna
bakildiginda ise en yiksek seviye % 67 olarak hesaplanmigtir. 10 ve 15 yM bakir
iyonu konsantrasyonlarinda ise 2.5 ve 5 yM bakir iyonu konsantrasyonunun

aksine TBARS seviyeleri aniden ylUkselmistir ve daha sonra dusmustir. Ancak,
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TBARS duzeyindeki artisin 2.5 ve 5 yM bakir iyonu konsantrasyonlarina goére
daha hizli oldugu; ancak 48 saatin sonunda ise TBARS degerlerinin daha dusuk

seviyelere geriledigi goralmustar.

Yagi yaptigl arastirmada 0.1-20 yM bakir iyonu konsantrasyonlarini denemis ve
0.1 pM bakir iyonu konsantrasyonunda c¢ok yavas ilerleyen bir oksidasyon
gozlemlemistir. Ancak bunun aksine 20 yM bakir iyonu konsantrasyonunda ise
aniden bir artis ve 24 saat ile 48 saat araliklarinda ise dusus kaydetmistir. Bu

bilgilere gore sunulan ¢alismadaki elde edilen veriler literatirt dogrular niteliktedir.

Yapilan c¢alismalarin devaminda standart grafik kullanilarak LDL, ve Cu*? ile
okside edilen LDL Orneklerinin MDA duzeyleri nmol/ml olarak belirlemigtir. Bu
degerler Cizelge 4.5’te gosterildigi gibi lipoproteinlerin protein iceriklerine

bdlinerek nmol/mg protein olarak ifade edilmistir (n=4).

Cizelge 4.5. LDL ve okside-LDL 6rneklerinin MDA Duzeyleri

LDL (nmol/mg LDL Okside-LDL (nmol/ mg
protein ) LDL protein)
Ortalama MDA Duzeyleri 3905 52.4 +13.7*

* LDL grubuna gore p< 0.001

Cu*? iyonu araciifinda LDL oksidasyonunun MDA seviyeleri TBARS grafikleri
kullanilarak belirlenmigtir. MDA sonuglarina gore okside-LDL’li érnekler istatistiksel
olarak LDL’li érneklere gore anlamh bir artis gostermistir. MDA dizeyindeki artis

oksidasyona duyarlihidinin fazla oldugunu gostermektedir.

Gallou ve arkadaslari, yaptiklari calismada makroanjiopatili Tip 2 Diabetes Mellitus
hastalarinin LDL’lerinin, vaskuler komplikasyonsuz makroanjiopatili Tip 2 Diabetes
Mellitus hastalarinin ve kontrol grubunun LDL oksidasyonuna duyarlihdint TBARS
yontemiyle analiz etmigler ve makroanjiopatili Tip 2 Diabetes Mellitus hastalarinin
LDL’lerinin oksidasyona yatkinlklarinin diger gruplardan daha fazla oldugunu
gOstermiglerdir [177].

Konukoglu ve arkadaslari ise, anjiopati komplikasyonu gelismis tip 2 diyabetli

hastalarda TBARS metoduyla hidrojen peroksitle muamele sonrasi, eritrositlerde
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gerceklestirdikleri lipid peroksidasyonu incelemelerinde, anjiopati komplikasyonu

gelismemis olan gruba gore MDA seviyelerini daha yuksek tespit etmislerdir [178].

Bir diger calismada, dolagimdaki yag degerlerinin okside-LDL etkisine bakilmis ve
hastalarin degisen yas gruplari ile belirgin tip 1 diyabette karotis IMT ilerlemesi ve
artan duzeyleri ile iligkili kurulmaya cahlsiimistir. Artan yad konsantrasyonu
degerleri MDA ile tespit edilmis ve LDL duzeyi yuksek tip 1 diyabette karotis IMT
ilerlemesi Uzerinde buyUk bir etkiye sahip oldugu agikga goralmustar [179].

4.3.3.2. Goreceli Lipid Elektroforetik Mobilitesi

Lipid ve okside LDL partikullerin hem protein bilesenleri hem de lipid degisiklikleri
jel elektroforezi ile degerlendirilmistir. Oksitlenmis LDL elektroforetik goé¢li sodyum
barbital tamponunda agaroz jel elektroforezi ile belirlenmigtir. Lipoproteinler Sudan
Siyah B ile boyanarak goéruntilenmistir. Elektroforez goérintisinden de
anlasilacag gibi okside LDL’nin oksidasyon derecesine gore LDL’ ye gore daha
fazla elektroforetik mobiliteye sahip olup bu fazlalik, oksidasyon derecesi arttikga
blyumektedir (Sekil 4.45). Tez cgalismasi sonucunda LDL ve okside-LDL’nin
literatire gore uygun/dogru vyerlerde bantlar olusturdugu goézlenmistir [117].
Okside-LDL bandinin normal LDL bandindan daha uzakta belirlenmesi

oksidasyonun da gergeklestiginin bir gostergesidir.

Sekil 4.45. (Soldan Saga Dogru) LDL, okside LDL (24 saat inkUibasyon), okside
LDL (12 saat inklbasyon), okside LDL (18 saat inkibasyon) drneklerinin goreceli

elektroforetik hareketligi
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Elde edilen elektroforez sonucuna goére, LDL orneklerinin goreceli elektroforetik
mobilite (REM) degeri 2 mm olarak bulunmustur. 12,18, ve 24 saat bakir suilfat
cOzeltisi ile okside edilen LDL ornekelerin goreceli elektroforetik mobilite (REM)
degerleri sirasi ile 3.4, 3.5 ve 3.7 m (REM) olarak bulunmustur. Literatlirde de

benzer sonuglar gdzlenmektedir [180].

Elektroforez yontemiyle yagin hem saf olup olmadigini hem de oksidasyonun
gerceklesip gerceklesmedigi hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Noble 1968 yilinda
yaptigi calismada plazma lipoproteinlerinin agaroz jel icerisinde elektroforetik
ayrilmasini hedeflemistir. Bu ¢alismada c¢esitli yag boyalari 6rnedin Fat red 7, oil
red o, sudan kirmizisi ve siyahi boyalari kullanilarak lipidlerin yurutuldugu agaroz
jel géruntilenmeye calisiimistir. Bu boyalarin disinda azot bazlh dusik molekil
agirhkh boyalar da kullanilmig ancak herhangi bir sonug¢ elde edilemediginden, bu
boyalardan da sudan kirmizisinin lipid boyamasi igin en uygun nitelikte oldugu
tespit edilmistir [181]. Sudan kirmizi boyamasinin diger boyalara gore lipidlerle

daha ¢ok kimyasal etkilesime girdigi gosterilmigtir.

Ichikawa ve arkadaslar yaptiklari calismada kolesterol diyet ile besledikleri tavsan
ve normal yem ile beslenen tavsanlarin kanlarindan plazmalari toplanmis ve
kargilastiriimistir. Elde edilen plazmalar % 1 agaroz jeli Gzerinde elektroforez
edilmistir. Kolesterolce zengin diyetle beslenen tavsanlarin plazmalarindaki yag
oranlarinin arttigi hatta bazi durumlarda normal yagdan farkli oldugunu yag

kirmizisi 7B ile boyayarak gostermislerdir [182].

4.3.3.3. Apo B fragmentasyonu igin SDS—Poliakrilamid Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE)

LDL ve okside-LDL ornekleri % 10 SDS-PAGE de yurutilerek coomassie mavi ile
goruntulenmigtir. Elde edilen elektroforez goruntustu Sekil 4.46° da gosterildigi
gibidir.
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Sekil 4.46. LDL (A) ve okside LDL’nin (B) Apo B fragmentasyonu

Calismamizda, LDL &rnekleri ile okside-LDL o6rnekeleri karsilastirildiginda, LDL
orneklerinin daha az Apo B igeridigi gozlenmistir. Yani oksidasyon ne kadar

artarsa Apo B konsantrasyonun da dogrusal olarak arttigi gézlenmisgtir.

Thilakarathna ve arkadaslarinin yaptiklari calismada kuersetinin  LDL
oksidasyonuna etkisine bakilmistir. Oksidasyonun Apo B fragmentasyonundaki
degisime SDS-PAGE yapilarak karar verilmistir. Elektroforez sonucuna goére
kuarsetinin yiksek konsantrasyonlarda (10-100 mg/L) kullanildiginda daha az Apo
B konsantrasyonu elde edilmis ve kuarsetinin LDL oksidasyonunu inhibe ettigi

g6zlenmistir [183].

Diger bir galismada ise, Clerodendron glandulosum 6zU varliginda veya
yoklugunda Okside-LDL’'nin ApoB pargalanmasina ve elektroforetik etkisine
bakilmistir. Clerodendron glandulosum 6zt ortak varligr énemli 6lglide okside-LDL

kaynakli Apo B pargalanmasini engelledigi gézlenmistir [180].
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4.3.4. insan Monositinden Makrofaj Farklilagtiriimasi

4.3.4.1. insan Monositinden Makrofaj Farklilastirilmasinin  Morfolojik
Incelemesi

Uyarilmamis THP-1 ve MQ hucrelerinin faz kontrast goérintuleri sirasiyla Sekil
4.47. A ve B sirasiyla gosteriimektedir.

Sekil 4.47. (A) Normal THP-1 insan monosit hicreleri; (B) Makrofaja donismus

hicreler

Yuvarlak hatlara sahip monosit hucreleri PMA ile uyarilinca olugsan makrofa;j
hicrelerinde hlcre uzamalari gézlenmigtir. Ayrica ¢ekirdek/sitoplazma oraninda
artig, sitoplazma géruntisunin parlakliginda azalma ve belirgin graniller olustugu

saptanmigtir. Vakuollesmenin farklilagsmis hicrelerin sitoplazmasi iginde mevcut
oldugu belirlenmistir.
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4.3.4.2. THP-1 Monosit Hiicrelerinin Makrofaja Donusturilmesi, Akis
sitometrik Histogramlar Ve Degerlendirmeleri

THP-1 monosit hicrelerinde CD14 ifade seviyeleri, hem stimlle (monositler)
hemde (Phorbol myristate acetate) PMA ile uyarilan (makrofajlar) hicrelerde akis

sitometri ile de@erlendirilmigtir (Sekil 4. 48).
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Sekil 4.48. (A) Naiv (Farkhlagsmamis) ve (B) PMA ile uyarilarak farkhlagmis THP-1
hacrelerinin CD14 ifadeleri

Farklilasmamis THP-1 hicreleri Gzerinde CD14 ifadesinin distk oldugu; ancak 2

gun sire ile PMA ile uyarilan (makrofaja donusturulen) hicrelerde ise 6nemli

Olcude artig oldugu gozlenmistir [119].

4.3.5. Kopiik Hiicre Olusumu ve Karakterizasyonu
Elde edilen kdpuk hucrelerin lipid profilleri karsilastirilarak hicreye lipid alimi

karakterize edilmigtir.
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Sekil 4.49. Lipid Profilleri

Elde edilen lipid profillerine gore, eklenen LDL ve okside-LDL degerine bagh
olarak sitoplazmada biriken LDL dlzeyinin artmasiyla LDL ve okside-LDL’nin
hdcrelerin igerisine alindigi saptanmistir. Ayrica eklenen LDL ve okside-LDL
degerine bagli olarak sUpernatana goére sitoplazmadaki LDL duzeyinde artis

gozlenmisgtir.

4.3.5.1. Kopiik Hucre Siipernatan ve Sitoplazma MDA Seviyeleri
LDL ve okside-LDL ile etkilestiriimis THP-1 ve makrofajlarin supernatan ve
sitoplazma MDA seviyeleri Sekil 4.50’de verilmistir. Test ¢ tekrarl calisiimis (n=3)

ve sonuglar ortalama deger * standart sapma seklinde verilmigtir.
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OSupernatant @ Sitoplazma
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%[HFM I
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MDA seviyesi
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Sekil 4.50. LDL ve okside-LDL ile etkilestiriimis THP-1 ve makrofajlarin

supernatan ve sitoplazma MDA seviyeleri

MDA seviyeleri incelendiginde sitoplazma degerinin supernatant degerlerine gore
daha yuksek oldugu saptanmistir. THP-1 ve makrofaj hicrelerinin MDA seviyeleri
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karsilastirildiginda ise LDL ile okside edilen hlcrelerin hem supernatant hem de

sitoplazma degerlerinin diger gruplara gore daha yuksek oldugu saptanmistir.

4.3.5.2. Kopiuk Hiicre Supernatan ve Sitoplazma NOx Seviyesi
LDL ve okside-LDL ile etkilestiriimis THP-1 ve makrofajlarin slipernatant ve
sitoplazma NOx seviyeleri Sekil 4.51°’de belirlenmistir. Test Gg tekrarli galisiimistir

(n=3). Sonuglar ortalama deger + standart sapma seklinde verilmistir.

25 1 OSupernatant @ Sitoplazma

oﬂdﬂﬁdﬂ

THP-LDL  THP OX MQ-LDL  MQ-OX

NOXx seviyesi pmol/mg
protein
= = N
o (6] o

wv
1

Sekil 4.51. LDL ve okside-LDL ile etkilestiriimis THP-1 ve makrofajlarin

supernatant ve sitoplazma NOx seviyeleri

NOXx seviyeleri incelendiginde sitoplazma degerinin stpernatant degerlerine gore
daha yuksek oldugu saptanmistir. THP-1 ve makrofaj hlcrelerinin NOx seviyeleri
kargilastirildiginda ise LDL ile okside edilen hicrelerin hem supernatant hem de

sitoplazma degerlerinin diger gruplara gére daha ylksek oldugu saptanmistir.

4.3.5.3. Kopuk Hiicre Suipernatan Sitokin Seviyeleri

Kualtir ortamina eklenen LDL ve okside-LDL, THP-1 ve makrofaj hucrelerinin
supernatantlarin  TNF-a, IL-10 ve midkin seviyeleri asagidaki grafiklerde
gOsterilmistir. Testler iki tekrarli ¢alisiimistir (n=2). Sonuglar ortalama deger *

standart sapma seklinde verilmigtir.
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Sekil 4.52. LDL ve okside-LDL ile etkilestiriimis THP-1 ve makrofaj hiicrelerinin

TNF-a salgilanmasi tzerine etkisi

LDL ve okside-LDL eklenmesiyle timor nekrotizan faktér (TNF-a) saliminin artigi
g6zlenmistir. MacEwan yapti§i calismada, aktive olan monositler ve makrofaj TNF
endojen sentezinin ana kaynagi oldugunu rapor etmistir. Hlcre tipi ve kosullarina
bagli olarak, TNF-a nekrotik ve apoptotik hicre o6limine neden oldugunu

gOstermigstir [184].

Bir diger calismada ise, okside- LDL ile meydana gelmis immin komplekslerin,
makrofajlarin  kdplUk hicreye doniusimini sagladigi  ve makrofajlardan
proinflamatuar medyatorlerin salimina sebep oldugu goézlenmistir. Boylelikle THP-

1 insan monosit hicrelerinden TNF-a salimini arttirdigini belirlemislerdir [185].

Literatlrde yapilan galismalara gore, TNF-a, monositler ve makrofajlardan IL-1, IL-
6 ve, IL-8 gibi gesitli sitokinlerin salgilanmasina neden oldugu gézlenmistir [186].
IL-6, monosit/ makrofaj stimulasyonunun énemli bir GrinU olmasina ragmen, IL-1 p

ve TNF-a Uretimini inhibe ettigini kanitlayan ¢alismalar vardir.

Literatlrdeki sonuglar g6zéninde bulundurarak, farklilasmamis ve farklilasmis
hacrelerin, TNF salgilarindaki gozlenen artigi agiklamamiza yardimci olmaktadir.
Jin ve arkadaslari yaptiklari ¢calismada, makrofajlarin fazla aktivasyonu, TNF-a ve
IL-6 gibi pro-inflamatuar sitokinlerin fazla Uretimi nedeniyle, hicrelerde hasara

neden oldugunu gostermiglerdir [187].
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Sekil 4.53. LDL ve okside-LDL ile etkilestiriimis THP-1 ve makrofaj hticrelerinin IL-

10 salgilanmasi Uzerine etkisi

Hem THP-1 hicrelerine hem de makrofaj hulcrelerine LDL ve okside-LDL

eklenmesiyle IL-10 saliminin arttigi gézlenmistir.

Yakin zamanda interlokin-10 (IL-10) makrofaj kolesterol emilimini ve akigini

guglendirerek, lipid metabolizmasini module ettigini gosteren ¢alismalar mevcuttur.

IL-10 ozellikle makrofajlar tarafindan aterosklerotik lezyon bdlgelerinde agirlikh
olarak Uretiimektedir. IL-10, hem makrofajlar ve T hilcreleri hem de lokal
enflamatuvar yanitin modulasyonunda o6nemli bir rol oynayabildigi yapilan
calismalarda go6zlenmigtir. Bu c¢alismada da makrofaj hicrelerinin @ THP-1
hicrelerine kiyasla IL-10 seviyelerinin oldukga ylksek oldugu gozlenmigtir. Elde

ettigimiz sonug literatirle uygunluk géstermektedir [188].

Okside-LDL ile etkilestirilen hiicre grublarinda, IL-10 ve TNF-a duzeylerinde, THP-
1 ve makrofaj hicrelerine gore ylksek bir artis saptanirken, 6zellikle makrofaj
hacreleri ile etkilestirilen okside-LDL gruplari IL-10 ve TNF-a sitokinlerin

salimlarinin oldukga yuksek degerlerde oldugu belirlenmisgtir.
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Sekil 4.54. LDL ve okside-LDL ile etkilestiriimis THP-1 ve makrofaj hiicrelerinin

midkin salgilanmasi Uzerine etkisi

LDL ve okside-LDL ile inkibe edilen THP-1 ve makrofaj hicrelerinin deneyler
sonucunda midkin salgiladiklari goértlmektedir. LDL ve okside-LDL etkilestirilen
THP-1 hdcrelerinin - midkin seviyelerinde bir degisiklik goézlenmezken, THP-1
monosit hucrelerinden farklilastirilan makrofaj hucrelerin de dogrusal bir artis
g6zlenmektedir. Midkin salgilanmasinin PMA-kaynakli hucrelerde daha belirgin

oldugu gorulmusgtur.

Monosit hucrelerinin midkin salgilama fonksiyonu bir in vitro hucre kaltird modeli
ile teyit edilmigtir [189]. Elde ettigimiz sonuglar bu ¢galismayla 6rtusmektedir. Midkin
etkileri enflamatuar kosullarinin patojenezinde kritik rol Ustlendigi ilgili literatirde

de gosterilmektedir.

4.3.6. Kopiik Hucre Sitotoksisite Caligmalari

LDL ve okside-LDL ile etkilestiriimis THP-1 insan monosit hucrelerinin ve
farkhlastirilan makrofajlarin 24 ve 48 saatlik hicre proliferasyonlari belirlenmistir
(Sekil 4. 55.). Test yedi tekrarli calisiimistir (n=7). Oksitlenmemis THP ve makrofaj
hicrelerinin 24 ve 48 saatlik hlcre proliferasyon degerleri kontrol olarak

belirlenmistir.
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Sekil 4.55. LDL ve Okside-LDL etkilestirilen THP-1 ve makrofaj hlicrelerinin hicre
proliferasyon sonuglari (Grup basina zamana bagli hiicre sayisi grafikte

gosterilmigtir. Sonuglar ortalama deger £ standart sapma seklinde verilmistir.)

Hucre proliferasyon sonuglarina goére, THP-1 hucrelerine PMA uygulanarak
makrofajlara farkhlastirilmasinin herhangi bir sitotoksik etki gézlenmemistir. Her
iki hicre grubunun LDL ile etkilestiriimesi sonucunda herhangi bir sitotoksik etki
gOstermezken, okside-LDL ile etkilestirilen hucre gruplarinda sitotoksik etki

yarattigi gorulmastur.

Birinci ve ikinci gun, THP-1 kontrol gruplarina gére, LDL ile etkilestiriimis THP-1
hicrelerinin formazan absorbanslarinda azalma goérusmustar; fakat bu azalma
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0.05). Bununla birlikte birinci ve ikinci gun
yapilan galismalara gore okside LDL ile etkilesen hucrelerin absorbanslarinda
anlamli bir azalma saptanmistir (p<0.05). Makrofajlarda ise birinci glin yapilan
calismaya gore LDL ve okside LDL ile etkilestirilen hucreler ile kontrol ¢caligsmasi

aralarinda anlaml bir fark gérdimemistir (p<0.05).

ikinci giin yapilan calismalara gdre, LDL etkilestirlen THP-1 hicrelerinin
absorbanslari anlamh bir azalma saptanmamigsken (p>0.05), okside LDL ile
etkilestirilen hicrelerin absorbanslarinda anlamh bir azalma belirlenmistir (p<0.05).
LDL ile etkilestirilen makrofajlar ile kontrol absorbanslari arasinda anlamli bir fark
gorulmemistir (p>0.05). Bununla birlikte okside LDL ile etkilestirilen makrofajlarin
birinci guin absorbansi ile kontrol ¢alismasi arasinda fark gérilmezken, ikinci guin

absorbanslarinda anlamli bir digus saptanmistir (p<0.05).
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4.3.7. MALDI-ToF Sonuglari

Yapilan deneyler sonucunda elde edilen THP-1 insan monosit hucrelerinin
membran proteinlerine ait MALDI-MS kutle spektrumunda, 11374.74, 13998.42,
15341.98 ve 17878.29 m/z de@erlerinde ylksek siddetli sinyaller goézlenmigstir
(Sekil 4.56.A).

LDL ile etkilegtirilien THP-1 insan monosit hlcrelerinin katle spektrumunda ise
11303.78, 13996.33, 15326.97, 17876.40 m/z degerlerinde ylksek siddetli
sinyaller gozlenmistir (Sekil 4.56.B). Ayni proteinler, THP-1 insan monosit
hucrelerine ait kutle spektrumunda da godzlenmektedir. Ancak bu ornegin kutle
spektrumunda go6zlenen sinyallerin siddetlerinde artis oldugu tespit edilmistir.
Bunlarin yani sira 8564.58 m/z sinyali, THP-1 insan monosit hlcrelerin kutle
spektrumunda go6zlenmeyip, sadece LDL ile etkilestirlen monosit hicrelerin
spektrumunda gozlenmektedir. Bu farklihdin LDL'nin THP-1 monosit hlcrelerinin

yapisinda meydana gelen degisikliklerden kaynaklandigi disunulmektedir.

Okside-LDL ile etkilestiriimis THP-1 monosit hicrelerinin kitle spektrumu, THP-1
ve LDL ile etkilestirlen THP-1 insan monosit hicrelerinin kitle spektrumlari ile
kargilastirildiginda bu spektrumda digerlerinden farkli m/z degerlerinde sinyaller
gOzlendigi belirlenmistir. Elde edilen kitle spektrumunda digerlerinden farkli olarak
7574.82, 9082.89, 14611.40 m/z degerlerinde sinyaller gdézlenmektedir (Sekil
4.56.C). Bunun yani sira g farkl 6rnege ait kutle spektrumlarinda ayni proteinlere
ait sinyaller gézlenmistir. Bu bulgular 1siginda okside-LDL ile etkilestirilen THP-1
monosit hucrelerinin yapisal farkhliklar gosterdigi dustunulmektedir. Bu durum, LDL
ve okside-LDL ile etkilestirlen THP-1 insan monosit hlcrelerinin  membran
yuzeylerinde farkh tdrlerin olustugunun veya turlerin degisiklige ugradiginin bir

gOstergesidir.
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Sekil 4.56. Membran proteinlerinin MALDI-MS spektrumlari. (A) THP-1 insan
monosit hicresi, (B) LDL ile etkilestiriimis THP-1 insan monosit hicresi ve (C)

okside-LDL ile etkilestiriimis THP-1 insan monosit hlcresi.
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Makrofaj hlcrelerinin membran proteinlerine ait MALDI-MS kutle spektrumunda
(Sekil 4.56), 11294.85, 13998.32, 15316.51 ve 17866.10 m/z degerlerinde ylksek
siddetli sinyaller gozlenmektedir (Sekil 4.57.A).

LDL ile etkilestiriien makrofaj hicrelerinin izole edilen membranlarina ait kutle
spektrumunda ise 11297.17, 13995.11, 15322.58, m/z dederlerinde yuksek siddetli
sinyaller gozlenmigtir (Sekil 4.57.B). SO0z konusu sinyaller, makrofaj hucre
membranina ait kutle spektrumunda da gézlenmektedir. Ancak bu sinyaller, her iki
ornege ait kitle spektrumlarinda yaklasik olarak ayni m/z degerlerinde elde edilse
de, LDL ile etkilestirilen makrofaj hlicrelerinin izole edilen membranlarina ait kitle
spektrumunda sinyal siddetlerinin daha yuksek oldugu gorulmektedir. LDL
etkilesiminden sonra, makrofaj hicrelerinin izole edilen membranlarina ait kutle
spektrumunda 17866.10 m/z degerlerinde gbzlenmekte olan sinyalin kayboldugu

tespit edilmigtir.

Okside-LDL ile etkilestirilen makrofaj hicrelerinin izole edilen membranlarinin kutle
spektrumu, makrofaj ve LDL ile etkilestirilen makrofaj &rneklerinin katle
spektrumlarindan tamamen farklilik goéstermektedir. Okside-LDL ile etkilestirilen
makrofaj hicrelerinin izole edilen membranlarina ait kitle spektrumunda 6zellikle
dusuk molekal arahdr bolgesinde yuksek siddetli sinyaller gdézlenmistir. Bu
spektrumda 7200.10, 7576.60, 9084.66, 10261.09, 12357.58, 14031.03 m/z
degerlerindeki sinyaller bulunmaktadir (Sekil 4.57.C). Makrofaj ve LDL ile
etkilestirilen makrofaj érneklerine ait kitle spektrumlarinda ortak olarak gézlenen
sinyallerin okside-LDL ile etkilestirilen 6érnegde ait kutle spektrumunda bulunmadigi
gOzlenmigtir. Tez ¢alismasinin kopuk hicre olugsumu ile ilgili bolimunde makrofaj
hicrelerinin  okside-LDL partikillerini icerisine almasiyla koépuk hicrelerinin
olustugu gosterilmistir. MALDI-MS sistemi ile gercgeklestirilen analizler sonucunda
elde edilen veriler degerlendirildiginde okside-LDL ile etkilegtirilen makrofaj
hdcrelerinin yapilarinda dedisikliklerin meydana geldigi ifade edilebilmektedir. Bu
sonuglar, olusan kopuk hlcre yapilarinin makrofaj hticrelerinden farkli olduklarinin

bir gostergesi olarak kabul edilebilir.

THP-1 monosit hicre membrani ve makrofaj hicre membranina ait kutle
spektrumlari  karsilastirildiginda ise THP-1 monosit hdcrelerine ait  kuitle
spektrumunda elde edilen sinyallerin sinyal/guralti oraninin daha dusuk oldugu

g6zlenmektedir. Ayrica her iki kitle spektrumunda yaklasik ayni m/z degerlerinde
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sinyaller elde edilmigtir. Makrofaj hlicre membranina ait kutle spektrumunda
sinyallerin giddetlerinin dusuk oldugu gozlenmektedir. MALDI-MS sistemi ile elde
edilen veriler, THP-1 hucrelerinin PMA ile etkilestiriimeleri sonucunda makrofaj
hicrelerine farklilastiklarini gdstermektedir. Elde edilen bu sonuglarla birlikte
yaplya uygulanan bu islemin yapida az da olsa farkliliklara neden oldugu

dusunulmektedir.

LDL ile etkilestirilen THP-1 monosit hdcrelerinin - membranlari ve LDL ile
etkilestirilen  makrofaj hlcre membranlarina ait  kitle  spektrumlari
kargilastirildiginda her iki katle spektrumunda elde edilen sinyallerin m/z
degerlerinde farklilik goézlenmemektedir. LDL ile etkilestirilen THP-1 monosit
hdcrelerinin membranlarina ait spektrumunda gozlenen 8564.58 m/z sinyalinin

LDL-makrofaj drnedine ait kitle spektrumunda goézlenmedigi belirlenmistir.

Okside-LDL ile etkilestirilen THP-1 monosit ve makrofaj membranlarinin kitle
spektrumlarinda ayni m/z degerlerinde sinyaller gozlense de, okside-LDL ile
etkilestirilen makrofaj membrani 6rnegine ait kutle spektrumundaki sinyallerin
siddetlerinin daha ylksek oldugu tespit edilmistir. MALDI-MS sistemi ile elde
edilen veriler degerlendirildiginde okside-LDL ile etkilestirilen makrofaj hiicrelerinin
izole edilen membranlarinin kutle spektrumunun diger tim o6rnek gruplarinin

spektrumlarina gore farklilik gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.57. Membran proteinlerinin MALDI-MS spektrumlari. (A) Makrofaj hicresi,
(B) LDL ile etkilestiriimis Makrofaj hiicresi ve (C) okside-LDL ile etkilestiriimis

Makrofaj hicresi.
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Ouedraogo ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, IFN-y and IL-4 sitokinleri
kullanilarak makrofaj huicreleri 18 saat sure ile stimule edilmigtir. S6z konusu
indukleyici ajanlar ile M1 ve M2 makrofaj kutuplasmasi, MALDI-ToF-MS sistemi
kullanilarak 2-12 KDa araliginda elde edilen kutle spektrumlariyla belirlenmigtir. Bu
calismada uyarimamis ve uyarimis makrofajlarin  kitle spektrumlarinin
birbirlerinden tamamiyla farkli olduklari belirtiimistir. Tez ¢alismasinda elde edilen
LDL ve okside-LDL’ye maruz birakilan monosit ve makrofaj hucrelerine ait kutle
spektrumlarinin  s6z konusu ¢aligmanin sonuglari ile uyumluluk gosterdigi
gOrulmektedir [190].

MALDI-ToF-MS sistemi, tum hicre orneklerindeki bakteri tarlerinin tespit edilmesi
¢alismalarinda kullaniimaktadir. Son yillarda yapilan proteomiks uygulamalarinda
da iki boyutlu elektroforetik sistemlerle beraber kullaniimaktadir. Slomianny ve
arkadaslarinin yaptiklari ¢calismada, monosit ve makrofaj htcreleri kullaniimistir.
Bu galismada monosit ve makrofaj hicrelerinin membran izolasyonu icin deterjan
agirlikh izolasyon yontemi uygulanmistir. Bu nedenle membran izolasyon
basamagindan sonra MALDI-ToF-MS analizleri sirasinda karsilasilacak olumsuz
etkilerin énlenmesi amaciyla cesitli saflastirma islemleri uygulanarak membran
icindeki fazla deterjan yapilari uzaklastirimaya calisiimistir. Yapilan iki boyutlu
elektroforez isleminden sonra vyurutulen jeller kesilerek kesitlerde bulunan
proteinler jel igcerisinde enzimatik olarak parcalanmistir. Enzimatik parcalama
islemi sonrasinda elde edilen peptit birimleri, MALDI-ToF-MS sistemiyle tayin

edilerek insan makrofajlarinin membran proteinlerinin profilleri belirlenmigtir [191].

4.3.8. ESI-qToF-MS/MS Sonuglari

Literatirde yapilan bazi arastirmalara gére protein tanimlanmasinin tirlerin
sadece molekuler agirhklarinin belirlenmesiyle gerceklestirildigi ifade edilmektedir.
Ancak son yillarda yapilan arastirmalarda, yalnizca protein birimlerinin molekuler
agirhklarinin  belirlenmesinin, protein  tanimlanmasinda yetersiz  oldugu
belirtiimektedir. Kesin protein tanimlanmasi, proteinin enzimatik olarak
parcalanmasinin ardindan elde edilen peptit birimlerinin amino asit dizilimlerinin
dogru bir sekilde belirlenmesi ile gercgeklestirilebilmektedir. Elektrosprey
iyonlastirma (Electrospray ionization, ESI) teknigi ile birlikte tandem (MS/MS) kutle
spektrometrisi bir arada kullanilarak, peptit birimlerinin amino asit dizilimleri

belirlenebilmektedir. Ornek igerisinde tayin edilen peptit birimlerinin ve bu peptit
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birimlerinin amino asit dizilimlerinin, protein veritabani ile karsilastiriimasi ile

protein tanimlama sonugclar elde edilmektedir. Bunun i¢in Mascot gibi yazilimlar

kullanilarak, her protein dizilimi hakkindaki detayli bilgi elde edilebilmektedir.

Membran izolasyonundan sonra elde edilen érnek gruplari; THP-1(T), T-LDL, T-
okside-LDL, makrofaj (MQ), MQ-LDL ve MQ- okside-LDL, tripsin enzimi ile

proteolitik parcalama islemine maruz birakilarak peptit birimlerine ayriimistir.

Enzimatik parcalama igslemi sonucunda elde edilen peptit birimleri ESI-qToF kutle

spektrometresi kullanilarak analiz edilmistir. Analizler sonucunda elde edilen kitle

spektrometrik veriler, Mascot yazilimi kullanilarak degerlendiriimistir. Elde edilen

sonuglar Cizelge 4.6’ da verilmektedir.

Cizelge 4.6. ESI-qToF-MS/MS Sistemiyle Tanimlanabilen Membran Proteinleri

ORNEK GRUBU | TANIMLANABILEN PROTEINLER
THP-1(T) Histon H2tip 1B (H2A1B/Homo Sapien)
T-LDL Histon H2tip 1B (H2A1B/Homo Sapien)
T-OKSIDE-LDL | Histon H2tip 1B (H2A1B/Homo Sapien)
ADAM metallopeptidase domain 19 (ADAM19/Homo
sapiens)
MAKROFAJ(MQ) | Histon H2tip 1B (H2A1B/Homo Sapien)
Trans Membran 9 Superfamily member 1(TM9S1/Homo
sapiens)
MQ-LDL Histon H2tip 1B (H2A1B/Homo Sapien)
Trans Membran 9 Superfamily member 1(TM9S1/Homo
sapiens)
MQ-OKSIDE- | Histon H2tip 1B (H2A1B/Homo Sapien)
LDL

ADAM metallopeptidase domain 19 (ADAM19/Homo

sapiens)
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Histon H2tip 2A (H2A2A/Homo Sapien)

Trans Membran 9 Superfamily member 1(TM9S1/Homo

sapiens)

Adenin Fosforibosil transfer (APRT)

Cizelge 4.6’da gosterilen sonuglara goére, tim htcre gruplarinda Histon H2 tip 1B
proteini ortak olarak bulunmustur. Okside-LDL ile etkilestirirlen, THP-1 insan
monosit ve makrofaj hlcrelerinde ADAM metallopeptidaz domain 19 proteini
bulunmustur. Makrofaj, LDL ile etkilestiriien makrofaj ve okside-LDL ile
etkilestirilen makrofaj hicrelerin hepsinde Trans Membran 9 Superfamily member
1 proteini gézlenmistir. Okside-LDL ile etkilestirilien makrofaj hlcrelerinde Histon
H2tip 1B proteinin drnek icerisindeki ylzdesinin azaldigi, yap! igerisinde Histon
H2tip 2A proteininin olustugu gdézlenmistir. Okside-LDL ile etkilestirilen makrofaj
hicrelerinde, adenin fosforibosil transfer (APRT) protein tanimlanmistir. Bu
proteinlerden H2A tip 2A histon proteini ESI-MS ydntemi ile ilk kez tanimlanmistir.
Okside-LDL ile etkilestiriimis makrofaj hucrelerinin membranlarinda digerlerinden
farkh olarak H2A2A histon ve adenin fosforibosil transfer proteinleinin var oldugu

belirlenmistir.

Literatlrde yapilan benzer bir galismada, insan makrofaj hlicrelerinin membran
proteinleri oncelikli olarak iki boyutlu elektroforez yontemiyle boyutlarina ve pl
(isoelektronik noktalarina) degerlerine gore birbirlerinden ayriimistir. Proteinlerin
jel Uzerinde bulundugu her bir bdlge tek tek alinarak, uygun ¢ézuculerde ¢ozulmuas
ve enzimatik pargalamaya hazir hale getirilmigtir. Enzimatik par¢calama sonucunda
elde edilen peptit birimleri, ESI-MS sistemi ile analiz edilmistir. Membran
proteinlerinin hidrofobik 6zellikli olmasi nedeniyle anyon degistirici malzemeler
kullanilarak ayirma iglemi gergeklestiriimis, insan makrofaj izole membranlari
analiz edilmis ve elde edilen sonuglar UniProt veritabani kullanilarak
deg@erlendirilmistir. Bu calismada dort adet dahili zar proteini, on adet tip |, iki adet
tip I, bir adet tip Il membran proteinleri de dahil olmak Uzere toplamda 49
membran proteini tanimlanabilmistir [191]. Tez c¢alismasinda membran ylzey

proteinlerinin tayininde kutle spektrometrik analiz 6ncesinde gercgeklestirilen
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ayirma ve saflastirma islemlerinde C-18 dolgu maddesi igeren kolon kullaniimistir.
Bu asamada kullanilan C18 malzemesinin hidrofobik 6zellikli proteinlerden elde
edilen peptit birimlerinin ayrilmalari veya saflastiriimalari i¢in uygun olmadigi
gOrulmustir. Buna ragmen ESI-qToF sistemi ile yapilan analizler sonucunda
ornekler igerisinde bulunan proteinler belirlenebilmigtir.  Okside-LDL ile
etkilestirilmis makrofaj hucrelerinin membranlarinda digerlerinden farkli olarak

H2A2A histon ve adenin fosforibosil transfer proteinlerinin var oldugu belirlenmigtir.
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5. SONUGLAR VE ONERILER

Yapilan tim calismalar sonunda elde edilen bulgular ve bulgularin 1s1g1 altinda

ortaya konulan sonug 6zetleri ve Oneriler asagida sunulmustur.

» Yeni nesil nanoplatformlarin gelistirimesi asamasinda oncelikle manyetik
nanopartikiller, demir klorGr bilesikleri kullanilarak 15-20 nm arasinda
basariyla hazirlanmig ve karakterize edilmigtir. Daha sonra manyetik
Ozellige sahip PHB/CMCs, PHB/Cs ve Dekstran nanopartikilleri yaklagik

100-300 nm araliginda sentezlenmisgtir.

» Hazirlanan nanopartikullerin morfolojik incelemeleri, Taramali Elektron
Mikroskobu (SEM) ve Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) kullanilarak
yapilmistir. Morfolojik incelemeler sonucunda nanopartikillerin kiresel

yapiya sahip olduklari belirlenmigtir.

» Elde edilen SEM goéruntulerinden de anlagilacagi gibi 30 nm ve altindaki
nanopartikillerin gérintiilenmesinin yetersiz kaldigini gézlenmistir. Ozellikle
demir oksit nanopartikullerin boyutlarinin 15-20 nm arasinda olasi nedeniyle
net bir gorinti elde edilememistir. Bu sebeple 06zellikle TEM cihazi
kullanilarak goérUntlileme yapilarak daha net sonuglar elde edilebilecegi

dusunulmektedir.

» Hazirlanan tim nanopartikiller ISO 10993-5 standardina gére L929 hiicre
hatti ile biyolojik uyum testleri yapilmis ve tim formulasyonlarin toksik

etkilerinin oldukca dusuk seviyelerde oldugu belirlenmigtir.

» Hazirlanan manyetik nanopartikullerin, yuksek demir icerigine sahip ve
partikll konsantrasyonu ylksek érnek gruplarinda (100 pg/ml ve 50 ug/ml)
sitotoksik etki artmaktadir ve sitotoksik 0Ozellik az-orta seviyelere
¢cikmaktadir ancak dusuk partikil konsantrasyonlarinda (20 ug/ml ve 5
pg/ml) demir igerigi arttinldiginda bile sitotoksik etki hafif seviyelerdedir (%
75- 80 ve Uzeri oranda hicre canliligi).
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» Hazirlanan nanopartikuller, tez calismamizin ikinci bolimunde in vivo
uygulamalarda MR teshis ve tedavisinde kullanilacak nanoplatformlarin
hazir hale getirilmesi i¢in IgG 1, Anneksin A5 ve Anneksin A1 ligandlar
hazirlanan PHB/CMCs nanopartikillere kimyasal olarak takilmasi

saglanmistir.

» Yapilan g¢alismalar sonucunda, hidrofobik ylizeye sahip PHB
nanopartikullerin, karboksimetil kitosan gruplari ile etkilegtiriimesi ile
baglanma verimliliginin hazirlanan diger nanopartikullere gore daha yuksek
oldugu bulunmustur. Bunun nedeni ise, karboksimetil gruplarinin PHB

yuzeyi Uzerinde blyuyerek, zincirler arasinda etkilesimi arttirmasidir.

» Yapilan galigmalarda FesOs nanopartikullerin baglanma verimliliginin diger
nanopartikillerden daha fazla oldugu goézlenmistir. Bunun en blyuk nedeni
boyutlarinin 15-20 nm arasinda olmasiyla ylzey alani/ hacim oraninda artig
meydana gelmektedir. Boylelikle baglanma noktalarinda artis meydana
gelecektir. Ayrica, metal baglama, proteinlerin yapisal ve fonksiyonel
karakterizasyonu icin 6nemlidir. Protein yapisinda olan ligandlarin 6zellikle

metallerle kolaylikla selat olusturma 6zelligindedir.

» Yapilan baglanma verimliligi calismalarinin sonuglarina gore en yuksek
baglanma verimliligi Anneksin A5 ve IgG 1 ligandlarinda goérulmustur.
Ayrica hazirlanan nanoplatformlar, kardiyovaskuler sistem rahatsizliklari
teshis ve tedavisinde kullanilacagindan, canl sistemde karsilagilabilecek
hicre hatlarindan diz kas hucreleri (A7r5) ve damar endotel hicre
hatlarida HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) kullaniimigtir.

» Elde edilen sitotoksisite sonuglarina goére Anneksin A5 ve IgG1 takih
PHB/CMCs nanoplatformlarin sitotoksit agidan en uygun yapiya sahip
oldugu goézlenmis ve in vivo galismalara bu formulasyonlarla devam

edilmesine karar verilmigtir.

» Hayvanlara %1’ lik yag diyeti uygulanmis ve kilo alimlari haftalk tartimlar ile

belirlenmis, elde edilen sonuglara goére siganlarin sekiz hafta sonunda
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yaklasik 100 g kilo aldiklari gbzlenmisgtir.

Hayvan deneylerinden elde edilen bulgulara gore oOncelikle yag diyetine
sokulan hayvanlarin aortlarinda standart yem ile beslenen siganlara gore
onemli oranda aterosklerotik plak olusumunun gergeklestigi MR

goruntuleriyle ortaya konulmustur.

Daha sonra bu siganlar ligand takili manyetik 6zellige sahip nanopartikuller

uygulanarak hedefleme etkinligi testlerine tabi tutulmustur.

Yapilan MR incelemelerine gore, uygulanan nanopartikiler yapilarin
hedeflenen (olusturulan) aterosklerotik plak boélgesine basariyla ulastirildigi
g6zlemlenmis ve hedeflenen akilli nanotasiyici formlarinin geligtiriimis

oldugu ortaya konulmustur.

Yapilan biyokimyasal testlerin sonuglarina gore oncelikle uygun yag diyeti
ile beslenen siganlar ile standard yem ile beslenen sicanlar arasinda kayda
deger farkhliklar degisik organ ve dokularda tespit edilmistir. Bunun yani
sira tum organ ve dokularda, manyetik 0zellige sahip biyopolimerik
nanopartikil miktarinin belli bir oranda oksidatif strese neden oldugu

gozlenmisgtir.

Yapilan hayvan deneylerinden elde edilen bulgulara goére gerek MR
incelemelerinde, gerek biyokimyasal testlerde ve gerekse histolojik
incelemelerde uygulanan nanopartikiler yapilarin hedeflenen (olusturulan)
aterosklerotik plak bdlgesine basariyla ulastinldigi gozlemlenmis ve

hedeflenen nanoplatformlarin gelistiriimis oldugu ortaya konulmustur.

Calismamizin son boélimuinde, ex vivo ortamda aterosklerotik plak olusumu

gelistirilmigtir.

insan LDL’si temin edilerek, bakir siilfat ile okside edilmistir. LDL miktarinin
ve Cu?* iyon derigsiminin oksidasyona etkileri incelenmis ve Okside-LDL
olusumu, TBARS yontemi ve elektroforetik sistemler kullanilarak karakterize

edilmistir.
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THP-1 insan monosit hucreleri kullanilarak, PMA ile uyariimasi sonucu
makrofaj hicreleri elde edilmigtir. Farklilasan makrofaj hicreleri okside-LDL

ile etkilestirilerek kopuk hlcreleri ex vivo ortamda olusturulmustur.

THP-1 insan monositi ve makrofaj hiicreleriyle etkilestirilen LDL ve okside-

LDL’nin TNF a, IL-10 ve midkin salgilanmasi tzerine etkisi incelenmistir.

Elde edilen kdpuk hlcrelerinin membran proteinleri izole edilmis ve MALDI-
MS ve ESI-qToF-MS kutle spektroskopisi sistemleri ile membran yuzey

proteinleri tayin edilmistir.

MALDI sonuglarina gére, THP-1 ve LDL ile etkilestirien THP-1 insan
monosit huicre membran kutle spektrumlarinin farklilik géstermedigi ancak
okside-LDL ile etkilegtirilen THP-1 monosit hicrelerinin yapisal farkliliklar
goOsterdigi  dusunuUlmektedir. Okside-LDL ile etkilestiriien THP-1 insan
monosit hicrelerinin membran yizeylerinde farkl tirlerin olustugunun veya

turlerin degisiklige ugradiginin bir gostergesidir.

MALDI-MS sistemi ile elde edilen veriler degerlendirildiginde okside-LDL ile
etkilestirilen makrofaj hucrelerinin izole edilen membranlarinin kutle
spektrumunun diger tim &rnek gruplarinin spektrumlarina gére farkhlik

gOsterdigi belirlenmisgtir.

ESI-qToF-MS sonuglarina gore, tum hicre gruplarinda Histon H2 tip 1B
proteini ortak olarak bulunmustur. Okside-LDL ile etkilestirilen, THP-1 insan
monosit ve makrofaj hicrelerinde ADAM metallopeptidaz domain 19
proteini bulunmustur. Makrofaj, LDL ile etkilestirilen makrofaj ve okside-LDL
ile etkilestirilen makrofaj hucrelerin hepsinde Trans Membran 9 Superfamily
member 1 proteini gézlenmistir. Okside-LDL ile etkilestirilen makrofaj
hidcrelerinde Histon H2tip 1B proteinin ornek igerisindeki yuzdesinin
azaldigi, yap! igerisinde Histon H2tip 2A proteininin olustugu goézlenmigtir.
Okside-LDL ile etkilegtirilen makrofaj hucrelerinde, adenin fosforibosil
transfer (APRT) protein tanimlanmistir. Bu proteinlerden H2A tip 2A histon
proteini ESI-MS ydntemi ile ilk kez tanimlanmigtir. Okside-LDL ile
etkilestirilmis makrofaj hucrelerinin  membranlarinda digerlerinden farkl
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olarak H2A2A histon ve adenin fosforibosil transfer proteinleinin var oldugu

belirlenmistir.

» Tez calismasinda membran yuzey proteinlerinin tayininde kutle
spektrometrik analiz 6ncesinde gergeklestiriien ayirma ve saflastirma
islemlerinde C-18 dolgu maddesi igeren kolon kullaniimigtir. Bu asamada
kullanilan C-18 malzemesinin hidrofobik 6zellikli proteinlerden elde edilen
peptit birimlerinin ayrilmalari veya saflastiriimalari icin uygun olmadigi
gorulmustir. Membran proteinleri tayininde anyon degistiricili dolgu
maddesi iceren kolonlarinin kullaniimasiyla, daha net sonuglar elde

edilebilecegi dusunulmektedir.

» Okside-LDL ile etkilestirilmis makrofaj hucrelerinin (elde edilen kdpuk
hicrelerin) membranlarinda digerlerinden farkli olarak H2A2A histon ve

adenin fosforibosil transfer proteinlerinin var oldugu belirlenmistir.

Elde edilen sonuglara gore s6z konusu reseptorlerin belirlenmesiyle bunlara
uygun ligandlarin belirlenmesi ve ardindan hazirlanan nanoplatformlarin bu
ligandlarla dekore edilmesiyle kisiye 0zel teghis ve tedavi sistemlerinin

geligtiriimesi igin gerekli alt yapi olusturulmustur.
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